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DESCRIPCION
Microorganismo que expresa xilosa isomerasa
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a un microorganismo.

En particular, la presente invencion se refiere a un microorganismo transformado capaz de: una actividad xilosa
isomerasa superior a la del microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o una tasa de crecimiento
superior en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa que la del microorganismo equivalente antes de
la transformacion y/o un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo equivalente antes de la
transformacion y/o una produccion de etanol superior cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la
fuente de carbono que la del microorganismo equivalente antes de la transformacion.

La presente invencion se refiere ademas a un método para la preparacion de microorganismos transformados
capaces de: una actividad de la xilosa isomerasa superior a la del microorganismo antes de la transformacion y/o
una tasa de crecimiento superior en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa que la del
microorganismo antes de la transformacién y/o un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo
antes de la transformacion y/o una produccion de etanol superior cuando se cultiva en condiciones anaerobias en
xilosa como la fuente de carbono que la del microorganismo antes de la transformacion.

Ademas, la presente invencion se refiere a indculos y medios de cultivo que comprenden un microorganismo de
acuerdo con la presente invenciéon o un microorganismo preparado mediante un método de acuerdo con la presente
invencion.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método de fermentacién que comprende cultivar en un medio
de cultivo un microorganismo de acuerdo con la presente invencion o un microorganismo preparado mediante el
método de la presente invencion.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para producir un biocombustible y/o un producto derivado de la
xilosa que comprende cultivar en un medio de cultivo un microorganismo de la presente invenciéon o un
microorganismo preparado mediante el método de la presente invencion.

En la presente memoria se describe un biocombustible y/o un producto derivado de la xilosa obtenido mediante un
método de la presente invencion.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de un microorganismo de acuerdo con la presente invenciéon o un
microorganismo preparado mediante el método de la presente invencion para la produccion de un producto derivado
de xilosa y/o un biocombustible.

Antecedentes

El etanol se considera un combustible para el transporte alternativo atractivo que puede usarse como un aditivo,
suplemento o sustitucion parcial del combustible fésil gasolina que, en ultima instancia, es un recurso limitado.

El etanol puede ser utilizado en concentraciones mas pequeias en lugar del metil terc-butil éter (MTBE) como un
refuerzo de octanos mas limpio o como aditivo de la gasolina para la oxigenacion o puede ser utilizado para la
mezcla en la gasolina en cantidades superiores del 10-85 %, donde las mezclas se pueden utilizar en motores de
automoviles soélo ligeramente modificados como los conocemos hoy en dia. Por lo tanto, tiene una enorme ventaja
sobre otros combustibles alternativos para el transporte. Cualquier sustitucion fraccionaria se puede hacer con la
maxima flexibilidad, y esto sin cambios drasticos en la tecnologia de los motores para transporte tal como la
conocemos hoy en dia.

El etanol tiene la ventaja de ser un recurso renovable, ya que puede ser producido en grandes cantidades a partir de
material vegetal. De esto también se deduce la ventaja de tener una contribucion neta baja a la liberacion de diéxido
de carbono a la atmdsfera, ya que el diéxido de carbono liberado por el uso de etanol se reabsorbe por la produccion
necesaria de material vegetal para regenerar el etanol utilizado.

En la produccion de etanol por fermentacion tradicional, el material vegetal utilizado es el azucar de 6 carbonos, que
o bien se extrae directamente de las plantas que contienen monosacaridos o disacaridos libres, o se genera
mediante la hidrdlisis del almidén a partir de las partes de la planta que contienen almidén. Estos azlcares proceden
de partes de plantas que también se utilizan para la alimentacién humana o animal. La produccion tradicional de
etanol esta, por lo tanto, compitiendo directamente por el material vegetal, que de otro modo se utiliza para alimento
humano o animal. La conversion de los alimentos en combustible plantea preocupaciones éticas en un mundo donde
millones de personas estan muriendo de hambre; los calculos muestran que la cantidad de maiz necesaria para
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producir un tanque lleno de combustible para un todoterreno comun en los EE.UU. es aproximadamente la cantidad
que se necesita para alimentar a una persona hambrienta durante un afio completo.

Una solucion alternativa es el uso de material vegetal lignoceluldsico que se considera de otro modo como residuo
para la generacion de energia y combustible. Es decir, en general, al ser considerado de una manera muy positiva,
el desarrollo de formas de utilizar material vegetal lignocelulésico para la produccién de etanol ha obtenido en
muchos paises un gran apoyo, tanto a nivel politico como por el publico en general. Otra ventaja es la gran cantidad
de material lignocelulésico, lo que realmente haria factible la sustitucion del 50 % o mas del consumo actual de
gasolina con etanol.

Existen numerosas fuentes de material lignoceluldsico que pueden utilizarse para la produccion de etanol, siempre
que se pueda establecer un proceso de recoleccion y conversion eficiente y rentable. Algunos ejemplos de cosechas
que se estan realizando actualmente incluyen el bagazo de la cafia de azucar, las astillas de madera, los rastrojos
de maiz y la paja de trigo.

Los dos principales problemas técnicos encontrados en el uso de material lignocelulésico para la produccion de
etanol mediante la fermentacion son:

1. Las dificultades en la hidrdlisis de la celulosa que contiene azlcar de 6 carbonos en glucosa sin generar
subproductos que dificulten o impidan una mayor conversién microbiana de la glucosa en etanol y

2. La falta de un organismo que sea capaz de la conversion eficiente de los azlcares de 5 carbonos (por
ejemplo, xilosa y arabinosa) presentes en la parte hemicelulosa del material lignocelulésico en etanol.

Desde hace mas de 6000 afios Saccharomyces cerevisiae ha sido el microorganismo preferido para la conversion
de los azucares de 6 carbonos derivados de material vegetal en etanol. Esto es debido a una combinacion favorable
de un rendimiento de etanol alto, una productividad especifica alta y una tolerancia al etanol alta junto con la
capacidad de crecer y fermentar a pH bajo, donde otros microorganismos competidores tienen problemas para
sobrevivir. Una vez superadas las dificultades en la hidrélisis de la celulosa, entonces lo mas probable es que
Saccharomyces cerevisiae siga siendo el organismo preferido para utilizar en la generacion de etanol por
fermentacion de los monémeros de azucar de 6 carbonos liberados. Pero desgraciadamente, S. cerevisiae es
incapaz de metabolizar los azicares de 5 carbonos que constituyen hasta un tercio del material de azucar
lignocelulésico.

En consecuencia, durante las ultimas dos décadas se ha estado trabajando para buscar formas de manipular
genéticamente S. cerevisiae con el fin de introducir la capacidad de fermentacion del aztcar de 5 carbonos. Este
trabajo se ha centrado principalmente en la fermentacion de la xilosa, ya que la xilosa constituye la parte dominante
de los azucares de 5 carbonos en la lignocelulosa. A pesar de que S. cerevisiae no puede metabolizar la xilosa, es
capaz de metabolizar el isémero xilulosa (Wang y Schneider, 1980), que es el metabolito que constituye un punto de
entrada en la ruta de las pentosas fosfato. Asi, en principio, el problema se puede resolver dotando a S. cerevisiae
de la capacidad de convertir la xilosa en xilulosa.

Se han introducido con éxito dos rutas bioquimicas existentes diferentes en S. cerevisiae con el fin de canalizar la
xilosa en la ruta de las pentosas fosfato a través de la xilulosa. En los hongos que metabolizan xilosa de forma
natural, la xilosa se convierte en xilulosa en un proceso de dos etapas (ver Figura 1). La xilosa se reduce primero en
xilitol mediante una xilosa reductasa (XR-EC 1.1.1.21). El xilitol se deshidrogena después en xilulosa por la xilitol
deshidrogenasa (XDH - EC 1.1.1.9). La reductasa y la deshidrogenasa no estan presentes en S. cerevisiae, pero ha
sido posible transferir y expresar los genes que codifican estas dos enzimas de Pichia stipitis en S. cerevisiae y la
cepa de S. cerevisiae resultante modificada es capaz de metabolizar la xilosa.

La actividad de las dos enzimas requiere NADPH y NAD+ y genera NADP+ y NADH, de modo que es necesario
para el organismo regenerar el equilibrio NAD+ - NADH y NADP+ - NADPH por procesos redox en otros lugares del
metabolismo, de lo contrario el metabolismo de la xilosa dejara de funcionar cuando el NADPH y el NAD+ se hayan
agotado. La tasa bastante reducida del metabolismo de la xilosa y la generacion de grandes cantidades de xilitol por
cepas de S. cerevisiae modificadas de esta manera se ha atribuido a este problema inherente a la ruta de la xilosa
reductasa - xilitol deshidrogenasa

En las bacterias que metabolizan xilosa, la conversién de xilosa en xilulosa es diferente: una sola enzima, la xilosa
isomerasa (EC 5.3.1.5), convierte la xilosa directamente en xilulosa (véase la Figura 1). Esto parece ser mas simple
y no genera el desequilibrio NAD+ - NADPH mencionado anteriormente. Por lo tanto, también fue la primera
estrategia que se propuso para conferir la capacidad de metabolizar la xilosa en S. cerevisiae. Pero ha resultado
dificil que esta estrategia funcione. La expresion de la mayoria de los genes de la xilosa isomerasa de bacterias no
da lugar a la presencia de una xilosa isomerasa activa en S. cerevisiae y todavia se desconoce la razon exacta de
ello. Diversos estudios han puesto de manifiesto que a menudo se puede detectar una proteina producida a partir de
la expresion de un gen bacteriano, pero la proteina expresada aparentemente no se pliega en una enzima activa en
S. cerevisiae.
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Las enzimas termoestables son a menudo también mas estables en otros tipos de condiciones extremas, tales como
una alta concentracion de sal y valores de pH extremos. Esto puede indicar que las enzimas termoestables son mas
propensas a mantener (y probablemente también conseguir) un pliegue correcto. Y, de hecho, ha sido posible
encontrar ejemplos de genes de la xilosa isomerasa bacteriana aislados de organismos termofilos que expresan
xilosa isomerasas activas en S. cerevisiae (Ver: Walfridsson et al, 1996; y Bao et al, 1999). Se ha demostrado que
estos genes permiten a S. cerevisiae metabolizar la xilosa, pero a una tasa muy baja. La baja tasa se ha atribuido al
hecho de que las xilosa isomerasas termoestables tienen una actividad éptima a 80 - 90 °C, pero las temperaturas
que permiten la supervivencia de la mayoria de las cepas de S. cerevisiae son 30 - 35 °C.

Declaraciones de la invencion
La presente invencion se refiere a un microorganismo transformado capaz de:

(a) una actividad xilosa isomerasa superior a la del microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o
(b) una tasa de crecimiento superior en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa que la del
microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o

(c) un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o
(d) una produccion de etanol superior cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de
carbono que la del microorganismo equivalente antes de la transformacion

en el que dicho microorganismo ha sido transformado con una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa
isomerasa en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exdgena derivada de una bacteria mesofila y
en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exdgena derivada de una especie de Lactococcus;

y en el que dicho microorganismo transformado es una levadura transformada en el que dicha levadura
transformada es Saccharomyces.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un indculo que comprende un microorganismo de acuerdo con la
presente invencion.

La presente invencion se refiere a, en otro aspecto, un medio de cultivo que comprende un microorganismo de
acuerdo con la presente invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método para preparar un microorganismo
transformado, comprendiendo dicho método la etapa de transformar un microorganismo, de tal modo que dicho
microorganismo transformado es capaz de:

(a) una actividad de la xilosa isomerasa superior a la del microorganismo antes de la transformacion y/o

(b) una tasa de crecimiento superior en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa que la del
microorganismo antes de la transformacion y/o

(c) un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo antes de la transformacion y/o

(d) una produccion de etanol superior cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de
carbono que la del microorganismo antes de la transformacion

en el que dicho microorganismo ha sido transformado con una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa
isomerasa en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exodgena derivada de una bacteria mesofila y
en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exdgena derivada de una especie de Lactococcus;

y en el que dicho microorganismo transformado es una levadura transformada en el que dicha levadura
transformada es Saccharomyces.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método de fermentacién que comprende cultivar en un medio
de cultivo un microorganismo de acuerdo con la presente invencién o un microorganismo preparado mediante el
método de la presente invencion.

La presente invencién proporciona, en un aspecto adicional, un método para producir un producto derivado de la
xilosa que comprende cultivar en un medio de cultivo un microorganismo de acuerdo con la presente invencién o un
microorganismo preparado mediante el método de la presente invencion.

La presente invencion proporciona, en otro aspecto, un método para producir un biocombustible en el que dicho
método comprende la etapa de cultivar en un medio de cultivo un microorganismo de la presente invenciéon o un
microorganismo preparado mediante el método de la presente invencion.

En la presente memoria se describe un biocombustible obtenido mediante un método de la presente invencioén.

En la presente memoria se describe un producto derivado de la xilosa obtenido mediante un método de la presente
invencion.
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Ademas, la presente invencioén, proporciona el uso de un microorganismo de acuerdo con la presente invencion o un
microorganismo preparado mediante el método de la presente invencion para la produccion de un producto derivado
de la xilosa.

Ademas, la presente invencién proporciona el uso de un microorganismo de acuerdo con la presente invencion o un
microorganismo preparado mediante el método de la presente invencion para la produccion de un biocombustible.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un microorganismo transformado, en el que dicho
microorganismo transformado comprende una secuencia de nucleétidos exégena que codifica una xilosa isomerasa.

Discusion

Los esfuerzos anteriores para encontrar genes de xilosa isomerasa bacterianos de origen mesdfilo con alta actividad
cuando se expresan en, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae no han tenido éxito. Inesperadamente, como se
divulga en la presente memoria, ahora los inventores han tenido éxito en la identificacion de bacterias, en particular
bacterias mesoéfilas, que contienen secuencias de nucledtidos que codifican la xilosa isomerasa, la cual tras la
expresion en, por ejemplo, S. cerevisiae, da lugar a una alta actividad intracelular de xilosa isomerasa en el
organismo. Tales secuencias se pueden utilizar, por ejemplo, para disefiar cepas de la familia Saccharomyces para
permitir que la levadura convierta xilosa en xilulosa y de ese modo facilitar la produccion y/o el metabolismo eficiente
de la xilosa en etanol. La figura 4 detalla el metabolismo de la xilosa en etanol; la xilulosa-5-fosfato - un intermedio
que se puede derivar a partir de la D-xilosa - entra en la ruta de las pentosas fosfato y se metaboliza adicionalmente
en etanol en condiciones anaerobias. Pero ademas de eso, dichas secuencias pueden utilizarse también para
disefiar cepas de, por ejemplo, S. cerevisiae que sean productoras eficientes de otros compuestos derivados de
xilosa través de la ruta de las pentosas fosfato. Ejemplos de tales compuestos incluyen, pero no se limitan a,
aminoacidos aromaticos, acido lactico, acido succinico, acido acético, acetaldehido, furfural, acido itacénico, acido
glutamico, acido citrico, cresol, lisina, acido 3-hidroxipropionico, poli-3-hidroxialcanoatos, acido protocatéquico,
pirocatecol, guayacol, veratrol, resveratrol, vainillina, acido vainillinico, alcohol vainillinico, acido mucoénico, acido
adipico, acido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, acido 4-metoxibenzoico, 4-aminobenzoato, 4-hidroxianilina,
4-metoxianilina, quinol, anisol, fenol, acido antranilico, 3-hidroxiantranilato, acido 2,3-dihidroxibenzoico, 2-
aminofenol, 1,4-ciclohexanodiona, isopreno y estireno.

Algunas ventajas

Ventajosamente, la presente invencion se refiere a la transformacion (ingenieria) de microorganismos, tales como
los de la familia Saccharomyces, para permitir que los microorganismos metabolicen xilosa. Esto, a su vez, aumenta
ventajosamente la eficiencia de los microorganismos, en particular cepas de Saccharomyces, para producir etanol a
partir de materia prima que contiene xilosa (tales como material lignocelulésico). Ademas, ventajosamente aumenta
la eficacia de los microorganismos para producir otros metabolitos naturales o modificados derivados de los
intermedios en la ruta de las pentosas fosfato, tales como aminoacidos aromaticos, acido lactico, acido succinico,
acido acético, acetaldehido, furfural, acido itacénico, acido glutamico, acido citrico, cresol, lisina, acido 3-
hidroxipropionico, poli-3-hidroxialcanoatos, acido protocatéquico, pirocatecol, guayacol, veratrol, resveratrol,
vainillina, acido vainillinico, alcohol vainillinico, acido mucénico, acido adipico, acido 4-hidroxibenzoico, 4-
hidroxibenzaldehido, acido 4-metoxibenzoico, 4-aminobenzoato, 4-hidroxianilina, 4-metoxianilina, quinol, anisol,
fenol, acido antranilico, 3-hidroxiantranilato, acido 2,3-dihidroxibenzoico, 2-aminofenol, 1,4-ciclohexanodiona,
isopreno y estireno. Ademas, facilita el uso general de material que contiene xilosa como materia prima para el
crecimiento de las cepas de la familia Saccharomyces para fines industriales.

Una ventaja adicional es que la secuencia de nucleotidos que codifica la xilosa isomerasa se deriva de un organismo
mesofilo y/o es capaz de una alta actividad a temperaturas mesofilas.

Otra ventaja es que los microorganismos de acuerdo con la presente invencidon producen una xilosa isomerasa
activa.

Ventajosamente, mediante el uso de los microorganismos de acuerdo con la presente invencion, se pueden producir
biocombustibles (tales como etanol).

De forma mas ventajosa, mediante el uso de los microorganismos de acuerdo con la presente invencion, los
biocombustibles pueden ser producidos a partir de materiales de desecho, tales como los residuos agricolas
(incluyendo paja de cereales, tales como paja de trigo, pulpa de remolacha, bagazo de cafia de azucar; rastrojos,
tales como rastrojos de sorgo, soja, rastrojos de maiz y astillas de madera). Con la presente invenciéon no hay
necesidad (o hay una necesidad reducida) de utilizar los materiales (tales como extracto de cafia de azucar, extracto
de remolacha azucarera, almidon de sorgo, almidén de maiz o almidon de trigo) que de otro modo podrian ser
utilizados como un alimento fuente para los seres humanos y/o como pienso para los animales.
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Ventajosamente, los microorganismos de acuerdo con la presente invencion permiten el uso 6ptimo de los azucares
liberados por hidrdlisis del material lignocelulésico mediante la fermentacion de azucares pentosa, en particular
xilosa.

La presente invencion permite la produccion de un biocombustible que es mas neutro en términos de CO; en
comparacion con el transporte de combustible a base de petréleo. Con la presente invencion, las emisiones de CO
seran bajas (incluso mas bajas) durante la produccion del biocombustible de acuerdo con la presente invencién que
en comparaciéon con la producciéon de un combustible para transporte basado en petréleo tipico (combustibles
fosiles)

Figuras

Figura 1.Una representacion esquematica de las rutas metabdlicas que detallan el metabolismo de las dos
aldopentosas, D-xilosa y L-arabinosa. Ambas aldopentosas se convierten en una cetopentosa y ademas en D-
xilulosa 5-fosfato. Sin desear estar limitado por la teoria, como se indica en la figura, un tipo de ruta (tipo aldosa
reductasa) se encuentra en los hongos, mientras que el otro tipo de ruta (tipo isomerasa) se encuentra en las
bacterias. En el tipo de ruta fungica, las primeras enzimas pueden denominarse “D-xilosa reductasa” y “L-arabinosa
reductasa”, pero a menudo la misma enzima puede reducir tanto la D-xilosa como la L-arabinosa y ambas rutas
pueden servir y ser denominadas con el nombre menos especifico de “aldosa reductasa”.

Figura 2. Sin desear estar limitado por la teoria, la Figura 2 muestra una representacion esquematica de los tipos de
rutas metabolicas fungicas y bacterianas de algunas pentosas menos abundantes (D-lixosa y L-lixosa, D-ribosa)
detallando el metabolismo inicial hasta la entrada en la ruta de las pentosas fosfato.

Figura 3. Una representacion esquematica de la parte no oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato (RPF).

Figura 4. Una representacion esquematica de la conversion metabdlica de xilosa en etanol. Aqui, la cetopentosa
xilulosa-5-fosfato, que se puede derivar a partir de D-xilosa, se metaboliza adicionalmente en etanol en condiciones
anaerobias. Xl es xilosa isomerasa y XK es xiluloquinasa. Se muestra la entrada neta de xilosa en el proceso y la
produccion neta de etanol a partir del proceso (proceso neto).

Figura 5. Actividad de la xilosa isomerasa (XI) en Saccharomyces cerevisiae transformada con una secuencia de
nucledtidos que codifica una xilosa isomerasa bacteriana. La xilosa isomerasa bacteriana se deriva de (i)
Pseudomonas  syringae, (ii)  Thermoanaerobacter  thermohydrosulfuricus, (i) = Thermoanaerobacter
thermohydrosulfurigenes o (iv) Lactococcus lactis subsp. lactis (Lactobacillus xylosus).

Figura 6. El crecimiento en xilosa de Saccharomyces cerevisiae transformada con una secuencia de nucleotidos que
codifica y expresa una xilosa isomerasa bacteriana y una secuencia de nucleétidos que codifica y expresa una
xilulosa quinasa clonada a partir de Pichia stipitis.

Figura 7. La actividad xilosa isomerasa especifica de Saccharomyces cerevisiae transformada con una secuencia de
nucledétidos que codifica y expresa una variante de la xilosa isomerasa de Lactococcus. La variante xilosa isomerasa
de Lactococcus (XI) tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID No 14, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19
ola SEQ ID No 20.

Descripcion de la invencion

En la presente memoria las expresiones “una actividad xilosa isomerasa superior a la del microorganismo
equivalente antes de la transformacion” y “una actividad xilosa isomerasa superior a la del microorganismo antes de
la transformacion” se refieren a un microorganismo transformado que tiene una actividad xilosa isomerasa de al
menos 0,16, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o 1,0 unidades de xilosa isomerasa por mg de proteina del
microorganismo, cuando se cultiva en condiciones de cultivo adecuadas que permiten al menos el mantenimiento de
dicho microorganismo; por ejemplo, dicho medio de cultivo puede comprender uno o mas sustratos (por ejemplo,
xilosa) capaces de activar la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa pero dicho
medio de cultivo no comprende ningun sustrato que sea capaz de inhibir la expresion de la secuencia de nucledtidos
que codifica la xilosa isomerasa. Un ejemplo de condiciones de cultivo adecuadas se describe en el Ejemplo 5.
Dicha actividad xilosa isomerasa se mide utilizando el ensayo de cisteina-carbazol descrito por Dische vy
Borenfreund (1951). La actividad xilosa isomerasa del microorganismo transformado es superior a la del
microorganismo equivalente antes de la transformacion o a la del microorganismo antes de la transformacion,
cuando se cultiva en las mismas condiciones de cultivo que el microorganismo transformado.

En la presente memoria las expresiones “una tasa de crecimiento superior en o sobre un medio de crecimiento que
comprende xilosa que la del microorganismo equivalente antes de la transformaciéon” y “una tasa de crecimiento
superior en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa que la del microorganismo antes de la
transformacion” se refieren a un microorganismo transformado capaz de una mayor tasa de crecimiento de tal
manera que el tiempo necesario para una duplicacién en el numero de microorganismos es por lo menos 10 %, 15
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%, 20 % o 25 % menor que la del microorganismo equivalente antes de la transformacion o el microorganismo antes
de la transformacion, cuando se cultivan en las mismas condiciones.

Las expresiones “un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo equivalente antes de la
transformacion” y un “o un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo antes de la
transformacion”, como se n en la presente memoria, se refieren a un microorganismo transformado que es capaz de
metabolizar xilosa, de tal forma que la cantidad consumida de xilosa en el medio de cultivo es de al menos 10 %, 20
%, 25 %, 30 % o 35 % superior por célula que la del microorganismo equivalente antes de la transformacion o el
microorganismo antes de la transformacion, cuando se cultiva en las mismas condiciones durante un determinado
periodo de tiempo dentro de la fase de crecimiento exponencial. Dicho microorganismo transformado se cultiva en
condiciones de cultivo adecuadas que permiten al menos el mantenimiento de dicho microorganismo; por ejemplo,
dicho medio de cultivo puede comprender uno o mas sustratos (por ejemplo, xilosa) capaces de activar la expresion
de la secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa pero dicho medio de cultivo no comprende ningin
sustrato que sea capaz de inhibir la expresiéon de la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa.

En la presente memoria las expresiones “una produccién de etanol superior cuando se cultiva en condiciones
anaerobias en xilosa como la fuente de carbono que la del microorganismo equivalente antes de la transformacion” y
“una produccién de etanol superior cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de
carbono que la del microorganismo antes de la transformacion” se refieren a un microorganismo transformado que
es capaz de producir al menos 10 %, 20 % o 30 % mas de etanol por célula que el microorganismo equivalente
antes de la transformacion cuando se cultiva en condiciones anaerobias, con xilosa como la fuente de carbono,
durante un determinado periodo de tiempo.

La expresion “microorganismo equivalente antes de la transformacion” como se usa en la presente memoria incluye
referencias al microorganismo antes de la transformaciéon con una secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa
isomerasa o antes de la transformacion con una secuencia de nucleétidos que provoca la regulacion positiva (por
ejemplo, la sobreexpresion) de la xilosa isomerasa.

En una realizacioén, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con una secuencia
de nucledtidos que hace que el microorganismo sobreexprese la xilosa isomerasa. Por ejemplo, se inserta un
promotor en el genoma de un microorganismo que permite que el microorganismo sobreexprese una secuencia de
nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa enddgena.

En otra realizacion, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con una secuencia
de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa. Por ejemplo, el microorganismo se transforma con un vector de
expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa unida operativamente a
una secuencia reguladora.

Preferiblemente, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con una secuencia de
nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa.

Preferiblemente, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con una secuencia de
nucledtidos que codifica una xilosa isomerasa exdgena.

Preferiblemente, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con una secuencia de
nucledtidos que codifica una xilosa isomerasa exdgena derivada de una especie de Lactococcus.

En una realizacion preferida, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No 11,
SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20, o una variante, homéloga o derivada de la misma.

En una realizacion mas preferida, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con
una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 19 o SEQ ID No
20, o una variante, homologa o derivada de la misma.

En una realizacién preferida, el microorganismo de acuerdo con la presente invencidon se ha transformado con la
secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID No 1, SEQ ID No 10, SEQ ID No 17, SEQ ID No 12, SEQ ID No
27 o SEQ ID No 28, o una variante, homéloga o derivada de la misma.

En una realizacion mas preferida, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con
la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID No 27 o SEQ ID No 28, o una variante, homéloga o derivada de
la misma.

En un aspecto, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se ha transformado con dos o mas
secuencias de nucleétidos que codifican la xilosa isomerasa.
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Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa mencionado en la presente memoria
esta en un vector de expresion que codifica la misma.

Preferiblemente, el vector de expresién mencionado en la presente memoria comprende un promotor capaz de
sobreexpresar la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa. Ejemplos de tales promotores incluyen
el promotor GPD, el promotor TEF y el promotor ADP. Los promotores preferidos que pueden ser usados para
sobreexpresar la xilosa isomerasa pueden ser cualquiera de los elementos reguladores que controlan la expresion
de secuencias de nucledétidos que codifican proteinas implicadas en la glicolisis y la fermentacién de la glucosa.

En una realizacion, en el método de acuerdo con la presente invencion, el microorganismo se transforma con una
secuencia de nucleotidos que hace que el microorganismo sobreexprese la xilosa isomerasa. Por ejemplo, se inserta
un promotor inserta en el genoma de un microorganismo que permite que el microorganismo sobreexprese una
secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa endégena. En un ejemplo adicional, se inserta un
promotor en el genoma de un microorganismo que permite que el microorganismo exprese constitutivamente una
secuencia de nucleotidos que codifica la xilosa isomerasa enddgena.

En otra realizaciéon en el método de acuerdo con la presente invencion, el microorganismo se transforma con una
secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa. Por ejemplo, el microorganismo se transforma con un
vector de expresién que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa unida
operativamente a una secuencia reguladora. En un ejemplo adicional, el microorganismo se transforma con un
vector de expresion que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa unida
operativamente a una secuencia reguladora en la que dicha secuencia reguladora permite la expresion constitutiva
de la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa.

Preferiblemente, en el método de acuerdo con la presente invencion, el microorganismo se transforma con una
secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa.

Preferiblemente, en el método de acuerdo con la presente invencion, el microorganismo se transforma con una
secuencia de nucleotidos que codifica una xilosa isomerasa exégena.

En una realizacion preferida, en el método de acuerdo con la presente invencion, el microorganismo se transforma
con una secuencia de nucleétidos, que codifica una xilosa isomerasa, que comprende la secuencia de nucleétidos
mostrada como SEC ID No 1, SEQ ID No 10, SEQ ID No 17, SEQ ID No 12, SEQ ID No 27 o SEQ ID No 28, o una
variante, homologa o derivada de la misma.

En una realizacion preferida, en el método de acuerdo con la presente invencion, el microorganismo se transforma
con una secuencia de nucledtidos que codifica una xilosa isomerasa que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 ola SEQ ID No 20 o
una variante, homologa o derivada de la misma.

En un aspecto, en el método de acuerdo con la presente invencion, el microorganismo se transforma con dos o mas
secuencias de nucleétidos que codifican la xilosa isomerasa.

En el método de acuerdo con la presente invencion, preferiblemente la secuencia de nucleétidos que codifica una
xilosa isomerasa esta en un vector de expresion que codifica la misma.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “método de fermentacién” se refiere al cultivo de un
microorganismo o microorganismos en condiciones aerobias y anaerobias.

En una realizacion, el medio de cultivo comprende xilosa y/o una fuente de xilosa.

En una realizacion, el medio de cultivo comprende un azicar pentosa y/o una fuente de azlcar pentosa.
Preferiblemente, el azlicar pentosa es xilosa. En una realizacién, el azicar pentosa se deriva y/o es derivable de
material lignocelulosico.

Como alternativa, o ademas, el medio de cultivo comprende material derivado de material lignoceluldsico.

Preferiblemente, el método de acuerdo con la presente invencion comprende ademas la etapa de obtener el
biocombustible del medio de cultivo.

En una realizacion, el producto derivado de la xilosa se selecciona del grupo que consiste en xilulosa, xilulosa-5-
fosfato, etanol, aminoacidos aromaticos, acido lactico, acido succinico, acido acético, acetaldehido, furfural, acido
itaconico, acido glutamico, acido citrico , cresol, lisina, acido 3-hidroxipropionico, poli-3-hidroxialcanoatos, acido
protocatéquico, pirocatecol, guayacol, veratrol, resveratrol, vainillina, acido vainillico, alcohol vainillico, acido
muconico, acido adipico, acido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, 4-metoxibenzoico, 4-aminobenzoato, 4-
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hidroxianilina, 4-metoxianilina, quinol, anisol, fenol, &acido antranilico, 3-hidroxiantranilato, acido 2,3-
dihidroxibenzoico, 2-aminofenol, 1,4-ciclohexanodiona, isopreno y estireno.

Preferiblemente, el producto derivado de la xilosa se selecciona del grupo que consiste en xilulosa, xilulosa-5-
fosfato, etanol, aminoacidos aromaticos, acido lactico, acido succinico, acido acético, acetaldehido, furfural, acido
itaconico, acido glutamico, acido citrico, cresol, lisina, acido 3-hidroxipropiénico y poli-3-hidroxialcanoatos.

En una realizacion muy preferida, el producto derivado de la xilosa es etanol.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “sobreexprese” en la frase “una secuencia de nucleétidos que
hace que el microorganismo sobreexprese la xilosa isomerasa” y “un promotor capaz de sobreexpresar la secuencia
de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa” se refiere a un aumento en la expresién desde cero hasta un nivel
de expresion o que va desde un nivel mas bajo de expresion hasta un nivel mas alto de expresion (por ejemplo,
regulacion positiva) cuando el microorganismo transformado se compara con el microorganismo equivalente antes
de la transformacion. Los microorganismos que sobreexpresan xilosa isomerasa tienen una mayor capacidad para
catalizar la conversién de xilosa en xilulosa. La capacidad de convertir xilosa en xilulosa puede ser confirmada
mediante la determinacion de la capacidad del lisado de células para producir xilulosa a partir de xilosa ensayando la
xilulosa producida usando, por ejemplo, un ensayo de cetopentosa como se describe por Dische y Borenfreund
(Dische y Borenfreund, 1951), también descrito en la seccion de Ejemplos de la presente memoria.

Preferiblemente, el microorganismo transformado que sobreexpresa xilosa isomerasa es capaz de:

(a) una actividad xilosa isomerasa superior a la del microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o
(b) una tasa de crecimiento superior en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa que la del
microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o

(c) un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o
(d) una produccion de etanol superior cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de
carbono que la del microorganismo equivalente antes de la transformacion.

Ejemplos de microorganismos que sobreexpresan xilosa isomerasa incluyen: (i) microorganismos transformados con
un vector de expresion que codifica la xilosa isomerasa (antes de la transformacion dicho microorganismo no era
capaz de expresar la xilosa isomerasa) y (ii) microorganismos transformados para regular positivamente la expresion
de una xilosa isomerasa enddgena (antes de la transformacién dicho microorganismo era capaz de expresar dicha
xilosa isomerasa en una serie determinada de condiciones de cultivo durante el crecimiento exponencial, pero
después de la transformaciéon dicho microorganismo es capaz de expresar dicha xilosa isomerasa en un nivel
superior, en las mismas condiciones de cultivo, durante el crecimiento exponencial).

La expresion “una secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa” como se usa en la presente memoria
incluye secuencias de nucledtidos que comprenden secuencias reguladoras que permiten la expresion de la
secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa tales como promotores y potenciadores, los cuales
pueden estar asociados de forma nativa o no nativa a la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una célula de levadura modificada genéticamente que tiene un
gen de la xilosa isomerasa exogeno funcional derivado de un microorganismo de la familia Lactococcus, en el que el
gen de la xilosa isomerasa exdgeno se une operativamente a secuencias de promotor y terminador que son
funcionales en la levadura.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un proceso de fermentacion en el cual un microorganismo como
se describe en la presente memoria se cultiva en condiciones de fermentacién en un caldo de fermentacion que
incluye el material derivado del material lignoceluldsico.

En aun otro aspecto, la presente invencion proporciona un proceso de fermentacion utilizando un microorganismo de
acuerdo con la presente invencién en el que el caldo de fermentacion (es decir, el medio de cultivo) comprende un
azucar pentosa.

Microorganismo transformado

Como se ha mencionado en la presente memoria, la expresion “microorganismo transformado” se refiere a un
microorganismo que ha sido genéticamente alterado mediante tecnologia de ADN recombinante. El término
“transformado” como se utiliza en la presente memoria es sinénimo de términos tales como “transfectado”,

” o«

“recombinante”, “manipulado genéticamente” y “modificado genéticamente”.

La expresion “microorganismo transformado” en relacion con la presente invencion incluye cualquier microorganismo
que comprende un vector(es) de expresion que comprende la secuencia(s) de nucledtidos mencionada en la
presente memoria y/o un promotor(es) que es capaz de permitir la expresion (en particular la sobreexpresion, es
decir, la regulacion positiva) de la secuencia(s) de nucleétidos mencionada en la presente memoria. En una
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realizacion, la secuencia(s) de nucledtidos se incorpora en el genoma del microorganismo. En otra realizacion, el
promotor se incorpora en el genoma del microorganismo. Estas caracteristicas permiten que el microorganismo
transformado (en comparaciéon con un microorganismo equivalente antes de la transformacion) tenga (a) una
actividad xilosa isomerasa superior y/o (b) una tasa de crecimiento superior en o sobre un medio de crecimiento que
comprende xilosa y/o (c) un metabolismo de la xilosa mas rapido y/o (d) una produccién de etanol superior cuando
se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de carbono.

La expresion “microorganismo transformado” no abarca secuencias codificadoras de nucleétidos nativas en su
medio natural cuando estan bajo el control de su promotor nativo, el cual también esta en su entorno natural.

Por lo tanto, el microorganismo transformado de la presente invencion incluye un microorganismo que comprende
una cualquiera de, o combinaciones de, las secuencias de nucleétidos que codifican las enzimas mencionadas en la
presente memoria, construcciones que comprenden dichas secuencias de nucleétidos, vectores que comprenden
dichas secuencias de nucleétidos, plasmidos que comprenden dichas secuencias de nucledtidos y vectores de
expresion que comprenden dichas secuencias de nucleotidos.

Por lo tanto, una realizacién adicional de la presente invencién proporciona microorganismos transformados o
transfectados con una secuencia(s) de nucleétidos que expresa la enzima(s) mencionada en la presente memoria.
El microorganismo se elige de forma que sea compatible con el vector y puede ser, por ejemplo, células bacterianas,
fungicas o de levaduras.

Ejemplos de organismos hospedadores bacterianos adecuados son las especies bacterianas grampositivas o
gramnegativas.

Dependiendo de la naturaleza de la secuencia(s) de nucledtidos que codifica la enzima(s) mencionada en la
presente memoria, pueden preferirse hospedadores eucariotas, tales como levaduras u otros hongos. En general, se
prefieren células de levadura a las células fungicas porque son mas faciles de manipular.

El uso de microorganismos adecuados, tales como células hospedadoras de levaduras y hongos, puede
proporcionar modificaciones post-traduccionales (por ejemplo, miristoilacion, glicosilacion, truncamiento, lipidacion y
fosforilacion de tirosina, serina o treonina) segun se requiera para conferir actividad bioldgica dptima a los productos
de expresion recombinantes mencionados en la presente memoria.

Los microorganismos adecuados incluyen bacterias, hongos y levaduras. Preferiblemente, el microorganismo es una
levadura.

Preferiblemente, dicho microorganismo transformado es una levadura transformada. Preferiblemente, dicha levadura
transformada se deriva del género Saccharomyces. Mas preferiblemente dicha levadura transformada es
Saccharomyces cerevisiae.

En una realizacion, el microorganismo transformado descrito en la presente memoria es capaz de una actividad
xilosa isomerasa superior que el microorganismo equivalente antes de la transformacion.

En otro aspecto, el microorganismo transformado descrito en la presente memoria es capaz de una tasa de
crecimiento superior en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa que el microorganismo equivalente
antes de la transformacion.

En un otro aspecto adicional, el microorganismo transformado descrito en la presente memoria es capaz de un
metabolismo de la xilosa mas rapido que el microorganismo equivalente antes de la transformacion.

En otro aspecto, el microorganismo transformado descrito en la presente memoria es capaz de una produccion de
etanol superior cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de carbono que el
microorganismo equivalente antes de la transformacion.

El microorganismo se transforma usando técnicas que son de rutina en la técnica tales como electroporacion
(Sambrook et al 1989). Ademas, la presencia de una secuencia en un microorganismo transformado puede ser
determinada por la selecciéon de crecimiento en un medio adecuado, el cual selecciona para el crecimiento del
microorganismo transformado. Como alternativa, o ademas, la presencia de, secuencias de ADN heterélogo
insertado puede ser determinada por PCR directa en la colonia usando cebadores disefiados especificamente para
la secuencia insertada. Tales técnicas son bien conocidas y de rutina en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et
al 1989 y Ausubel et al 1995).

Los microorganismos transformados de acuerdo con la presente invencion se pueden usar en combinaciéon con uno
0 mas microorganismos. Por ejemplo, uno o0 mas microorganismos transformados de acuerdo con la presente
invencion pueden cultivarse en combinacion con al menos un microorganismo capaz de producir, en ciertas
condiciones de cultivo, uno o mas componentes seleccionados de la lista que consiste en: etanol, aminoacidos
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aromaticos, acido lactico, acido succinico, acido acético, acetaldehido, furfural, acido itaconico, acido glutamico,
acido citrico, cresol, lisina, acido 3-hidroxipropiénico, poli-3-hidroxialcanoatos, acido protocatéquico, pirocatecol,
guayacol, veratrol, resveratrol, vainillina, acido vainillico, alcohol vainillico, acido mucodnico, acido adipico, acido 4-
hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, acido 4-metoxibenzoico, 4-aminobenzoato, 4-hidroxianilina, 4-metoxianilina,
quinol, anisol, fenol, acido antranilico, 3-hidroxiantranilato, acido 2,3-dihidroxibenzoico, 2-aminofenol, 1,4-
ciclohexanodiona, isopreno y estireno.

En un aspecto adicional, se proporciona una combinaciéon de (i) uno o mas microorganismos transformadas de
acuerdo con la presente invencion y (i) al menos otro microorganismo capaz ademas de producir, en ciertas
condiciones de cultivo, uno o mas componentes seleccionados de la lista que consiste en: etanol, aminoacidos
aromaticos, acido lactico, acido succinico, acido acético, acetaldehido, furfural, acido itaconico, acido glutamico,
acido citrico, cresol, lisina, acido 3-hidroxipropiénico, poli-3-hidroxialcanoatos, acido protocatéquico, pirocatecol,
guayacol, veratrol, resveratrol, vainillina, acido vainillico, alcohol vainillico, acido mucodnico, acido adipico, acido 4-
hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, acido 4-metoxibenzoico, 4-aminobenzoato, 4-hidroxianilina, 4-metoxianilina,
quinol, anisol, fenol, acido antranilico, 3-hidroxiantranilato, acido 2,3-dihidroxibenzoico, 2-aminofenol, 1,4-
ciclohexanodiona, isopreno y estireno.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona un inéculo que comprende una combinacion de un
microorganismo transformado de acuerdo con la presente invencidon y uno o0 mas microorganismos.

Ademas, se proporciona un medio de cultivo que comprende una combinaciéon de un microorganismo transformado
de acuerdo con la presente invencioén y uno o mas microorganismos.

Ademas, la presente invencién proporciona un kit que comprende un inéculo que comprende uno o mas
microorganismos de acuerdo con la presente invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona un kit que comprende (i) un inéculo que comprende uno o mas
microorganismos de acuerdo con la presente invencion y (ii) un indculo que comprende uno o mas microorganismos.

LEVADURA TRANSFORMADA
En una realizacion preferida, el microorganismo es una levadura transgénica.

Una revision de los principios de la expresion génica heterdloga en levaduras se proporcionan en, por ejemplo,
Methods Mol Biol (1995), 49: 341-54 y Curr Opin Biotechnol (1997) Oct; 8(5):554-60

A este respecto, la levadura, tal como la especie Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris (ver FEMS Microbiol
Rev (2000 24(1):45-66), se puede utilizar como un vehiculo para la expresion génica heteréloga.

Una revision de los principios de la expresion génica heterdloga en Saccharomyces cerevisiae y la secrecion de
productos génicos viene dada por E Hinchcliffe E Kenny (1993, “Yeast as a vehicle for the expression of
heterologous genes”, Yeasts, Vol 5, Anthony H Rose y J Stuart Harrison, eds, segunda edicion, Academic Press
Ltd.).

Para la transformacion de la levadura, se han desarrollado varios protocolos de transformacion. Por ejemplo, una
Saccharomyces transgénica de acuerdo con la presente invencién se puede preparar siguiendo las ensefianzas de
Hinnen et al., (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 75, 1929); Beggs, J D (1978,
Nature, Londres, 275, 104) e Ito, H et al (1983, J Bacteriology 153, 163-168).

Las células de levadura transformadas pueden seleccionarse utilizando varios marcadores selectivos, tales como
marcadores auxotréficos y marcadores de resistencia a antibidticos dominantes.

Vector de expresion
La expresion “vector de expresion” significa una construccion capaz de expresion in vivo o in vitro.

En un aspecto, el vector de expresion se incorpora en el genoma de un microorganismo adecuado. El término
“incorporado” abarca preferiblemente la incorporacion estable en el genoma.

Las secuencias de nucleétidos mencionadas en la presente memoria pueden estar presentes en un vector en el cual
la secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a las secuencias reguladoras capaces de proporcionar la
expresion de la secuencia de nucleétidos por un microorganismo hospedador adecuado.

Los vectores se transforman en un microorganismo hospedador adecuado tal como se describe en la presente
memoria.
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La eleccion del vector, por ejemplo, un plasmido, cosmido o vector de fago con frecuencia dependera del
microorganismo en el que se va a introducir.

Los vectores para uso en la presente memoria pueden contener una o mas secuencias de nucleétidos de marcador
seleccionables, tal como una secuencia de nucledtidos que confiere resistencia a antibidticos, por ejemplo,
resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Como alternativa, la seleccién puede realizarse por
cotransformacién (como se describe en el documento W091/17243).

Los vectores pueden ser utilizados in vitro, por ejemplo, para transfectar, transformar, transducir o infectar un
microorganismo hospedador.

El vector puede comprender ademas una secuencia de nucledtidos que permite al vector replicarse en el
microorganismo hospedador en cuestion. Ejemplos de tales secuencias son los origenes de replicacion de los
plasmidos pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMb1 y plJ702.

En un aspecto preferido, el microorganismo capaz de convertir la xilosa en xilulosa como se ha mencionado en la
presente memoria comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa.

Preferiblemente un vector de expresién como se ha mencionado en la presente memoria comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa.

En un aspecto adicional, preferiblemente el microorganismo capaz de convertir la xilosa en xilulosa como se ha
mencionado en la presente memoria comprende al menos un vector de expresion que codifica la xilosa isomerasa.

Preferiblemente, en otro aspecto, el microorganismo capaz de convertir la xilosa en xilulosa como se ha mencionado
en la presente memoria puede comprender ademas al menos un vector de expresion que codifica una o mas
enzimas seleccionadas del grupo que consiste en xiluloquinasa, D-ribuloquinasa, ribosa-5-fosfato isomerasa,
ribulosa-5-fosfato epimerasa, transaldolasa, transcetolasa y cualquier otra enzima de la ruta de las pentosas fosfato.
Mas preferiblemente, dicho microorganismo capaz de convertir una aldopentosa en una cetopentosa como se ha
mencionado en la presente memoria comprende ademas al menos un vector de expresidon que codifica la
xiluloquinasa.

En un aspecto, un vector de expresién como se ha mencionado en la presente memoria, puede codificar ademas
una o mas enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una aldosa-1-epimerasa, xilosa reductasa, D-xilulosa
reductasa, arabinosa reductasa, L-arabitol-4-deshidrogenasa, L-xilulosa reductasa, L-arabinosa isomerasa,
ribuloquinasa, ribulosa fosfato-4-epimerasa, D-lixosa isomerasa, D-ribosa isomerasa, xiluloquinasa, D-ribuloquinasa,
ribulosa-5-fosfato epimerasa, ribosa-5-fosfato isomerasa, transaldolasa y transcetolasa.

En un aspecto, un vector de expresién como se ha mencionado en la presente memoria, puede codificar ademas
uno o mas enzimas seleccionadas del grupo que consiste en aldosa-1-epimerasa, xiluloquinasa, D-ribuloquinasa,
ribosa-5-fosfato isomerasa, D-ribulosa-5-fosfato epimerasa, transaldolasa, transcetolasa y cualquier otra enzima de
la ruta de las pentosas fosfato. Preferiblemente, dicho vector de expresiéon como se ha mencionado en la presente
memoria ademas codifica xiluloguinasa.

En un aspecto preferido, el microorganismo capaz de convertir la xilosa en xilulosa como se ha mencionado en la
presente memoria comprende ademas al menos un vector de expresion que codifica una aldosa-1-epimerasa.

Preferiblemente un vector de expresion como se ha mencionado en la presente memoria comprende ademas una
secuencia de nucleétidos que codifica una aldosa-1-epimerasa.

Secuencias reguladoras

En algunas aplicaciones, la secuencia(s) de nucleétidos mencionadas en la presente memoria esta unida
operativamente a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia de
nucledtidos, tal como por el microorganismo elegido. A modo de ejemplo, la presente invencion abarca el uso de un
vector que comprende la secuencia(s) de nucleétidos mencionada en la presente memoria unida operativamente a
una secuencia reguladora de este tipo, es decir, el vector es un vector de expresion.

La expresion “unida operativamente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan en
una relacion que les permite funcionar de la manera pretendida. Una secuencia reguladora “operativamente unida” a
una secuencia codificante se liga de tal manera que la expresion de la secuencia codificante se consigue en
condiciones compatibles con las secuencias de control.

La expresion “secuencias reguladoras” incluye promotores y potenciadores y otras sefiales de regulacion de la
expresion.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 582782 T3

En una realizacion, la secuencia reguladora permite a la secuencia(s) de nucleétidos operativamente unida a la
secuencia reguladora expresarse constitutivamente en una célula hospedadora.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las expresiones “expresarse constitutivamente” y “expresion constitutiva”
se refieren a la transcripcion continua de una secuencia de nucleétidos unida operativamente a la secuencia
reguladora (tal como, un promotor constitutivo). Asi, por ejemplo, el medio de cultivo no necesita comprender un
sustrato con el fin de activar la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa. En otro
ejemplo, el medio de cultivo no podria comprender un sustrato que inhibe la secuencia reguladora y, por lo tanto,
inhibe la expresion de la secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa.

El término “promotor” se utiliza en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de union a la ARN
polimerasa.

La expresion potenciada de la secuencia(s) de nucleétidos que codifica la enzima(s) mencionada en la presente
memoria también se puede conseguir mediante la seleccion de regiones reguladoras heterélogas, por ejemplo, las
regiones del promotor, del lider de secrecién y de terminacion.

Preferiblemente, la secuencia(s) de nucleétidos mencionada en la presente memoria esta unida operativamente a al
menos un promotor.

Pueden utilizarse incluso otros promotores para dirigir la expresion del polipéptido(s) mencionado en la presente
memoria.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de nucleétidos en una célula
bacteriana, fungica o de levadura son bien conocidos en la técnica.

El promotor puede incluir adicionalmente caracteristicas para asegurar o aumentar la expresion en un hospedador
adecuado. Por ejemplo, las caracteristicas pueden ser regiones conservadas tales como una caja Pribnow o una
caja TATA.

En una realizacion, el promotor permite a la secuencia(s) de nucleétidos operativamente unida al promotor
expresarse de forma constitutiva en una célula hospedadora.

Construcciones

El término “construccion”, que es sindnimo de términos tales como “conjugado”, “casete” e “hibrido” incluye una
secuencia de nucleétidos mencionada en la presente memoria, directa o indirectamente unida a un promotor.

Un ejemplo de una unidn indirecta es la provision de un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia de
intrén, tal como el intrén Sh1 o el intrdn ADH, intermedia entre el promotor y la secuencia(s) de nucledtidos
mencionada en la presente memoria. Lo mismo se aplica al término “fusionado” en relacién con la presente
invencion que incluye la union directa o indirecta. En algunos casos, los términos no abarcan la combinacion natural
de la secuencia de nucleotidos que codifica para la proteina asociada normalmente con el promotor del gen de tipo
silvestre y cuando ambos estan en su entorno natural.

La construccién puede incluso contener o expresar un marcador, que permite la selecciéon de la construccion
genética.

Para algunas aplicaciones, preferiblemente la construccion comprende al menos la secuencia(s) de nucleétidos
mencionada en la presente memoria unida operativamente a un promotor.

Promotores

Como se ha mencionado en la presente memoria, en un aspecto la presente invencién se refiere a un
microorganismo que ha sido transformada con una secuencia de nucleétidos, tal como un promotor, que hace que el
microorganismo sobreexprese la xilosa isomerasa.

Por ejemplo, el promotor se inserta en el genoma de un microorganismo que permite que el microorganismo
sobreexprese (por ejemplo, por regulaciéon positiva) una secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa
enddgena.

En una realizacion, el promotor se inserta en el genoma de un microorganismo que permite que el microorganismo
exprese constitutivamente una secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa enddgena.

En otro aspecto, el promotor esta unido operativamente a una secuencia de nucleétidos en, por ejemplo, un vector
de expresion.
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En una realizacion, el promotor permite que la secuencia(s) de nucleotidos operativamente unida al promotor se
exprese de forma constitutiva en una célula hospedadora.
En otro aspecto, el promotor no esta reprimido por la presencia de glucosa.

Ejemplos de promotores adecuados que podrian utilizarse en los microorganismos de acuerdo con la presente
invencion, tales como Saccharomyces cerevisiae, incluyen: el promotor del gen gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GPD); el promotor del gen de la alcohol deshidrogenasa (ADH) y el promotor del gen del factor
embrionario tirotropico (TEF).

Los promotores preferidos que pueden ser usados para sobreexpresar la xilosa isomerasa pueden ser cualquiera de
los elementos reguladores que controlan la expresion de secuencias de nucledtidos que codifican proteinas
implicadas en la glicolisis y la fermentacion de la glucosa en la levadura, en particular Saccharomyces tales como S.
cerevisiae. Ejemplos de estos son el promotor de la glucoquinasa (GLK1), el promotor de la fosfoglucosa isomerasa
(PGI1), el promotor de la fosfofructoquinasa (PFK1) y el promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(TDH3).

Biocombustible

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “biocombustible” se refiere a un combustible (por ejemplo, un
combustible liquido) adecuado para su uso (por ejemplo) en motores de combustién. Dicho biocombustible se deriva
de materia biolégica que comprende azucares pentosa y/o de azlcares pentosa que se pueden derivar por hidrolisis
por medios enzimaticos y/o por tratamiento acido. Preferiblemente, dicho azlcar pentosa es la xilosa aldopentosa.

Los materiales vegetales, incluyendo los residuos de plantas que comprenden material lignoceluldsico (por ejemplo:
paja de cereales, tales como paja de trigo, pulpa de remolacha, bagazo de cafia de azlcar; rastrojo de sorgo;
rastrojo de soja; rastrojo de maiz; astillas de madera y pasta de papel ) y plantas enteras (como las que se cultivan
con fines energéticos, por ejemplo, pasto varilla) son fuentes adecuadas para los azlcares pentosa, en particular
azucares aldopentosa (tales como xilosa), para la presente invencion. Otras fuentes adecuadas de material vegetal
incluyen productos que no son residuos (en otras palabras, fuentes de alimentos y piensos) como el extracto de
cafia de azucar, extracto de remolacha azucarera, sorgo, soja, almidén de trigo y almidon de maiz.

Preferiblemente, el biocombustible mencionado en la presente memoria comprende al menos un alcohol.

En un aspecto preferido, el alcohol se selecciona del grupo que consiste en metanol, etanol, propanol y butanol. Mas
preferiblemente, el biocombustible comprende etanol.

Preferiblemente, dicho biocombustible se obtiene (o se puede obtener), en otras palabras, se extrae (o se puede
extraer) del medio de cultivo en el que uno o mas microorganismos transformados de acuerdo con la presente
invencion se han cultivado en condiciones adecuadas. Dicho biocombustible se obtiene (o se puede obtener) del
medio de cultivo utilizando técnicas que son de rutina en la técnica tales como la eliminacién de microorganismo por
centrifugacion, el aislamiento del sobrenadante, seguido por destilacion y una etapa adicional para producir un
alcohol 99,5 % puro tal como etanol.

El biocombustible puede comprender uno o mas componentes de biocombustible adicionales tales como butanol.

El uno o mas componentes adicionales del biocombustible se pueden mezclar con el biocombustible antes y/o
después de que se obtiene o extrae (obtenible o extraible) el biocombustible de un cultivo.

Como alternativa, o ademas, uno o mas componentes adicionales del biocombustible se pueden producir por cultivo
de un microorganismo en un medio de cultivo antes y/o después y/o al mismo tiempo que un microorganismo
transformado de acuerdo con la presente invencion es/se ha cultivado en un medio de cultivo con el fin de producir
el biocombustible.

En la presente memoria se describe un transporte de combustible que comprende un biocombustible producido
utilizando los microorganismos de acuerdo con la presente invencion.

El etanol utilizado como combustible de transporte puede servir a dos propésitos diferentes:

(i) puede actuar como un aditivo oxigenado que aumenta el indice de octano y reduce las emisiones en la
gasolina reformulada (GR) (sustituto del tetraetilo de plomo o del MTBE);

(ii) puede actuar como un sustituto parcial o total de la gasolina comun (GC) para reducir la dependencia del
suministro de gasolina.

El etanol anhidro tiene un indice de octano de 130 y se puede afiadir en concentraciones de 5-10 % (dependiendo

de la temporada) a la gasolina comun obtenida directamente de las refinerias. Tradicionalmente, el tetraetilo de
plomo se ha utilizado para aumentar el octanaje, sin embargo, debido a problemas de salud, el uso del plomo se ha
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prohibido en casi todo el mundo. La adicién de compuestos oxigenados a la gasolina comun reduce las emisiones
de monoxido de carbono, asi como de otras particulas que contribuyen a la contaminacion atmosférica. El metil terc-
butil éter (MTBE) se ultilizé inicialmente como un aditivo oxigenado, sin embargo, la ocurrencia de contaminacion de
MTBE en los acuiferos de agua potable ha llevado a algunos estados a prohibir el uso de este compuesto
oxigenado. El etanol se utiliza cada vez mas en todo el mundo como un sustituto del MTBE como aditivo oxigenado
para la fabricacion de GR.

Ademas de servir como un aditivo oxigenado en la produccion de la gasolina reformulada, el etanol puede ser
utilizado como un sustituto general para la gasolina comun. Los coches pueden utilizar mezclas E10 (10 % etanol
afadido) sin ninguna modificacion del motor.

Ademas, los vehiculos que se han fabricado pueden funcionar con etanol al 100 %, en otras palabras, no hay
ninguna necesidad de un combustible fosil.

Los microorganismos transformados de acuerdo con la presente invencion o de los microorganismos preparados por
un método de acuerdo con la presente invencion son capaces de producir un biocombustible a un ritmo mayor que el
microorganismo equivalente antes de la transformacion. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion
“ritmo mayor” se refiere a un microorganismo transformado que es capaz de producir en el medio de cultivo al
menos 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 30 % o 35 % mas de biocombustible (como bioetanol) por célula que el
microorganismo equivalente antes de la transformacion cuando se cultiva en las mismas condiciones de cultivo
durante un determinado periodo de tiempo dentro de la fase de crecimiento exponencial.

Producto derivado de la xilosa

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “producto derivado de la xilosa” se refiere a cualquier
compuesto derivado de la xilosa.

Ejemplos de productos derivados de la xilosa incluyen, pero no se limitan a: etanol, aminoacidos aromaticos, acido
lactico, acido succinico, acido acético, acetaldehido, furfural, acido itacénico, acido glutamico, acido citrico, cresol,
lisina, acido 3-hidroxipropidnico, poli-3-hidroxialcanoatos, acido protocatéquico, pirocatecol, guayacol, veratrol,
resveratrol, vainillina, acido vainillico, alcohol vainillico, acido mucoénico, acido adipico, acido 4-hidroxibenzoico, 4-
hidroxibenzaldehido, acido 4-metoxibenzoico, 4-aminobenzoato, 4-hidroxianilina, 4-metoxianilina, quinol, anisol,
fenol, acido antranilico, 3-hidroxiantranilato, acido 2,3-dihidroxibenzoico, 2-aminofenol, 1,4-ciclohexanodiona,
isopreno y estireno.

Un producto derivado de la xilosa puede convertirse en otro producto. Por ejemplo, la cetopentosa D-xilulosa,
derivada de la aldopentosa D-xilosa, se puede convertir a través de la ruta de las pentosas fosfato en etanol.

Preferiblemente, dicho producto derivado de la xilosa es uno o mas seleccionado del grupo que consiste en etanol,
aminoacidos aromaticos, acido lactico, acido succinico, acido acético, acetaldehido, furfural, acido itacénico, acido
glutamico, acido citrico, cresol, lisina, acido 3-hidroxipropionico, poli-3-hidroxialcanoatos, acido protocatéquico,
pirocatecol, guayacol, veratrol, resveratrol, vainillina, acido vainillico, alcohol vainillico, acido mucoénico, acido
adipico, acido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, acido 4-metoxibenzoico, 4-aminobenzoato, 4-hidroxianilina,
4-metoxianilina, quinol, anisol, fenol, acido antranilico, 3-hidroxiantranilato, acido 2,3-dihidroxibenzoico, 2-
aminofenol, 1,4-ciclohexandiona, isopreno y estireno.

Mas preferiblemente, dicho producto derivado de la xilosa es etanol.
Medio de cultivo
En una realizacion, el medio de cultivo comprende xilosa y/o una fuente de xilosa.

Ademas, el medio de cultivo puede comprender al menos otra pentosa. En un aspecto preferido, el medio de cultivo
comprende ademas al menos un aldopentosa.

Preferiblemente, los microorganismos transformados se cultivan en el medio de cultivo 6ptimo para dicho
microorganismo. Se puede determinar el uso de técnicas de rutina, el medio de cultivo 6ptimo; ademas, se pueden
determinar las condiciones de crecimiento dptimas.

En una realizacién, el medio de cultivo comprende uno o mas sustratos capaces de activar la expresion de una
secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa en un microorganismo de acuerdo con la presente
invencion, pero dicho medio de cultivo no comprende cualquier sustrato que es capaz de inhibir la expresion de una
secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa en un microorganismo de acuerdo con la presente
invencion. Por ejemplo: si la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa comprende un promotor
inducible de xilosa, entonces el medio comprende xilosa.
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En un aspecto dicho medio de cultivo comprende aproximadamente 1 %, aproximadamente 2 %, aproximadamente
4 %, aproximadamente 8 %, aproximadamente 15 % o aproximadamente 25 % de xilosa antes de la inoculacién con
el microorganismo (es decir, en el tiempo cero).

Preferiblemente, dicho medio de cultivo comprende las cantidades éptimas de sales, vitaminas y otros nutrientes
necesarios para el microorganismo.

Los microorganismos se cultivan preferiblemente a su temperatura de crecimiento 6ptima. El experto hubiera podido
determinar faciimente la temperatura 6ptima a la que cultivar los microorganismos mencionados en la presente
memoria.

En una realizacion, los microorganismos se cultivan a aproximadamente 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C 0 37 °C.

En una realizacién, los microorganismos se cultivan a aproximadamente 35 °C a 39 °C, preferiblemente
aproximadamente 36 °C a 38 °C, mas preferiblemente a aproximadamente 35,5 °C a 37,5 °C.

En una realizacién, los microorganismos se cultivan durante aproximadamente 3 a 96 horas; preferiblemente
aproximadamente 3 a 48 horas, aproximadamente 3 a 24 horas, aproximadamente 3 a 15 horas y aproximadamente
3 a 6 horas.

Preferiblemente, los microorganismos se cultivan durante aproximadamente 3 horas, aproximadamente 6 horas,
aproximadamente 15 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 48 horas o aproximadamente 96 horas.

En un aspecto, el microorganismo, en particular, el microorganismo transformado, es tolerante al alcohol y/o
tolerante al acido.

La expresion “tolerante al alcohol” en relacién con la presente invencion se refiere a microorganismos que son
capaces de crecer en un medio de cultivo que comprende al menos 2 %, 5 %, 10 % o 15 % de alcohol.

Como se ha mencionado en la presente memoria, la expresion “tolerante al acido” se refiere a microorganismos que
son capaces de crecer en un medio de cultivo que tiene un pH igual a o menor que 6,5, 6,0, 5,0, 4,0 o 3,0.

En un aspecto preferido, el medio de cultivo se inocula con al menos 5 x 10" a5 x 10" células por kg de medio de
cultivo, preferiblemente 5 x 10% a 5 x 10" células por kg de medio de cultivo, preferiblemente 1 x 10°a 1 x 10"
células por kg de medio de cultivo y mas preferiblemente aproximadamente 5 x 10° células por kg de medio de
cultivo.

El término “in6culo” y la expresién “cultivo iniciador” son intercambiables.

Las condiciones de cultivo permiten, por lo menos, el mantenimiento del microorganismo de acuerdo con la presente
invencion o el microorganismo preparado por un método de acuerdo con la presente invencion. Las condiciones de
cultivo pueden permitir opcionalmente el crecimiento del microorganismo de acuerdo con la presente invencion o el
microorganismo preparado por un método de acuerdo con la presente invencion.

Fuentes de xilosa

La xilosa es una aldopentosa. La xilosa puede derivarse de: materiales vegetales habitualmente utilizados como
fuentes de alimentaciéon humana o animal (tales como: cafia de azucar, remolacha azucarera, sorgo, trigo y maiz,
que son materiales vegetales en almidén y ricos en azucar); plantas enteras (como las que se cultivan con fines
energéticos, por ejemplo, pasto varilla) y, en particular, los materiales (vegetales) de desecho agricola) (por ejemplo:
paja de cereales, por ejemplo, paja de trigo, pulpa de remolacha, bagazo, por ejemplo, bagazo de cafa, rastrojos,
por ejemplo, rastrojos de sorgo, soja o maiz y astillas de madera).

Fuentes de xilosa para el medio de cultivo descrito en la presente memoria incluyen materiales lignoceluldsicos
considerados normalmente como material de desecho agricola. Los troncos, los tallos y las hojas contienen material
lignocelulésico y son, por lo tanto, fuentes de material lignocelulésico. El bagazo de cafia de azucar, los rastrojos de
maiz y las astillas de madera (hemicelulosa solamente) son tres fuentes de material lignocelulésico de facil acceso,
ya que éstas se recogen y almacenan en grandes cantidades, por diversas razones.

El material lignocelulésico consiste principalmente en cadenas de azucar largas. Como término medio, dos tercios
de estos azucares son azucares hexosa, los cuales estan principalmente presentes en la celulosa y un tercio de los
azucares son azucares pentosa presentes principalmente en polimeros de arabinoxilano.

Una cantidad significativa de aztcar pentosa derivado de la hemicelulosa es xilosa.
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Los materiales lignoceluldsicos se pueden hidrolizar con el fin de liberar los azicares hexosa y/o pentosa en los
azucares de cadena larga de la celulosa, hemicelulosa y lignina.

La hidrolisis de los materiales lignocelulésicos se puede llevar a cabo por tratamiento acido a temperatura elevada.
Sin embargo, este tratamiento puede generar subproductos derivados del aziicar que son téxicos para la mayoria de
los microorganismos y que impiden la conversion de los azlcares en etanol. Estos subproductos tdxicos (si se
generan) se pueden eliminar, pero generalmente es poco rentable.

Como alternativa, los materiales lignocelulésicos se pueden hidrolizar utilizando enzimas hidrolizantes de celulosa y
hemicelulosa. Ventajosamente, este proceso evita la generacion de subproductos téxicos.

En un aspecto preferido, el medio de cultivo comprende material derivado de uno o mas materiales lignocelulésicos
que han sido tratado (ejemplos de tales técnicas de tratamiento incluyen: tratamiento con vapor, explosion de vapor,
oxidacion humeda, hidrdlisis acida, oxidacion humeda alcalina y expansion de la fibra amoniaco) para liberar xilosa.
Preferiblemente, el material lignoceluldsico es tratado mediante un proceso de hidrdlisis enzimatica. Dicho material
lignocelulosico hidrolizado se puede tratar adicionalmente con el fin de extraer los azicares antes del uso de dicho
extracto en un medio de cultivo.

Hidrdlisis del material lignocelulésico

Tratamiento mecanico inicial:

El material lignocelulésico se corta en trozos mas pequefios como y cuando se considere necesario. Por ejemplo, la
paja de trigo se corta en trozos de aproximadamente 5 cm de longitud.

Pretratamiento hidrotérmico posterior:

El pretratamiento hidrotérmico del material lignoceluldsico puede llevarse a cabo como un tratamiento previo de
vapor seguido de una etapa de lavado, produciendo de este modo una fraccién de fibra y una fraccion liquida. La
fraccion de fibra contiene mas de 90 % de la celulosa, la lignina originalmente presente en el material celulésico y
algunas de las hemicelulosas. La fraccion liquida contiene azlcares de las hemicelulosas (azucares C5), mas del 90
% de los cloruros alcalinos comprendidos en la biomasa lignocelulésica y la mayoria de los inhibidores de la
fermentacioén derivados del pretratamiento de la materia prima lignoceluldsica.

Generalmente, la paja de trigo se calienta mediante vapor de agua a una temperatura entre 180 y 200 °C con un
tiempo de residencia de 5 a 15 min. La biomasa pretratada se descarga del reactor a presion, se lava y se prensa. El
vapor liberado se recoge y se reutiliza para la evaporacion de la fraccion liquida para alimentar la melaza.

Hidrdlisis enzimatica:

La subsiguiente hidrdlisis de los polimeros de azlcar se puede llevar a cabo mediante la adicion de celulasas y
hemicelulasas, ya sea antes de la fermentacion o durante la fermentacion o ambas, entre otros, mediante un
proceso de sacarificacion y fermentacion simultaneo.

Hexosa

Los azucares hexosa tienen 6 atomos de carbono. Las aldohexosas tienen un aldehido en la posicion 1 y las
cetohexosas tienen una cetona en la posicion 2. La glucosa es un ejemplo de una aldohexosa. La fructosa es un
ejemplo de una cetohexosa.

Pentosa

Los azucares pentosa tienen 5 atomos de carbono. Las pentosas o bien tienen un grupo funcional aldehido en la
posicion 1 (aldopentosas) o un grupo funcional cetona en la posicion 2 (cetopentosas). Ejemplos de pentosas son
xilosa, arabinosa, ribosa, lixosa, xilulosa y ribulosa.

Aldopentosa

Ejemplos de aldopentosas son xilosa, arabinosa, ribosa y lixosa.

En un aspecto, dicha aldopentosa preferiblemente es xilosa.

La xilosa puede ser L-xilosa o D-xilosa.

Preferiblemente, dicha xilosa es D-xilosa.
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Cetopentosa

Ejemplos de cetopentosas son xilulosa y ribulosa.
En un aspecto, dicha cetopentosa es xilulosa o ribulosa.

En un aspecto preferido dicha cetopentosa es xilulosa.

La xilulosa puede ser L-xilulosa o D-xilulosa.

Preferiblemente, dicha xilulosa es D-xilulosa.

En una realizacion alternativa, dicha cetopentosa es ribulosa. Mas preferiblemente dicha ribulosa es D-ribulosa.
Enzimas

Los numeros de la nomenclatura enzimatica (niumeros EC) mencionados en la presente memoria se refieren a las
recomendaciones del Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular sobre la
nomenclatura y clasificacion de las enzimas publicadas en 1992 (ISBN 0-12-227165-3).

Las enzimas mencionadas en la presente memoria pueden ser producidas por las secuencias de nucledtidos
derivadas de una amplia variedad de fuentes. En un aspecto, las secuencias de nucledtidos que codifican las
enzimas mencionadas en la presente memoria pueden ser derivadas o derivables de especies de Lactococcus (tales
como Lactococcus lactis y Lactococcus lactis subsp. lactis), Geobacillus stearothermophilus, Enterococcus faecalis,
Piromyces sp, especies de Thermoanaerobacter (tales como Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus vy
Thermoanaerobacter thermosulphurigenes), Pichia stipitis o Saccharomyces cerevisiae. Preferiblemente, las
secuencias de nucledtidos que codifican los enzimas mencionados en la presente memoria se derivan o son
derivables de especies de Lactococcus (tales como Lactococcus lactis y Lactococcus lactis subsp. lactis).

Xilosa isomerasa (EC 5.3.1.5)

La xilosa isomerasa tiene el niumero de nomenclatura EC EC 5.3.1.5. La xilosa isomerasa puede ser denominada
como D-xilosa isomerasa, D-xilosa cetoisomerasa o D-xilosa cetol-isomerasa.

La expresion xilosa isomerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-xilosa en D-xilulosa y viceversa.
Una xilosa isomerasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la D-xilosa.

La xilosa isomerasa puede ser derivado de una especie bacteriana, tal como especies de Lactococcus. En particular,
la xilosa isomerasa puede derivarse de Lactococcus lactis subsp. lactis; Lactococcus lactic subsp. lactis cepa NRRL
B-449; Lactococcus lactis subsp. lactis cepa KF147; Lactococcus lactis subsp. lactis cepa DSM20175 y Lactococcus
lactis subsp. lactis cepa 10-1.

Ejemplos de xilosa isomerasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen xilosa
isomerasas que comprenden: la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID
No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o la SEQ ID No 20 o una variante, homdloga o derivada de la misma; la
secuencia de aminoacidos mostrada como GenBank nimero de acceso ABX75758; o la secuencia de aminoacidos
mostrada como GenBank numero de acceso AAD20249.

Ejemplos de xilosa isomerasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen xilosa
isomerasas codificadas por: la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID No 1, SEQ ID No 10, SEQ ID No
17, SEQ ID No 12, SEQ ID No 27 o la SEQ ID No 28 o una variante, homdloga o derivada de la misma; una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No 11,
SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20, o una variante, homéloga o derivada de la misma.
Aldosa-1-epimerasa (EC 5.1.3.3)

Una aldosa-1-epimerasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la aldopentosa.

La aldosa-1-epimerasa tiene el nUmero de nomenclatura EC 5.1.3.3. La aldosa-1-epimerasa puede ser denominada
como un mutarrotasa o una aldosa mutarrotasa.

La expresion aldosa-1-epimerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir una a-aldopentosa en una [3-
aldopentosa y viceversa.

Preferiblemente, la aldosa-1-epimerasa es codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en: AAD20257, ABX75760, AAKO05605, AAD20245, AAD20251, ABJ73095, ABI49935 y AAO80762
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(numeros de acceso de NCBI). Mas preferiblemente, la aldosa-1-epimerasa se selecciona del grupo que consiste en:
AAD20257, ABX75760, AAK05605, AAD20245 y AAD20251.

Ejemplos de aldosa-1-epimerasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen
aldosa-1-epimerasa codificada por: la secuencia de nucleétidos del gen de la aldosa-1-epimerasa de Lactococcus
lactis (nimero de acceso del NCBI AAD20245); la secuencia de nucleotidos del gen GAL10 de Saccharomyces
cerevisiae (en particular, la parte que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene actividad mutarrotasa) y la
secuencia de nucledtidos del gen GAL10 de la cepa D0002 de Saccharomyces cerevisiae (en particular, la parte que
codifica una secuencia de aminoacidos que tiene actividad mutarrotasa).

Aldosa reductasa (EC 1.1.1.21)

La aldosa reductasa tiene el nimero de nomenclatura EC 1.1.1.21. La aldosa reductasa puede ser denominada
como: poliol deshidrogenasa, aldehido reductasa, ALR2, NADPH-aldopentosa reductasa, NADPH-aldosa reductasa,
alditol: NADP oxidorreductasa o alditol: NADP*1-oxidorreductasa.

La expresion aldosa reductasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir un alditol en una aldosa y
viceversa.

Una aldosa reductasa puede reducir mas de un tipo de aldosa. Por ejemplo, la misma enzima puede ser capaz de
reducir tanto la D-xilosa como la L-arabinosa, de modo que una enzima asi puede ser denominada aldosa
reductasa, o, puede ser denominada mas especificamente segun uno de los sustratos, por ejemplo, xilosa
reductasa.

Xilosa reductasa (EC 1.1.1.21)

La aldosa reductasa puede ser una xilosa reductasa. La xilosa reductasa tiene el nimero de nomenclatura EC
1.1.1.21.

La expresion xilosa reductasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-xilosa en xilitol y viceversa.
Una xilosa reductasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la D-xilosa.

Ejemplos de xilosa reductasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen xilosa
reductasa codificada por: la secuencia de nucleétidos del gen de la xilosa reductasa de Pichia stipitis (PsXR); la
secuencia de nucleotidos del gen de la xilosa reductasa de Pichia stipitis cepa DSM3651 (PsXR) — numero de
acceso del NCBI X59465; la secuencia de nucleotidos de Candida tenuis (dicha secuencia de nucledtidos que
codifica la xilosa reductasa se puede obtener como se describe por Kavanagh et al, 2003) y la secuencia de
nucleétidos de Neurospora crassa (dicha secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa reductasa se puede obtener
como se describe por Woodyer et al, 2005).

Arabinosa reductasa (EC 1.1.1.21)

La aldosa reductasa puede ser una arabinosa reductasa. La arabinosa reductasa tiene el nimero de nomenclatura
EC 1.1.1.21.

El término arabinosa reductasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir L-arabinosa en L-arabitol y
viceversa.

Una reductasa arabinosa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la L-arabinosa.

Las D-xilosa reductasas actualmente conocidas en la técnica podrian actuar sobre la L-arabinosa como un sustrato
con actividad similar. Por lo tanto, la expresién L-arabinosa reductasa puede referirse también a las enzimas que
estan clasificadas como D-xilosa reductasas y las xilosa reductasas mencionadas en la presente memoria como
adecuadas para introducir el metabolismo de la xilosa son igualmente adecuadas para su uso en la introduccion del
metabolismo de la arabinosa en un microorganismo.

La aldosa reductasa puede ser capaz de convertir L-lixosa en L-arabitol y viceversa. En otra realizacion, la aldosa
reductasa puede ser capaz de convertir D-lixosa en D-arabitol y viceversa.

La aldosa reductasa puede ser capaz de convertir la ribosa en ribitol (en particular, D-ribosa a D-ribitol) y viceversa.
Xilulosa reductasa (EC 1.1.1.9y EC 1.1.1.10)

La expresion xilulosa reductasa abarca D-xilulosa reductasa y L-xilulosa reductasa.
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D-xilulosa reductasa (EC 1.1.1.9)

La D-xilulosa reductasa tiene el nimero de nomenclatura EC 1.1.1.9. La D-xilulosa reductasa puede ser denominada
como xilitol deshidrogenasa, xilitol-2-deshidrogenasa, 2,3-cis-poliol (DPN) deshidrogenasa (C3-5), xilitol
deshidrogenasa dependiente de NAD, eritritol deshidrogenasa o pentitol-DPN deshidrogenasa.

La expresion D-xilulosa reductasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir xilitol en D-xilulosa y viceversa.
Una D-xilulosa reductasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre el xilitol.

Ejemplos de D-xilulosa reductasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen la D-
xilulosa reductasa codificada por: la secuencia de nucleétidos del gen de la D-xilulosa de Pichia stipitis (PsXDH); y la
secuencia de nucleotidos del gen de la xilulosa reductasa de la cepa DSM3651 de Pichia stipitis (PsXDH) - Numero
de acceso del NCBI X55392.

L-xilulosa reductasa (EC 1.1.1.10)

La expresion L-xilulosa reductasa tiene el nimero de nomenclatura EC 1.1.1.10. La L-xilulosa reductasa puede ser
denominada como L-xilitol deshidrogenasa.

La expresion L-xilulosa reductasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir L-xilulosa en xilitol y viceversa.
Una L-xilulosa reductasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la L-xilulosa.

Una secuencia de nucleotidos que codifica la L-xilulosa reductasa se puede obtener de Aspergillus niger como se
describe por Witteveen et al (1994) o de la levadura Ambrosiozyma monospora (Verho et al, 2004).

Xiluloquinasa (EC 2.7.1.17)

La xiluloquinasa tiene el nimero de nomenclatura EC 2.7.1.17. La xiluloquinasa puede ser denominada como D-
xiluloquinasa.

La expresion xiluloquinasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-xilulosa en D-xilulosa 5-fosfato y
viceversa.

Una xiluloquinasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la D-xilulosa.

Ejemplos de xiluloquinasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen la
xiluloquinasa codificada por: la secuencia de nucleétidos del gen de la xiluloquinasa de Pichia stipitis (PsXKS); la
secuencia de nucleodtidos del gen de la xiluloquinasa de la cepa DSM3651 de Pichia stipitis (PsXKS) - Nimero de
acceso del NCBI AF127802; la secuencia de nucleotidos del gen de la xiluloquinasa de S. cerevisiae (ScXKS); y la
secuencia de nucledtidos del gen de la xiluloquinasa de la cepa D0002 de S. cerevisiae (ScXKS) - Numero de
acceso del NCBI X61377.

D-arabinitol 4-deshidrogenasa (EC 1.1.1.11)

La D-arabinitol 4-deshidrogenasa tiene el niumero de nomenclatura EC 1.1.1.11. La D-arabinitol 4-deshidrogenasa
puede ser denominada como D-arabitol deshidrogenasa o arabitol deshidrogenasa.

La expresion D-arabinitol 4-deshidrogenasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-arabinitol en D-
xilulosa y viceversa.

Una D-arabinitol 4-deshidrogenasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre el D-arabinitol.
Una D-arabinitol 4-deshidrogenasa adecuada y el gen correspondiente se describe por Cheng et al 2005.
L-arabinitol 4-deshidrogenasa (EC 1.1.1.12)

La L-arabinitol 4-deshidrogenasa tiene el numero de nomenclatura EC 1.1.1.12. La L-arabinitol 4-deshidrogenasa
puede ser denominada como L-arabitol 4-deshidrogenasa o pentitol-DPN deshidrogenasa.

La expresion L-arabinitol 4-deshidrogenasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir L-arabinitol en L-
xilulosa y viceversa.

Una L-arabinitol 4-deshidrogenasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre el L-arabinitol.
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Una L-arabinitol 4-deshidrogenasa adecuada y el gen correspondiente se describe en Richard et al (2001).
L-arabinosa isomerasa (EC 5.3.1.4)

La L-arabinosa isomerasa tiene el nimero de nomenclatura EC 5.3.1.4. La L-arabinosa isomerasa puede ser
denominada como L-arabinosa cetol-isomerasa.

La expresion L-arabinosa isomerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir L-arabinosa en L-ribulosa y
viceversa.

Una L-arabinosa isomerasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la L-arabinosa.

Un ejemplo de una secuencia de nucleétidos que codifica la L-arabinosa isomerasa es la secuencia de nucleétidos
que se puede obtener a partir de la cepa NCIMB8826 de Lactobacillus plantarum (ATCC 14917) (gen descrito en el
codigo de acceso del NCBI NC_004567).

Ribuloquinasa (EC 2.7.1.16)

La ribuloquinasa tiene el nimero de nomenclatura EC 2.7.1.16. La ribuloquinasa puede ser denominada como L-
ribuloquinasa.

La expresion ribuloquinasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir (i) L-ribulosa en L-ribulosa 5-fosfato y
viceversa y/o (ii) D-ribulosa en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa.

Una ribuloquinasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la L-ribulosa y/o la D-ribulosa.

Una secuencia de nucleétidos que codifica la ribuloquinasa adecuada se puede obtener de la cepa NCIMB8826 de
Lactobacillus plantarum (ATCC 14917) (gen descrito en el cédigo de acceso del NCBI NC_004567).

D-ribuloquinasa (EC 2.7.1.47)
La D-ribuloquinasa tiene el nimero de nomenclatura EC 2.7.1.47.

La expresion ribuloquinasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-ribulosa en D-ribulosa 5-fosfato y
viceversa.

Un ejemplo de una secuencia de nucleétidos que codifica la D-ribuloquinasa puede obtenerse a partir de Botryotinia
fuckeliana (codigo de acceso de GenBank CH476984). El nimero de acceso de GenBank EDN20859 detalla la
secuencia de aminoacidos de una D-ribuloquinasa.

L-ribulosa fosfato 4-epimerasa (EC 5.1.3.4)

La L-ribulosa fosfato 4-epimerasa tiene el nimero de nomenclatura EC 5.1.3.4. La L-ribulosa fosfato de 4-epimerasa
puede ser denominada como ribulosa fosfato 4-epimerasa, fosforribulosa isomerasa, L-ribulosa 5-fosfato 4-
epimerasa, AraD o L-Ru5P.

La expresion L-ribulosa fosfato 4-epimerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir L-ribulosa 5-fosfato
en D-xilulosa 5-fosfato y viceversa.

Una L-ribulosa fosfato 4-epimerasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la L-ribulosa 5-
fosfato.

Una secuencia de nucleotidos de la L-ribulosa fosfato 4-epimerasa adecuada puede obtenerse a partir la cepa
NCIMB8826 de Lactobacillus plantarum (ATCC 14917) (gen descrito en el codigo de acceso del NCBI NC_004567).

D-ribitol 4-deshidrogenasa (EC 1.1.1.56)

La D-ribitol 4-deshidrogenasa tiene el nimero de nomenclatura EC 1.1.1.56. Esta enzima también puede ser
denominada como ribitol 2-deshidrogenasa, adonitol deshidrogenasa o ribitol deshidrogenasa.

La expresion D-ribitol 4-deshidrogenasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir ribitol en D-ribulosa y
viceversa.

Una D-ribitol 4-deshidrogenasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre el D-ribitol.

Una D-ribitol 4-deshidrogenasa adecuada y el gen correspondiente se describe por Dothie et al, 1985.
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D-lixosa isomerasa (EC 5.3.1.15)

La D-lixosa isomerasa tiene el nimero de nomenclatura EC 5.3.1.15. Esta enzima también puede ser denominada
como D-lixosa cetol-isomerasa.

La expresion D-lixosa isomerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-lixosa en D-xilulosa y
viceversa.

La D-lixosa isomerasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la D-lixosa.

Una secuencia de nucledétidos que codifica una D-lixosa/-L-ribosa isomerasa se puede clonar a partir del organismo
Acinetobacter sp. cepa DL-28 (Shimonishi y Izumori, 1996) o de Aerobacter aerogenes (Anderson y Allison, 1965).

Ribosa isomerasa (EC 5.3.1.20)

La ribosa isomerasa tiene el nUmero de nomenclatura EC 5.3.1.20. Esta enzima también puede ser denominada
como D-ribosa isomerasa o D-ribosa cetol-isomerasa.

La expresion ribosa isomerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir la D-ribosa en D-ribulosa y
viceversa.

Una ribosa isomerasa mencionada en la presente memoria es capaz de actuar sobre la D-ribosa.

La D-ribosa isomerasa se ha encontrado en el organismo Mycobacterium smegmatis (Izumori et al,1975), desde
donde puede ser clonado.

Ribulosa-5-fosfato de 3-epimerasa (EC 5.1.3.1)

La ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa tiene el nimero de nomenclatura EC 5.1.3.1. Esta enzima también puede ser
denominada: pentosa-5-fosfato 3-epimerasa, fosfocetopentosa 3-epimerasa, fosfocetopentosa epimerasa,
fosforribulosa epimerasa, ribulosa-fosfato 3-epimerasa; D-ribulosa 5-fosfato epimerasa; D-ribulosa fosfato-3-
epimerasa; D-ribulosa-5-P 3-epimerasa; D-xululosa-5-fosfato 3-epimerasa; eritrosa-4-fosfato isomerasa; ribulosa 5-
fosfato 3-epimerasa y xilulosa fosfato 3-epimerasa.

La expresion ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-ribulosa 5-fosfato
en D-xilulosa 5-fosfato y viceversa.

Ejemplos de ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa adecuados para su uso como se describe en la presente memoria
incluyen ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa codificada por: la secuencia de nucleétidos del gen RPE1 de S. cerevisiae;
la secuencia de nucledtidos del gen RPE1 de la cepa D0002 de S. cerevisiae; la secuencia de nucledtidos del codigo
de acceso del NCBI NP_012414 y la ribulosa-5-fosfato isomerasa de P. stipitis que se pueden encontrar en nimero
de acceso del NCBI NP_012414.

Ribosa-5-fosfato isomerasa (EC 5.3.1.6)

La ribosa-5-fosfato isomerasa tiene el nimero de nomenclatura EC 5.3.1.6. Esta enzima también puede ser
denominada como fosfopentoisomerasa, fosfopentosaisomerasa, fosfopentosisomerasa, fosforriboisomerasa, ribosa
fosfato isomerasa, 5-fosforribosa isomerasa o D-ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa.

La expresion ribosa-5-fosfato isomerasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir D-ribosa 5-fosfato en D-
ribulosa 5-fosfato y viceversa.

Ejemplos de ribosa-5-fosfato isomerasa adecuados para su uso como se describe en la presente memoria incluyen
ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa codificada por: la secuencia de nucledtidos del gen RKI1 de S. cerevisiae; la
secuencia de nucleotidos del gen RKI1 de S. cerevisiae cepa D0002; la secuencia de nucleétidos del cédigo de
acceso del NCBI X94335; la secuencia de nucledtidos del cédigo de acceso del NCBI NP_014738 y la ribosa-5-
fosfato isomerasa de P. stipitis que se puede encontrar en el nimero de acceso NC_009043.

Transcetolasa (EC 2.2.1.1)

La transcetolasa tiene el nimero de nomenclatura EC 2.2.1.1. Esta enzima también puede ser denominada como
glicolaldehidotransferasa.

El término transcetolasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir sedoheptulosa 7-fosfato + D-
gliceraldehido 3-fosfato en D-ribosa 5-fosfato + D-xilulosa 5-fosfato y viceversa.
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Ejemplos de transcetolasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen
transcetolasa codificada por: la secuencia de nucledtidos del gen TKL1 de Saccharomyces cerevisiae; la secuencia
de nucledtidos del gen TKL1 de Saccharomyces cerevisiae cepa D0002; la secuencia de nucleétidos del codigo de
acceso del NCBI X73224; la secuencia de nucledtidos del cédigo de acceso del NCBI NP_015399 y la transcetolasa
de P. stipitis que se puede encontrar en el nimero de acceso CP000496.

Transaldolasa (EC 2.2.1.2)

La transaldolasa tiene el nimero de nomenclatura EC 2.2.1.2. Esta enzima también puede ser denominada como
dihidroxiacetona transferasa, dihidroxiacetona sintasa, formaldehido transcetolasa o glicerona transferasa.

El término transaldolasa se refiere a una enzima que es capaz de convertir sedoheptulosa 7-fosfato + D-
gliceraldehido 3-fosfato en D-eritrosa 4-fosfato + D-fructosa 6-fosfato y viceversa.

Ejemplos de transaldolasas adecuadas para su uso como se describe en la presente memoria incluyen
transaldolasa codificada por: la secuencia de nucleétidos del gen TAL1 de Saccharomyces cerevisiae; la secuencia
de nucledtidos del gen TAL1 de Saccharomyces cerevisiae cepa D0002; la secuencia de nucleétidos del codigo de
acceso del NCBI X15953; la secuencia de nucledtidos del cédigo de acceso del NCBI NP_013458 y la transaldolasa
de P. stipitis que se puede encontrar en el nimero de acceso CP000502.

Xilosa isomerasa exdégena
En un aspecto, la xilosa isomerasa mencionada en la presente memoria es una xilosa isomerasa exdgena.

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa mencionada en la presente memoria
codifica una xilosa isomerasa exégena.

Preferiblemente, la xilosa isomerasa exdgena se deriva de un microorganismo mesofilo. Mas preferiblemente, la
xilosa isomerasa exdgena se deriva de una bacteria mesdfila.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “microorganismo mesofilo” se refiere a un microorganismo
que crece y/o se desarrolla mejor a una temperatura entre 15 °C y 40 °C. Ejemplos de microorganismos mesofilos
incluyen especies de Lactococcus, especies de Saccharomyces (tales como S. cerevisiae), especies de Escherichia
(tales como E. coli) y especies de Bacillus (tales como B. subtilis).

En una realizacion, la xilosa isomerasa exdgena se deriva de una especie de Lactococcus. Preferiblemente, la xilosa
isomerasa exdgena se deriva de una especie de Lactococcus capaz de crecer en xilosa. Preferiblemente, la xilosa
isomerasa exogena se deriva de un Lactococcus lactis. Mas preferiblemente, la xilosa isomerasa exégena se deriva
de un Lactococcus lactis subsp. lactis. En una realizacién muy preferida, la xilosa isomerasa exdgena se deriva de
Lactococcus lactis cepa NRRL B-4449, la cepa DSM 20175, la cepa KF147 o la cepa 10-1.

El microorganismo Lactococcus lactis subsp. lactis puede denominarse Lactobacillus xylosus.

Ensayo de aldopentosa

La cantidad de una aldopentosa (como xilosa) en una solucién (tal como un medio de cultivo) puede determinarse
colorimétricamente por el método del floroglucinol, como se describe por Ebert et al. (A Simplified, Colorimetric
Micromethod for Xylose in Serum or Urine, with Phloroglucinol, 1979, Clin. Chem. 25, no.8, pp. 1440-1443).

El reactivo de color consiste en 0,5 g de floroglucinol (1,3,5 trihidroxibenceno), 100 ml de acido acético glacial y 10
ml de HCI conc. Se afiaden 50 pl de muestra y 950 pl de reactivo de color. La mezcla se calienta a 100 °C durante 4
minutos y la absorbancia de la mezcla se lee a 554 nm. La cantidad de una aldopentosa (como xilosa) en la muestra
se determina de acuerdo con una curva patréon hecha con la misma aldopentosa como patron. Este método también
se puede utilizar para determinar la cantidad de arabinosa, lixosa y ribosa en un medio de cultivo.

Ensayo de cetopentosa

La cantidad de una cetopentosa (como xilulosa) en una solucién (tal como un medio de cultivo) puede determinarse
colorimétricamente por el método de la cisteina-carbazol como se describe por Zacarias Dische and Ellen
Borenfreund (1951; J. Biol.Chem.192 (2): 583).

Ensayo de xilosa isomerasa

La cantidad de actividad de xilosa isomerasa en una soluciéon puede ser determinada como sigue.
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La conversion de xilosa en xilulosa se determina en una solucién que contiene una cantidad de la xilosa isomerasa,
xilosa 2 % y MgCl> 2 mM en tampén TRIS 20 mM, pH 7,4 y se incubaron a la temperatura de eleccion. La reaccion
se inicia por la adicion de la xilosa y se detiene mediante la colocacion de la reaccion o de la muestra de la reaccion
en hielo. El tiempo de reaccién es normalmente de 30 o 60 minutos, o se pueden tomar muestras para seguir la
reaccion en diferentes puntos temporales. La xilulosa generada se cuantifico utilizando el método de
cisteina/carbazol (Dische y Borenfreund, 1951). Una unidad de actividad de xilosa isomerasa se define como la
cantidad de actividad que cataliza la conversiéon de 1 nanomol de xilosa en xilulosa por minuto.

En un aspecto muy preferido, el microorganismo transformado tiene una actividad xilosa isomerasa de al menos 0,2
unidades de xilosa isomerasa por mg de proteina de microorganismo. La cantidad de actividad xilosa isomerasa se
ensaya como se ha mencionado en la presente memoria y el contenido de proteina se determina como se describe
a continuacion. Los microorganismos han sido cultivados previamente durante 96 horas o menos en un medio de
cultivo que comprende xilosa.

Contenido de proteinas

La cantidad de proteina (es decir, el contenido de proteina) en una solucion se determind mediante el uso del kit de
ensayo BCA comercializado (Pierce Biotechnology Inc., EE.UU.), basado en el ensayo de acido bicinconinico (Smith
et al, 1985), usando seroalbumina bovina como patrén.

Ensayo de etanol

La cantidad del biocombustible como etanol, en una solucion (tal como un medio de cultivo) se puede determinar
mediante el uso de un ensayo de etanol comercializado, el Kit de K-ETOH, fabricado y vendido por Megazyme
International, Bray Business Park, Bray, Co. Wicklow, Irlanda o se puede determinar mediante, por ejemplo, el uso
de cromatografia de gases.

Ruta de las pentosas fosfato

Las cetopentosas (tales como xilulosa) se convierten en etanol a través de la ruta de las pentosas fosfato. Un
ejemplo de esto se muestra en la Figura 4.

Ejemplos de enzimas implicadas en la ruta de las pentosas fosfato incluyen: transcetolasa, transaldolasa, ribosa-5-
fosfato cetol-isomerasa y ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa.

En una realizacion, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion también ha sido transformado para
expresar o sobreexpresar una o mas enzimas implicadas en la ruta de las pentosas fosfato.

En una realizacion, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion también ha sido transformado con una
0 mas secuencias de nucledtidos que hacen que el microorganismo sobreexprese una o mas enzimas implicadas en
la ruta de las pentosas fosfato. Por ejemplo, se inserta un promotor en el genoma de un microorganismo que permite
que el microorganismo sobreexprese una secuencia de nucleétidos endégena que codifica una enzima implicada en
la ruta de las pentosas fosfato.

En otra realizacioén, el microorganismo ha sido transformado con una o mas secuencias de nucleétidos que codifican
una o mas enzimas implicadas en la ruta de las pentosas fosfato. Por ejemplo, el microorganismo se transforma con
un vector de expresién que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una o mas enzimas implicadas en
la ruta de las pentosas fosfato.

Preferiblemente, el vector de expresidn mencionado en la presente memoria comprende uno o mas promotores
capaces de sobreexpresar una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una o mas enzimas implicadas en la
ruta de las pentosas fosfato. Ejemplos de tales promotores incluyen el promotor GPD, el promotor TEF y el promotor
ADP. Promotores preferidos que pueden ser usados para sobreexpresar una o mas secuencias de nucleétidos que
codifican una o mas enzimas implicadas en la ruta de las pentosas fosfato puede ser cualquiera de los elementos
reguladores que controlan la expresion de secuencias de nucledtidos que codifican proteinas implicadas en la
glicolisis y la fermentacion de la glucosa.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “sobreexprese” en la frase “una o mas secuencias de
nucledtidos que hacen que el microorganismo sobreexprese una o mas enzimas implicadas en la ruta de las
pentosas fosfato" y “uno o mas promotores capaces de sobreexpresar una o mas secuencias de nucledtidos que
codifican una o mas enzimas implicadas en la ruta de las pentosas fosfato” se refiere a un aumento en la expresién
desde cero hasta un nivel de expresion o que va desde un nivel mas bajo de expresion hasta un nivel mas alto de
expresion (por ejemplo, regulacion positiva) cuando el microorganismo transformado se compara con el
microorganismo equivalente antes de la transformaciéon. Los microorganismos que sobreexpresan una o mas
enzimas implicadas en la ruta de las pentosas fosfato tienen una mayor capacidad para catalizar la conversion de
una cetopentosa (como xilulosa 5-fosfato) en un biocombustible (tal como etanol).
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Preferiblemente, dicho microorganismo transformado que sobreexpresa una o mas enzimas implicadas en la ruta de
las pentosas fosfato es capaz de catalizar la conversion de una cetopentosa (como xilulosa 5-fosfato) en un
biocombustible (tal como etanol) a una tasa que es al menos 10 %, 15 %, 20 % o 25 % mayor que un
microorganismo no transformado.

Ejemplos de microorganismos que sobreexpresan una o mas enzimas implicadas en la ruta de las pentosas fosfato
incluyen: (i) microorganismos transformados con uno o mas vectores de expresidon que codifican una o mas de
transcetolasa, transaldolasa, ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa y ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa y (ii) microorganismos
transformados para regular positivamente la expresion de una o mas secuencias de nucledtidos endégenas que
codifican una o mas de transcetolasa, transaldolasa, ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa y ribulosa-5-fosfato 3-
epimerasa (antes de la transformacion dicho microorganismo era capaz de expresar una o mas de estas enzimas
para un determinado conjunto de condiciones de cultivo durante el crecimiento exponencial, pero después de la
transformacion dicho microorganismo es capaz de la expresion de una o mas de estas enzimas en un nivel superior,
en las mismas condiciones de cultivo, durante el crecimiento exponencial).

SECUENCIAS VARIANTES/HOMOLOGAS/DERIVADAS

La presente invenciéon abarca el uso de secuencias variantes, homologas y derivadas de cualquier secuencia de
aminoacidos de una proteina o de cualquier secuencia de nucleétidos que codifica una proteina tal.

En particular, la presente invencion abarca el uso de secuencias variantes, homologas y derivadas de la secuencia
de aminoacidos codificada por la SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQID No 190 la
SEQ ID No 20.

Ademas, la presente invencion abarca el uso de secuencias variantes, homologas y derivadas de la secuencia de
nucledétidos que codifican la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No
18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20 y la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID No 1, SEQ
ID No 10, SEQ ID No 17, SEQ ID No 12, SEQ ID No 27 o SEQ ID No 28.

Por ejemplo, una secuencia variante, homologa o derivada de una secuencia de nucleétidos (tal como, SEQ ID No 1,
SEQ ID No 10, SEQ ID No 17, SEQ ID No 12, SEQ ID No 27 o SEQ ID No 28, o la secuencia de nucleétidos que
codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13,
SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20) puede comprender hasta 30, 21, 15, 9, 6 o 3 sustituciones de acidos nucleicos.

Por ejemplo, una secuencia variante, homologa o derivada de una secuencia de aminoacidos (tal como, SEQ ID No
14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20) pueden comprender hasta a 10,
7,5, 3, 2 o 1 sustituciones de aminoacidos.

Sin desear estar limitado por la teoria, dos residuos de aminoacidos (concretamente, D296 y D339) de la xilosa
isomerasa pueden estar implicados en la unidon de iones metalicos divalentes en el sitio activo (Meng, M. et al,
1993). En una realizacion, D296 y D339 son importantes para la union de iones metalicos divalentes en el sitio
activo. Por lo tanto, en una realizacién, la variante, homologa o derivada de una secuencia de aminoacidos (por
ejemplo, SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20) comprende
el aminoacido acido aspartico (D) en el residuo 296 y/o el aminoacido acido aspartico d(D) en el residuo 339 de SEQ
ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 y SEQ ID No 20 o sustitucion(es)
equivalentes en otras secuencias de aminoacidos adecuadas.

Ademas, sin desear estar ligado por la teoria, el residuo de aminoacido (histidina 101) en la xilosa isomerasa puede
estar implicado en el sitio activo (Lee et al1989). En una realizacién, H101 es importante para el sitio activo. Por lo
tanto, en una realizacion, la variante, homologa o derivada de una secuencia de aminoacidos (tal como, SEQ ID No
14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20) comprende el aminoacido
histidina (H) en el residuo 101 de SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19y
SEQ ID No 20 o una sustitucion equivalente en otras secuencias de aminoacidos adecuadas .

En una realizacion, la variante, homdloga o derivada de una secuencia de aminoacidos (tal como, SEQ ID No 14,
SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20) comprende el aminoacido arginina
(R) en el residuo 391 y/o el aminoacido lisina (K) en el residuo 407 de la SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No
18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 y SEQ ID No 20 o sustituciones equivalentes en otras secuencias de aminoacidos
adecuadas.

En una realizacion, una variante, homéloga o derivada de una secuencia de nucledtidos (tal como, SEQ ID No 1,
SEQ ID No 10, SEQ ID No 17, SEQ ID No 12, SEQ ID No 27 o SEQ ID No 28, o la secuencia de nucleétidos que
codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13,
SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20) comprende cambios en la secuencia de codones silenciosos con el fin de optimizar
la secuencia para las preferencias de codones de una célula hospedadora particular en la que se expresa la
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secuencia. Por ejemplo, el uso de codones en una secuencia puede ser optimizada basandose en la tabla de uso de
codones de levadura de la base de datos de uso de codones de Kazusa (Nakamura et al., 2000).

Aqui, el término “homdloga” significa una entidad que tiene una cierta homologia con las secuencias de aminoacidos
objeto y las secuencias de nucledtidos objeto. Aqui, el término “homologia” se puede equiparar con la “identidad”.

En el presente contexto, una secuencia homdloga se considera que incluye una secuencia de aminoacidos que
puede ser al menos 75, 80, 85 o 90 % idéntica, preferiblemente al menos 95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica a la
secuencia objeto; y en una realizacion altamente preferida, al menos 98, 99 0 99,5 % idéntica a la secuencia objeto.
Generalmente, los homologos comprenderan los mismos sitios activos, etc. como la secuencia de aminoacidos
objeto. Aunque la homologia también puede considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion se
prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, una secuencia homologa se considera que incluye una secuencia de nucledtidos que puede
ser al menos 75, 80, 85 o 90 % idéntica; preferiblemente al menos 95, 96, 97, 98 o 99 % idéntica; y en una
realizacion altamente preferida, al menos 98, 99 o 99,5 % idéntica con una secuencia de nucleétidos que codifica
una enzima de la presente invencion (la secuencia objeto). Generalmente, los homdélogos comprenderan las mismas
secuencias que codifican para los sitios activos, etc. que la secuencia objeto. Aunque la homologia también puede
considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas
similares), en el contexto de la presente invencién se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de
secuencia.

Las comparaciones de homologia pueden realizarse a ojo, o mas normalmente, con la ayuda de programas de
comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos comercializados pueden calcular
el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia puede calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, se alinea una secuencia con la otra
secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la
otra secuencia, un residuo cada vez. Esto se denomina alineacion “sin huecos”. Generalmente, tales alineaciones
sin huecos se realizan sélo sobre un nimero relativamente corto de residuos.

Aunque este es un método muy simple y sistematico, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par de secuencias
por lo demas idénticas, una insercién o delecidon provocara que los siguientes residuos de aminoacidos salgan fuera
de la alineacion, provocando probablemente una gran reducciéon en el % de homologia cuando se realiza una
alineacion global. En consecuencia, la mayoria de los métodos de comparacion de la secuencia se disefian para
producir alineaciones O6ptimas que tengan en cuenta las posibles inserciones y deleciones sin penalizar
indebidamente la puntuacion global de homologia. Esto se logra insertando “huecos” en la alineacion de la
secuencia para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones por hueco” a cada hueco que se produce en la
alineacion de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, una alineacidon de secuencias con tan
pocos huecos como sea posible, lo que refleja una mayor relacion entre las dos secuencias comparadas, lograra
una puntuaciéon mas alta que una con muchos huecos. Se utilizan normalmente “costes por huecos afines” para
cargar un coste relativamente alto por la existencia de un hueco y una penalizaciéon mas pequefia para cada residuo
posterior en el hueco. Este es el sistema de puntuaciéon de huecos mas cominmente utilizado. Las penalizaciones
por un alto nimero de huecos, por supuesto, produciran alineaciones optimizadas con menos huecos. La mayoria
de los programas de alineacion permiten modificar las penalizaciones por hueco. Sin embargo, cuando se utiliza un
software de este tipo para las comparaciones de secuencias se prefiere utilizar los valores por defecto. Por ejemplo,
cuando se utiliza el paquete GCG Wisconsin Bestfit la penalizacién por hueco por defecto para secuencias de
aminoacidos es -12 para un hueco y -4 para cada extension.

El calculo del % de homologia maxima, por tanto, requiere en primer lugar la produccion de una alineacion 6ptima,
teniendo en consideracion las penalizaciones por hueco. Un programa informatico adecuado para llevar a cabo
dicha alineacion es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Devereux et al 1984 Nuc. Acids Research 12 P387).
Ejemplos de otros software que pueden realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero no se limitan a, el
paquete BLAST (ver Ausubel et al, 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 42 Ed - Capitulo 18), FASTA (Altschul
et al., 1990 J. Mol.Biol.403-410) y la suite GENEWORKS de herramientas de comparacion. Tanto BLAST como
FASTA estan disponibles para la busqueda online y offline (ver Ausubel et al., 1999, Short Protocols in Molecular
Biology, paginas 7-58 a 7-60).Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere utilizar el programa GCG Bestfit.
Una nueva herramienta, denominada BLAST 2 Sequences esta también disponible para comparar secuencias de
proteinas y de nucleodtidos (ver FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1):187-8 y
tatiana@ncbi.nim.nih.gov).

Aunque el % de homologia final puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineacién en si
generalmente no se basa en una comparacion de pares de todo o nada. En su lugar, se utiliza generalmente una
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matriz de puntuacion de similitud a escala que asigna puntuaciones a cada comparacion por parejas basandose en
la similitud quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de tal matriz comunmente utilizada es la matriz BLOSUM62 -
la matriz por defecto para la suite de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin generalmente utilizan
cualquiera de los valores por defecto publicos o una tabla de comparaciéon de simbolos personalizada si se
suministra (véase el manual del usuario para mas detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere utilizar los valores
por defecto publicos para el paquete GCG, o en el caso de otro software, la matriz por defecto, tal como
BLOSUM®62.

Como alternativa, las homologias porcentuales pueden calcularse utilizando la caracteristica de alineacion multiple
en DNASIS™ (Hitachi Software), basado en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988),
Gene 73(1), 237-244).

Una vez que el software ha producido una alineacion 6ptima, es posible calcular el % de homologia, preferiblemente
el % de identidad de secuencia. El software hace normalmente esto como parte de la comparacion de secuencias y
genera un resultado numérico.

Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacidos que
producen un cambio silencioso y tienen como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Pueden
realizarse sustituciones de aminoacidos deliberadas en base a la similitud de polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los residuos siempre que se retenga la actividad de union
secundaria de la sustancia. Por ejemplo, los aminoacidos con carga negativa incluyen acido aspartico y acido
glutamico; los aminoacidos con carga positiva incluyen lisina y arginina y los aminoacidos con grupos de cabeza
polares no cargados que tienen valores de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina,
alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Se pueden hacer sustituciones conservadoras, por ejemplo, segun la siguiente Tabla. Los aminoacidos del mismo
bloque de la segunda columna y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna pueden sustituirse entre si:

ALIFATICO No polar GAP
ILV
Polar - no cargado CSTM
NQ
Polar - cargado DE

KR
AROMATICO HFWY

La presente invencion también abarca la sustitucion homéloga (sustitucion y reemplazamiento se utilizan ambos en
la presente memoria para indicar el intercambio de un residuo de aminoacido existente, con un residuo alternativo)
que puede ocurrir, es decir, sustitucion de igual a igual, tal como basico por basico, acido por acido, polar por polar,
etc. La sustitucion no homologa puede producirse también, es decir, de una clase de residuo a otro, o que implica
alternativamente la inclusion de aminoacidos no naturales tales como ornitina (en lo sucesivo denominado Z), acido
diaminobutirico ornitina (en lo sucesivo denominado B), norleucina ornitina (en lo sucesivo denominado O),
pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos pueden hacerse también por aminoacidos no naturales e incluyen: aminoacidos alfa* y alfa-
disustituidos*, N-alquil aminoacidos*, acido lactico*, derivados haluro de aminoacidos naturales tales como
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina®, p-I-fenilalanina* , L-alil-glicina*, R-alanina*, acido L-a-amino
butirico*, acido L-y-amino butirico*, acido L-a-amino isobutirico*, acido L-e-amino caproico#, acido

7-amino acido heptanoico*, L-metionina sulfona#*, L-norleucina*, L-norvalina*, p-nitro-L-fenilalanina*, L-
hidroxiprolina#, L-tioprolina*, derivados metilicos de fenilalanina (Phe) tales como 4-metil-Phe*, pentametil-Phe*, L-
Phe (4-amino)”*, L-Tyr (metil)*, L-Phe (4-isopropil)*, L-Tic (acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico)*, &cido L-
diaminopropiénico” y L-Phe (4-bencil)*. La notacién* se ha utilizado con el propésito de la discusion anterior (en
relacion con la sustitucion homéloga o no homologa), para indicar la naturaleza hidrofoba del derivado mientras que
# se ha utilizado para indicar la naturaleza hidrofila del derivado, #* indica caracteristicas anfipaticas.

Las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse
entre cualesquiera dos residuos de aminoacidos de la secuencia incluyendo grupos alquilo, tales como grupos
metilo, etilo o propilo, ademas de espaciadores de aminoacidos tales como residuos de glicina o B-alanina. Una
forma adicional de variacién, que implica la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos en forma peptoide,
sera bien conocida por los expertos en la técnica. Para evitar dudas, “la forma peptoide” se utiliza para referirse a
residuos de aminoacidos variantes en los que el grupo sustituyente del carbono a esta en el atomo de nitrégeno del
residuo en lugar de en el carbono a. Los procesos para preparar péptidos en forma peptoide son conocidos en la

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 582782 T3

técnica, por ejemplo, Simon RJ et al., PNAS (1992) 89 (20), 9367-9371y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995)
13(4), 132-134.

Las secuencias de nucleétidos para su uso en la presente invencién pueden incluir dentro de ellas nucledtidos
sintéticos o modificados. En la técnica se conocen varios tipos diferentes de modificacion de oligonucleétidos. Estos
incluyen cadenas principales de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los
extremos 3 ' y/o 5' de la molécula. Para los fines de la presente invencion, se entiende que las secuencias de
nucleétidos descritas en la presente memoria pueden ser modificadas por cualquier método disponible en la técnica.
Tales modificaciones pueden ser llevadas a cabo con el fin de mejorar la actividad in vivo o la duracion de las
secuencias de nucleétidos de la presente invencion.

La presente invencion también abarca el uso de secuencias de nucleétidos que son complementarias a las
secuencias presentadas en la presente memoria, o cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. Si la
secuencia es complementaria a un fragmento de la misma entonces la secuencia puede utilizarse como una sonda
para identificar secuencias de codificacion similares en otros organismos, etc.

Los polinucleétidos que no son 100 % homodlogos con las secuencias mencionadas en la presente memoria se
pueden obtener de varias maneras. Otras variantes de las secuencias descritas en la presente memoria pueden
obtenerse, por ejemplo, buscando mediante sondas en bibliotecas de ADN. Ademas, otros homdlogos pueden
obtenerse y dichos homadlogos y fragmentos de los mismos en general seran capaces de hibridar selectivamente con
las secuencias mostradas en la lista de secuencias en la presente memoria. Tales secuencias pueden obtenerse
buscando en bibliotecas de ADNc con sondas que comprenden toda o parte de una cualquiera de las secuencias de
la lista de secuencias adjunta en condiciones de media a alta rigurosidad.

También pueden obtenerse variantes y homologos de cepa/especies usando PCR degenerada que usara cebadores
disefiados para dirigirse a secuencias diana dentro de las variantes y homdlogos que codifican secuencias de
aminoacidos conservados dentro de las secuencias mencionadas en la presente memoria. Las secuencias
conservadas pueden predecirse, por ejemplo, mediante la alineaciéon de las secuencias de aminoacidos de varias
variantes/homologos. Los alineamientos de secuencias pueden realizarse usando el software informatico conocido
en la técnica. Por ejemplo el programa GCG Wisconsin PileUp es ampliamente usado.

Los cebadores utilizados en la PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas y se utilizaran en
condiciones de rigurosidad inferiores a las utilizadas para la clonaciéon de secuencias con cebadores de secuencia
unica frente a las secuencias conocidas.

Como alternativa, tales polinucleétidos pueden obtenerse por mutagénesis dirigida al sitio de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser util cuando por ejemplo se requieren cambios en la secuencia de codones
silenciosos para optimizar las preferencias de codén para una célula hospedadora particular en la que se expresan
las secuencias de polinucleétidos. Otros cambios de secuencia pueden desearse con el fin de introducir sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccion, o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por
los polinucledtidos.

Los polinucleétidos (secuencias de nucleétidos) mencionados en la presente memoria pueden usarse para producir
un cebador, por ejemplo, un cebador de PCR, un cebador para una reaccion de amplificacion alternativa, una sonda,
por ejemplo, etiquetada con un marcador de revelado por medios convencionales usando marcadores radiactivos o
no radiactivos, o los polinucleétidos pueden clonarse en vectores. Tales cebadores, sondas y otros fragmentos seran
al menos de 15, preferiblemente al menos 20, por ejemplo al menos 25, 30 o 40 nucledtidos de longitud y estan
también comprendidos por la expresion polinucledtidos tal como se utiliza en la presente memoria.

Los polinucledtidos tales como los polinucleétidos de ADN y las sondas mencionadas en la presente memoria
pueden producirse de forma recombinante, de forma sintética, o por cualquier medio disponible para los expertos en
la técnica. También pueden ser clonados por técnicas estandar.

En general, los cebadores se produciran por medios sintéticos, lo que implica una fabricacién por etapas de la
secuencia de acido nucleico deseada, un nucleétido cada vez. Las técnicas para conseguir esto usando técnicas
automatizadas estan facilmente disponibles en la técnica.

Los polinucleétidos mas largos se produciran generalmente usando medios recombinantes, por ejemplo, usando
técnicas de clonacién PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Los cebadores pueden ser disefiados para
contener sitios de reconocimiento de enzima de restriccion adecuados de modo que el ADN amplificado se puede
clonar en un vector de clonacién adecuado.

La invencion se describira ahora adicionalmente por medio de ejemplos, que estan destinados a servir de ayudar a

una persona con experiencia ordinaria en la técnica en la realizacion de la invencién y no se pretende de ninguna
manera limitar el alcance de la invencion.
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Ejemplos

Técnicas de la metodologia de ADN recombinante general

La presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de quimica, biologia
molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de las capacidades de una persona de
experiencia ordinaria en la técnica. Tales técnicas se explican en la literatura. Véase, por ejemplo, J. B. Roe, J.
Crabtree, and A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait
(Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992,
Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology,
Academic Press; Sambrook J., et al (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Vol. 1-3. Cold Spring
Harbor Laboratory Press y Ausubel F. M., et al (1995 (y suplementos periddicos)) Current Protocols in Molecular
Biology, Vol. ch 9, 13 y 16. John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.

Organismos:

Lactococcus es una familia de bacterias grampositivas, que se encuentra cominmente en muchas partes del
mundo. Las cepas de esta familia tienen una larga historia de uso seguro para la fermentacion de productos lacteos
para la produccion de, por ejemplo, queso. Una cepa de este tipo se usa en estos ejemplos, Lactococcus lactis, cepa
DSM 20175, que se puede obtener del deposito del Instituto DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (Colecciéon Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares).

Saccharomyces es una familia de cepas de levadura que se encuentra comunmente en muchas partes del mundo.
Tienen una larga historia de uso seguro para fines de coccioén, elaboraciéon de la cerveza y vino, y son en la
actualidad el organismo eucariota mejor caracterizado. Por lo tanto, es un organismo muy popular para su uso
experimental en los laboratorios de biologia y microbiologia molecular. La cepa S. cerevisiae BY4741 es la que se
utiliza aqui en los ejemplos. La cepa se puede obtener de Euroscarf (EUROpean Saccharomyces Cerevisiae
ARchive for Functional Analysis - Alemania).

Las cepas S. cerevisiae cepa T0040, S. cerevisiae cepa T0028, S. cerevisiae cepa T0049 y S. cerevisiae cepa
TO004 utilizadas en los siguientes ejemplos son todas variantes isogénicas, construidas a partir de BY4741 obtenida
de Euroscarf.

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa que se encuentra comunmente en el intestino grueso de los animales
superiores y los seres humanos. Muchas cepas del organismo tienen una larga historia de uso seguro en los
laboratorios de biologia molecular y microbiologia. La cepa utilizada en los siguientes ejemplos es la cepa DH5-alfa
de E. coli, que se utiliza cominmente en los laboratorios de biologia molecular para la clonacion y la propagacion de
material genético. La cepa se puede obtener en la empresa “InVitrogen” (Invitrogen Corporation, California, EE.UU.).

Thermoanaerobacter es una familia de cepas bacterias grampositivas termdfilas y de crecimiento anaerobio. Las dos
cepas, cuyas enzimas se utilizan en los siguientes ejemplos, Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (DSM N.°
15750) y Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (ATCC 33743) se aislan originalmente de bafios termales,
DSM N.° 15750 en Ayas, Turquia y ATCC 33743 en el Parque Nacional de Yellowstone, EE.UU. Ambas pueden
obtenerse en la DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Coleccién Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares). Sin embargo, el material genético que codifica las enzimas de estas cepas y
que se utiliza en los ejemplos, se produjo sintéticamente, en base a una retrotraduccion de las secuencias de
aminoacidos como se especifica en la lista de secuencias como SEC ID No 15y SEQ ID No 16.

Pichia stipitis es una especie de levadura que se ha aislado del intestino de larvas de insectos y termitas. La cepa de
Pichia stipitis cuyos genes se han utilizado en los siguientes ejemplos es la cepa Pichia stipitis DSM N.° 3651, que
se puede obtener del DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Coleccion
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares).

Pseudomonas es una familia diversa de bacterias gramnegativas aerobias en forma de bacilo que se encuentran
comunmente en el agua y en semillas de plantas y tejidos de plantas. La cepa utilizada en estos ejemplos es la
Pseudomonas syringae cepa DSM 50315, aislada originalmente de tejido vegetal herido. La cepa puede obtenerse
del depésito del Instituto DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Cultivos Celulares GmbH
(Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares).

Ejemplo 1 - Construccion de una cepa de S. cerevisiae que expresa la XI de Lactobacillus xylosus y la xilulosa
quinasa de Pichia stipitis.

Ejemplo 1a — Clonacion TOPO del gen de la D-xilosa isomerasa a partir de Lactobacillus xylosus (Lactococcus lactis,

cepa DSM 20175), utilizando secuencias de cebadores que se basan en el codigo de acceso del NCBI AF092042
(SEQID No 1).
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La totalidad del gen de la D-xilosa isomerasa (Lx Xl) de Lactobacillus xylosus se amplificé por PCR a partir del ADN
obtenido de la cepa DSM 20175 usando los cebadores identificados por la SEQ ID No 2 y SEQ ID No 3. La region
de codificacion del gen de la xilosa isomerasa clonado por PCR de Lactococcus lactis, cepa DSM 20175, usando
cebadores que se muestran en la SEQ ID No 2 y SEQ ID No 3, se muestra en la SEQ ID No 17. Se introdujo un sitio
de restriccion de Nhel, proximal al codén de inicio ATG y un sitio de restriccion de Xhol, distal al codon de parada
flanqueando al gen Lx XI. Como molde, se us6 el ADN de la cepa de L. xylosus en una concentracion de 0,2 ng/ul
para la reaccién de PCR. La PCR se realiz6é en 30 ciclos de 30 segundos a 96 °C, 30 segundos a 50 °C y 150
segundos a 72 °C, seguido de una incubacion final de 10 minutos a 72 °C utilizando ADN polimerasa de alta
fidelidad Phusion (Finnzymes Oy , Finlandia). El producto de PCR se separdé por electroforesis en un gel de agarosa
de baja fusion al 1 % y se aislé un fragmento de 1339 pb. El fragmento de ADN se cloné con TOPO en el vector
pCR-Blunt 1I-TOPO (Invitrogen, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante y el plasmido resultante se utilizd
para la transformacién de E. coli TOP10. El plasmido se denominé pCR-Blunt 2 LxXI.

Ejemplo 1b - Construccion del plasmido LxXI-2a que contiene el gen de la xilosa isomerasa (LxXI) de L. xylosus bajo
el control del promotor GPD vy el terminador CYC1 de S. cerevisiae.

El vector lanzadera de alto nimero de copias de E. coli/S. cerevisiae P426-GPD (Mumberg et al.,1995) se digirié con
Spel y Xhol y los extremos resultantes se desfosforilaron con fosfatasa alcalina. De un modo similar, el fragmento de
ADN que codifica el gen de la xilosa isomerasa de L. xylosus fue liberado a partir del vector pCR-Blunt 2 LxXI (que
se describe en el Ejemplo 1a) mediante digestion con Nhel y Xhol. El plasmido linealizado P426-GPD resultante y el
fragmento de ADN que codifica ThXI fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa de baja fusion al 1 %
y aislados. Los dos fragmentos de ADN se ligaron juntos dando como resultado el plasmido denominado LxXI-2a.

Ejemplo 1c — Clonacién TOPO del gen de la D-xiluloquinasa de Pichia stipitis cepa DSM3651 basado en el cadigo
de acceso del NCBI AF127802.

La totalidad del gen de la D-xiluloquinasa (PsXKS) de P. stipitis se amplificé por PCR a partir del ADN obtenido de la
cepa DSM3651 usando los cebadores identificados por la SEQ ID No 4 y SEQ ID No 5. Se introdujo un sitio de
restriccion de Nhel, proximal al codon de inicio ATG y un sitio de restriccion de Xhol, distal al codon de parada
flanqueando al gen PsXKS. Como molde, se uso6 el ADN de la cepa de P. stipitis en una concentracion de 0,2 ng/pl
para la reaccién de PCR. La PCR se realiz6é en 30 ciclos de 30 segundos a 96 °C, 30 segundos a 50 °C y 150
segundos a 72 °C, seguido de una incubacion final de 10 minutos a 72 °C utilizando ADN polimerasa de alta
fidelidad Phusion (Finnzymes Oy , Finlandia). El producto de PCR se separdé por electroforesis en un gel de agarosa
de baja fusion al 1 % y se aislé un fragmento de 1891 pb. El fragmento de ADN se cloné con TOPO en el vector
pCR-Blunt 1I-TOPO (Invitrogen, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante y el plasmido resultante se utilizd
para la transformacién de E. coli TOP10. El plasmido se denominé pCR-Blunt 2 P.stip XKS.

Ejemplo 1d - Construccion del plasmido PsXKS-14a que contiene el gen de la D-xiluloquinasa (PsXKS) de P. stipitis
bajo el control del promotor GPD y el terminador de CYC1 de S. cerevisiae.

El vector lanzadera de alto nimero de copias de E. coli/S. cerevisiae P425-GPD (Mumberg et al.,1995) se digirié con
Spel y Xhol y los extremos resultantes se desfosforilaron con fosfatasa alcalina. De un modo similar, el fragmento de
ADN que codifica el gen de la xilulosa quinasa de P. stipitis fue liberado a partir del vector pCR-Blunt 2 P.stip XKS
(descrito en el Ejemplo 1c¢) mediante digestion con Nhel y Xhol. El plasmido linealizado P425-GPD resultante y el
fragmento de ADN que codifica PsXKS fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa de baja fusion al 1
% y aislados. Los dos fragmentos de ADN se ligaron juntos dando como resultado el plasmido denominado PsXKS-
14a.

Ejemplo 1e - Construccion de cepas de S. cerevisiae que contienen LxXI-2a y PsXKS-14a.

Se combinaron 200 ng de cada uno de los plasmidos y se utilizaron para la transformacion de la cepa BY4741 de la
levadura S. cerevisiae (Euroscarf, Alemania) por medio de electroporacion utilizando el sistema Biorad Gene Pulser
Il (BioRad, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células de levadura se hicieron
competentes de acuerdo con un protocolo estandar (Becker and Guarente, 1991). La seleccidon de clones
transformados con ambos plasmidos se llevd a cabo en medios excluyentes completos sintéticos solidos sin uracilo
y sin leucina y complementado con D-glucosa 2 % (SC-Ura, Leu) (Rose et al.,1990). Los principales clones de
tamarfio medio se volvieron a sembrar en SC-Ura, Leu y se obtuvo una colonia de la cepa T0O004 transformada con
los plasmidos LxXI-2a y PsXKS-14a.

Ejemplo 2 - Construccion de una cepa de S. cerevisiae que expresa la XlI de Thermoanaerobacter
thermohydrosulfuricus y la xiluosa quinasa de Pichia stipitis.

Ejemplo 2a - Construccion del gen sintético de la xilosa isomerasa que codifica la xilosa isomerasa de
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus basado en el codigo de acceso del NCBI DO0756.
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La totalidad del gen de la xilosa isomerasa de T. thermohydrosulfuricus (ThXI) se sintetizé y fue ensamblado por
Geneart AG (Regensburg, Alemania). El uso de codones en la secuencia fue optimizado basandose en la tabla de
uso de codones de levadura de la base de datos de uso de codones de Kazusa (Nakamura et al., 2000).
Flanqueando al marco de lectura abierto, se incluyeron en la construccion sintética un sitio de restriccion de Nhel,
proximal al codén de inicio ATG y un sitio de restriccion de Xhol, distal al codén de parada. La integridad del gen
sintético ThXI se determiné por secuenciacion de ambas cadenas. La secuencia de nucleétidos de ThXI incluyendo
los sitios de restriccion flanqueantes se identifica como SEC ID NO 6, que muestra la secuencia de ADN sintetizada
con la traduccion de aminoacidos de la regidon de codificacion mostrada anteriormente de la secuencia de
nucledtidos. El plasmido que lo alberga fue denominado 0717046pGA14.

Ejemplo 2b - Construccion del plasmido ThXI-5a que contiene el gen de la xilosa isomerasa (ThXI) de T.
thermohydrosulfuricus bajo el control del promotor GPD y el terminador CYC1 de S. cerevisiae.

El vector lanzadera de alto nimero de copias de E. coli/S. cerevisiae P426-GPD (Mumberg et al.,1995) se digirié con
Spel y Xhol y los extremos resultantes se desfosforilaron con fosfatasa alcalina. De un modo similar, el fragmento de
ADN que codifica el gen de la xilosa isomerasa de T. thermohydrosulfuricus fue liberado a partir del vector
0717046pGA14 (descrito en el Ejemplo 2a) mediante digestion con Nhel y Xhol. El plasmido linealizado P426-GPD
resultante y el fragmento de ADN que codifica ThXI fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa de
baja fusion al 1 % y aislados. Los dos fragmentos de ADN se ligaron juntos dando como resultado el plasmido
denominado ThXI-5a.

Ejemplo 2c - Construccion de cepas de S. cerevisiae que contienen ThXI-5a y PsXKS-14a.

Se combinaron 200 ng de cada uno de los plasmidos y se utilizaron para la transformacion de la cepa BY4741 de la
levadura S. cerevisiae (Euroscarf, Alemania) por medio de electroporacion utilizando el sistema Biorad Gene Pulser
Il (BioRad, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células de levadura se hicieron
competentes de acuerdo con un protocolo estandar (Becker and Guarente, 1991). La seleccion de clones
transformados con ambos plasmidos se llevd a cabo en medios excluyentes completos sintéticos sélidos sin uracilo
y sin leucina y complementado con D-glucosa 2 % (SC-Ura, Leu) (Rose et al.,1990). Los principales clones de
tamarfio medio se volvieron a sembrar en SC-Ura, Leu y se obtuvo una colonia de la cepa T0049 transformada con
los plasmidos ThXI-5a y PsXKS-14a.

Ejemplo 3 - Construccion de una cepa de S. cerevisiae que expresa la xilosa isomerasa de Thermoanaerobacter
thermosulphurigenes y la xilulosa quinasa de Pichia stipitis.

Ejemplo 3a - Construccion de un gen sintético de la xilosa isomerasa que codifica la xilosa isomerasa de
Thermoanaerobacter thermosulphurigenes basado en el cddigo de acceso del NCBI J05650.

La totalidad del gen de la xilosa isomerasa de T. thermosulphurigenes (TsXIl) se sintetiz6 y fue ensamblado por
Geneart AG (Regensburg, Alemania). El uso de codones en la secuencia fue optimizado basandose en la tabla de
uso de codones de levadura de la base de datos de uso de codones de Kazusa (Nakamura et al., 2000).
Flanqueando al marco de lectura abierto, se incluyeron en la construccion sintética un sitio de restriccion de Nhel,
proximal al codén de inicio ATG y un sitio de restriccion de Xhol, distal al codén de parada. La integridad del gen
sintético TsXI se determind por secuenciacion de ambas cadenas. La secuencia de nucleétidos de TsXl incluyendo
los sitios de restriccion flanqueantes se identifica como SEC ID NO 7, que muestra la secuencia de ADN sintetizada
con la traduccion de aminoacidos de la regidon de codificacion mostrada anteriormente de la secuencia de
nucledtidos. El plasmido que lo alberga fue denominado0717047pGA 18.

Ejemplo 3b - Construccion del plasmido TsXIl-28a que contiene el gen de la xilosa isomerasa (TsXI) de T.
thermosulphurigenes bajo el control del promotor GPD y el terminador CYC1 de S. cerevisiae.

El vector lanzadera de alto nimero de copias de E. coli/S. cerevisiae P426-GPD (Mumberg et al.,1995) se digirié con
Spel y Xhol y los extremos resultantes se desfosforilaron con fosfatasa alcalina. De un modo similar, el fragmento de
ADN que codifica el gen de la xilosa isomerasa de T. thermosulphurigenes fue liberado a partir del vector
0717047pGA18 (descrito en el Ejemplo 3a) mediante digestion con Nhel y Xhol. El plasmido linealizado P426-GPD
resultante y el fragmento de ADN que codifica TsXI fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa de
baja fusion al 1 % vy aislados. Los dos fragmentos de ADN se ligaron juntos dando como resultado el plasmido
denominado TsXI-28a.

Ejemplo 3c - Construccion de cepas de S. cerevisiae que contienen TsX|-28a y PsXKS-14a.

Se combinaron 200 ng de cada uno de los plasmidos y se utilizaron para la transformacion de la cepa BY4741 de la
levadura S. cerevisiae (Euroscarf, Alemania) por medio de electroporacion utilizando el sistema Biorad Gene Pulser
Il (BioRad, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células de levadura se hicieron
competentes de acuerdo con un protocolo estandar (Becker and Guarente, 1991). La seleccion de clones
transformados con ambos plasmidos se llevd a cabo en medios excluyentes completos sintéticos sélidos sin uracilo
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y sin leucina y complementado con D-glucosa 2 % (SC-Ura, Leu) (Rose et al.,1990). Los principales clones de
tamarfio medio se volvieron a sembrar en SC-Ura, Leu y se obtuvo una colonia de la cepa T0028 transformada con
los plasmidos TsXI-28a y PsXKS-14a.

Ejemplo 4 - Construccion de una cepa de S. cerevisiae que expresa la XylA (PsXI) de Pseudomonas syringae y la
xilulosa quinasa de Pichia stipitis.

Ejemplo 4a - Clonacién TOPO del gen de la D-xilosa isomerasa (Psxl) a partir de Pseudomonas syringae pv Tomato

La totalidad del gen de la xilosa isomerasa (Ps Xl) de P. syringae se amplifico por PCR a partir del ADN obtenido de
la cepa DSM 50315 usando los cebadores identificados por la SEQ ID No 8 y SEQ ID No 9. Se introdujo un sitio de
restriccion de Nhel, proximal al codon de inicio ATG y un sitio de restriccion de Xhol, distal al codon de parada
flanqueando al gen PsXIl. Como molde, se usé el ADN de la cepa de P. syringae en una concentracion de 0,2 ng/ul
para la reaccién de PCR. La PCR se realiz6é en 30 ciclos de 30 segundos a 96 °C, 30 segundos a 50 °C y 150
segundos a 72 °C, seguido de una incubacion final de 10 minutos a 72 °C utilizando ADN polimerasa de alta
fidelidad Phusion (Finnzymes Oy , Finlandia). El producto de PCR se separd por electroforesis en un gel de agarosa
de baja fusion al 1 % y se aislé un fragmento de 1323 pb. El fragmento de ADN se cloné con TOPO en el vector
pCR-Blunt 1I-TOPO (Invitrogen, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante y el plasmido resultante se utilizd
para la transformacién de E. coli TOP10. El plasmido se denominé pCR-Blunt 2 PsXI.

Ejemplo 4b - Construccion del plasmido PsXI-34a que contiene el gen de la xilosa isomerasa (PsXl) de P. syringae
bajo el control del promotor GPD y el terminador de CYC1 de S. cerevisiae.

El vector lanzadera de alto nimero de copias de E. coli/S. cerevisiae P426-GPD (Mumberg et al.,1995) se digirié con
Spel y Xhol y los extremos resultantes se desfosforilaron con fosfatasa alcalina. De un modo similar, el fragmento de
ADN que codifica el gen de la xilosa isomerasa de P. syringae fue liberado a partir del vector pCR-Blunt 2 PsXI
(descrito en el Ejemplo 4a) mediante digestion con Nhel y Xhol. El plasmido linealizado P426-GPD resultante y el
fragmento de ADN que codifica PsXI fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa de baja fusion al 1 %
y aislados. Los dos fragmentos de ADN se ligaron juntos dando como resultado el plasmido denominado PsXI-34a.

Ejemplo 4c - Construccion de cepas de S. cerevisiae que contienen PsXI-34a y PsXKS-14a.

Se combinaron 200 ng de cada uno de los plasmidos y se utilizaron para la transformacion de la cepa BY4741 de la
levadura S. cerevisiae (Euroscarf, Alemania) por medio de electroporacion utilizando el sistema Biorad Gene Pulser
Il (BioRad, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células de levadura se hicieron
competentes de acuerdo con un protocolo estandar (Becker and Guarente, 1991). La seleccion de clones
transformados con ambos plasmidos se llevd a cabo en medios excluyentes completos sintéticos sélidos sin uracilo
y sin leucina y complementado con D-glucosa 2 % (SC-Ura, Leu) (Rose et al.,1990). Los principales clones de
tamarfio medio se volvieron a sembrar en SC-Ura, Leu y se obtuvo una colonia de la cepa T0040 transformada con
los plasmidos PsXI-34a y PsXKS-14a.

Ejemplo 5 - Determinacion y comparacion de las actividades xilosa isomerasa especificas obtenidas por la expresion
de cuatro xilosa isomerasas bacterianas diferentes en Saccharomyces cerevisiae.

Las cuatro cepas diferentes:

S. cerevisiae cepa T0040 que contiene el PsXI-34a y el PsXKS-143;
S. cerevisiae cepa T0028 contiene el TsXI-28a y el PsXKS-14a;

S. cerevisiae cepa T0049 contiene el ThXI-5a y el PsXKS-14a 'y

S. cerevisiae cepa T0004 que contiene el LxXI-2a y el PsXKS-14a;

fueron sembradas en placas y se cultivaron durante la noche en un medio excluyente completo sintético sélido sin
uracilo y sin leucina y complementado con un D-glucosa 2 % (SC-Ura, Leu) (Rose et al.,1990).

A continuacion, los tubos de 50 ml que contenian 10 ml de medios excluyentes completos sintéticos sin uracilo y sin
leucina y complementado con un D-glucosa 2 % (SC-Ura, Leu) (Rose et al,1990), se inocularon con colonias de las
placas sembradas hasta una DO600 ajustada desde 0,1 y se cultivaron durante 18 horas con agitacion, 200 rpm, a
30 °C. Los cultivos se recogieron por centrifugacion, 4.000 rpm durante 15 minutos, se lavaron mediante
resuspension en 2 ml de agua y se centrifugaron de nuevo. Las células se lisaron por adicion de 300 pl de CelLytic Y
Plus Kit (Sigma-Aldrich) seguido de incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos con agitacion suave y
centrifugacion a 16.000 x g durante 10 minutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se aisl6 y se
utilizé para la determinacion de la actividad de la xilosa isomerasa y el contenido de proteina. Se determiné la
actividad xilosa isomerasa usando el método de la cisteina-carbazol como se describe por Dische y Borenfreund
(Dische y Borenfreund, 1951). El contenido de proteina se determind mediante el uso del ensayo comercializado del
acido bicinconinico a base de proteinas (kit de ensayo de BCA, Pierce Biotechnology Inc., EE.UU.).
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Los resultados se muestran en la Figura 5. La actividad xilosa isomerasa total mas elevada por mg de proteina de
levadura total, obtenida mediante la expresion de la xilosa isomerasa de L. xylosus, es aproximadamente 10 veces
mayor que el segundo mejor resultado, obtenido mediante la expresiéon de la xilosa isomerasa de T.
thermohydrosulphuricus. Esta claro que la xilosa isomerasa de L. xylosus es muy superior a las otras isomerasas
bacterianas. Los resultados obtenidos, unidades de xilosa isomerasa/mg de proteina de levadura para las dos
bacterias termodfilas, estan en linea con otros resultados obtenidos utilizando xilosa isomerasas de bacterias
termofilas (Walfriedsson et al, 1996; Lonn et al, 2003) y la actividad especifica isomerasa de L. xylosus es igual o
supera a la actividad especifica obtenida por el uso de la xilosa isomerasa del hongo Piromyces sp. Ell (Kuyper et al.
2003).

Ejemplo 6 - Crecimiento en xilosa como la fuente de carbono de las cepas de S. cerevisiae que expresan LxXl-2a y
PsXKS-14a (cepa T0004).

La cepa TO004 de S. cerevisiae, descrita en el Ejemplo 1e, comprende un casete de expresion que contiene la SEQ
ID No 17 (que codifica la xilosa isomerasa) y un casete de expresion que contiene la secuencia de nucledtidos que
codifica la xiluloquinasa de P. stipitis.

La cepa T0004, descrita en el Ejemplo 1e, se adaptd gradualmente al crecimiento en xilosa mediante dilucién en
serie del contenido de glucosa, seguido por el crecimiento en xilosa como Unica fuente de carbono. Esto se llevo a
cabo usando el siguiente procedimiento:

Receta de Synthetic Complete growth medium without uracil and leucine (medio SC-Ura y Leu):

Bacto - base de nitrégeno de levadura sin aminoacidos: 6,7 g/l;
suministrado con 40 mg/I de todos los aminoacidos, excepto leucina;
y suministrado con acido p-aminobenzoico, 40 mg/l.

Inoculacion de un primer tubo de cultivo que contiene 10 ml de medio SC-Ura y Leu que contiene xilosa 2 % +
glucosa 0,5 % con la cepa T0004. Incubacién del tubo a 30 °C y agitacion rotatoria a 150 rpm hasta que la DO600
alcanzé 1,5. Este cultivo se denomina aqui como “Cultivo 1”.

Inoculacién de un segundo tubo de cultivo que contiene 9 ml de medio SC-Ura y Leu que contiene xilosa 2 % con 1
ml del “Cultivo 1” anteriormente descrito. Incubacién del tubo de cultivo a 30 °C y agitacion rotatoria a 150 rpm hasta
que la DO600 alcanzoé aproximadamente 1,0. Este cultivo se denomina en la presente memoria como “Cultivo 2.

Inoculacién de un tercer tubo de cultivo que contiene 9 ml de medio SC-Ura y Leu que contiene xilosa 2 % con 1 ml
del “Cultivo 2” anteriormente descrito. Incubacion del tubo de cultivo a 30 °C y agitacion rotatoria a 150 rpm hasta
que la DO600 estaba entre 0,5y 1,0. Este cultivo se denomina en la presente memoria como “Cultivo 3”.

Inoculacion de un matraz de agitacion de 250 ml con deflectores, que contiene 50 ml de medio SC-Ura y Leu que
contiene xilosa 2 % con una cantidad del “Cultivo 3” hasta alcanzar un valor de la DO600 de 0,05. Incubacion del
tubo de cultivo a 30 °C y agitacion rotatoria a 150 rpm y seguimiento del crecimiento por mediciones de la DO600
durante un periodo de cultivo de 240 horas.

El crecimiento de la cepa T0004 en xilosa como la fuente de carbono se puede ver en la Figura 6. Después de una
fase de latencia, la maxima tasa de crecimiento alcanzé 0,05/h sin otras modificaciones de la cepa.

Ejemplo 7 - Demostracion de la elevada actividad de la xilosa isomerasa en células de S. cerevisiae por la expresion
intracelular de tres variantes de origen natural y dos variantes artificiales de una isomerasa de Lactococcus.

Las xilosa isomerasas naturales con secuencias de aminoacidos como se muestra en SEQ ID No 13, SEQ ID No 14
y SEQ ID No 18, donde se expresan intracelularmente en Saccharomyces cerevisiae, cepa BY4741 (Euroscarf,
Alemania). Ademas, se generaron dos variantes relacionadas, que no se encuentran en ningdn organismo (como se
detalla mas adelante) y también se expresaron. Las secuencias de aminoacidos de estas dos variantes se muestran
enla SEQ ID No 19y SEQ ID No 20. Excepto por la variacion en la posicion del aminoacido 391 (arginina o lisina),
la posicién 407 (acido glutamico o lisina) o 416 (tirosina o histidina), todas las variantes tienen secuencias de
aminoacidos idénticas. Esto significa que cuando se compara con la SEQ ID No 18, la SEQ ID No 13 tiene el
aminoacido K en la posicion 391, el aminoacido K en la posicion 407 y el aminoacido H en la posicion 416 H. Estos
aminoacidos de la SEQ ID No 13 estan subrayados en la lista de secuencias. En comparacion con la SEQ ID No 18,
la SEQ ID No 14 tiene el aminoacido K en la posicion 391. Este aminoacido en la SEQ ID No 14 esta subrayado en
la lista de secuencias. En comparacion con la SEQ ID No 18, la SEQ ID No 19 tiene el aminoacido K en la posicion
407 y el aminoacido H en la posicion 416. Estos aminoacidos en la SEQ ID No 19 estan subrayados en la lista de
secuencias. En comparacion con la SEQ ID No 18, la SEQ ID No 20 tiene el aminoacido K en la posicion 407. Este
aminodcido en la SEQ ID No 20 esta subrayado en la lista de secuencias.
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Las secuencias de ADN que codifican las secuencias de aminoacidos SEQ ID No 13, SEQ ID No 14, SEQ ID No 19
y SEQ ID No 20 utilizadas en este ejemplo se generaron todas por mutagénesis dirigida al sitio de la secuencia de
ADN mostrada como SEQ ID No 17, utilizando la construccién obtenida como se describe en el Ejemplo 1a como
plantilla inicial. (La secuencia de aminoacidos SEQ ID No 18 es codificada por la SEQ ID No 17.) La mutagénesis
dirigida al sitio se realizé utilizando el kit “Quick Change” (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) para cambiar los codones
que codifican los residuos de aminoacidos 391, 407 y 416, respectivamente. El kit se utilizé de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Las secuencias de los cebadores de ADN mutagénicos utilizados se muestran en la SEQ ID
No 21y SEQ ID No 22 (sustituciéon R391K y eliminacion de un sitio de restriccion Psp14061), SEQ ID No 23 y SEQ
ID No 24 (sustitucion E407K y adicion de un sitio de restriccion Hindlll) y SEQ ID No 25 y SEQ ID No 26 (sustitucion
combinada de E407K y Y416H y adicion de un sitio de restriccion Hindlll). La adicion o eliminacién de los sitios de
restriccion permite una facil identificacion de los vectores mutados. Las secuencias de ADN generales correctas de
las construcciones de ADN generadas se confirmaron posteriormente mediante secuenciacion de ADN.

Se utilizé una versién modificada del vector lanzada de alto nimero de copias de E. coli/S. cerevisiae pRS426-gpd
(Mumberg et al.,1995) para la expresion intracelular de las variantes de la xilosa isomerasa. El vector se modifico
mediante el intercambio del marcador URA3 en pRS426-gpd con el marcador de resistencia a nourseotricina del
vector pAG35 (Euroscarf Alemania), utilizando técnicas de subclonacion de biologia molecular convencionales. El
vector lanzadera resultante confiere resistencia a la nourseotricina a S. cerevisiae.

Los diferentes cinco genes de xilosa isomerasa se aislaron y se insertaron en el vector de expresion modificada de
acuerdo con la descripcion del Ejemplo 1b. Las construcciones de plasmidos resultantes se denominaron
pRS426gpd_nat::XI13, pRS426gpd_nat::XI14, pRS426gpd_nat::XI18, pRS426gpd_nat::XI19 y
pRS426gpd_nat:: X120, respectivamente.

Cada construccion de plasmido variante se transformé en una cepa BY4741 de S. cerevisiae (Euroscarf, Alemania)
por medio de electroporacion utilizando el sistema Biorad Gene Pulser Il (BioRad, EE.UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las células de levadura se hicieron competentes de acuerdo con un protocolo estandar
(Becker y Guarente, 1991). La seleccion de clones transformados se realizé en placas YPD (20 g/l de triptona, 10 g/l
de extracto de levadura y 20 g/l de glucosa con 15 g/l de bactoagar afiadido para la solidificacion) que contienen 100
mg/l de nourseotricina.

Se obtuvieron cinco lineas celulares, cada una expresando una de las xilosa isomerasas de Lactococcus variantes.

La actividad xilosa isomerasa especifica de cada linea celular se determind por duplicado y se compard tal como se
describe en el Ejemplo 5, excepto que el medio utilizado para el crecimiento de la levadura era YPD (20 g/l de
triptona, 10 g/l de extracto de levadura y 20 g/l de glucosa) suministrado con 100 mg/l de nourseotricina.

La actividad xilosa isomerasa especifica promedio obtenida de las determinaciones por duplicado, calculada como
unidades de xilosa isomerasa/mg de proteina total de levadura extraida, de las cinco cepas se muestra en la Figura
7.

Todas las xilosa isomerasas de Lactococcus variantes son muy activas cuando se expresan en S. cerevisiae. Por lo
tanto, esto puede ser considerado como general para los genes xilosa isomerasa de Lactococcus que codifican
xilosa isomerasas activas en Lactococcus. Parece que, comparando la actividad de la SEQ ID 19 y SEQ ID 20, la
sustitucion Y416H representa muy poca diferencia en términos de actividad. Por el contrario, la sustitucion K391R y
la sustitucion E407K aumentan la actividad especifica en la levadura en aproximadamente un 15 a 20 %, un efecto
que parece ser aditivo si esas dos sustituciones se combinan como en la SEQ ID No 19 y SEQ ID No 20.
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LISTADO DE SECUENCIAS
SEQ ID No 1: Region codificante del gen de la xilosa isomerasa de Lactococcus lactis subsp. lactis (Lactobacillus

xylosus) cepa NRRL-4449 como se describe en el nimero de acceso AF092042. La secuencia de aminoacidos
codificada por esta secuencia de nucleétidos se muestra como SEQ ID No 14.
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TTG

ATT

ATG

GCT

GAA

AAT

TTG

ATT

GCA

CGC

CAR

TCA

GGT

GAR

GAT

GAC
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ACA
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ATG
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v
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F
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T
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A
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\
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s
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L
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N
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R
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E
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R
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O
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I
ATC
M
ATG
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K
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v
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W
TGG
M
ATG
H
CAC
K
AAA
L
TTG

_E
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M
ATG
A
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L
CTT
E
GARA
H
CAT
N
ARC
T
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K
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721 CAC CAA TAT GAT TTT GAC TCAR GCA ACA GCT CTT GCT TTC TTG CAAR AAA

769 TAT GAT TTG GAC ARA TAT TTC ARA CTC AAT CTT GAA ACA AAT CAT GCT

817 TGG TTG GCT GGA CAC ACT TTT GAA CAC GAA TTA AAT ACT GCT CGT ACT

865 TTC AAT GCT TTG GGT TCT ATT GAT GCC ART CAA GGA AAT TAC TTG CTT

913 GGT TGG GAT ACA GAT GAR TTC CCA ACA CTT GTT ATT GAT ATC ACA CTT

961 GCG ATG CAC CAA ATT CTT TTG ARC GGT GGA CTT GGC ARA GGT GGRA ATT

1009 DAAC TTT GAT GCG AAAR GTA CGT CGT ACA AGT TTC AARR GCA GAA GAT TTA

1057 ATT CTT GCT CAT ATT GCAR GGG ATG GAT ACT TAT GCG CGT GCT TTG ARAA

1105 GGT GCA GCA GCA ATC ATT GAA GAT AAAR TTC TTG TCT GAT ATT GTT GAC

1153 GAA CGT TAT AGT TCA TAC AAA AAT ACA GAA GTT GGT CAA.TCC ATT GAA

1201 BAAT GGA ACA GCA ACT TTT GAA AGT CTT GCC GCA TTT GCA CTT GAR TAT

1249 GGT GAT GAT ATT GAA CTT GAT TCT AAT CAC TTG GAAR TAC ATC AAR TCA

1297 GTA TTG RAT GAC TAT CTT GTT TAR

SEQID No. 2:
GCTAGCCATGGCTTACTTTAACGACATCGCACCTATC

SEQID No. 3:
CTCGAGCCTAGGCTAAACAAGATAGTCATTCAATACTGATTTG

SEQID No. 4:
GCTAGCCATGGCCACTACCCCATTTGATGCTCCAGATAAG

SEQID No. 5:
CTCGAGCCTAGGCTAGTGTTTCAATTCACTTTCCATCTTGGCC

SEQ ID No 6:

Gen de la xilosa isomerasa artificial de Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus, con regiones flanqueantes N-
terminal y C-terminal. La regién codificante se basa en la secuencia de aminoacidos de cddigo de acceso de
GenBank D00756. La secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos codificante se muestra
como SEQ ID No 15.
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GAATTCCTAGRAATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGGAGCTAGCC
M E Y F K N v P Q I K Y E
ATG GAA TAT TTC ARA AAC GTG CCA CAG ATC AAG TAT GAA
] N N P Y A F K F b4 N P D
AGC ARAT AAC CCT TAT GCA TTT AAG TTC TAT AARC CCA GAT
D G K P L K E H L R F 3 A
GAT GGA AAA CCA TTA AARA GAA CAC TTA AGA TTT AGC GTA
H T F T A N G T D P E G A
CAT ACA TTT ACC GCT AAC GGA ACG GAT CCA TTT GGT GCA
Q R i W D H F T b P M b I
CAG CGT CCT TGG GAT CAT TTT ACC GAC CCT ATG GAC ATA
CGT GTG GAA GCC GCA TTC GAG CTT TTT GAR AAA TTG GAT
TTC TGT TTT CAT GAC AGA GAT ATA GCT CCG GAAR GGT GRA
GAR ACC AAC AAA AAC TTA GAT ACT ATC GTT GCT ATG ATT
TTA AAA ACG TCA AAG ACT AAA GTT CTT TGG GGC ACT GCT
TCT AAT CCA CGT TTC GTG CAT GGC GCT GCC ACA TCA TGT
GTA TTT GCT TAT GCA GCC GCT Caa GTT AAA AAG GCC TTA
AAA GAG TTA GGA GGC CAG AAT TAT GTT TTC TGG GGT GGT

TAT GAG ACA CTT TTA AAT ACT GAT ATG GAG TTG GAA TTA

GCAR AGA TTC TTA CAC ATG GCA GTA GAA TAT GCT CAG GARA
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721

769

817

865

%13
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1009

1057

1105

1153

1201

1249

1297

1345

SEQID No 7:

Gen de la xilosa isomerasa artificial de Thermoanaerobacter thermosulphurigenes, con regiones flanqueantes N-
terminal y C-terminal. La region codificante se basa en la secuencia de aminoacidos de cddigo de acceso de
GenBank J05650, a excepcion del segundo aminoacido que se ha cambiado de N a A, con el fin de permitir el uso
de la “secuencia de consenso de Kozak” para la expresion eucariota. C. thermosulfurogenes es un nombre
alternativo a Thermoanaerobacter thermosulphurigenes (Lee et al 1993). La secuencia de aminoacidos codificada

GGA

TAT

TTG

GCAa

ATG

GAT

TAC

GAT

GGA

TAT

TAC

GCC

GAR

TAT

CAG TTC
D F
GAT TTC

GGT CAC

TTA GGT

ACT GAT

GAG GTC

caT ATT

AAG CTT

AAR TCC

AART TTT
N K
ARC AAA
L F
TTG TTC
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TTG

GAC

TAC

GAT

TCC

ATC

GCT

TTT

TTT

ATA

TAC

CGT

GGA

ARG

CGT

ACT

GGT

GARA

GAG

GCT

AAG

GAT

CCA

ATG

CGT

ATG

GAT

GAA

TTA

TAG

ARA

GTA

GAT

GGT

TCT

GCA

GTA

ATA

GAA

GCA

GAT

GCT

GCA

CTG

GAA

TTT

GCT

TAC

GAC

ATG

AGA

GAR

TTG

GAA

CCTAGGCTCGAGGAATTC

CCA

TTG

AAT

GCC

ATG

ACE

GGA

por la regién codificante de esta secuencia de nucleétidos se muestra como SEQ ID No 16.

39

ANCR

AAG

CAC

CGT

TTG

ACT

GGT

GAC

TTC

ATT

GTT

AAC

ATT

ARG CAT

K Y

ARG TAT

A T

GCA ACG

I N

ATT RAT

L G

CTG GGT

TTA GCA

TTG AAT

CTT TTT

AAG GTC

GAA GAG

TCA GGT

CCA RAA

TTG AAT



ES 2 582782 T3

1 GAATTCCTRAGARATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGGAGCTAGCC
M & 18 Y 3 E N v S K I K Y E G B
49 ATG GCC AAG TAT TTT GAG BAAT GTT TCC AAG ATT AAG TAT GAA GGT CCT
K s N N P Y S F K F Y N P I E v
9% AAG TCA AAC AAC CCT TAC TCC TTC AAA TTC TAT AAT CCA GAA GAA GTT
I D G K T M E E H L R F 5 I A Y
145 ATA GAC GGT AAA BCG ATG GAG GAA CAU TTA AGA TTT [CT AT GUT TAC
W H T F T A D G T D Q F G K B T
193 TGG CAC ACA TTT ACT GCC GAC GGC ACA GAC CAAR TTC GGA AAG GCT ACT
241 ATG CAMR AGA CCG TGG AAC CAT TAC ACT GAT CCA ATG GAC ATA GCC ARA
289 GCC AGh GTG GAG GCT GCA TTC GAG TTC TTC GAT AAG ATA AAC GCC CCT
337 TAC TTC TGC TTC CAT GAT CGT GAC ATT GCT CCG GAA GGC GAT ACC TTG
385 AGA GAA ACC AAC AAMA AAT CTT GAC ACC ATT GTC GCA ATG ATA AAA GAT
433 TAT TTG AAG ACG TCT AARA ACC BAA GTT TTG TGG GGT ACG GCA AAC TTA
4841 TTT TCT AAT CCG AGA TTT GTT CAT GGT GCT TCC ACA TCC TGC AAC GCA
529 GAT GTC TTT GCT TAT TCC GCT GCT CAR GTC AAR AAG GCT CTT GAG ATA
577 ACC AAR GAA TTA GGT GGT GAA AAC TAC GTT TTC TGG GGT GGC AGA GAA
625 GGT TAT GAG ACT CTT TTA AAT ACA GAT ATG GAR TTT GAR CTT GAC AAT
673 TTC GCA AGA TTC TTG CAC ATG GCT GTC GAT TAT GCC AAG GAG ATA GGT
121 TTT GAA GGC CAG TTC TTG ATT GAR CCG AAA CCA AAG GAR CCT ACC AAA
769 CAT CAG TAT GAC TTT GART GTC GCA AAT GTT TTG GCT TTC TTG AGA BAA
817 TAC GAT TTA GAT AAG TAT TTC AAA GTA AAT ATT GAA GCT AAT CAT GCA

865 ACG TTG GCC TTC CAT GAT TTC CAG CAC GAG TTG AGA TAC GCT AGA ATC

913 AAT GGA GTC TTA GGA TCT ATC GAT GCT AAT ACC GGT GAT ATG CTG CTG
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961 GGA TGG GAT ACT GAT CAAR TTIT CCG ACC GAT ATT CGT ATG ACT ACC CTG

1009 GCA ATG TAT GAA GTT ATT AMRG ATG GGT GGA TTT GAT ARAR GGC GGT CTG

1057 AAC TTC GAT GCA AARM GTA AGA AGA GCT TCT TTT GAAR CCT GAA GAT TTG
E L G H I Fil G M D A F Fi K G F K
1105 TTT TTA GGA CRC ATC GCT GGC ATG GAC GCA TTT GCT AAR GGT TTT AAG

1153 GTA GCC TAT ARG CTT GTA AAA GAT AGA GTG TTC GAC AARA TTC ATC GAA

1201 GAG AGA TAT GCT TCT TAT AAG GAC GGA ATA GGA GCC GAT ATA GTT TCC
G K Fa D F R s L E K Y A L E R s
1249 GGT AAG GCC GAT TTC AGA TCT CTT GAG AARAR TAC GCC TTG GAR AGA TCA
Q 1 v N K S G R Q E L L E S I L
1297 CAA ATC GTG AAC AAA TCA GGC CGT CAA GAA TTG TTA GAA TCA ATT CTT

1345 AAT CAA TAC CTG TTC GCT GAA TAG CCTAGGCTCGAGGAATTC
SEQID No. 8:
TAGCTAGCATGTCGTACTTCCCCACTGTCGAC
SEQID No. 9:

ATAAGCTTTCAGGTGTAGATAAAGCGGTTGACC

SEQ ID No 10:
Gen de la xilosa isomerasa de Lactococcus lactis subsp. lactis, cepa KF147. Basado en el nimero de acceso de
GenBank EU255918. La secuencia de aminoacidos codificada por esta secuencia de nucleétidos se muestra como
SEQ ID No 11.

1 atg gect tac ttt aac gac akec gca cct atec aaa tac gaa ggt aca aaa
49 act aaa aat atg ttt gcc ttt cgt cat tat aat cca gaa gaa gta gtt
97 gct ggt aaa aca atg gaa gaa caa c¢tt cat ttt gcc ctt gca tkt kgg

145 cat aca att acg atg gat ggg tca gat ccc bttt ggg gga gca aca atg
192 gaa cgt cct tgg gat ttg gaa ggt ggt Lct gaa ctt gac ¢gt gct cac
241 «cgt cga gta gat gct tkc bttt gaa att gct gaa aaa tta ggt gtt aaa
289 tat tat tgt ttc cat gat att gat akkt gea cct act gga aat tct ttg
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337 aaa gaa ttt tat gct aat ttg gac gaa att act gac cac ctt ctt gaa
385 aaa caa aaa gca aca ggc akt aaa tta ctt tgg aat aca gca aac atg
433 ttt tca aat ccc cgc tat atg aat ggt gt tca act tct aat cgt get
481 gaa gtc ttkt gct tat ggt gct gca caa gtt aaa aaa ggt ctt gaa ctt
529 tct aaa aaa ctc ggt ggt gaa aat tat gtc ttc tgg ggt ggqt cgt gaa
577 ggt tat gaa tca ctt ttg aat aca gat atg ggt ctt gaa atg gat cat
625 atg gca aaa ttc thc cat tkg gca att gat tat gca aaa tca atc aac
673 cac ttg cct att ttc ttg att gaa cca aaa cca aaa gaa cca atg act
721 cac caa tat gat Lttt gac tca gca aca gct cbbt get Etc ttg caa aaa
769 tat gac ttg gac aaa tac ttc aaa cktc aak c¢ctt gaa aca aat cat gct
Bl7 tgg ttg gct ggg cac ack ttt gaa cac gaa tta aat ack gca cgt act
865 ttc aat gct ttg ggt tct att gat gcc aat caa gga aat tac ttg ctt
913 ggt tgg gat aca gat gaa ttc cca aca ctb gtk att gat atc aca ctt
961 gcg atg cac caa att ctt ttg aac ggt gga ctbk ggc aaa ggt gga att
1009 aac ttt gat gcg aaa gta cgt cgt aca agt ttc aaa gca gaa gat tta
1057 att ctt gct cat att gca ggg atg gat act tat gcg cgb get ttg aaa
1105 ggt gca gca geca atc att gaa gat aaa ttc tkg tck gat att gtt gac
1153 gaa cgt tat agt tca tac aaa aat aca gaa gtt ggt caa tcc att gaa
1201 aat gga aca gca act ttt gaa agt ctt gct geca ttk gca ctt gaa cat
1249 ggt gac gat att gaa ctt gat tct aat cac ttg gaa tac atc aaa tca
1297 gta ttg aat gac tat ctt gtt taa

SEQ ID No 11
Gen de la xilosa isomerasa de Lactococcus lactis subsp. lactis, cepa KF147. Basado en el nimero de acceso de
5 GenBank ABX75758. Secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 10.

MAYFHNDTAPIKYEGTKTKNMFAFRHYNPEEVVAGKTMEEQLHFALAFWHT ITMDGSDPEG
GATMERPWDLEGGSELDRAHRRVDAFFETAEKL.GVKYYCFHDIDIAPTGRSLKEFYANLD
EITDOHLLEKQKATGI KLLWNTANMESNPRYMNGVSTSNRAEVEAY GAAQVKKGLELSKKL
GGENYVFWGGREGYESLLNTDMGLEMDHMAKFFHLAI DYAKSINHLPIFLIEPKPKEPMT
HOYDFDSATALAFLOKY DLDKY FKLNLETNHAWLAGHTFEHELNTARTFNALGS I DANQG
NYLLGWDTDEFPTLVIDI'T LAMHQILLNGGLGKGGINFDAKVRRTSEFKAEDLI LAHTAGM
DTYARALKGAAAT IEDKFLSDTVDERYSSYKNTEVGQSIENGTATFESLAAFALEHGDDI
ELDSNHLEYTKSVLNDYLV

SEQ ID No 12:

10 Gen de la xilosa isomerasa de Lactococcus lactis subsp. lactis, cepa |10-1. Basado en el nUmero de acceso de
GenBank AF092041. La secuencia de aminoacidos codificada por esta secuencia de nucleétidos se muestra como
SEQID No 13
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1 atg gct tac ttt aac gac atc gca cct atc aaa tac gaa ggt aca aaa
49 act aaa aat atg ttt gcc ttt cge cat tat aat cca gaa gaa gta gtt
97 gcl ggt aaa aca atg gaa gaa caa ctt catbt tkt gce ctt geca tet tgg
145 cat aca att aca atg gat ggg tca gac <¢c¢ ttt ggg gga gca aca atg
193 gaa cgt cct tgg gat tkg gaa ggt ggt tect gaa ctt gac cgt gct cac
241 «cgt cga gta gat gct ttc ttt gaa att gct gaa aaa tta ggtbt gtt aaa
28% tat tat tgt ttec cak gat att gat att gca cct act gga aat tct ttg
337 aaa gaa ttt tabt gct aat ttg gac gaa att act gac cac ctt c¢tt gaa
385 aaa caa aaa gca aca ggg att aaa tta ctt tgg aat aca gca aac atg
433 ttt tca aat ccc cge tat atg aat ggt gtt tca act tct aac cgt get
4Bl gaa gtc ttt gct tat ggt gct gca caa gtt aaa aaa ggt ctt gaa ctt
529 tect aaa aaa cte ggt ggt gaa aat tac gtc tbtc tgg ggt ggt cgt gaa
577 ggt tat gaa tca ctt ttg aat aca gat atg ggt ctt gaa atg gat cat
£25 atg gca aaa ttc ttec cat ttg gca att gat tat gca asaa tca atc aac
673 «cac ttg ccc att ttc ttg atc gaa cca aaa cca aaa gaa cca atg act
721 cac caa tat gat ttt gac tca gca aca gct ctt gct ttc ttg caa aaa
769 tat gat ttg gac aaa tat ttc aaa ctc aat ctt gaa aca aat cat gct
817 +tgg ttg gct gga cac act tck gaa cac gaa tta aat act gct cgt act
865 ttc aat gct ttg ggt tct att gat gcc aat caa gga aat tac ttg ctt
813 ggt tgg gat aca gat gaa ttc cca aca ctbt gtt att gat atc aca ctt
961 gcg atg cac caa att ctt ttg aac ggt gga ctt ggc aaa ggt gga att
100% aac ttt gat geg aaa gta cgt cgt aca agt ttc aaa gca gaa gat cta
1057 att ctt gct cat ate gca ggg atg gat act tat gog cgt gct ttg aaa
1105 ggt gca gca gca aktc att gaa gat aaa ttc ttg tct gat att gtt gac
1153 gaa cgt tat agt tca tac aaa aat aca gaa gtt gga caa tcc att gaa
1201 aat gga aca gca act ttt aaa agt ctt gecc geca ttt geca c¢tb gaa cat
1249 ggt gac gat att gaa ctt gat tect aat cac ttg gaa tac atc aaa tca
1297 gta ttg aat gac tat cttbt gtt taa

SEQID No 13

Gen de la xilosa isomerasa de Lactococcus lactis subsp. lactis, cepa |0-1. Basado en el nUmero de acceso de
5 GenBank AAD20249. La secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No 12.

Los aminoacidos que difieren respecto a la SEQ ID No 18 estan subrayados.

MAYFHNDIAPIKYEGTKTKNMEFAFRHYNPEEVVAGKTMEEQLHFALAFWHT ITMDGSDPFG
GATMERFWDLEGGSELDRAHRRVDAFFEIAEKLGVKYYCFHDIDIAPTGNSLKEFYANLD
EITDHLLEKOKATGIKLLWNTANMFSNPRYMHNGVSTSNRAEVEFAYGAAQVEKGLELSKKL
GGENYVFRGGREGYESLLNTDMGLEMDHMAKFFHLAIDYAKSINHLPIFLIEPKPKEPMT
HQYDFDSATALAFLOKY DLDKY FKLNLETNHAWLAGHTFEHELNTARTFNALGS T DANGG
NYLLGWDTDEFPTLVIDITLAMHOILLNGGLGKGGINFDAKVRRTSFEAEDLILAHTIAGM
DTYARALKGARAITEDKFLSDIVDERYSSYKNTEVGQSIENGTATFKSLAAFALEHGDDT
ELDSNHLEYIKSVLNDYLV

10 SEQ ID No 14:
La secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No 1. Los aminoacidos que
difieren respecto a la SEQ ID No 18 estan subrayados.
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1451

=

E

B

5

SEQ ID No 15:

Numero de acceso de GenBank BAA00652. La secuencia de aminoacidos codificada por la region codificante de la

secuencia de nucleotidos de SEQ ID No 6.

5
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[42]

iy

T

i

H

[0

5

SEQ ID No 16:

Numero de acceso de GenBank AAA23285. La secuencia de aminoacidos codificada por la region codificante de la

secuencia de nucleotidos de SEQ ID No 7.

5
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5]

1

SEQ ID No 17:

Region codificante del gen de la xilosa isomerasa clonado por PCR de la cepa designada como DSM 20175 de

Lactococcus lactis, usando los cebadores marcados en la SEQ ID No 2 y SEQ ID No 3.

5
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1 atg gct tac ttt aac gac alc gca cct atc aaa tac gaa ggi aca aaa
49 act aaa aat atg Etk gcc LEt cgec cal tat aat cca gaa gaa gta gtt
97 gct ggt aaa aca atg gaa gaa caa ctt cat ttt gcc ctbt geca tEt tgg
145 c¢at aca att aca atg gat ggg tca gat ccc ttt ggg gga gca aca akg
193 gaa cgc cct tgg gat ttg gaa ggt ggt tct gaa ctt gac cgt gct cac
241 <c<gt cga gta gat gct tte LEEt gaa att gct gaa aaa tta ggt gtt aaa
289 tat tat tgt ttc cat gat att gat att gca cct act gga aat tet ttg
337 aaa gaa ttt tat gct aat tkg gac gaa att act gac cac ctt ctt gaa
385 aaa caa aaa gca aca ggg att aaa tta ctt tgg aat aca gca aac atg
433 ttt tca aat ccc cge tat atg aak ggt gtt tca act tet aat cgt get
481 gaa gtc ttt gct tat ggt gct gca caa gtt aaa aaa ggt ctt gaa ctt
529 +tct aaa aaa ctc ggt ggt gaa aat tac gbtc ttc btgg ggt ggt cgt gaa
577 ggt tat gaa tca ctt ttg aat aca gat atg ggt ctt gaa atg gat cat
625 atg gca aaa Etc ttec cat tkg gca att gat tat gca aaa tca atc aac
673 cac ttg ccc att tte ttg att gaa cca aaa cca aaa gaa cca atg act
721 cac caa tat gat tkt gac tca gca aca gct ctt gct tte ttg caa aaa
769 tat gat ttg gac aaa tat ttc aaa ctc aat ctt gaa aca =at cat gct
817 tgg ttg gct gga cac act ttt gaa cac gaa tta aat act get cgt act
865 ttc aat gct tbtg ggt tct att gat gcc aat caa gga aat tac ttg ctt
913 ggt tgg gat aca gat gaa ttc cca aca ctt gtt att gat atc aca ctt
961 gcg atg cac caa att ctt ttg aac ggt gga ctt ggc aaa ggt gga att
1009 aac ttt gat gcg aaa gta cgt cgt aca agt ttc aaa gca gaa gat tta
1057 att ctt gct cat att gca ggg atg gat act tat gecg cgt gct ttg aaa
1105 ggt gca gca gca atc att gaa gat aaa ttc ttg tct gat att gtt gac
1153 gaa cgt tat agt tca tac aga aat aca gaa gtt ggt caa tcc att gaa
1201 aat gga aca gca act ttt gaa agt ctt gcec gca ttt geca ctt gaa tat
1249 ggt gat gat att gaa ctt gat tct aat cac ttg gaa tac atc aaa tca
1297 gta ttg aat gac tat ctt gtt taa

SEQ ID No 18:

Secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID No 17.
MAYFNDIAPIKYEGTKTKNMFAFRHYNPEEV VAGKTMEEQLHFALAFWHTITM
DGSDPFGGATMERPWDLEGGSELDRAHRRVDAFFEIAEKLGVKY YCFHDIDIAP
TGNSLKEFY ANLDEITDHLLEKQKATGIKLLWNTANMFSNPRYMNGVSTSNRAE
VFAYGAAQVKKGLELSKKLGGENY VFWGGREGYESLLNTDMGLEMDHMAKFF

HLAJIDY AKSINHLPIFLIEPKPKEPMTHQY DFDSATALAFLQKYDLDKYFK LNLET
NHAWLAGHTFEHELNTARTFNALGSIDANQGNYLLGWDTDEFPTLVIDITLAMH
QILLNGGLGKGGINFDAKVRRTSFKAEDLILAHIAGMDTYARALKGAAAILEDKF
LSDIVDERYSSYRNTEVGQSIENGTATFESLAAFALEYGDDIELDSNHLEYIKSVL
NDYLV
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SEQ ID No 19:

Variante artificial de la xilosa isomerasa de Lactococcus, secuencia de aminoacidos (SEQ ID No 18). Los
aminoacidos que difieren respecto a la SEQ ID No 18 estan subrayados. La secuencia de nucleétidos que codifica

esta secuencia de aminoacidos se muestra como SEQ ID No 27

MAYFNDIAPIKYEGTKTKNMFAFRHYHNPEEVVAGKTMEEQLHFALAFWHTITMDGSDPFEG
GATMERPWDLEGGSELDRAHRRYDAFFEIAEKLGVKYYCFHDIDIAPTGNSLKEFYANLD
EITDHLLEKOKATGIKLLWNTANMFSNPRYMNGVSTSNRAEVEAYGARDVKKGLELSKKL
GGENYVFWGGREGYESLLNTDMGLEMDHMAKFEFHLAI DYAKSINHLPIFLIEPKPKEPMT
HOYDFDSATALAFLOKYDLDKY FKLNLETHHAWLAGHTFEHELNTART FRALGSIDANQG
NYLLGWDTDEFPTLVIDITLAMHQILLNGGLGKGGINFDAKVRRTSFKAEDLILAHTIAGM
DTYARALKGAAAITEDKFLSDIVDERY SSYRNTEVGQSIENGTATFKSLARFALEHGDDI
ELDSHHLEYIKSVLNDYLV

SEQ ID No 20:

Variante artificial de la xilosa isomerasa de Lacfococcus, secuencia de aminoacidos (SEQ ID No 18). Los
aminoacidos que difieren respecto a la SEQ ID No 18 estan subrayados. La secuencia de nucleétidos que codifica

esta secuencia de aminoacidos se muestra como SEQ ID No 28

MAYFNDIAPIKYEGTKTKNMFAFRHYNPEEVVAGKTMEEQLHFALAFWHTITMDGSDPFG
GATMERPWDLEGGSELDRAHRRVDAFFEIAEKLGVKYYCFHDIDIAPTGNSLKEFYANLD
EITDHLLEKQKATGIKLLWNTANMFSNPRYMNGVSTSNRAEVEAYGAAQVKKGLELSKKL
GGENYVIWGGREGYESLLNTDMGLEMDHMAKFFHLAIDYAKSINHLPIFLIEPKPKEPMT
HOYDFDSATALAFLQKY DLDKY FKLNLETNHAWLAGHTFEHELNTARTFNALGS I DANQG
RYLLGWDTDEFPTLVIDITLAMAQI LLNGGLGKGGINFDAKVRRTSFKAEDLILAHIAGH
DTYARALKGARAITEDKFLSDIVDERYSSYRNTEVGQSIENGTATFKSLAAFALEYGDDI
ELDSNHLEYIESVLNDYLV

SEQ ID No 21:

Cebador sentido R391K:

GTTGACGAACGATATAGTTCATACAAAAATACAGAAGTTGG

SEQ ID No 22:
Cebador antisentido R391K:

CCAACTTCTGTATTTTTGTATGAACTATATCGTTCGTCAAC

SEQ ID No 23:
Cebador sentido E407K:

ACAGCAACTTTTAAAAGCTTAGCCGCATTTGCACTTGAATATGGTGATGATATTG

SEQ ID No 24:
Cebador antisentido E407K:

CAATATCATCACCATATTCAAGTGCAAATGCGGCTAAGCTTTTAAAAGTTGCTGT

SEQ ID No 25:
Cebador sentido E407K-Y416H:

ACAGCAACTTTTAAAAGCTTAGCCGCATTTGCACTTGAACATGGTGATGATATTG

SEQ ID No 26:
Cebador antisentido E407K-Y416H:

CAATATCATCACCATGTTCAAGTGCAAATGCGGCTAAGCTTTTAAAAGTTGCTGT
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SEQ ID No 27:

ES 2 582782 T3

La secuencia de nucleotidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 19

1
419
97

145
193
241
289
337
385
433

481
529
577
625
673
721
769
B17
865
913
961
1009
1057
1105
1153
1201
1249
1297

SEQ ID No 28:

atg
act
gct
cat
gaa
cgt
tat
aaa
aaa

Lttt

gaa
tck
qgt
akg
cac
cac
tat
tag
ttc
ggt
gcg
aac
att
ggt
gaa
aat
ggt
gta

gck
aaa
gat
dca
cgc
cga
tat
gaa
caa

tca

gtc
aaa
tat
gca
ttg
caa
gJat
ttg
aalk
kqg
atg
Lttt
cEE
gca
cgt
gga
gat
LEg

tac
aat
aaa
att
cck
gkta
tgt
tkt
aaa

aat

tek
aaa
gaa
aaa
ccc
tat
ttg
gct
gct
gakt
cac
gat
gck
gca
tat
aca
gat

aat

[l ol
aktg
aca
aca
tgg
gat
(W e
tat
gca

cCcC

gct
ctc
tca
tEc
att
gat
gac
gg4a
ttg
aca
caa
g<g
cat
gca
aqgt
gca
att

gac

aac gac atc

tEt
atg
atg
gat
gck
cat
gct
aca

cgc

tat
ggt
ctbl
LEc
ttc
LEE
aaa
cac
agt
gakt
att
aaa
akbE
atc
tca
act
gaa

tat

gce
gaa
gat
ttg
tte
gat
aat

9949
tat

ggt
ggt
ttg
cat
ttg
gac
tal
act
Eckt
gaa
ctt
gta
qgca
atec
tac
tte
ctk
ctkt

EELt
gaa
9499
gaa
Ett
atkt
tEg
att

atg

gct
gaa
aat
tLg
att
tca
tee
cte
ackt
ttc
ttg
cgt
94d4g
gaa
aga
aaa
gat
gtk

gca
cgc
caa
tca
ggt
gaa
gat
gac
aadad

aat

gca
aat
aca
gca
gaa
gca
aaa
gaa
gar
cca
aac
cgt
atg
gat
aat
agc
tct

taa

cct
cat
ctkt
gat
ggt
att
att
gaa
Lta
ggt

caa
tac
gakt
atct
cca
aca
che
cac
gcc
aca
gat
aca
gatk
aaa
aca
tta

aakt

atc aaa tac

tat
cat
ccc
tck
gckt
gca
att
ctt
gtk

gtt
gtc
atg
gat
aaa
gcl
aak
gaa
aakt
ctt
gJgga
agt
act
ttc
gaa
gcc

cac

aat
o) ol o
ttt
gaa
gaa
ccl
act

tgg

tca

aaa
tte
ggt
tat
cca
ctl
ckkt
tta
caa
gtk
ckt
tte
tat
ttg
gtk
gca

ttg

cca
gcc
999
ctt
aaa
act
gac
aat

act

daa
tgg
ctt
gca
aaa
got
gaa
aat
gga
att
gge
aaa
gcg
tct
ggt
(o ol

Jaa

gaa
gaa
ctt
gga
gac
Lta
gga
cac
aca

tct

ggt
ggt
gaa
aaa
gaa
ttc
aca
acl
aat
gat
aaa
gca
cgk
gat
caa
gca

tac

ggt
gaa
gca
gca
cgt
ggt
aakt
ctt
gca

aat

ckl
ggt
atg
tca
cca
ttg
aat
gct
tac
atc
agt
gaa
gct
aktt
tcec
ckt

aktc

aca
gLa
(o ol
aca
gct
gt
Ect
(o] o o
aac

cgt

cgt
gat
atc
atg
caa
cakt
cgt
kg
aca
gga
gat
ttg
gl
att
gaa

daa

La secuencia de nucleotidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 20

49

aaa
gtt
tgg
atg
cac
aaa
ttg
gaa
atg
gct

cbt
gaa
cat
aac
act
aaa
gct
act
[od ol u
ctt
atg
tta
aaa
gac
gaa
cat

tca



10

15

20

25

1
49
97

145
193
241
289
337
385
433
481
529
577
625
673
721

769
817
865
913
961
1009
1057
1105
1153
1201
1249
1297

atg
ack
gct
cat
gaa
cgt
tat
aaa
aaa
Lt
gaa
tct
gat
atg
cac

cac

tat
tag
cee
ggt
gcg
aac
att
ggt
gaa
aal
gqt
gta

gck
aaa
ggt
aca
cgc
cga
tat
gaa
caa
tca
gkc
aaa
tat
gca
tty

caa

gat
Lty
aat
Lgg
atg
EEE
cte
gca
cgk
gga
gat
ttg

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Terranol A/S

<120> Microorganismo

<130> P035262WO

<150> GB0822937.9
<151> 16-12-2008

<160> 28

tac
aat
aaa
att
cct
gta
tgt
ELE
aaa
aat
Lttt
aaa
gaa
aaa
cce

tat

ttg
gct
gct
gat
cac
gat
gct
gca
tac
aca
gat

aat

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 1320
<212> ADN

LtE
atg
aca
aca
tgg
gat
ttc
cat
gca
cce
gct
ctc
tca
Etc
akk

gak

gac
gga
ttg

aca

gcg
cat
gca
agt
gca
atk

gac

ES 2 582782 T3

aac
(ol o
atg
atg
gat
gct
cat
gct
daca
cqce
tat
ggt
ctt
ttc
ttc
EEt

aaa
cac
qgt
gat
aLt
aaa
att
atc
Eca
ack
gaa

tac

<213> Lactococcus lactis subsp. lactis

<220>
<221>CDS

<222> (1)..(1320)

gac
gcc
gaa
gat
ttg
ttc
gat
aakt
999
cat
ggt
ggt
EEg
cat
tkg

gac

atc
tLe
gaa
999
gaa
[ ol
att
Lkg
att
atg
gck
gaa
aakt
ttg
att

tca

ttc
[ 2
akkt
tEC
Ltg
cgkt
q99
gaa
aga
aaa
gat
gtk

gca
cgc
caa
tca
ggt
gaa
gat
gac
aaa
aat
gca
aat
aca
gca
gaa

gca

aaa
gaa
gakt
cca
aac
cat
aty
gat
aat
agc
Let

taa

50

cct
cat
cEt
gat
gagt
att
att
gaa
tta
ggt
caa
tac
gat
att
cca

aca

ctc
cac
gcc
aca
ggt
aca
gat
aaa
aca
tta

aat

atc
tat
cat
ccc
tct
gct
gca
atk
ctt
gLt
gtk
gtc
atg
gat
Aaa

gckt

aat
gaa
aat
ctt
gga
agt
act
Ltc
gaa
gcc

cac

aaa
aakt
Lttt
etk
gaa
gaa
cct
actkt
tag
cca
aaa
LEc
ggt
Lat
cca

ckt

cktt
tta
caa
gtt
ckt
tEc
tat
tkg
gtk
gca

ttg

tac
cca
gcc
999
ctt
aaa
ackt
gac
aat
act
aaa
tgg
cktt
gca
aaa

gct

gaa
aat
gga
atc
ggc
aaa
gcg
tct
ggt
Tttt

gaa

gaa
gaa
ctt
gga
gac
tta
gga
cac
daCd
tct
ggt
ggt
gaa
44aa
gaa

Lkte

aca
ack
aat
gat
adaa
gca
cgt
gat
caa
gca

tac

ggt
gaa
gca
gca
cgt
qgt
aat
ctt
gca
aat
ctt
ggt
akg
tca
cca

ttg

aat
gct
tac
acc
agt
gaa
qct
att
tec
ctt

atec

aca
gta
[
aca
qct
gtt
Ler
ctt
aac
[nds ) o
gaa
cgkt
gak
atc
atg

caa

cat
cgk
ttg
aca
gga
gat
ttg
gtt
att
gaa

ada

aaa
gkt
tag
atg
cac
aaa
ttg
gaa
atg
gct
ctt
gaa
cat
aac
act

aaa

gct
act
ctt
cEt
att
tta
aaa
gac
gaa
tat

tca



<400> 1

atg
Met

act
Thr

gct
Ala

cat
His

gaa
Glu
65

cgt

tat
Tyr

aaa
Lys

aaa
Lys

Lttt

gct
Ala

aaa
Lys

agt
Gly

aca
Thr
50

cge

Arg

cga
Arg

tat
Tyr

gaa
Glu

caa
Gln
130

teca

tac
Tyr

aat
Asn

aaa
Lys
35

att
Ile

cct
Pro

gta
Val

tgt
Cys

ttt
Phe
115

aaa
Lys

aat

ttt
Phe

atg
Met
20

aca

Thr

aca
Thr

tgg
Trp

gat
Asp

tte
Phe
190

tat
Tyr

gca
Ala

ccc

aac
Asn

ttt
Phe

atg
Met

atg
Met

gat
Asp

gct
Ala
85

cat
His

gct
Ala

aca
Thr

ege

gac
Asp

gcc
Ala

gaa
Glu

gat
Asp

ttg
Leu
70

ttc
Fhe

gat
ABp

aat
Asn

999
Gly

tat
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ate
Ile

ttt
Phe

gaa
Glu

999
Gly
55

gaa

Glu

ttt
Phe

att
Ile

ttg
Leu

att
Ile
135

atg

gca
Ala

cge
Arg

caa
Gln
40

tca

Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

gat
Asp

gac
Asp
120

aaa
Lys

aat

cct
Pro

cat
His
25

ctt
Leu

gat
Asp

ggt
Gly

att
Ile

att
Ile
105
gaa
Glu

tta
Leu

ggt

51

ate
Ile
10

tat
Tyr

cat
His

cCC
Pro

tct
Ser

get
Ala
90

gca
Ala

att
Ile

ctt
Leu

gtt

aaa
Lys

aat
Asn

ttt
Phe

ttt
Fhe

gaa
Glu
75

gaa
Glu

cct
Pro

act
Thr

tgg
Trp

tca

tac
Tyr

cca
Pro

goc
Ala

g99
Gly
60

ctt
Leu

aaa
Lys

act
Thr

gac
Asp

aat
Asn
140

act

gaa
Glu

gaa
Glu

ctt
Leu
45

gga
Gly

gac
Asp

tta
Leu

gga
Gly

cac
His
125

aca
Thr

tct

ggt
Gly

gaa
Glu

gca
Ala

gca
Ala

egt
Arg

ggt
Gly

aat
Asn
110

ctt
Leu

gca
Ala

aat

aca
Thr

gta
Val

ttt
Phe

aca
Thr

gct
Ala

gtt
val
95

teot
Ser

ctt
Leu

aac
Aan

cgt

aaa
Lys

gtt
Val

tgg
Trp

atg

cac
His

aaa
Lys

ttg
Leu

gaa
Glu

atg
Met

gct

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



Phe
145

gaa
Glu

tct
Ser

ggt
Gly

atg
Met

cac
His
225

cac
His

tat
Tyr

tgg
Trp

tte
Phe

qgt
Gly
305

gcqg
Ala

aac
Asn

att
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu
385

Ser

gtc
val

aaa
Lys

tat
Tyr

gca
Ala
210

ttg

Leu

caa
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

aat
Asn
230

tgg
TIp

atg

‘Met

ttt
Phe

ctt
Leu

gca
Ala
370

cgt
Arg

Asn

Lttt
Phe

aaa
Lys

gaa
Glu
195

aaa
Lys

ccc
Pro

tat
Tyr

ttg
Leu

got
Ala
275

gct
Ala

gat
hAsp

cac
His

gat
Asp

gct
Ala
355

gca

Ala

tat
Tyr

Pro

gct
Ala

ctec
Leu
180

tca
Ser

tte
Phe

att
Ile

gat
Asp

gac
Asp
260

gga
Gly

ttyg

aca
Thr

caa
Gln

gcg
Ala
340

cat

His

geca
Ala

agt
Ser

Arg

tat
Tyr
165

ggt
Gly

ctt
Leun

ttc
Phe

tteo
Phe

tet
Phe
245

aaa
Lys

cac
His

ggt
Gly

gat
hsp

att
Ile
325

aaa

Lysa

att
Ile

atc
Ile

tca
Ser

Tyr
150

ggt
Gly

agt
Gly

cttg
Leu

cat
His

ttg
Leu
230

gac
Asp

tat
Tyr

act
Thr

tect
Ser

gaa
Glu
310

ctt
Leu

gta
val

gca
Ala

att
Ile

tac
Tyr
390
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Met

gct
Ala

gaa
Glu

aat
Asn

ttg
Leu
215

att
Ile

tea
Ser

tte
Phe

ttt
Phe

att
Ile
295

tte
Phe

ttg
Leu

cgt
Arg

Jg9g9
Gly

gaa
Glu
375

aaa
Lys

Asn

gca
Ala

aat
Asn

aca
Thr
200

gca
Ala

gaa
Glu

gea
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu
280

gat
Asp

cca
Pro

aac
Asn

cgt
Arg

atg
Met
360

gat
Asp

aat
Asn

Gly

caa
Gln

tac
TYr
185

gat
Asp

att
Ile

cCca
Pro

aca
Thr

cte
Leu
265

cac
His

gece
Ala

aca
Thr

ggt
Gly

aca
Thr
345

gat
hsp

aaa
Lys

aca
Thr

val

gtt
Vval
170

gtc
val

atg
Met

gat
Asp

aaa
Lys

gct
Ala
250

aat
Asn

gaa
Glu

aat
Asn

ctt
Leu

dJga
Gly
330

agt

Ser

act
Thr

ttc
Phe

gaa
Glu

52

Ser
155

aaa
Lys

Etc
Phe

gyt
Gly

tat
Tyr

cca
Pro
235

ctt
Leu

ctk
Leu

tta
Leu

caa
Gln

gtt
val
315

ctt
Leu

tte
Phe

tat
Tyr

ttyg
Leu

gtk
Val
3385

Thr

aaa
Lys

tgg
Trp

ctt
Leu

gca
Ala
220

aad
Lys

gct
Ala

gaa
Glu

aat
Asn

gga
Gly
390

att
Ile

dJgc
Gly

aaa
Lys

gcg
Ala

tet
Ser
380

agt
Gly

Ser

ggt
Gly

agt
Gly

gaa
Glu
205

aaa
Lys

gaa
Glu

tte
Phe

aca
Thr

act
Thr
285

aat
Asn

gat
Asp

aaa
Lys

gca
Ala

cgt
Arg
365

gat
Asp

caa
Gln

Aan

ctt
Leu

ggt
Gly
190

atg
Met

tea
Ser

cca
Pro

ttg
Leu

aat
Asn
270

gct
Ala

tac
Tyr

atc
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu
350

gct
Ala

att
Ile

tecc
Ser

Azg

gaa
Glu
175

cgt
Arg

gat
Asp

atc
Ile

atg
Met

caa
Gln
255

cat

His

cgt
Arg

ttg
Leu

aca
Thr

gga
Gly
335

gat
Asp

ttg

gtt
val

att
Ile

Ala
160

ctt
Leu

gaa
Glu

cat
His

aac
Asn

act
Thr
240

aaa
Lys

gct
Ala

act
Thr

ctt
Leu

ctt
Leu
3240

att
Ile

tta
Leu

aaa
Lys

gac
Asp

gaa
Glu
400

528

576

624

672

720

768

a16

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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35

40
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50

55
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aat gga aca geca act ttt gaa agt ctt goce gea ttt gea ctt gaa tat 1248
Agsn Gly Thr Ala Thr Phe Glu Ser Leu Ala Ala Phe Ala Leu Glu Tyr
405 410 415

ggt gat gat att gaa ctt gat tct aat cac ttg gaa tac ate aaa tca 1298
Gly Asp Asp Ile Glu Leu Asp Ser Asn His Leu Glu Tyr Ile Lys Ser
420 425 430

gta ttg aat gac tat ctt gtt taa 1320
Yal Leu Asn Asp Tyr leu Val
435

<210> 2

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2
gctagccatg gcttacttta acgacatcgc acctatc 37

<210> 3

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3
ctcgagccta ggctaaacaa gatagtcatt caatactgat ttg 43

<210> 4

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 4
gctagccatg gccactaccc catttgatge tccagataag 40

<210>5

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5
ctcgagccta ggctagtgtt tcaattcact ttccatcttg gcc 43

<210> 6

<211> 1383

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Gen de la xilosa isomerasa artificial de Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus

<220>
<221>CDS

53
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<222> (49)..(1365)

<400>6
gaattcctag aaataatttt gtttaacttt aagqaaggagg agcectagec atg gaa tat 57
Met Glu Tyr
1

ttec aaa aac gtg cca cag atc aag tat gaa ggt cct aaa age aat aac 105
Phe Lys Asn Val Pro Gln Ile Lys Tyr Glu Gly Pro Lys Ser Asn Asn

3 19 15
cct tat geca ttt aag tte tat aac cca gat gaa att ata gat gga aaa 153
Pro Tyr Ala Phe Lys Phe Tyr Asn Pro Asp Glu Ile Ile Asp Gly Lys
20 25 30 35
cca tta aae gaa cac tta aga ttt agc gta goc tac tgg cat aca ttt 201
Pro Leu Lys Glu His Leu Arg Phe Ser Val Ala Tyr Trp His Thr Phe

40 45 50
acc gect aac gga acqg gat cca ttt ggt gca ccg act atg cag cgt cct 249
Thr Ala Asn Gly Thr Asp Pro Phe Gly Ala Pro Thr Met Gln Arg Pro
35 60 65
tgg gat cat ttt acc gac cct atg gac ata gca aaa gca cgt gtg gaa 297
Trp Asp His Phe Thr Asp Pro Met Asp Ile Ala Lys Ala Arg Val Glu
70 75 80

gcc gca ttc gag ctt ttt gaa aaa ttg gat gtt cca ttc ttc tgt ttt 345
Ala Ala Phe Glu Leu Phe Glu Lys Leu Asp Val Pro Phe Phe Cys Phe

85 90 95
cat gac aga gat ata gct ccg gaa ggt gaa aca ttg aga gaa ace aac 353
His Asp Arg Asp Ile Ala Pro Glu Gly Glu Thr Leu Arg Glu Thr Asn
100 105 110 115
aaa aac tta gat act atc gtt gect atg att aaé gac tac tta aaa acg 441
Lys Asn Leu Asp Thr Ile Val Ala Met Ile Lys Asp Tyr Leu Lys Thr

120 125 130
tca aag act aaa gtt ctt tgg gge act get aat ttg ttt tet aat cca 489
Ser Lys Thr Lya Val Leu Trp Gly Thr Ala Asn Leu Phe Ser Asn Pro
135 140 145
cgt ttc gtg cat ggc gct geo aca tca tgt aat geca gac gta ttt get 537
Arg Phe Val His Gly Ala Ala Thr Ser Cys Asn Ala Asp Val Phe Ala
150 155 160

tat gca gcc get caa gtt aaa aag goc tta gag att acc aaa gag tta 585
Tyr Ala Ala Ala Gln Val Lys Lys Ala Leu Glu Ile Thr Lys Glu Leu

165 170 175
gga ggc cag aat tat gtt tte tgg got ggt cgt gag gga tat gag aca 633

Gly Gly Gln Asn Tyr Val Phe Trp Gly Gly Arg Glu Gly Tyr Glu Thr

54



10

ctt
Leu

tta
Leu

tte
Phe

ttc
Phe

aaa
Lys
260

cac
Hisg

ggt
Gly

gat
Asp

qte
Val

aaa
Lys
340

att
Ile

ctt
Leu

tec
Ser

ttt
FPhe

aaa
Lys
420

ttec

<210>7
<211> 1386
<212> ADN

tta
Leu

cac
Hisg

ttg
Leu

gac
RAsp
245

tac
Tyr

gat
Asp

tce
Ser

caa
Gln

att
Ile
325

gtg
val

gce
Ala

gtt
val

tat
Tyr

aag
Lys
405

age
Ser

tet

aat
Agn

atg
Met

atc
Ile
230
gect
Ala

LEt
Phe

ttt
Phe

ata
Ile

tac
Tyr
310
aaa
Lys

cgt
hrg

gga
Gly

aag
Lys
egt
330
act

Thr

ggt
Gly

gaa

act
Thr

gca
Ala
215

gag
Glu

gct
Ala

aag
Lys

caa
Gln

gat
Asp
295

cca

Pro

atg
Met

gt
Arg

atg
Met

gat
Asp
375

gaa
Glu

tta
Leu

aada
Lys

tag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen de la xilosa isomerasa artificial de Thermoanaerobacter thermosulphurigenes

<220>
<221>CDS

gat
Asp
200

gta
val

cot
Pro

tet
Ser

ttg
Leu

cac
His
280

goc
Ala

acy
Thr

gga
Gly

geo
Ala

gat
Asp
360

ggt
Gly

ggt
Gly

gag
Glu

cag
Gln

183

atg
Met

gaa
Glu

aaa
Lys

gta
Val

aac
Asn
265

gaa
Glu

aac
Asn

gat
Asp

ggt
Gly

tet
Ser
345

gca
hAla

gta
val

ata
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu
425

ES 2 582782 T3

gag
Glu

tat
Tyr

cca
Pro

cac
His
250

ata
Ile

ttg
Leu

atyg
Met

att
Ile

ttt
Phe
330

ttt
Phe

ttt
Phe

Lttt
Phe

ggt
Gly

tat
Tyr
419

ctg

ttg
Leu

got
Ala

aag
Lys
235

gco
Ala

gag
Glu

aga
Axg

ggt
Gly

aga
Arg
315

aac
Asn

gaa
Glu

gca
Ala

gat
Asp

got
Ala
395

gca

Ala

ctg
Leu

gaa
Glu

cag
Gln
220

gaa
Glu

ttt
Phea

gct
Ala

tac
Tyr

gaa
Asp
300

atg
Met

aaa
Lys

cct
Pro

aaa
Lys

aga
Arg
380

gaa

Glu

ttyg
Leu

gaa
Glu

cotaggeteg aggaatte

tta
Leu
205

gaa
Glu

cca
Pro

tty
Lau

aat
Asn

gce
Ala
285

atg
Met

aca
Thr

gga
Gly

gaa
Glu

agt
Gly

365

tte
Phe

ate
Ile

aat
Agn

tct
Ser

Phe Ser

55

190

gat
Asp

att
Ile

aca
Thr

aag
Lys

cac
His
270

cgt
Arg

ttg
Leu

act

Thr

ggt
Gly

gac
Asp
350

tte
Phe

att
Ile

gtt
val

aac
Asn

att
Ile
430

aat
Asn

ggt
Gly

aag
Lys

aag
Lys
235

gca

Ala

att
Ile

ctg
Leu

tta
Leu
ttg
335
ctt

Leu

aag
Lys

gaa
Glu

teoa
Ser

cea
Pro
415

ttg
Leu

Glu

tta
Leu

ttt
Phe

cat
Hisg
240

tat
Tyr

acg
Thr

aat
Asn

ggt
Gly

gca
Ala
320

aat
Asn

ttt
Phe

gte
val

gag
Glu

ggt
Gly
400

aaa

Lys

aat
Aan

gca
Ala

gaa
Glu
225

cag

Gln

gat
Asp

ttg
Leu

aac
Asn

tgg
305
atg
Met

tteo
Phe

ctt
Leu

gct
Ala

aga
Arg
385

aag

Lys

atec
Ile

caa
Gln

aga
Arg
210

gga
Gly

tat
Tyr

Lty
Leu

gca
Ala

atg
Met
290

gat
Asp

tac
Tyr

gat
Rap

gga
Gly

tat
Tyr
370

tac

Tyr

gece
Ala

gaa
Glu

tat
TYr

195

tte
Phe

cag
Gln

gat
Asp

gat
hep

ggt
Gly
275

tta
Leu

act
Thr

gag
Glu

gct
Ala

cat
His
355

aag
Lys

aaa
Lys

aat
Aen

aac
Aen

ttg
Leu
435

681

729

777

825

873

921

569

1017

10865

1113

1161

1209

1257

1305

1353

1383



ES 2 582782 T3

<222> (49)..(1368)

<400>7
gaattoctag aaataatttt gtttaacttt aagaaggagg agcectagee atg geo aag 57
Met Ala Lys
1
tat ttt gag aat gtt tcc aag att aag tat gaa ggt cct aag tca aac 105
Tyr Phe Glu Asn Val Ser Lys Ile Lys Tyr Glu Gly Pro Lyes Ser Asn
5 10 15
aac cect tac tee tte aaa tte tat aat cca gaa gaa gtt ata gac ggt 153
Asn Pro Tyr Ser Phe Lys Phe Tyr Asn Pro Glu Glu Val Ile Asp Gly
20 25 30 35
aaa acg atg gag gaa cac tta aga ttt tct att gct tac tgg cac aca 201
Lys Thr Met Glu Glu His Leu Arg Phe Ser Ile Ala Tyr Trp His Thr
40 45 50
ttt act goc gac ggce aca gac caa ttc gga aag get act atg caa aga 249
Phe Thr Ala Asp Gly Thr Asp Gln Phe Gly Lys Ala Thr Met Gln Arg
55 60 &5
ccg tgg aac cat tac act gat cca atg gac ata goc aaa gcc aga gtg 297
Pro Trp Asn His Tyr Thr Asp Pro Met Asp Ile Ala Lys Ala Arg Val
70 75 80
gag geot gca ttec gag ttc tte gat aag ata aac gee cct tac tte tge 345
Glu Ala Ala Phe Glu Phe Phe Asp Lys Ile Asn Ala Pro Tyr Phe Cys
85 90 95
ttc cat gat cgt gac att get ceg gaa gge gat ace ttg aga gaa acce 393
Phe His Asp Arg Asp Ile Ala Pro Glu Gly Asp Thr Leu Arg Glu Thr
100 105 110 115
aac aaa aat ctt gac acc att gte gea atg ata aaa gat tat ttg aag 441
Asn Lys Asn Leu Asp Thr Ile Val Ala Met Ile Lys Asp Tyr Leu Lys
120 125 130
acg tet aaa ace aaa gtt ttg tgg ggt acg gca aac tta ttt tet aat 489
Thr Ser Lys Thr Lys Val Leu Trp Gly Thr Ala Asn Leu Phe Ser Asn
135 140 145
ccg aga ttt gtt cat ggt get tec aca tec tge aac gea gat gtc ttt 537
Fro Arg Phe Val His Gly Ala Ser Thr Ser Cys Asn Ala Asp Val Phe
150 155 160

56



gct
Ala

tta
Leu
180

act
Thr

tte
Phe

cag
Gln

gac

gat
Asp
260

tte
Phe

tta
Len

act
Thr

gaa
Glu

gca
Ala
340

cac

His

aag
Lys

gct
Ala

gat
Asp

aac aaa tca ggc cgt caa gaa ttg tta gaa tca
Asn Lys Ser Gly Arg Gln Glu Leu Leu Glu Ser Ile Leu Asn Gln Tyr
420 430

ctg ttc got gaa tag cctaggctcg aggaatte

tat
TYr
165

gyt
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

tte
Phe

ttt
Fhe
245

aag
Lys

cat
His

gga
Gly

gat
Asp

gtt
val
325

aaa
Lys

atc
Ile

ctt
Leu

tet
Ser

tte
Phe
405

tece
Ser

ggt
Gly

tta
lLeu

cac
His

ttg
Leu
230

gat
ASp

tat
Tyr

gat
Asp

kct
Ser

caa
Gln
310

att
Ile

gta
val

gect
Ala

gta
val

tat
Tyr
330

aga
Arg

gct
Ala

gaa
Glu

aat
Aan

atg
Met
215

att
Ile

gtc
val

tte
Phe

ttc
Phe

atec
Ile
295

ttt
Phe

aaqg
Lys

aga
Arg

ggc
Gly

aaa
Lys
375

aag

Lys

tct
Ser

gct
Ala

aac
ASn

aca
Thx
200

gct
Ala

gaa
Glu

gca
Ala

aaa
Lys

cag
Gln
280

gat
Asp

ceg
Pro

atg
Met

aga
Arg

atg
Met
360

gat
Agp

gac
Asp

ctt
Leu

Leu Phe Ala Glu

<210> 8

caa
G1ln

tac
Tyr
185

gat
Asp

gtc
Val

ccg
Pro

aat
Asn

gta
val
265

cac
His

gct
Ala

ace
Thr

ggt
Gly

gct
Ala
345

gac

Asp

aga
Arg

gga
Gly

gag
Glu

ES 2 582782 T3

gtc
val
170

gtt
Vval

atg
Mat

gat
Agp

aaa
Lys

gtt
val
250

aat
Asn

gag
Glu

aat
Asn

gat
Asp

gga
Gly
330

kot
Ser

gca
Ala

gtg
val

ata
Ile

aaa
Lys
410

425

aaa
Lys

tte
Phe

gaa
Glu

tat
Tyr

cca
Fro
235

ttg

att
Ile

tty
Leu

ace
Thr

att
Ile
315

ttt
Phe

ttt
Phe

ttt
Phe

tte
Phe

gga
Gly
385

tac
Tyr

aaqg
Lys

tgg
Trp

Lttt
Phe

gece
Ala
220

aag
Lys

gct
Ala

gaa
Glu

aga
Arg

ggt
Gly
300

egt
hrg

gat
Aap

gaa
Glu

gct
Ala

gac
Asp
380

gce

Ala

gec
Ala

gct
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu
205

aag
Lys

gaa
Glu

tte
Phe

gct
Ala

tac
Tyr
285

gat
Asp

atg
Met

aaa
Lys

cck
Pro

aaa
Lys
365

aaa

Lys

gat
Asp

ttyg
Leu

57

ctt
Leu

ggc
Gly
190

ctt
Leu

gag
Glu

cct
Pro

ttg
Leu

aat
Aan
270

gct
Ala

atg
Met

act
Thr

ggce
Gly

gaa
Glu
350

ggt
Gly

ttec
Phe

ata
Ile

gaa
Glu

gag
Glu
175

aga
Arg

gac
Asp

ata
Ile

ace
Thr

aga
Arg
255

cat
His

aga

ctg
Leu

ace
Thr

ggt
Gly
335

gat
Asp

ttt
FPhe

atc
Ile

gtt
Val

aga
Arg
415

att ctt aat caa tac

ata
Ile

gaa
Glu

aat
Asn

ggt
Gly

aaa
Lys
240

aaa
lys

gca
Ala

ate
Ile

ctg
Leu

ctg
Leu
320

ctg
Leu

ttg
Leu

aag
Lys

gaa
Glu

tce
Ser
400

tca
Sar

ace
Thr

ggt
Gly

ttc
Phe

ttt
Phe
225

cat
His

tac
Tyr

acg
Thr

aat
Asn

gga
Gly
305

gca

Ala

aac
ABn

ttt
Phe

gta
val

gag
Glu
385

Gly

caa
Gln

aaa
Lys

tat
TYr

gca
Ala
210

gaa
Glu

cag
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

gga
Gly
290

tgg

atg
Met

ttc
Phe

tta
Leu

gea
Ala
370

aga

hArg

aag
Lya

atc
Ile

gaa
Glu

gag
Glu
195

aga

ggc
Gly

tat
Tyr

tta
Leu

gcc
Ala
275

gte
val

gat
Asp

tat
Tyr

gat
ASp

gga
Gly
355

tat
Tyr

tat
Tyr

gcc
Ala

gtg

val

435

585

633

681

129

777

825

873

921

965

1017

1065

1113

1161

1209

1257

1305

1353

1386
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<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400>8
tagctagcat gtcgtacttc cccactgtcg ac 32

<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
ataagctttc aggtgtagat aaagcggttg acc 33

<210>10

<211> 1320

<212> ADN

<213> Lactococcus lactis subsp. lactis

<400> 10

atggecttact
tttgeecttte
cttoattttg
ggagcaacaa
cgtcegagtag
catgatattg
gaaattactg
acagcaaaca
gaagtctttg
ggtggtgaaa
gatatgggtc

aaatcaatca

caccaatatg
aaatacttca
cacgaattaa
aattacttgc
gegatgcacc
aaagtacgtc
gatacttatg
gatattgttg
aatggaacag

gaacttgatt

ttaacgacat
gtcattataa
cccttgeatt
tggaacgtec
atgetttett
atattgcace
accaccttet
tgttttcaaa
cttatggtge
attatgtctt
ttgaaatgga

accacttgee
attttgactc

aactcaatct
atactgcacg
ttggttggga
aaattetttt
gtacaagttt
cgegtgettt
acgaacgtta
caacttttga

ctaatecactt

cgcacctate
tccagaagaa
ttggcataca
ttgggatttg
tgaaattget
tactggaaat
tgaaaaacaa
tocecgetat
tgcacaagtt
ctggggtggt
tcatatggca

tattttcttg
agcaacagct

tgaaacaaat
tactttcaat
tacagatgaa
gaacggtgga
caaagcagaa
gaaaggtgca
tagttecatac
aagtcttget

ggaatacatc

aaatacgaag
gtagttgctyg
attacgatgg
gaaggtggtt
gaaaaattag
tctttgaaag
aaagcaacag
atgaatggtg
aaaaaaggtc
cgtgaaggtt
aaattcttcec

attgaaccaa
cttgectttct

catgcttggt

gctttgggtt

ttcccaacac
cttggcaaag
gatttaattc
gcagcaatca
aaaaatacag
gcatttgcac

aaatcagtat

58

gtacaaaaac
gtaaaacaat
atgggtcaga
ctgaacttga
gtgttaaata
aattttatge
gcattaaatt
tttcaactte
ttgaacttte
atgaatcact
atttggcaat

aaggaaaaga

tgcaaaaata
tggctgggea
ctattgatgc
ttgttattga
gtggaattaa
ttgectcatat
ttgaagataa
aagttggtca
ttgaacatgg

tgaatgacta

taaaaatatg
ggaagaacaa
tccctttggg
cegtgeteac
ttattgttte
taatttggac
actttggaat
taatcgtget
taaaaaacteoc
tttgaataca
tgattatgeca

accaatgact
tgacttggac

cacttttgaa
caatcaagga
tatcacactt
ctttgatgcg
tgcagggatg
attcttgtet
atccattgaa
tgacgatatt

tettgtttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

320
780

840

500

560

1020

1080

1140

1200

1260

1320



<210> 11
<211> 439
<212> PRT

<213> Lactococcus lactis subsp. lactis

<400> 11

Met

Thr

His

Glu

€5

Tyr

Lys

Lys

Ala

Lys

Gly

Thr

Arg

Arg

Tyr

Glu

Gln
130

Tyr

Rsn

Lys

35

Ile

Pro

val

Cya

Phe

115

Lys

Phe

Met

20

Thr

Thr

Trp

Phe
100

Tyr

Ala

Asn

Phe

Met

Met

Asp

Ala

85

His

Ala

Thr

ES 2 582782 T3

Asp

Ala

Glu

Asp

Leu

70

Phe

Asp

Asn

Gly

Ila

Phe

Glu

Gly

Glu

Phe

Ile

Leu

Ile
135

Ala

Arg

Gln

40

Ser

Gly

Glu

Rsp

Asp

120

Lys

59

Pro

His

25

Leu

Asp

Gly

Ile

Ile

105

Glu

Leu

Ile

10

Tyr

His

Pro

Ser

Ala

Ala

Ile

Lys

Asn

Phea

Phe

Glu

75

Glu

Pro

Thr

Trp

Tyr

Pro

Ala

Gly

Leu

Lys

Thr

RSp

Asn
140

Glu

Glu

Leu

45

Gly

Asp

Leu

Gly

His

125

Thr

Gly

Glu

30

Ala

Ala

Arg

Gly

Asn

110

Leu

Ala

Thr

15

Val

Phe

Thr

ARla

val

95

Ser

Leu

Asn

Lys

Val

Tep

Met

His

80

Lys

Leu

Glu

Met



Phe

145

Glu

Ser

Gly

Met

His

225

His

Tyr

Trp

Phe

Gly

305

Ala

Asn

Ile

Gly

Glu

385

Asgn

Gly

val

Ser

Val

Lys

Tyr

Ala

210

Len

Gln

Asp

Leu

Asn
290

Trp

Met

Phe

Leu

Ala

370

Arg

Gly

Leu

Asn

Phe

Lys

Glu

195

Lys

Pro

Tyr

Leu

Ala

275

Ala

Asp

His

Asp

Ala

355

Ala

Tyr

Thr

Asp

Asn
435

Pro

Ala

Leu

180

Ser

Phe

Ile

Rsp

Asp

260

Gly

Leu

Thr

Gln

Ala

340

His

Ala

Ser

Ala

Ile
420

Asp

ES 2 582782 T3

Arg

Tyx

165

Gly

Len

Phe

Phe

Fhe

245

Lys

His

Gly

Asp

Ile

325

Lys

Ile

Ile

Ser

Thr
405

Glu

Tyr

Tyr

150

Gly

Gly

Leu

His

Leu

230

Asp

Tyr

Thr

Ser

Glu

310

Leu

val

Ala

Ile

Tyr

350

Phe

Leu

Leu

Met

Ala

Glu

Asn

Leu

215

Ile

Ser

FPhe

Phe

Ile

295

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu

375

Lys

Glu

Asp

Val

Asn

Ala

Asn

Thr

200

Ala

Glu

Ala

Lys

Glu

280

Asp

Pro

Asn

Arg

Met

360

Asp

Asn

Ser

Ser

60

Gly

Gln

Tyr

185

Asp

Ile

Pro

Thr

Leu

2865

His

Ala

Thr

Gly

Thr

345

Asp

Lys

Thr

Leu

Asn
425

val

val

170

Val

Met

Asp

Lys

Ala

250

Asn

Glu

Asn

Leu

Gly

330

Ser

Thr

Phe

Glu

Ala
410

His

Ser

155

Lys

Phe

Gly

Tyr

Pro

235

Leu

Leu

Leu

Gln

Val

315

Leu

Phe

Tyr

Leu

Val

385

Ala

Leau

Thr

Lys

Tep

Leu

Ala

220

Lys

Ala

Glu

Asn

Gly

300

Ile

Gly

Lya

Ala

Ser

380

Gly

Phe

Glu

Ser

Gly

Gly

Glu

205

Lys

Glu

Phe

Thr

Thr

285

Asn

Asp

Lys

Ala

Arg

365

Asp

Gln

Ala

Tyr

Asn

Leu

Gly

130

Met

Ser

Fro

Leu

Asn

270

Ala

Tyr

Ile

Gly

Glu

350

Ala

Ile

Ser

Leu

Ile
430

Arg

Glu

175

Arg

Asp

Ile

Met

Gln

255

His

Arg

Leu

Thr

Gly

335

Asp

Leu

val

Ile

Ala

le0

Leu

Glu

His

Asn

Thr

240

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

320

Ile

Leu

Lys

Asp

Glu

400

Glu His

415

Lys

Ser
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15

<210> 12
<211> 1320
<212> ADN

ES 2 582782 T3

<213> Lactococcus lactis subsp. lactis

<400> 12

atggcttact
tttgeettte
ctteoatttty
ggagcaacaa
cgtegagtag
catgatattg
gaaattactg
acagcaaaca
gaagtctttg
ggtggtgaaa

gatatgggte

aaatcaatca
caccaatatg
aaatatttca
cacgaattaa
aattacttge
gegatgeace
aaagtacgtc
gatacttatg
gatattgttyg

aatggaacag

gaacttgatt

<210> 13
<211> 439
<212> PRT

ttaacgacat
geecattataa
coettgeatt
tggaacgtee
atgctttett
atattgcacc
accaccttet
tgttttcaaa
cttatggtge
attacgtett
ttgaaatgga
accacttgece
attttgacte
aactcaatct
atactgctcg
ttggtiggga
aaattetttt
gtacaagttt
cgegtgettt
acgaacgtta

caacttttaa

ctaatcactt

cgeacctate
toccagaagaa
ttggeataca
ttgggatttg
tgaaattget
tactggaaat
tgaaaaacaa
tcceegetat
tgcacaagtt
ctggggtggt
tcatatggea
cattttottg
agcaacagct
tgaaacaaat
tactttcaat
tacagatgaa
gaacggtgga
caaagcagaa
gaaaggtgea
tagttecatae

aagtcttgee

ggaatacatc

<213> Lactococcus lactis subsp. lactis

<400> 13

aaatacgaag
gtagttgctg
attacaatgg
gaaggtggtt
gaaaaattag
tctttgaaag
aaagcaacag
atgaatggtg
aaaaaaggte
cgtgaaggtt
aaattcttec
atcgaaccaa
cttgetttet
catgottggt
getttgggtt
ttcccaacac
cttggcaaag
gatttaatte
gcagcaateca
aaaaatacag

geatttgcac

aaatcagtat

61

gtacaaaaac
gtazaacaat
atgggtcaga
ctgaacttga
gtgttaaata
aattttatge
ggattaaatt
tttcaactte
ttgaactttc
atgaatcact
atttggcaat
aaccaaaaga
tgcaaaaata
tggotggaca
ctattgatge
ttgttattga
gtggaattaa
ttgeotcatat
ttgaagataa
aagttggaca

ttgaacatgg

tgaatgacta

taaaaatatg
ggaagaacaa
cocctttggg
ccgtgectcac
ttattgttte
taatttggac
actttggaat
taacegtget
taaaaaactc
tttgaataca
tgattatgea

accaatgact

tgatttggac

cacttttgaa
caatcaagga
tatcacactt
ctttgatgeg
tgcagggatg
attottgtet
atccattgaa

tgacgatatt

teottgtttaa

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



Met

Thr

Ala

His

Glu

65

Tyr

Lys

Ly=s

Phe

145

Glu

Ser

Gly

Ala

Lys

Gly

Thr

50

Arg

Arg

Tyr

Glu

Gln

130

Ser

Val

Lys

Tyr

Ala

Tyr

ABN

Lys

35

Ile

Pro

val

Cys

Phe

115

Lys

Asn

Phe

Lys

Glu

1585

Lys

Phe

Met

20

Thr

Thr

Trp

Asp

Phe

100

Tyr

Ala

Pro

Ala

Leu

180

Ser

Phe

Asn

Phe

Met

Met

Asp

Ala

85

Hisg

Ala

Thr

Arg

TyL

165

Gly

Leu

Phe

ES 2 582782 T3

ASp

Ala

Glu

Asp

Leu

Phe

AsSp

Asn

Gly

Tyr

150

Gly

Gly

Leu

His

ile

Fhe

Glu

Gly

55

Glu

Phe

Ile

Leu

Ile

135

Met

Ala

Glu

Asn

hAla

hrg

Gln

40

Sear

Gly

Glu

Asp

Asp

120

Lys

Asn

Ala

Asn

Thr

200

Ala

62

Pro

His

25

Lau

Asp

Gly

Ile

Ile

105

Glu

Leu

Gly

Gln

Tyr
185

Asp

Ile

Ile

10

Tyr

His

Pro

Ser

Ala

90

Ala

Ile

Leu

Val

Val

170

Val

Met

ABp

Lys

Aan

Phe

Phe

Glu

75

Glu

Pro

Thr

Trp

Ser

155

Lys

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Pro

Ala

Gly

60

Leu

Lys

Thr

Asp

Asn

140

Thr

Lys

Trp

Lau

Ala

Glu

Glu

Leu

45

Gly

Asp

Leu

Gly

His

125

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

205

Lys

Gly

Glu

30

Ala

Arg

Gly

Asn

110

Leu

Ala

Asn

Leu

Gly

190

Met

Ser

Thr

15

val

Phe

Thr

Rla

val

95

Ser

Leu

Asan

Arg

Glu

175

Arg

Asp

Ile

Lys

val

Trp

Mat

His

Lys

Leu

Glu

Met

Ala

160

Leu

Glu

Hisg

Asn



219

His Leu
225

His Gln

Tyr Asp

Trp Leu

Phe Asn
290

Gly Trp
305

Ala Met

Asn Phe

Ile Leu

Gly Ala
370

Glu Arg
385

Asn Gly

Gly Asp

Val Leu

<210> 14
<211> 439
<212> PRT

Pro

Tyr

Leu

Ala

275

Ala

Asp

His

Asp

Ala

55

Ala

Tyr

Thr

Asp

Asn
435

Ile

Asp

Asp

260

Gly

Leu

Thr

Gln

Ala

340

Hig

Ala

Ser

Ala

Ila

420

Asp

ES 2 582782 T3

Phe

Phe

245

Lys

His

Gly

Asp

Ile

325

Lys

Ile

Ila

Ser

Thr

405

Glu

Tyr

<213> Lactococcus lactis subsp. lactis

<400> 14

Leu

230

Asp

Tyr

Thr

Ser

Glu

310

Leu

val

Ala

Ile

Tyr

3as0

Phe

Leu

Leu

215

Ile

Ser

Phe

FPhe

Ile

298

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu

375

Lys

Lys

Asp

val

Glu

Ala

Lys

Glu

280

Asp

Pro

Asn

Arg

Met

360

Asp

Asn

Ser

Ser

63

Pro

Thr

Leu

265

Hig

Ala

Thr

Gly

Thr

345

Asp

Lys

Thr

Aan
425

Lys

Ala

250

Asn

Glu

Asn

Leu

Gly

330

Ser

Thr

Phe

Glu

Ala

410

His

Pro

235

Leu

Leu

Leu

Gln

val

315

Leau

Fhe

Tyr

Lau

val

395

Ala

Leau

220

Lys

Ala

Glu

Asn

Gly

300

Ile

Gly

Lys

Ala

Ser

380

Gly

Phe

Glu

Glu

Phe

Thr

Thr

285

AsSn

Asp

Lys

Ala

hArg

385

Asp

Gln

Ala

Tyr

Pro

Leu

Asn

270

Ala

Tyr

Ile

Gly

Glu

350

Ala

Ile

Ser

Leu

Ile
430

Met

Gln

255

Hig

Thr

Gly

335

Asp

Leu

val

Ile

Thr

240

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

320

Ile

Leu

Lys

Asp

Glu

. 400

Glu
415

Lys

His

Ser



Met

Thr

Ala

His

Glu

65

Tyr

Lys

Lys

Phe

145

Glu

Ser

Gly

Met

His
225

Ala

Lys

Gly

Thr

50

Arg

hrg

Tyr

Glu

Gln

130

Ser

val

Lys

Tyr

Ala

210

Leau

Tyr

Asn

Lys

35

Ile

Pro

val

Cys

Phe

115

Lys

Asn

Phe

Lys

Glu

195

Lys

Pro

Phe

Met

20

Thr

Thr

Trp

ABp

Phe

100

Tyr

Ala

Pro

Ala

Leu

180

Sar

Phe

Ile

Met

Asp

Ala

His

Ala

Thr

Tyr

165

Gly

Lau

Phe

Phe

ES 2 582782 T3

Asp

Ala

Glu

Asp

Leu

70

Phe

Asp

Asn

Gly

Tyr

150

Gly

Gly

Leu

His

Leu
230

Ile

Phe

Glu

Gly

55

Glu

Phe

Ile

Leu

Ile

135

Met

Ala

Glu

Aan

Leu

215

Ile

Ala

Arg

Gln

40

Ser

Gly

Glu

Asp

Asp

120

Lys

Asn

Ala

Asn

Thr

200

Ala

Glu

64

Pro

His

25

Leu

Asp

Gly

Ile

Ile

105

Glu

Leau

Gly

Gln

Tyr

185

Asp

Ile

Pro

Ile

10

Tyr

His

Pro

Ser

Ala

90

Ala

Ile

Leu

Val

val

170

val

Met

ASsp

Lys

Lys

Asn

Fhe

Phe

Glu

75

Glu

Pro

Thr

Trp

Ser

155

Lys

Phe

Gly

Tyr

Pro
235

Tyr

Pro

Ala

Gly

60

Leu

Lys

Thr

Asp

Asn

140

Thr

Lys

Trp

Leu

Ala

220

Lys

Glu

Glu

Leu

415

Gly

Asp

Leu

Gly

His

125

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

205

Lys

Glu

Gly

Glu

Ala

Ala

Arg

Gly

AsBn

110

Leu

Ala

Asn

Leu

Gly

190

Met

Ser

Pro

Thr

15

val

Phe

Thr

Ala

val

Ser

Leu

Asn

Arg

Glu

175

Arg

Asp

Ile

Met

Lys

val

Trp

His

80

Lys

Leu

Glu

Met

Ala

160

Leu

Glu

His

Asn

Thr
240



10

His Gln

Tyr Asp

Trp Leu

FPhe Asn
250

Gly Trp
305

Ala Met

Asn Phe

Ile Ieu

Gly Ala
370

Glu Arg
385

Asn Gly

Gly Asp

Yal Leu

<210> 15
<211> 438
<212> PRT

Tyr

Leu

Ala

275

Ala

Asp

His

Asp

Ala

355

Ala

Tyr

Thr

JAsp

Asn
435

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

ABp

260

Gly

Leu

Thr

Gln

Ala

340

His

Ala

Ser

Ala

Ile

420

Asp

<223> Construccion Sintética

<400> 15

Met Glu Tyr Phe Lys Asn Val Pro Gln Ile lLys Tyr Glu Gly Pro Lys

Phe

245

Lys

Hisg

Gly

Asp

Ile

325

Lys

Ile

Ile

Ser

Thr

105

Glu

Tyr

ES 2 582782 T3

Asp

Tyr

Thr

Ser

Glu

310

Val

Ala

Ile

Tyr

390

Phea

Leu

Ieu

Sar

Phe

Phe

Ile

255

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu

375

Lys

Glu

Asp

val

Ala

Lys

Glu

280

Agp

Pro

Agn

Arg

Met

360

Asp

Agn

Ser

Ser

65

Thr

Leu

265

His

Ala

Thr

Gly

Thr

345

Asp

Lys

Thr

Leu

Asn
425

Ala

250

Agn

Glu

Asn

Leu

Gly

330

Ser

Thr

Phe

Glu

Ala

410

His

Leu

Leu

Leu

Gln

Val

315

Phe

Tyr

val
395

Ala

Leu

Glu

Asn

Gly

300

Ile

Gly

Lys

Ala

Ser

380

Gly

Phe

Glu

Phe

Thr

Thr

285

Asn

Asp

Lys

Ala

Arg

365

Asp

Gln

Ala

Tyr

Leu

Asn

270

Ala

Tyr

Ile

Gly

Glu

350

Ala

Ile

Ser

Leu

Ile
430

Gln

255

His

Arg

Leu

Thr

Gly

335

Asp

val

Ile

Glu

415

Lys

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

320

Ile

Leu

Lys

Asp

Glu

400

Tyr

Sar



Ser

Asp

His

Gln

65

Phe

Glu

Leu

Ser

1485

val

Lys

Tyr

Ala

Glu

225

Gln

AsSn

Gly

Thr

Arg

val

Cys

Thr

Lys

130

Asn

Phe

Glu

Glu

Arg

210

Gly

Tyr

Asn

Lys

35

Phe

Pro

Glu

Phe

Asn

115

Thr

Pro

Ala

Leu

Thr

195

Phe

Gln

Asp

Fro

20

Pro

Thr

Trp

Ala

Hig

100

Lys

Ser

Arg

Tyr

Gly

180

Leu

Phe

Phe

Tyr

Leu

Ala

Asp

Ala

Asp

Asn

Lys

Phe

Ala

185

Gly

His

Leu

RAsp
245
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Ala

Lys

Asn

Hise

70

Phe

Arg

Leu

Thr

val

150

Ala

Gln

ARan

Ile
230

Ala

Phe

Glu

Gly

Phe

Glu

Asp

Asp

Lys

135

His

Ala

Asn

Thr

Ala

215

Glu

Ala

Lys

His

40

Thr

Thr

Leu

Ila

Thr

120

val

Gly

Gln

Tyr

Asp

200

Val

Pro

Ser

66

Phe

25

Leu

Asp

Asp

Phe

Ala

105

Ile

Leu

Ala

val

Val

185

Met

Glu

Lys

val

10

Tyr

Arg

Pro

Pro

Glu

90

Pro

val

Trp

Ala

Lys

170

Phe

Glu

Tyr

Pre

Hisg
250

AsSn

Phe

Phe

Met

75

Lys

Glu

Ala

Gly

Thr

155

Lys

Trp

Leu

Ala

Lys

235

Ala

Pro

Ser

Gly

Asp

Leu

Gly

Met

Thr

140

Ser

Ala

Gly

Glu

Gln

220

Glu

Phe

Rsp

val

45

Ala

Ile

Asp

Gln

Ile

125

Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

205

Glu

Pro

Leu

Glu

30

Ala

Pro

Ala

val

Thr

110

Lys

Asn

Asn

Glu

Arg

150

Asp

Ile

Thr

Lys

15

Ile

Tyr

Thr

Lys

Pro

95

Leun

Asp

Leu

Ala

Ile

175

Glu

Asn

Gly

Lys

Lys
255

I'le

Trp

Met

Ala

Phe

Arg

Tyr

Phe

Asp

160

Thr

Gly

Leu

Phe

His

240

Tyxr



ES 2 582782 T3

Asp Leu Asp Lys Tyr Phe Lys Leu Asn Ile Glu Ala Asn His Ala Thr
260 265 270

Leu Ala Gly His Asp Phe Gln His Glu Leu Arg Tyr Ala Arg Ile Asn
275 280 285

Asn Met Leu Gly Ser Ile Asp Ala Asn Met Gly Asp Met Leu Leu Gly
290 295 300

Trp Asp Thr Asp Gln Tyr Pro Thr Asp Ile Arg Met Thr Thr Leu Ala
305 310 315 320

Met Tyr Glu Val Ile Lys Met Gly Gly Phe Asn Lys Gly Gly Leu Asn
325 330 335

Phe Asp Ala Lys Val Arg Arg Ala Ser Phe Glu Pro Glu Asp Leu Phe
340 345 350

Leu Gly His Ile Ala Gly Met Asp Ala Phe Ala Lys Gly FPhe Lys Val
355 360 365

Ala Tyr Lys Leu Val Lys Asp Gly Val Phe Asp Arg Phe Ile Glu Glu
370 375 380

Arg Tyr Lys Ser Tyr Arg Glu Gly Ile Gly Ala Glu Ile Val Ser Gly
385 350 395 400

Lys Ala Asn Phe Lys Thr Leu Glu Glu Tyr Ala Leu Asn Asn Pro Lys
405 410 415

Ile Glu Asn Lys Ser Gly Lys Gln Glu Leu Leu Glu Ser Ile Leu ASn
420 425 430

Gln Tyr Leu Phe Ser Glu
435
<210> 16
<211> 439
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion Sintética

<400> 16

Met Ala Lys Tyr Phe Glu Asn Val Ser Lys Ile Lys Tyr Glu Gly Pro
1 5 10 15

Lys Ser Asn Asn Pro Tyr Ser Phe Lys Phe Tyr Asn Pro Glu Glu Val

67



Ile

Trp

Met

&85

Ala

Tyr

Tyxr

Phe

145

hsp

Thr

Gly

Phe

Phe

225

His

Tyr

Asp

His

Gln

Arg

Phe

Glu

Leu

130

Ser

val

Lys

Tyr

Ala

210

Glu

Gln

Gly

Thr

Arg

val

Cys

Thr

115

Lys

Asn

Phe

Glu

Glu

195

Arg

Gly

Tyr

Leu

20

Lys

Phe

Pro

Glu

Phe

100

Asn

Thr

Pro

Ala

Leu

130

Thr

Phe

Gln

Asp

Asp
260

Thr

Thr

Trp

Rla

a5

Hig

Lys

Ser

Arg

Tyr

165

Gly

Leu

Leu

Phe

Phe

245

Lys

ES 2 582782 T3

Met

Ala

ASn

70

Ala

Asp

Asn

Lys

Phe

150

Ser

Gly

Leu

His

Leu

230

Rsp

Tyr

Glu

Asp

His

Phe

Arg

Thr

135

val

Ala

Glu

Asn

Met

215

Ile

Vval

Phe

Glu

40

Gly

Tyr

Glu

hABp

Asp

120

Lys

His

Ala

Asn

Thr

200

Ala

Glu

Ala

Lys

68

25

His

Thr

Thr

Phe

Ile

105

Thr

Val

Gly

Gln

Tyr

185

Asp

val

Pro

Asn

Val
265

Leu

RAsp

Asp

Phe

90

Ala

Ile

Leu

Ala

Vval

170

Val

Met

Asp

Lys

Vval

250

Asn

Arg

Gln

Pro

75

Asp

Pro

val

Trp

Ser

155

Lys

Phe

Glu

Tyr

Pro

235

Leu

Ile

Phe

Phe

60

Met

Lys

Glu

RAla

Gly

140

Thr

Lys

Trp

Phe

Ala

220

Lys

Ala

Glu

Sar

45

Gly

Asp

Ile

Gly

Met

125

Thr

Ser

Ala

Gly

Glu

205

Lys

Glu

Phe

Ala

30

Ile

Lys

Ile

Asn

Asp

110

Ile

Ala

Cys

Leu

Gly

130

Leu

Glu

Pro

Leu

Asn
270

Ala

ARla

Ala

Ala

95

Thr

Lys

Asn

Asn

Glu

175

Arg

Asp

Ile

Thr

Arg

255

His

Tyr

Thr

Lys

a0

Pro

Leu

R&p

Leu

Ala

160

Ile

Glu

Asn

Gly

Lys

240

Lys

Ala



<210> 17
<211> 1320
<212> ADN

Thr

Asn

Gly

305

Ala

Asn

Phe

Val

Glu

385

Gly

Gln

Asn

Leu

Gly

250

Trp

Met

Phe

Leu

Ala

370

Arg

Lys

Ile

Gln

Ala

275

Val

Rsp

Tyr

Asp

Gly

355

Tyr

Tyr

Ala

val

Tyr
435

<213> Lactococcus lactis

<400> 17

Phe

Leu

Thr

Glu

Ala

340

His

Lys

Ala

ASp

Asn

420

Leu

His

Gly

Asp

Val

325

Lys

Ile

Ser

Phe

405

Lys

Phe

ES 2 582782 T3

Asp

Ser

Gln

310

Ile

val

Ala

Val

Tyr

3580

Arg

Ser

Ala

Phe

Ile

2585

Phe

Lys

Arg

Gly

Lys

375

Lys

Ser

Gly

Glu

Gln
280

Asp

Pro

Arg

Met

360

Asp

Asp

Leu

Arg

69

His

Ala

Thr

Gly

Ala

345

Asp

Arg

Gly

Glu

Gln
425

Glu

Asn

Aap

Gly

330

Ser

Ala

Val

Ile

Lys

410

Glu

Leu

Thr

Ile

315

Phe

Phe

Phe

Phe

Gly

395

Tyr

Leu

Arg

Gly

300

Arg

Rap

Glu

Ala

Asp

380

Ala

Ala

Leu

Tyr

285

Asp

Met

Lys

Pro

Lys

365

Lys

AsSp

Leu

Glu

Ala

Met

Thr

Gly

Glu

350

Gly

Phe

Ile

Glu

Ser
430

Arg

Ieu

Thr

Gly

335

Asp

Phe

Ile

Val

Arg

415

Ile

Ile

Leu

Leu

320

Leu

Leu

Lys

Glu

Ser

400

Ser

Leu



atggcttact
tttgectete
cttcattttg
ggagcaacaa
cgtcgagtag
catgatattg

gaaattactg

acagcaaaca
gaagtctttg
ggtggtgaaa

gatatgggtc
aaatcaatca
caccaatatg
aaatatttca
cacgaattaa
aattacttgc
gcgatgcace
aaagtacgte
gatacttatg
gatattgttg
aatggaacag

gaacttgatt

<210> 18
<211> 439
<212> PRT

ttaacgacat
gccattataa
ccocttgeatt
tggaacgece
atgctttett
atattgcacc

accaccttct

tgttttcaaa
cttatggtgc
attacgtctt
ttgaaatgga
accacttgce
attttgactao
aactcaatct
atactgctcg
ttggttggga
aaattctttt
gtacaagttt
cgegtgettt
acgaacgtta
caacttttga

ctaatcactt

<213> Lactococcus lactis

<400> 18

ES 2 582782 T3

cgcacctatc
tccagaagaa
ttggcataca
ttgggatttyg
tgaaattget
tactggaaat

tgaaaaacaa

tcccegetat
tgcacaagtt
ctggggtggt
tcatatggea
cattttcttg
agcaacagct
tgaaacaaat
tactttcaat
tacagatgaa
gaacggtgga
caaagcagaa
gaaaggtgca
tagttcatac
aagtcttgce

ggaatacate

aaatacgaag
gtagttgctg
attacaatgg
gaaggtggtt
gaaaaattag
tctttgaaag

aaagcaacag

atgaatggtg
aaaaaaggte
cgtgaaggtt
aaattcttce
attgaaccaa
cttgctttct
catgcttggt
gctttgggtt
ttcececaacac
cttggcaaag
gatttaattc
gcagcaatca
agaaatacag
gecatttgcac

aaatcagtat

70

gtacaaaaac
gtaaaacaat
atgggtcaga
ctgaacttga
gtgttaaata
aattttatgce

ggattaaatt

tttcaacttc
ttgaactttc
atgaatcact
atttggcaat
aaccaaaaga
tgcaaaaata
tggctggaca
ctattgatge
ttgttattga
gtggaattaa
ttgetecatat
ttgaagataa
aagttggtca
ttgaatatgg

tgaatgacta

taaaaatatg
ggaagaacaa
tcecctttggg
ccgtgectcac
ttattgtttc
taatttggac

actttggaat

taatecgtgct
taaaaaactc
tttgaataca
tgattatgca
accaatgact
tgatttggac
cacttttgaa
caatcaagga
tatcacactt
ctttgatgcg
tgcagggatg
attettgtet
atccattgaa
tgatgatatt

tcttgtttaa

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
11490
1200
1260

1320



Thr

Ala

His

Ala

Lys

Gly

Thr

Arg

Arg

Tyr

Asn

Lys

35

Ile

Pro

Val

FPhe

Met

20

Thr

Thr

Trp

Asp

ES 2 582782 T3

Asn Asp

Phe Ala

Met Glu

Met Asp

Asp Leau

70

Ala Phe

Ile

Phe

Glu

Gly

55

Glu

Phe

Ala

Arqg

Gln

40

Ser

Gly

Glu

71

FPro

His

25

Leu

Asp

Gly

Ile

Ile

10

Tyr

His

Pro

Ser

Ala
90

Lys

Asn

Phe

Phe

Glu

75

Glu

Tyr

Pro

Ala

Gly

60

Leu

Lys

Glu

Glu

Leu

45

Gly

Asp

Leu

Gly

Glu

30

Ala

Ala

Gly

Thr

15

val

Phe

Thr

Ala

Val

Lys

val

Trp

His
80

Lys



Tyr

Lys

Lys

Fhe

145

Glu

Ser

Gly

His

225

His

Tyr

Trp

Phea

Gly
305

Ala

Tyr

Glu

Gln

130

Ser

val

Lys

Tyr

Ala

210

Leu

Gln

Rsp

Leu

Asn
290

Trp

Phe

Cys

Phe

115

Lys

Asn

Phe

Lys

Glu

135

Lys

Pro

Tyr

Leu

Ala

275

Ala

His

Asp

Phe
100

Tyr

Pro

Ala

Leu

180

Ser

Phe

Ile

Aap

Asp

260

Gly

Leu

Thr

G1n

Ala
340

His

Ala

Thr

Arg

Tyr

165

Gly

Leu

Phe

Phe

Phe

245

Lys

His

Gly

Asp

Ile

325

Lya

ES 2 582782 T3

Asgp

Asn

Gly

TYr

150

Gly

Leu

His

Leu

230

Asp

Tyr

Thr

Ser

Glua

310

Leu

val

Ile

Leu

Ile

135

Met

Ala

Glu

Asn

Leu

215

Ile

Ser

Phe

Phe

Ile

295

Phe

Leu

Arg

Asp

RSp

120

Lys

Asn

Ala

Asn

Thr

200

Ala

Glu

Ala

Lys

Glu

280

Asp

Pro

Asn

Arg

72

Ile

105

Glu

Leu

Gly

Gln

Ty

185

Agp

Ile

Pro

Thr

Leu

265

Hig

Ala

Thr

Gly

Thr
345

Ala

Ile

val

val

170

val

Met

Asp

Lys

Ala

250

Asn

Glu

Asn

Leu

Gly

330

Ser

Pro

Thr

Trp

Ser

155

Lys

Phe

Gly

Tyr

Pro

235

Leu

Leu

Leu

Gln

val

31s

Leu

Phe

Thr

AsSp

Asn

140

Thr

Lys

Trp

Leu

Ala

220

Lys

Ala

Glu

Asn

Gly

apo

Ile

Gly

Lys

Gly

His

125

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

205

Lys

Glu

Phe

Thr

Thr

285

ABnD

Asp

Lys

Ala

Asn

11¢

Leu

Ala

Asn

Leu

Gly

150

Met

Ser

Pro

Leu

Asn

270

Ala

TYr

Ile

Gly

Glu
aso

Ser

Leu

Asn

Arg

Glu

175

Arg

Asp

Ile

Met

Gln

255

Hig

Arg

Leu

Thr

Gly

335

Asp

Leu

Glu

Ala

1le0

Leu

Glu

His

Asn

Thr
240

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

320

Ile

Leun
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<210> 19
<211> 439
<212> PRT

Ile

Gly

Glu

385

Asn

Gly

val

Leu

Ala

370

ATg

Gly

hsp

Leu

Ala

355

Ala

Tyr

The

Asp

Asn
435

<213> Secuencia artificial

<220>

His

Ala

Ser

Ala

Ile

420

Asp

Ile

Ile

Ser

Thr

405

Glu

Tyr
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Ala

Ile

Tyr

330

Phe

Leu

Leu

Gly

Glu

375

Arg

Glu

Asp

val

Met

360

Asp

Asn

Ser

Ser

<223> Variante de xilosa isomerasa de Lactococcus

<400> 19

Met

Thr

Ala

His

Glu

65

Tyz

Ala

Lys

Gly

Thr

Axg

Arg

Tyr

Tyr

Asn

Lys

35

Ile

Pro

val

Cys

20

Mat

Phe Asn

Phe

Thr Met

Thr Met

Trp Asp

Asp Ala

Phe His
100

Asp

Ala

Glu

Asp

Leu

70

Phe

Asp

Ile

Phe

Glu

Gly

55

Glu

Phe

Ile

Ala

Arg

Gln

Ser

Gly

Glu

Asp

73

Asp

Lys

Thr

Leu

Asn
425

Thr

Phe

Glu

Ala

410

His

Pro Ile

His

25

Leu

Asp

Gly

Ile

Ile
105

10

Tyr

His

Pro

Ser

Ala

90

Ala

Tyr

Leu

val

Ala

Ser

Arg

365

380

395

Ala

Leu

Lys

Asn

FPhe

Phe

Glu

75

Glu

Pro

Tyr

Pro

Ala

Gly

&0

Leu

Lys

Thr

Gly

Phe

Glu

Glu

Glu

Leu

45

Gly

Asp

Leu

Gly

Asp

Gln

Ala

Tyr

Ala

Ile

Ser

Leu

Ile

Leu Lys

val Asp

Ile Glu

400

Glu Tyr

413

430

Gly

Glu

Ala

Ala

Azg

Gly

Asn
110

Thr

15

val

Phe

Thr

Ala

val

95

Ser

Lys Ser

Lys

val

Trp

Met

His

80

Lys

Leu



Lys

Lys

Phe

145

Glu

Ser

Gly

Met

Hise

225

His

Tyr

Trp

Phe

Gly

305

Asn

Ile

Glu

Gln

130

Ser

Val

Lys

Tyr

Ala

210

Leu

Gln

Asp

Leu

Asn
230

Trp

Met

Phe

Leu

Phe

115

Lys

Asn

Phe

Lys

Glu

195

Lysa

Pro

Tyr

Leu

Ala

275

Ala

Asp

His

Asp

Ala
ass

Tyr

Ala

Pro

Ala

Leu

180

Ser

Phe

Ile

Asp

Asp

260

Gly

Thr

Gln

Ala

340

His

Ala

Thr

Arg

Tyr

1635

Gly

Leu

Phe

Phe

Phe

245

Lys

His

Gly

Asp

Ile

325

Lys

Ile
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Asn

Gly

Tyr

150

Gly

Gly

Leu

His

Leu

2390

Asp

Tyr

Thr

Ser

Glu

310

Leu

Val

Ala

Ile

135

Met

Ala

Glu

Asn

Leu

215

Ile

Sar

Phe

Phe

Tle

235

Phe

Leu

Arg

Gly

Asp
120

Lys

Ala

Asn

Thr

200

Ala

Glu

Ala

Lys

Glu

280

Asp

Pro

Arg

Mot
360

74

Glu

Leu

Gly

Gln

Tyr

185

Asp

Ile

Pro

Thr

Leu

265

His

Ala

Thr

Gly

Thr

345

Asp

Ile

Leu

Val

val

170

val

Met

Asp

Lys

Ala

250

Asn

Glu

Asn

Leu

Gly

330

Ser

Thr

Thr

Trp

Ser

158

Lys

Phe

Gly

Tyr

Pro

235

Leu

Leu

Leu

Gln

vVal

315

Lau

Phe

Tyx

Asp

Asn

140

Thr

Lys

Trp

Leu

Ala

220

Lys

Ala

Glu

Aan

Gly

300

Ila

Gly

Lys

Ala

His

125

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

205

Lys

Glu

Phe

Thr

Thr

285

Asn

Asp

Lys

Ala

Arg
365

Leu

Ala

Asn

Leu

Gly

190

Met

Ser

Pro

Leu

Asn

270

Ala

Tyr

Ile

Gly

Glu

350

Ala

Leu

Asn

Arg

Glu

175

Arg

Asp

Ile

Met

Gln

255

His

Arg

Leu

Thr

Gly

33s

Asp

Leu

Glu

Met

Ala

160

Leu

Glu

His

Asn

Thr

240

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

320

Ile

Leu

Lys
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Gly Ala Ala Ala Ile Ile Glu Asp Lys Phe Leu Ser Asp Ile Val Asp
370 378 380

Glu Arg Tyr Ser Ser Tyr Arg Asn Thr Glu Val Gly Gln Ser Ile Glu
385 390 395 400

Ran Gly Thr Ala Thr Phe Lys Ser Leu Ala Ala Phe Ala Leu Glu His
405 410 415

Gly Asp Asp Ile Glu Leu Asp Ser Asn His Leu Glu Tyr Ile Lys Ser
420 425 430

Val Leu Asn Asp Tyr Leu Val
435

<210> 20

<211> 439

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante de xilosa isomerasa de Lactococcus

<400> 20

Met Ala Tyr Phe Asn Asp Ile Ala Pro Ile Lys Tyr Glu Gly Thr Lys

Thr Lys Asn Met Phe Ala Phe Arg His Tyr Asn Pro Glu Glu Val Val
20 25 30

Ala Gly Lys Thr Met Glu Glu Gln Leu His Phe Ala Leu Ala Phe TIp
35 40 45

His Thr Ile Thr Met Asp Gly Ser Asp Pro Phe Gly Gly Ala Thr Met

Glu Arg Pro Trp Asp Leu Glu Gly Gly Ser Glu Leu Asp Arg Ala His
65 70 75 80

Arg Arg Val Asp Ala Phe Phe Glu Ile Ala Glu Lys Leu Gly Val Lys
85 90 95

Tyr Tyr Cys Phe His Asp Ile Asp Ile Ala Pro Thr Gly Asn Ser Leu
100 108 110

Lys Glu Phe Tyr Ala Asn Leu Asp Glu Ile Thr Asp His Leu Leu Glu
115 120 125

75



Lys

Phe

145

Glu

Ser

Gly

Met

His

225

Hisg

Tyr

Trcp

Phe

Gly

305

Ala

Asn

Ile

Gly

Gln

130

Ser

val

Lys

Tyr

Ala

210

Gln

Asp

Leu

Asn
290

Trp

Met

Phe

Leu

Ala
370

Lys

Aan

Phe

Lys

Glu

195

Lys

Pro

Tyr

Leu

Ala

275

Ala

Asp

His

Asp

Ala

355

Ala

Ala

Pro

Ala

Leu

180

Ser

Phe

Ile

Asp

Asp

260

Gly

Leu

Thr

Gln

Ala

340

Hisg

Ala

Thr

Arg

Tyr

165

Gly

Leu

Phe

Phe

Phe

245

Lys

Hisg

Gly

Asp

Ile

325

Lys

Ile

Ile
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Gly

Tyr

150

Gly

Gly

Leu

His

Leu

230

Asp

Tyr

Thr

Ser

Glu

310

Leau

val

Ala

Ile

Ile

135

Met

Ala

Glu

Asn

Leu-

215

Ile

Ser

Phe

Phe

Ile

235

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu
375

Lys

Asn

Ala

Asn

Thr

200

Ala

Glu

Ala

Lys

Glu

280

Asp

Pro

Asn

Arg

Met

360

Asp

76

Leu

Gly

Gln

Tyr

185

Asp

Ile

Pro

Thr

Leu

265

His

Ala

Thr

Gly

Thr

345

Asp

Lys

Leu

val

val

170

val

Met

Asp

Lys

Ala

250

Asn

Glu

Asn

Leu

Gly

330

Ser

Thr

Phe

Trp

Ser

155

Lys

Fhe

Gly

Tyr

Pro

235

Leu

Leu

Leu

Gln

Val

315

Leu

Phe

Tyr

Leu

Asn

140

Thr

Lys

Trp

Leu

Ala

220

Lys

Ala

Glu

Asn

Gly

300

Ile

Gly

Lys

Ala

Ser
380

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

205

Lys

Glu

Phe

Thr

Thr

285

Asn

Asp

Lys

Ala

365

Asp

Ala

Asn

Leu

Gly

150

Met

Ser

Pro

Leu

Asn

270

Ala

Tyr

Ile

Gly

Glu

350

Ala

Ile

Aan

Arg

Glu

175

Arg

Asp

Ile

Met

Gln

255

His

Arg

Leu

Thr

Gly

335

Asp

Leu

Val

Mat

Ala

160

Leu

Glu

Hia

Asn

Thr

240

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

320

Ile

Leu

Lys

Asp
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Glu Arg Tyr Ser Ser Tyr Arg Asn Thr Glu Val Gly Gln Ser Ile Glu

385 3so 395

400

Asn Gly Thr Ala Thr Phe Lys Ser Leu Ala Ala Phe Ala Leu Glu Tyr

405 410

415

Gly Asp Asp Ile Glu Leu Asp Ser Asn His Leu Glu Tyr Ile Lys

420 425 430

Val Leu Asn Asp Tyr Leu Val
435

<210> 21

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
gttgacgaac gatatagttc atacaaaaat acagaagttg g 41

<210> 22

<211>41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
ccaacttctg tatttttgta tgaactatat cgttcgtcaa c 41

<210> 23

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
acagcaactt ttaaaagctt agccgcattt gcacttgaat atggtgatga tattg 55

<210> 24

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
caatatcatc accatattea agtgcaaatg cggctaaget tttaaaagtt getgt

<210> 25

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

77
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<220>
<223> Cebador

<400> 25
acagcaactt ttaaaagctt agccgcattt gcacttgaac atggtgatga tattg

<210> 26

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
caatatcatc accatgttca agtgcaaatg cggctaagct tttaaaagtt gctgt

<210> 27

<211> 1320

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante de xilosa isomerasa de Lactococcus

<400> 27
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55
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atggecttact
tttgeccttte
ctteattttg
ggagcaacaa
cgtcgagtag
catgatattg
gaaattactg
acagcaaaca
gaagtctttg
ggtggtgaaa

gatatgggtce

aaatcaatca
caccaatatg

aaatatttca

cacgaattaa
aattacttge
gcgatgeace
aaagtacgtc
gatacttatg
gatattgttg
aatggaacag

gaacttgatt

ttaacgacat
gccattataa
cccttgeatt
tggaacgeec
atgetttett
ataﬁtgcacc
accaccttct
tgttttcaaa
cttatggtge
attacgtett
ttgaaatgga
accacttgece
attttgacte

aactcaatct

atactgcteg
ttggttggga
aaattctttt
gtacaagttt
cgegtgettt
acgaacgtta
caacttttaa

ctaatcactt
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cgcacctatc
teocagaagaa
ttggeataca
ttgggatttg
tgaaattget
tactggaaat
tgaaaaacaa
tcccegetat
tgcacaagtt
ctggggtggt
tcatatggca
cattttcttg
agcaacagct

tgaaacaaat

tactttcaat
tacagatgaa
gaacggtgga
caaagcagaa
gaaaggtgca
tagttcatac
aagcttagee

ggaatacate

aaatacgaag
gtagttgetyg
attacaatgg
gaaggtggtt
gaaaaattag
tctttgaaag
aaagcaacag
atgaatggtg
aaaaaaggte
cgtgaaggtt
aaattcttee
attgaaccaa
cttgetttct

catgcettggt

getttgggtt

tteccaacac
cttggcaaag
gatttaatte
geagecaatca
agaaatacag
gecatttgcac

aaatcagtat

<210> 28

<211> 1320

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante de xilosa isomerasa de Lactococcus

<400> 28

79

gtacaaaaac
gtaaaacaat
atgggtcaga
ctgaacttga
gtgttaaata
aattttatge
ggattaaatt
tttcaactte
ttgaacttte
atgaatcact
atttggcaat
aaccaaaaga
tgcaaaaata

tggctggaca

ctattgatge
ttgttattga
gtggaattaa
ttgctcatat
ttgaagataa
aagttggtca
ttgaacatgg

tgaatgacta

taaaaatatg
ggaagaacaa
tcectttggg
cegtgetecac
ttattgttte
taatttggac
actttggaat
taategtget
tazaaaactc
tttgaataca
tgattatgeca
accaatgact
tgatttggac

cacttttgaa

caatcaagga
tatcacactt
ctttgatgeg
tgcagggatg
attcttgtct
atccattgaa
tgatgatatt

tcttgtttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780

840

500

960
1020
1080
1140
1200
1260

1320



atggcettact
tttgeotttce
cttcattttg
ggagcaacaa
cgtcgagtag
catgatattg
gaaattactg
acagcaaaca
gaagtetttg
ggtggtgaaa

gatatgggtc

aaatcaatca
caccaatatg
aaatatttca
cacgaattaa
aattacttge
gcgatgeaceo
aaagtacgtce

gatacttatg

gatattgttg
aatggaacag

gaacttgatt

ttaacgacat
gccattataa
cccttgeoatt
tggaacgccc
atgctttctt
atattgecacc
accacettct
tgttttcaaa
cttatggtge
attacgtctt
ttgaaatgga
accacttgceco
attttgactc
aactcaatcet
atactgcteg
ttggttggga
aaattctttt
gtacaagttt

cgegtgettt

acgaacgtta
caacttttaa

ctaatcactt
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cgcacctatce
tccagaagaa
ttggcataca
ttgggatttg
tgaaattgct
tactggaaat
tgaaaaacaa
tcecacgetat
tgcacaagtt
ctggggtggt
tcatatggca
cattttettg
agcaacagct
tgaaacaaat
tactttcaat
tacagatgaa
gaacggtgga
caaagcagaa

gaaaggtgca

tagttcatac
aagcttagcc

ggaatacatc

aaatacgaag
gtagttgcetg
attacaatgg
gaaggtggtt
gaaaaattag
tctttgaaag
aaagcaacag
atgaatggtg
aaaaaaggtc
cgtgaaggtt
aaattcttcc
attgaaccaa
cttgectttct
catgctiggt
gctttgggtt
ttcccaacac
cttggcaaaqg
gatttaattc

gcagcaatca

agaaatacag
gcatttgecac

aaatcagtat

80

gtacaaaaac
gtaaaacaat
atgggtcaga
ctgaacttga
gtgttaaata
aattttatge
ggattaaatt
tttcaactta
ttgaactttc
atgaatcact
atttggcaat
aaccaaaaga
tgcaaaaata
tggctggaca
ctattgatgc
ttgttattga
gtggaattaa
ttgeteatat

ttgaagataa

aagttggtca
ttgaatatgg

tgaatgacta

taaaaatatg
ggaagaacaa
tcecoctttggg
ccecgtgotcac
ttattgtttc
taatttggac
actttggaat
taatcgtget
taaaaaactce
tttgaataca
tgattatgea
accaatgact
tgatttggac
cacttttgaa
caatcaagga
tatcacactt
ctttgatgeg
tgcagggatg

attettgtet

atccattgaa
tgatgatatt

tcttgtttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020
1080

1140

1200
1260

1320
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REIVINDICACIONES
1. Un microorganismo transformado capaz de:

(a) una actividad xilosa isomerasa superior a la del microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o

(b) una tasa de crecimiento superior, en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa, que la del
microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o

(c) un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo equivalente antes de la transformacion y/o

(d) una produccion de etanol superior, cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de
carbono, que la del microorganismo equivalente antes de la transformacion;

en el que dicho microorganismo ha sido transformado con una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa
isomerasa en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exdgena derivada de una bacteria mesofila y
en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exdgena derivada de una especie de Lactococcus;

y en el que dicho microorganismo transformado es una levadura transformada en el que dicha levadura
transformada es Saccharomyces.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho microorganismo ha sido transformado con
una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No
11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 o SEQ ID No 20, o una variante, homologa o derivada de la misma
que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 75 % de identidad con la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEQ ID No 14, SEQ ID No 11, SEQ ID No 18, SEQ ID No 13, SEQ ID No 19 0 SEQ ID No 20.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho microorganismo ha sido transformado
con la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID No 1, SEQ ID No 10, SEQ ID No 17, SEQ ID No 12, SEQ
ID No 27 o SEQ ID No 28, o una variante, homéloga o derivada de la misma que tiene al menos 75 % de identidad
con la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID No 1, SEQ ID No 10, SEQ ID No 17, SEQ ID No 12, SEQ
ID No 27 o SEQ ID No 28.

4. Un in6culo que comprende un microorganismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Un medio de cultivo que comprende un microorganismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3.

6. Un método para preparar un microorganismo transformado, comprendiendo dicho método la etapa de transformar
un microorganismo de tal modo que dicho microorganismo transformado es capaz de:

(a) una actividad xilosa isomerasa superior a la del microorganismo antes de la transformacion y/o

(b) una tasa de crecimiento superior, en o sobre un medio de crecimiento que comprende xilosa, que la del
microorganismo antes de la transformacion y/o

(c) un metabolismo de la xilosa mas rapido que el del microorganismo antes de la transformacion y/o

(d) una produccion de etanol superior, cuando se cultiva en condiciones anaerobias en xilosa como la fuente de
carbono, que la del microorganismo antes de la transformacion;

en el que dicho microorganismo es transformado con una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa
isomerasa en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exodgena derivada de una bacteria mesofila y
en el que dicha xilosa isomerasa es una xilosa isomerasa exdgena derivada de una especie de Lactococcus;

y en el que dicho microorganismo transformado es una levadura transformada en el que dicha levadura
transformada es Saccharomyces.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa
isomerasa comprende la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID No 1, SEQ ID No 10, SEQ ID No 17,
SEQ ID No 12, SEQ ID No 27 o SEQ ID No 28, o una variante, homdloga o derivada de la misma que tiene al menos
75 % de identidad con la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID No 1, SEQ ID No 10, SEQ ID No 17,
SEQ ID No 12, SEQ ID No 27 o SEQ ID No 28.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa
isomerasa esta en un vector de expresion que codifica la misma.

9. Un método de fermentacion que comprende cultivar, en un medio de cultivo, un microorganismo de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o un microorganismo preparado por el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8.

10. Un método para producir un producto derivado de la xilosa que comprende cultivar, en un medio de cultivo, un

microorganismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o un microorganismo preparado
mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.
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11. Un método para producir un biocombustible, en el que dicho método comprende la etapa de cultivar, en un
medio de cultivo, un microorganismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o un
microorganismo preparado por el método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que dicho método comprende ademas la etapa de obtener
el biocombustible del medio de cultivo.

13. Uso de un microorganismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o un microorganismo
preparado mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 para la produccién de un producto
derivado de la xilosa.

14. Uso de un microorganismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o un microorganismo

preparado mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 para la produccién de un
biocombustible.
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Rutas de la D-xilosa y L-arabinosa en la RPF

Rutas del tipo flingico

L-arabisona

aldosa reductasa
l(l.iC 1.11.21)

L-arabitol
L-arabitol
l 4-deshidrogenasa
(LC1.1.1.12)
D-xilosa L-xilulosa
aldosa reductasa

(EC 11210

L-xilulosa reductasa

(IS )]
xilitol
D-xilulosa reductasa
{EC L.L.L9
D-xilulosa

xiluloquinasa
l FC27.0.1T

D-xilulosa 5-fosfato

Rutas del tipo bacteriano

L-arabisona

l L-arabinosa isomerasa

(FC 5.3.0.4}
D-xilosa L-ribulosa
xilosa isomerasa ribuloquinasa
l{F_C 5.3.1.5) l(F.C 2.7.0.16)
D-xilulosa L-ribulosa 5-fosfato

xiluloquinasa
FC27.1.107)

L-ribulosafosfato
4-epimerasa
{(LC5.1.3.40

D-xilulosa 5-fosfato

Figura 1
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Rutas de tipo fungico

Rutas de la lixosa y la ribosa en la RPF

D-lixosa
aldosa reductasa
l[EC [ARRI)
D-arabitol
D-arabitol
4-deshidrogenasa

(L
D-xilulosa

xilulequinasa
l[EC 111N

D-xilulosa 5-fosfato

L-lixosa
aldosa reductasa

(EC L1121
L-arabitol
D-arabitol
4-deshidrogenasa
lusc (RN}
L-xilulosa

L-xilulosa reductasa
l(EC L1LLiG)

xilitol
D-xilulosa reductasa
l(EC 1.L19)
D-xilulosa
xiluloquinasa
l(EC 27007

D-xilulosa 5-fosfato

D-ribosa
aldosa reductasa
IEC 1.1.1.21)
D-ribitol
D-ribitol 4-deshidrogenasa
l (EC 1.1.1.56)
D-xilulosa
xiluloquinasa
l (EC2T.1.17

D-xilulosa 5-fosfato

Rutas de tipo bacteriano

D-lixosa

lixosa isomerasa

(EC5.3.1.15)

D-xilulosa
xiluloquinasa
l (EC 2.7.1.17)

D-xilulosa 5-fosfato

D-ribosa
D-ribosa isomerasa
{EC 5.3.1.20)
D-ribulosa

D-ribulequinasa
(EC 27.1.15)

D-ribulosa 5-fosfato
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Figura 3
Parte no oxidativa de la RPF
Ribulosa-5-fosfato
Ribulosa-5-fosfato '\ Ribosa-5-fosfato
3-epimerasa \‘isomemsa
Xilulosa-5-fosfato  Ribosa-5-fosfato
Transcetolasa
Sedoheptulosa-7-fosfato Gliceraldehido-3-fosfato
Transaldolasa
Xilulosa-5-fosfato Eritrosa-4-fosfato

Fructosa-6-fosfato

Transcetolasa

Gliceraldehido Fructosa-6-fosfato
3 fosfato
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Ruta de la xilosa a etanol

3 x D-xilosa

XIl

3 x D-xilulosa
3 x ATP
XK lg 3 x ADP

3 x D-xilulosa-5P

RPE

2 x D-fructosa-6P 1 x Gliceraldehido-3P
2 X ATP

C& 2 xADP

2 x D-fructosa-1,6P

l Proceso neto

3 x D-xilosa
5 x ADP
S5x P04

4 x Gliceraldehido-3P

C’S x NADH + 5 PO4 l
5 x NAD+ 5 x Etanol

5 x 1,3-difosfo-Glicerato 5 x ATP

| , 5xADP
CbeATP

5 x 3-fosfo-Glicerato

5 x 2-fosfo-Glicerato

5 x fosfoenolpiruvato
5xADP
5 x ATP

5 x Piruvato

l\oswoz

5-Aceta|deh|’dc_>
5 x NAD+

l C» 5 x NADH

5 x Etanol
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Figura 5
Ensayo de la XI
Extracto de levadura transformada

E Pseudomonas sp.
[
g T. thermosuiphurigenes
2 T. thermohydrosulphuricus RN
g -

L. xytosus (DSM 20175) B

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 1,20
Actividad de la XI/mg de proteina de levadura
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Figura 6.
Crecimiento de la cepa T0004 en xilosa

2,0

D0600
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°

o
-
o
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-

T T T T T

090 120 180 240
Horas
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Actividad especifica de la XI

Extractos de levadura transformada cepa BY4741

SEQID 14 —
=]
< sEQIp 18
v
=
"E g 5 - -
< SEQID 13 [
T
©
B
=]
E -
< SEQID19 s

SEQ 1D 20 —

T T T T T T T 4 T ¥ U ¥ T T
0,00 0,50 1,00 1,50

. Actividad de la XI/mg de proteina de levadura
Figura 7
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