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DESCRIPCION
Ingenieria metabdlica de células de levadura que fermentan arabinosa

Campo de la invencién

La invencion se refiere a una célula de levadura que tiene la capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-
arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentacién deseado y a un proceso para
producir un producto de fermentacién en el que se usa esta célula.

Antecedentes de la invencion

El etanol para combustible es conocido como una valiosa alternativa a los combustibles fésiles. La produccién de
etanol econdmicamente viable a partir de la fraccion de hemicelulosa de la biomasa vegetal requiere la conversion
fermentativa simultanea de tanto pentosas como hexosas a velocidades comparables y con altos rendimientos. Las
levaduras, en particular Saccharomyces spp., son los candidatos mas apropiados para este proceso, ya que pueden
crecer y fermentar rapido sobre las hexosas, tanto aerobia como anaerobiamente. Ademas, son mucho mas
resistentes al entorno téxico de los hidrolizados de lignocelulosa que las bacterias (genéticamente modificadas).

El documento EP 1 499 708 describe un proceso de produccion de cepas de S. cerevisiae capaces de producir
etanol a partir de L-arabinosa. Estas cepas se maodificaron introduciendo el gen araA (L-arabinosa isomerasa) de
Bacillus subtilis, los genes araB (L-ribulocinasa) y araD (L-ribulosa-5-P4-epimerasa) de Escherichia coli. Ademas,
estas cepas estaban tanto llevando mutaciones adicionales en su genoma como expresando en exceso un gen de
TAL1 (transaldolasa). Sin embargo, estas cepas tienen varios inconvenientes. Fermentan arablnosa en condiciones
de oxigeno limitado. Ademas, tienen una baja velocidad de produccién de etanol de 0,05 g.g° 'h' (Becker y Boles,
2003). Ademas, estas cepas no son capaces de usar L-arabinosa en condiciones anaerobias. Finalmente, estas
cepas de S. cerevisiae tiene un antecedente no mutante, por tanto no pueden usarse para co-fermentar varios
azucares C5.

Los documentos WO 03/062430 y WO 06/009434 desvelan cepas de levadura capaces de convertir xilosa en etanol.
Estas cepas de levadura son capaces de isomerizar directamente xilosa en xilulosa.

Sin embargo, existe la necesidad de cepas alternativas que produzcan etanol, que den mejor rendimiento y sean
mas robustas y resistentes a condiciones de produccion relativamente agresivas.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Mapas de plasmidos de pRW231 y pRW243.

Figura 2. Patréon de crecimiento de cultivos en matraz oscilante de la cepa RWB219 (o) y IMS0001 (e) en
medio sintético que contiene 0,5 % de galactosa (A) y 0,1 % de galactosa + 2 % de L-arabinosa (B). Los
cultivos se cultivaron durante 72 horas en medio sintético con galactosa (A) y luego se transfirieron a medio
sintético con galactosa y arabinosa (B). El crecimiento se determiné midiendo la DOggo.

Figura 3. Velocidad de crecimiento durante transferencias en serie de IMS0001 de S. cerevisiae en cultivos de
matraz oscilante que contienen medio sintético con 2 % (peso/volumen) de L-arabinosa. Cada punto de datos
representa la velocidad de crecimiento estimada a partir de la DOgsy medida durante el crecimiento
(exponencial). Los circulos negros y blancos representan experimentos de transferencia en serie por duplicado.

Figura 4. Velocidad de crecimiento durante una fermentacion en SBR anaerobia de IMS0001 de S. cerevisiae
en medio sintético con 2 % (peso/volumen) de L-arabinosa. Cada punto de datos representa la velocidad de
crecimiento estimada a partir del perfil de CO- (linea continua) durante el crecimiento exponencial.

Figura 5. Consumo de azuicar y formacion de productos durante las fermentaciones discontinuas anaeroblas de
la cepa IMS0002. Las fermentaciones se realizaron en 1 medio smtetlco complementado con: 20 g I
arabinosa (A); 20 g I'' de glucosa y 20 g I de arabinosa (B); 30 g I de glucosa, 15 g I de xilosay 15 g I de
arabinosa (C); Consumo de azucar y formacién de productos durante las fermentaciones discontinuas
anaerobias con una mezcla de cepas IMSOOOZ y RWB218. Las fermentacmnes se realizaron en 1 litro de
medio sintético complementado con 30 g I de glucosa, 15 g 1" de xilosa y 15 g I'' de arabinosa (D). Simbolos:
glucosa (e); xilosa (o); arabinosa (m); etanol calculado a partir de la produccién acumulada de CO; (0); etanol
medido por HPLC (A); produccién acumulada de CO; (A); xilitol (V)

Figura 6. Consumo de azucar y formacion de productos durante una fermentacion discontinua anaerobia de
células de la cepa IMS0002 seleccionadas para el creC|m|ento anaerobio sobre X|Iosa La fermentacion se
realizé en 1 litro de medio sintético complementado con 20 g I de xilosa y20g I'" de arabinosa. Simbolos:
xilosa (o); arabinosa (m); etanol medido por HPLC (A ); produccion acumulada de CO; (A); xilitol (V).

Figura 7. Consumo de azucar y formacion de productos durante una fermentacion discontinua anaerobla de la
cepa IMS0003. La fermentacion se realizo en 1 litro de medio sintético complementado con: 30 g I" de glucosa,

2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2601052 T3

15 g I'" de xilosa y 15 g I'" de arabinosa. Simbolos: glucosa (e); xilosa (o); arabinosa (m); etanol calculado a
partir de la produccion acumulada de CO; (o); etanol medido por HPLC (A); produccion acumulada de CO»
(B);

Descripcion de la invencién

Célula de levadura

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una célula de levadura capaz de expresar las siguientes secuencias
de nucledtidos, por lo que la expresion de estas secuencias de nucledtidos confiere a la célula de levadura la
capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en etanol:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica una arabinosa isomerasa (araA), en la que dicha secuencia
de nucleodtidos esta seleccionada del grupo que consiste en:

(i) secuencias de nucleétidos que codifican una araA, comprendiendo dicha araA una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

(i) secuencias de nucledtidos que comprenden una secuencia de nucledtidos que tiene al menos
el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2.

(iii) secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de acido
nucleico de secuencia de (i) o (ii);

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica una L-ribulocinasa (araB), en la que dicha secuencia de
nucledtidos esta seleccionada del grupo que consiste en:

(i) secuencias de nucleétidos que codifican una araB, comprendiendo dicha araB una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

(i) secuencias de nucledtidos que comprenden una secuencia de nucledtidos que tiene al menos
el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4.

(iii) secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de acido
nucleico de secuencia de (i) o (ii);

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa (araD), en la que dicha
secuencia de nucleotidos esta seleccionada del grupo que consiste en:

(i) secuencias de nucledtidos que codifican una araD, comprendiendo dicha araD una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5.

(i) secuencias de nucleodtidos que comprenden una secuencia de nucledtidos que tiene al menos
el 70 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 6.

(iii) secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de acido
nucleico de secuencia de (i) o (ii);

(iv)

en la que en los puntos (iii) la hibridacion se determina bajo condiciones de hibridacién que permiten que una
secuencia de acidos nucleicos de 200 nucleédtidos se hibride a una temperatura de 65 °C en una disoluciéon que
comprende sal aproximadamente 1 M, y lavar a 65 °C en una disolucion de aproximadamente 0,1 M, en la que la
hibridacion se realiza durante 10 horas y el lavado se realiza una hora con dos cambios de la disolucién de lavado.

BLANCO
Identidad y similitud de secuencias

La identidad de secuencias se define en el presente documento como una relacién entre dos 0 mas secuencias de
aminoacidos (polipéptidos o proteinas) o dos o mas secuencias de acidos nucleicos (polinucledtidos), como se
determina comparando las secuencias. Normalmente, las identidades o similitudes de secuencia se comparan a lo
largo de la longitud completa de las secuencias comparadas. En la materia, "identidad" también significa el grado de
relacion de secuencias entre secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos, segun sea el caso, como se ha
determinado por la coincidencia entre lazos de tales secuencias. La "similitud" entre dos secuencias de aminoacidos
se determina comparando la secuencia de aminoacidos y sus sustitutos de aminoacido conservados de un
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polipéptido con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y "similitud" pueden ser facilmente calculadas
por diversos métodos, conocidos para aquellos expertos en la materia.

Métodos preferidos para determinar la identidad se disefian para dar la mayor coincidencia entre las secuencias
probadas. Los métodos de determinacion de la identidad y similitud estan codificados en programas informaticos
publicamente disponibles. Métodos de programas informaticos preferidos para determinar la identidad y similitud
entre dos secuencias incluyen, por ejemplo, BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol.
215:403-410 (1990), publicamente disponibles de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI
NLM NIH Bethesda, MD 20894). Un algoritmo mas preferido usado es EMBOSS (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align).
Parametros preferidos para la comparacion de secuencias de aminoacidos usando EMBOSS son abertura por hueco
10,0, extension por hueco 0,5, matriz Blosum 62. Parametros preferidos para la comparacion de secuencias de
acidos nucleicos usando EMBOSS son abertura por hueco 10,0, extensién por hueco 0,5, matriz completa de ADN
(matriz de identidad de ADN).

Opcionalmente, en la determinacion del grado de similitud de aminoacidos, el experto también puede tener en
cuenta las llamadas sustituciones de aminoacidos "conservativas", como sera evidente para el experto.
Sustituciones de aminoacidos conservativas se refieren a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifaticas es serina y
treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que
tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos de sustitucion de aminoacidos
conservativa preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y
asparagina-glutamina. Variantes de sustitucion de la secuencia de aminodacidos desveladas en el presente
documento son aquellas en las que se ha eliminado al menos un resto en las secuencias desveladas y en su lugar
se ha insertado un resto diferente. Preferentemente, el cambio de aminoacido es conservativo. Sustituciones
conservativas preferidas para cada uno de los aminoacidos que existen de forma natural son las siguientes: Ala por
ser; Arg por lys; Asn por gin o his; Asp por glu; Cys por ser o ala; GIn por asn; Glu por asp; Gly por pro; His por asn o
gln; lle por leu o val; Leu por ile o val; Lys por arg; gln o glu; Met por leu o ile; Phe por met, leu o tyr; Ser por thr; Thr
por ser; Trp por tyr; Tyr por trp o phe; y, Val por ile o leu.

Hibridacion de secuencias de acidos nucleicos

También pueden definirse secuencias de nucledtidos que codifican las enzimas expresadas en la célula de la
invencion por su capacidad para hibridarse con las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO. 2, 4, 6, 8, 16, 18, 20,
22, 24, 26, 28, 30 respectivamente, bajo condiciones de hibridacion rigurosas. Condiciones de hibridacion rigurosas
se definen en el presente documento como las condiciones que permiten que una secuencia de acidos nucleicos de
200 nucleodtidos se hibride a una temperatura de 65 °C en una disolucién que comprende sal 1 M y lavar a 65 °C en
una disolucién que comprende sal aproximadamente 0,1 M. La hibridacién se realiza durante 10 horas y el lavado se
realiza durante una hora con dos cambios de la disolucion de lavado.

AraA

Una secuencia de nucleotidos preferida que codifica una arabinosa isomerasa (araA) expresada en la célula de la
invencion esta seleccionada del grupo que consiste en:

(a) secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido araA, comprendiendo dicha araA una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos el 80, 85, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 1;

(b) secuencias de nucledtidos que comprenden una secuencia de nucledtidos que tiene al menos el 80, 90,
95, 97, 98 0 el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 2;

(c) secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de
acido nucleico de (a) o (b);

La secuencia de nucleétidos que codifica araA puede codificar tanto una araA procariota como una eucariota, es
decir, una araA con una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la de una araA que se produce naturalmente en
el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han encontrado que la capacidad de una araA
particular para conferir a una célula huésped eucariota la capacidad de usar arabinosa y/o de convertir arabinosa en
L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentacion deseado tal como etanol cuando se co-expresa
con araB y araD no depende tanto de si la araA es de origen procariota o eucariota. Mas bien, esto depende de la
relacion de la secuencia de aminoacidos de araA con la de la secuencia SEQ ID NO. 1.
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AraB

Una secuencia de nucledtidos preferida que codifica una L-ribulocinasa (AraB) expresada en la célula de la
invencion esta seleccionada del grupo que consiste en:

(a) secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos el 80, 85, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 3;

(b) secuencias de nuclettidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 80, 90,
95, 97, 98 0 el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 4;

(c) secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de
acido nucleico de (a) o (b);

La secuencia de nucleétidos que codifica una araB puede codificar tanto una araB procariota como una eucariota, es
decir, una araB con una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la de una araB que se produce naturalmente en
el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han encontrado que la capacidad de una araB
particular para conferir a una célula huésped eucariota la capacidad de usar arabinosa y/o de convertir arabinosa en
L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentacién deseado cuando se co-expresa con araA y araD
no depende tanto de si la araB es de origen procariota o eucariota. Mas bien, esto depende de la relacion de la
secuencia de aminoacidos de araB con la de la secuencia SEQ ID NO. 3.

AraD

Una secuencia de nucleétidos preferida que codifica una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa (araD) expresada en la célula
de la invencion esta seleccionada del grupo que consiste en:

(d) secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos el 80, 85, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 5;

(e) secuencias de nucleétidos que comprenden una secuencia de nucleotidos que tiene al menos el 80, 85,
90, 95, 97, 98 0 el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 6;

(f) secuencias de nucleétidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de
acido nucleico de (a) o (b);

(g) secuencias de nucleotidos cuya secuencia se diferencia de la secuencia de una molécula de acido
nucleico de (c) debido a la degeneracion del codigo genético.

La secuencia de nucleétidos que codifica una araD puede codificar tanto una araD procariota como una eucariota, es
decir, una araD con una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la de una araD que se produce naturalmente
en el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han encontrado que la capacidad de una araD
particular para conferir a una célula huésped eucariota la capacidad de usar arabinosa y/o de convertir arabinosa en
L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentacion deseado cuando se co-expresa con araA y araB
no depende tanto de si la araD es de origen procariota o eucariota. Mas bien esto depende de la relacion de la
secuencia de aminoacidos de araD con la de la secuencia SEQ ID NO. 5.

Sorprendentemente, el indice codonico preferido indicd que la expresion de los genes araA, araB y araD de
Lactobacillus plantarum fue mas favorable para la expresidon en levadura que los genes araA, araB y araD
procariotas descritos en el documento EP 1 499 708.

Debe observarse que L. plantarum es un organismo Generalmente Considerado como Seguro (GRAS), que es
reconocido como seguro por las autoridades de registro alimentario. Por tanto, una secuencia de nucleétidos
preferida codifica una araA, araB o araD, respectivamente, que tiene una secuencia de aminoacidos que esta
relacionada con las secuencias SEQ ID NO: 1, 3 o 5, respectivamente, como se ha definido anteriormente. Una
secuencia de nucleotidos preferida codifica una araA, araB o araD fungica, respectivamente (por ejemplo, de un
Basidiomycete), mas preferentemente una araA, araB o araD, respectivamente, de un hongo anaerobio, por ejemplo,
un hongo anaerobio que pertenece a las familias Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces, Orpinomyces o
Ruminomyces. Alternativamente, una secuencia de nucleétidos preferida codifica una araA, araB o araD bacteriana,
respectivamente, preferentemente de una bacteria Gram-positiva, mas preferentemente del género Lactobacillus, lo
mas preferentemente de especies de Lactobacillus plantarum. Preferentemente, una, dos o tres o las secuencias de
nucledtidos de araA, araB y araD se originan a partir de un género de Lactobacillus, mas preferentemente una
especie de Lactobacillus plantarum. La araA bacteriana expresada en la célula de la invencién no es la araA de
Bacillus subtilis desvelada en el documento EP 1 499 708 y dada como SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO: 10 representa la
secuencia de acido nucledtido que codifica SEQ ID NO: 9. Las araB y araD bacterianas expresadas en la célula de
la invencion no son las de Escherichia coli (E. coli) como se ha desvelado en el documento EP 1 499 708 y dada
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como SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 13. SEQ ID NO: 12 representa la secuencia de acido nucleétido que codifica
SEQ ID NO: 11. SEQ ID NO: 14 representa la secuencia de acido nucleétido que codifica SEQ ID NO: 13.

Para aumentar la probabilidad de que las enzimas araA, araB y araD (bacterianas), respectivamente, se expresen en
forma activa en una célula huésped eucariota de la invencion tal como levadura, la secuencia de nucledtidos
codificante correspondiente puede adaptarse para optimizar su uso de codones al de la célula huésped eucariota
elegida. La adaptabilidad de una secuencia de nucledtidos que codifica las enzimas araA, araB y araD (u ofras
enzimas de la invencion, véase mas adelante) al uso de codones de la célula huésped elegida puede expresarse
como el indice de adaptacion de codones (CAl). El indice de adaptacion de codones se define en el presente
documento como una medicidon de la adaptabilidad relativa del uso de codones de un gen hacia el uso de codones
de genes altamente expresados. La adaptabilidad relativa (w) de cada codon es la relacion del uso de cada codon,
con la del codén mas abundante para el mismo aminoacido. El indice CAl se define como la media geométrica de
estos valores de la adaptabilidad relativa. Se excluyen codones no sinénimos y codones de terminacion
(dependientes del codigo genético). Los valores de CAl oscilan de 0 a 1, indicando valores mas altos una mayor
proporcion de los codones mas abundantes (véase Sharp y Li, 1987, Nucleic Acids Research 15: 1281-1295; véase
también: Jansen et al., 2003, Nucleic Acids Res. 31(8):2242-51). Una secuencia de nucleotidos adaptada tiene
preferentemente un CAl de al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6 0 0,7.

En una realizacion preferida, la expresion de las secuencias de nucleétidos que codifican una ara A, una ara B y una
ara D como se definen anteriormente en el presente documento confiere a la célula la capacidad de usar L-
arabinosa y/o de convertirla en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se espera
que la L-arabinosa se convierta primero en L-ribulosa, que posteriormente se convierte en xilulosa-5-fosfato que es
la principal molécula que entra en la via de pentosa fosfato. En el contexto de la invencion, "usar L-arabinosa"
significa preferentemente que la densidad 6ptica medida a 660 nm (DOeso) de células transformadas cultivadas bajo
condiciones aerobias o anaerobias en presencia de al menos 0,5 % de L-arabinosa durante al menos 20 dias
aumenta de aproximadamente 0,5 hasta 1,0 o mas. Mas preferentemente, la DOgso aumenta de 0,5 hasta 1,5 o mas.
Mas preferentemente, las células se cultivan en presencia de al menos 1 %, al menos 1,5 %, al menos 2 % de L-
arabinosa. Lo mas preferentemente, las células se cultivan en presencia de aproximadamente 2 % de L-arabinosa.

En el contexto de la invencién, una célula es capaz "de convertir L-arabinosa en L-ribulosa" cuando cantidades
detectables de L-ribulosa se detectan en células cultivadas bajo condiciones aerobias o anaerobias en presencia de
L-arabinosa (mismas concentraciones preferidas que en el parrafo previo) durante al menos 20 dias usando un
ensayo adecuado. Preferentemente, el ensayo es HPLC para L-ribulosa.

En el contexto de la invencién, una célula es capaz "de convertir L-arabinosa en xilulosa-5-fosfato” cuando se
detecta un aumento de al menos el 2 % de xilulosa-5-fosfato en células cultivadas bajo condiciones aerobias o
anaerobias en presencia de L-arabinosa (mismas concentraciones preferidas que en el parrafo previo) durante al
menos 20 dias usando un ensayo adecuado. Preferentemente, un ensayo basado en HPLC para xilulosa-5-fosfato
se ha descrito en Zaldivar J., et al ((2002), Appl. Microbiol. Biotechnol., 59:436-442). Este ensayo se describe
brevemente en la parte experimental. Mas preferentemente, el aumento es de al menos el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %,
25 % o mas.

En otra realizacion preferida, la expresion de las secuencias de nucleétidos que codifican una ara A, ara By ara D
como se define anteriormente en el presente documento confiere a la célula la capacidad de convertir L-arabinosa
en un producto de fermentacion deseado cuando se cultiva bajo condiciones aerobias o anaerobias en presencia de
L-arabinosa (mismas concentraciones preferidas que en el parrafo previo) durante al menos un mes hasta un afio.
Mas preferentemente, una célula es capaz de convertir L-arabinosa en un producto de fermentacién deseado
cuando cantidades detectables de un producto de fermentacion deseado se detectan usando un ensayo adecuado y
cuando las células se cultivan en las condiciones dadas en la frase previa. Incluso mas preferentemente, el ensayo
es HPLC. Incluso mas preferentemente, el producto de fermentacion es etanol.

Una célula para la transformacion con las secuencias de nucleétidos que codifican las enzimas araA, araB y araD,
respectivamente, como se ha descrito anteriormente, es preferentemente una célula huésped capaz de transporte
activo o pasivo de xilosa dentro de e isomerizacion de xilosa dentro de la célula. La célula es preferentemente capaz
de glicdlisis activa. La célula puede contener adicionalmente una via de pentosa fosfato endégena y puede contener
actividad de xilulosa cinasa endégena de manera que la xilulosa isomerizada a partir de xilosa pueda metabolizarse
a piruvato. La célula contiene preferentemente adicionalmente enzimas para la conversién de piruvato en un
producto de fermentacién deseado tal como etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido
acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-propano-diol, etileno,
glicerol, butanol, un antibiético B-lactamico o una cefalosporina. Puede hacerse que la célula sea capaz de producir
butanol por introduccién de uno o mas genes de la via de butanol como se desvela en el documento
WO02007/041269.

Una célula preferida es naturalmente capaz de fermentacion alcohdlica, preferentemente, fermentacion alcohdlica
anaerobia. La célula huésped tiene preferentemente adicionalmente una alta tolerancia al etanol, una alta tolerancia
a pH bajo (es decir, capaz de crecer a un pH inferior a 5, 4, 3 0 2,5) y hacia acidos organicos como acido lactico,
acido acético o acido formico, y productos de degradacion de azucares tales como furfural e hidroxi-metilfurfural, y
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una alta tolerancia a temperaturas elevadas. Cualquiera de estas caracteristicas o actividades de la célula huésped
puede estar naturalmente presente en la célula huésped o puede introducirse o modificarse mediante seleccién
genética o por modificacion genética. Una célula huésped adecuada es un microorganismo eucariota como, por
ejemplo, un hongo, sin embargo, la mas adecuada como célula huésped son levaduras u hongos filamentosos.

Levaduras se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas e incluyen todas las especies de
la subdivision Eumycotina (Alexopoulos, C. J., 1962, en: Introductory Mycology, John Wiley & Sons, Inc., New York)
que crecen predominantemente en forma unicelular. Las levaduras pueden tanto crecer por gemacion de un talo
unicelular como pueden crecer por fision del organismo. Levaduras preferidas como células huésped pertenecen a
uno de los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera,
Schwanniomyces o Yarrowia. Preferentemente, la levadura es capaz de fermentacion anaerobia, mas
preferentemente fermentacién alcohdlica anaerobia.

Los hongos filamentosos se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas que incluyen todas
las formas filamentosas de la subdivision Eumycotina. Estos hongos se caracterizan por un micelio vegetativo
compuesto de quitina, celulosa y otros polisacaridos complejos. Los hongos filamentosos de la presente invencion
son morfoldgica, fisioldgica y genéticamente distintos de las levaduras. El crecimiento vegetativo por hongos
filamentosos es por alargamiento de hifas y el catabolismo de carbono de la mayoria de los hongos filamentosos es
aerobio estricto. Hongos filamentosos preferidos como células huésped pertenecen a uno de los géneros
Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium o Penicillium.

Con los afios se han hecho sugerencias para la introduccion de diversos organismos para la produccién de bioetanol
a partir de azucares de cultivo. En la practica, sin embargo, todos los principales procesos de produccion de
bioetanol han continuado usando las levaduras del género Saccharomyces como productor de etanol. Esto es
debido a las muchas caracteristicas atractivas de las especies de Saccharomyces para procesos industriales, es
decir, una alta tolerancia a acidos, a etanol y osmo-tolerancia, capacidad de crecimiento anaerobio y, por supuesto,
su alta capacidad fermentativa alcohdlica. Especies de levadura preferidas como células huésped incluyen S.
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus, K. fragilis.

En una realizacion preferida, la célula huésped de la invencion es una célula huésped que ha sido transformada con
una construccion de acidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica las enzimas araA,
araB y arad, como se han definido anteriormente. En una realizacién mas preferida, la célula huésped se co-
transforma con tres construcciones de acidos nucleicos, comprendiendo cada construccién de acidos nucleicos la
secuencia de nucleétidos que codifica araA, araB o araD. La construcciéon de acidos nucleicos que comprende la
secuencia codificante de araA, araB y/o araD es capaz de expresion de las enzimas araA, araB y/o araD en la célula
huésped. Para este fin, la construccion de acidos nucleicos puede construirse como se describe en, por ejemplo, el
documento WO 03/0624430. La célula huésped puede comprender una Unica copia, pero preferentemente
comprende multiples copias, de cada construccion de acidos nucleicos. La construccion de acidos nucleicos puede
mantenerse episdmicamente y asi comprender una secuencia para la replicacion autbnoma, tal como una secuencia
ARS. Construcciones de acidos nucleicos episdomicas adecuadas pueden, por ejemplo, basarse en la plasmidos 2p o
pKD1 de levadura (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9:968-975). Preferentemente, sin embargo, cada construccion
de acidos nucleicos se integra en una o mas copias dentro del genoma de la célula huésped. La integraciéon dentro
del genoma de la célula huésped puede producirse al azar por recombinacion ilegitima, pero preferentemente la
construccion de acidos nucleicos se integra dentro del genoma de la célula huésped por recombinacién homoéloga,
como es muy conocido en la técnica de la genética molecular fungica (véanse, por ejemplo, los documentos WO
90/14423, EP-A-0 481 008, EP-A-0 635 574 y US 6.265.186). Por consiguiente, en una realizaciéon mas preferida, la
célula de la invencién comprende una construccion de acidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de
araA, araB ylo araD y es capaz de expresion de las enzimas araA, araB y/o araD. En una realizacion incluso mas
preferida, las secuencias codificantes de araA, araB y/o araD estan cada una operativamente enlazadas a un
promotor que produce la expresién suficiente de las secuencias de nucleétidos correspondientes en una célula para
conferir a la célula la capacidad de usar L-arabinosa, y/o para convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-
fosfato. Preferentemente, la célula es una célula de levadura. Por consiguiente, en otro aspecto, la invencion
también engloba una construccion de acidos nucleicos como se ha expuesto brevemente anteriormente en el
presente documento. Preferentemente, una construccion de acidos nucleicos comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica araA, araB y/o araD. Las secuencias de acidos nucleicos que codifican araA, araB o araD se
han definido todas anteriormente en el presente documento.

Incluso mas preferentemente, la expresion de las secuencias de nucleétidos correspondientes en una célula confiere
a la célula la capacidad de convertir L-arabinosa en un producto de fermentacién deseado como se define después
en el presente documento. En una realizacién incluso mas preferida, el producto de fermentacion es etanol. Incluso
mas preferentemente, la célula es una célula de levadura.

Como se usa en el presente documento, el término "operativamente enlazado" se refiere a un enlace de elementos
de polinucledtidos (o secuencias codificantes o secuencia de acidos nucleicos) en una relacion funcional. Una
secuencia de acidos nucleicos esta "operativamente enlazada" cuando se pone en una relaciéon funcional con otra
secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta operativamente enlazado a una
secuencia codificante si afecta la transcripcion de la secuencia codificante. Operativamente enlazado significa que
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las secuencias de acidos nucleicos que estan enlazadas normalmente son contiguas vy, si fuera necesario unir dos
regiones codificantes de proteina, contiguas y en marco de lectura.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" se refiere a un fragmento de acido nucleico que
funciona controlando la transcripcion de uno o mas genes, localizados en la direccion 5' con respecto a la direccion
de transcripcion del sitio de iniciacion de la transcripcion del gen, y se identifica estructuralmente por la presencia de
un sitio de unién para ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcion y cualquier otra
secuencia de ADN, que incluye, pero no se limita a, sitios de union del factor de transcripcion, sitios de unién de la
proteina represora y activadora, y cualquier otra secuencias de nucleétidos conocida para un experto en la materia
para actuar directa o indirectamente para regular la cantidad de transcripcion de un promotor. Un promotor
"constitutivo" es un promotor que es activo bajo la mayoria de las condiciones ambientales y de desarrollo. Un
promotor "inducible" es un promotor que es activo bajo regulacion ambiental y de desarrollo.

El promotor que podria usarse para lograr la expresion de las secuencias de nucledtidos que codifican araA, araB
y/o araD puede ser no nativo para la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima que va a expresarse, es decir,
un promotor que es heterdlogo a la secuencia de nucleétidos (secuencia codificante) con la que esta operativamente
enlazado. Aunque un promotor preferentemente es heterélogo para la secuencia codificante con la que esta
operativamente enlazado, también se prefiere que un promotor sea homodlogo, es decir, enddégeno para la célula
huésped. Preferentemente, un promotor heterélogo (para la secuencia de nucleétidos) es capaz de producir un
mayor nivel en estado estacionario del transcrito que comprende la secuencia codificante (o es capaz de producir
mas moléculas de transcrito, es decir, moléculas de ARNm, por unidad de tiempo) que es un promotor que es nativo
para la secuencia codificante, preferentemente en condiciones en las que la arabinosa, o arabinosa y glucosa, o
xilosa y arabinosa o xilosa y arabinosa y glucosa estan disponibles como fuentes de carbono, mas preferentemente
como fuentes de carbono principales (es decir, mas del 50 % de la fuente de carbono disponible consiste en
arabinosa, o arabinosa y glucosa, o xilosa y arabinosa o xilosa y arabinosa y glucosa), lo mas preferentemente como
fuentes de carbono Unicas. Promotores adecuados en este contexto incluyen tanto promotores naturales
constitutivos como inducibles, ademas de promotores manipulados por ingenieria. Un promotor preferido para su uso
en la presente invenciéon sera ademas insensible a la represion de catabolitos (glucosa) y/o preferentemente no
requerira arabinosa y/o xilosa para la induccion.

Los promotores que tienen estas caracteristicas estan ampliamente disponibles y son conocidos para el experto.
Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen, por ejemplo, promotores de genes glicoliticos, tales como los
promotores de fosfofructocinasa (PPK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GPD, TDH3 o GAPDH), piruvato cinasa (PYK), fosfoglicerato cinasa (PGK) de levaduras u hongos filamentosos;
mas detalles sobre tales promotores de levadura pueden encontrarse en (documento WO 93/03159). Otros
promotores utiles son proteina ribosémica que codifica promotores de gen, el promotor del gen de lactasa (LAC4),
promotores de alcohol deshidrogenasa (ADH1, ADH4, y similares), el promotor de enolasa (ENO), el promotor de
glucosa-6-fosfato isomerasa (PGI1, Hauf et al, 2000) o el promotor del transportador de hexosa (glucosa) (HXT7) o
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3). La secuencia del promotor de PGI1 se da en SEQ ID NO: 51. La
secuencia del promotor de HXT7 se da en SEQ ID NO: 52. La secuencia del promotor de TDH3 se da en SEQ ID
NO: 49. Otros promotores, tanto constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias activantes en la
direccion 5' seran conocidos para aquellos expertos en la materia. Los promotores usados en las células huésped de
la invencién pueden modificarse, si se desea, para afectar sus caracteristicas de control. Una célula preferida de la
invencion es una célula eucariota transformada con los genes araA, araB y araD de L. plantarum. Mas
preferentemente, la célula eucariota es una célula de levadura, incluso mas preferentemente una cepa de S.
cerevisiae transformada con los genes araA, araB y araD de L. plantarum. Lo mas preferentemente, la célula es
tanto CBS 120327 como CBS 120328, ambas depositadas en el CBS Institute (Los Paises Bajos) el 27 de
septiembre de 2006.

El término "homdlogo", cuando se usa para indicar la relacién entre un acido nucleico (recombinante) dado o
molécula de polipéptido y un organismo huésped dado o célula huésped, se entiende que significa que en la
naturaleza el acido nucleico o molécula de polipéptido se produce por una célula huésped u organismos de la misma
especie, preferentemente de la misma variedad o cepa. Si es homodloga a una célula huésped, una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido normalmente estara operativamente enlazada a otra secuencia
promotora o, si es aplicable, otra secuencia sefial secretora y/o secuencia terminadora que esté en su entorno
natural. Cuando se usa para indicar la relaciéon de dos secuencias de acidos nucleicos, el término "homologo"
significa que una secuencia de acidos nucleicos monocatenaria puede hibridarse con una secuencia de acidos
nucleicos monocatenaria complementaria. El grado de hibridacion puede depender de varios factores que incluyen la
cantidad de identidad entre las secuencias y las condiciones de hibridacion tales como temperatura y concentracion
de sales como se ha presentado anteriormente. Preferentemente, la region de identidad es mayor de
aproximadamente 5 pb, mas preferentemente la region de identidad es mayor de 10 pb.

El término "heterdlogo”, cuando se usa con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina, se refiere a un
acido nucleico o proteina que no se produce naturalmente como parte del organismo, célula, genoma o secuencia de
ADN o ARN en la que esta presente, o que se encuentra en una célula o localizacién o localizaciones en el genoma
o secuencia de ADN o ARN que se diferencian de aquellas que se encuentran en la naturaleza. Los acidos nucleicos
heterdlogos o proteinas no son enddgenos a la célula dentro de la que se introduce, pero han sido obtenidos de otra
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célula o producido sintética o recombinantemente. Generalmente, aunque no necesariamente, tales acidos nucleicos
codifican proteinas que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o expresa.
Similarmente, el ARN exdgeno codifica proteinas normalmente no expresadas en la célula en la que el ARN
exogeno esta presente. Los acidos nucleicos heterdlogos y proteinas también pueden denominarse acidos nucleicos
extrafios o proteinas. Cualquier acido nucleico o proteina que un experto en la materia reconoceria como heterélogo
o extrafio a la célula en la que se expresa esta englobado en el presente documento por el término acido nucleico
heterélogo o proteina. El término heterélogo también se aplica a combinaciones no naturales de secuencias de
acidos nucleicos o de aminoacidos, es decir, combinaciones en las que al menos dos de las secuencias combinadas
son extranas la una con respecto a la otra.

Célula eucariota preferida capaz de usar y/o convertir L-arabinosa y xilosa

En una realizacion mas preferida, la célula de la invencién que expresa araA, araB y araD es capaz de usar L-
arabinosa y/o convertirla en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de fermentacién deseado como se ha
definido anteriormente en el presente documento y presenta adicionalmente la capacidad de usar xilosa y/o convertir
xilosa en xilulosa. La conversion de xilosa en xilulosa es preferentemente una etapa de isomerizaciéon de una etapa
(isomerizacion directa de xilosa en xilulosa). Este tipo de célula es, por tanto, capaz de usar tanto L-arabinosa como
xilosa. "Usar" xilosa tiene preferentemente el mismo significado que "usar" L-arabinosa como se ha definido
anteriormente en el presente documento.

Las definiciones de enzima son como se usan en el documento WO 06/009434, para xilosa isomerasa (EC 5.3.1.5),
xilulosa cinasa (EC 2.7.1.17), ribulosa 5-fosfato epimerasa (5.1.3.1), ribulosa 5-fosfato isomerasa (EC 5.3.1,6),
transcetolasa (EC 2.2.1.1), transaldolasa (EC 2.2.1.2) y aldosa reductasa" (EC 1.1.1.21).

En una realizacion preferida, la célula eucariota de la invencidon que expresa araA, araB y araD, como se ha definido
anteriormente en el presente documento, tiene la capacidad de isomerizar xilosa a xilulosa como se ha descrito, por
ejemplo, en el documento WO 03/0624430 o en el documento WO 06/009434. La capacidad de isomerizar xilosa a
xilulosa se confiere a la célula huésped por la transformacién de la célula huésped con una construccién de acidos
nucleicos que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa. La capacidad de la célula
huésped transformada para isomerizar xilosa en xilulosa es la isomerizacion directa de xilosa a xilulosa. Esto se
entiende que significa que la xilosa se isomeriza en xilulosa en una reaccién Unica catalizada por una xilosa
isomerasa, a diferencia de la conversion de dos etapas de xilosa en xilulosa mediante un producto intermedio de
xilitol como se cataliza por xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, respectivamente.

La secuencia de nucleétidos codifica una xilosa isomerasa que se expresa preferentemente en forma activa en la
célula huésped transformada de la invencion. Asi, la expresién de la secuencia de nucleétidos en la célula huésped
produce una xilosa isomerasa con una actividad especifica de al menos 10 U de actividad de xilosa isomerasa por
mg de proteina a 30 °C, preferentemente al menos 20, 25, 30, 50, 100, 200, 300 o 500 U por mg a 30°C. La
actividad especifica de la xilosa isomerasa expresada en la célula huésped transformada se define en el presente
documento como la cantidad de unidades de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteina de lisado libre de
células de la célula huésped, por ejemplo, un lisado libre de células de levadura. La determinacion de la actividad de
xilosa isomerasa ya se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Preferentemente, la expresion de la secuencia de nucledtidos que codifica la xilosa isomerasa en la célula huésped
produce una xilosa isomerasa con una Kn, para xilosa que es inferior a 50, 40, 30 o 25 mM, mas preferentemente, la
Km para xilosa es aproximadamente 20 mM o menos.

Una secuencia de nucleétidos preferida que codifica la xilosa isomerasa puede seleccionarse del grupo que consiste
en:

(e) secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos el 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98 o0 el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO: 15;

(f) secuencias de nucleétidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 40, 50, 60, 70,
80, 90, 95, 97, 98 o0 el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 8 o SEQ ID
NO: 16;

(g) secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de acido
nucleico de (a) o (b);

(h) secuencias de nucledtidos cuya secuencia se diferencia de la secuencia de una molécula de acido nucleico de
(c) debido a la degeneracion del cédigo genético.

La secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa puede codificar tanto una xilosa isomerasa procariota
como una eucariota, es decir, una xilosa isomerasa con una secuencia de aminodacidos que es idéntica a la de una
xilosa isomerasa que se produce naturalmente en el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han
encontrado que la capacidad de una xilosa isomerasa particular para conferir a una célula huésped eucariota la
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capacidad de isomerizar xilosa en xilulosa no depende tanto de si la isomerasa es de origen procariota o eucariota.
Mas bien, esto depende de la relacién de la secuencia de aminoacidos de la isomerasa con la de la secuencia de
Piromyces (SEQ ID NO. 7). Sorprendentemente, la isomerasa de Piromyces eucariota estad mas relacionada con
isomerasas procariotas que con otras isomerasas eucariotas conocidas. Por tanto, una secuencia de nucleétidos
preferida codifica una xilosa isomerasa que tiene una secuencia de aminoacidos que esta relacionada con la
secuencia de Piromyces como se ha definido anteriormente. Una secuencia de nucleétidos preferida codifica una
xilosa isomerasa fungica (por ejemplo, de un Basidiomycete), mas preferentemente una xilosa isomerasa de un
hongo anaerobio, por ejemplo, una xilosa isomerasa de un hongo anaerobio que pertenece a las familias
Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces, Orpinomyces o Ruminomyces. Alternativamente, una secuencia de
nucledtidos preferida codifica una xilosa isomerasa bacteriana, preferentemente una bacteria Gram-negativa, mas
preferentemente una isomerasa de la clase Bacteroides, o del género Bacteroides, lo mas preferentemente de B.
thetaiotaomicron (SEQ ID NO. 15).

Para aumentar la probabilidad de que la xilosa isomerasa se exprese en forma activa en una célula huésped
eucariota tal como levadura, la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa puede adaptarse para
optimizar su uso de codones al de la célula huésped eucariota como se ha definido anteriormente en el presente
documento.

Una célula huésped para transformacién con la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa, como se
ha descrito anteriormente, es preferentemente un huésped capaz de transporte activo o pasivo de xilosa dentro de la
célula. La célula huésped contiene preferentemente glicolisis activa. La célula huésped puede contener
adicionalmente una via de pentosa fosfato endégena y puede contener actividad de xilulosa cinasa endégena de
manera que la xilulosa isomerizada a partir de xilosa pueda metabolizarse a piruvato. El huésped contiene
preferentemente adicionalmente enzimas para la conversion de piruvato a un producto de fermentacién deseado tal
como etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico,
acido malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiético 3-lactamico o
una cefalosporina. Una célula huésped preferida es una célula huésped que es naturalmente capaz de fermentacion
alcohdlica, preferentemente fermentacion alcohdlica anaerobia. La célula huésped tiene preferentemente
adicionalmente una alta tolerancia a etanol, una alta tolerancia a pH bajo (es decir, capaz de crecimiento a un pH
inferior a 5, 4, 3 0 2,5) y hacia acidos organicos como acido lactico, acido acético o acido férmico, y productos de
degradacion de azucares tales como furfural e hidroxi-metilfurfural, y una alta tolerancia a temperaturas elevadas.
Cualquiera de estas caracteristicas o actividades de la célula huésped puede estar naturalmente presente en la
célula huésped o puede introducirse o modificarse por modificacion genética. Una célula adecuada es un
microorganismo eucariota como, por ejemplo, un hongo, sin embargo, lo mas adecuado como célula huésped son
levaduras u hongos filamentosos. Levaduras y hongos filamentosos preferidos ya se han definido en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, el término célula huésped tiene el mismo significado que célula.

La célula de la invencion se transforma preferentemente con una construccion de acidos nucleicos que comprende la
secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa. La construccion de acidos nucleicos que se usa
preferentemente es la misma que la usada que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica araA, araB o
araD.

En otra realizacion preferida de la invencion, la célula de la invencion:

- que expresa araA, araB y araD, y que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en
xilulosa, como se ha definido anteriormente en el presente documento

comprende ademas una modificacion genética que aumenta el flujo de la via de pentosa fosfato, como se describe
en el documento WO 06/009434. En particular, la modificacion genética produce un elevado flujo de la via de
pentosa fosfato de parte no oxidativa. Una modificaciéon genética que produce un elevado flujo de la parte no
oxidativa de la via de pentosa fosfato se entiende en el presente documento que significa una modificacion que
aumenta el flujo al menos un factor de 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 0 20 en comparacion con el flujo en una cepa que es
genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que causa el aumento de flujo. El flujo de la parte no
oxidativa de la via de pentosa fosfato puede medirse cultivando el huésped modificado sobre xilosa como la Unica
fuente de carbono, determinandose la tasa especifica de consumo de xilosa y restandose la tasa especifica de
produccion de xilitol de la tasa especifica de consumo de xilosa, si se produce cualquier xilitol. Sin embargo, el flujo
de la parte no oxidativa de la via de pentosa fosfato es proporcional a la velocidad de crecimiento sobre xilosa como
Unica fuente de carbono, preferentemente con la velocidad de crecimiento anaerobia sobre xilosa como Unica fuente
de carbono. Hay una relacion lineal entre la velocidad de crecimiento sobre xilosa como Unica fuente de carbono
(uUmax) ¥ el flujo de la parte no oxidativa de la via de pentosa fosfato. La tasa especifica de consumo de xilosa (Qs) es
igual a la velocidad de crecimiento () dividida entre el rendimiento de biomasa sobre azucar (Yys) debido a que el
rendimiento de biomasa sobre azicar es constante (bajo un conjunto dado de condiciones: anaerobias, medio de
crecimiento, pH, antecedentes genéticos de la cepa, etc.; es decir, Qs = P/ Yxs). Por tanto, el elevado flujo de la parte
no oxidativa de la via de pentosa fosfato puede deducirse del aumento en la maxima velocidad de crecimiento bajo
estas condiciones. En una realizacion preferida, la célula comprende una modificacion genética que aumenta el flujo
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de la via de pentosa fosfato y tiene una tasa especifica de consumo de xilosa de al menos 346 mg de xilosa/g de
biomasarh.

Las modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la via de pentosa fosfato pueden introducirse en la célula
huésped de diversas formas. Incluyendo éstas, por ejemplo, lograr mayores niveles de actividad en estado
estacionario de xilulosa cinasa y/o una o mas de las enzimas de la via de pentosa fosfato de parte no oxidativa y/o
un nivel en estado estacionario reducido de actividad no especifica de aldosa reductasa. Estos cambios en los
niveles de actividad en estado estacionario pueden efectuarse por seleccion de mutantes (espontanea o inducida por
productos quimicos o radiacién) y/o por tecnologia de ADN recombinante, por ejemplo, por expresion en exceso o
inactivacion, respectivamente, de genes que codifican las enzimas o factores que regulan estos genes.

En una célula huésped mas preferida, la modificacién genética comprende la expresion en exceso de al menos una
enzima de la via de pentosa fosfato (de parte no oxidativa). Preferentemente, la enzima esta seleccionada del grupo
que consiste en las enzimas que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa
y transaldolasa, como se describen en el documento WO 06/009434.

Pueden expresarse en exceso diversas combinaciones de enzimas de la via de pentosa fosfato (de parte no
oxidativa). Por ejemplo, las enzimas que se expresan en exceso pueden ser al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato
isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transcetolasa; o al
menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato
epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las
enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y
transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y transaldolasa; o al menos las
enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-
5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa. En una realizacion de la invencion, cada una de
las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa se expresan
en exceso en la célula huésped. Es mas preferida una célula huésped en la que la modificacion genética comprende
al menos la expresion en exceso de tanto las enzimas transcetolasa como transaldolasa, ya que una célula huésped
tal ya es capaz de crecimiento anaerobio sobre xilosa. En realidad, bajo algunas condiciones, los presentes
inventores han encontrado que las células huésped que expresan en exceso solo la transcetolasa y la transaldolasa
ya tienen la misma velocidad de crecimiento anaerobia sobre xilosa que las células huésped que expresan en
exceso las cuatro las enzimas, es decir, la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa
y transaldolasa. Ademas, se prefieren las células huésped que expresan en exceso ambas enzimas ribulosa-5-
fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa con respecto a las células huésped que expresan en exceso solo la
isomerasa o solo la epimerasa, ya que la expresion en exceso de solo una de estas enzimas puede producir
desequilibrios metabdlicos.

Hay diversos medios disponibles en la materia para la expresidon en exceso de enzimas en las células de la
invencion. En particular, una enzima puede expresarse en exceso aumentando el nimero de copias del gen que
codifica la enzima en la célula huésped, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el genoma de la
célula huésped, expresando el gen a partir de un vector de expresion de multiples copias episémico o introduciendo
un vector de expresion episémico que comprende multiples copias del gen.

Alternativamente, la expresion en exceso de enzimas en las células huésped de la invencién puede lograrse usando
un promotor que no es nativo para la secuencia que codifica la enzima que va a expresarse en exceso, es decir, un
promotor que es heterdlogo a la secuencia codificante a la que estd operativamente enlazado. Promotores
adecuados para este fin ya se han definido en el presente documento.

La secuencia codificante usada para la expresion en exceso de las enzimas es preferentemente homdloga a la
célula huésped de la invencion. Sin embargo, asimismo pueden aplicarse secuencias codificantes que son
heterdlogas a la célula huésped de la invencién, como se ha mencionado en el documento WO 06/009434.

Una secuencia de nucledtidos usada para la expresion en exceso de ribulosa-5-fosfato isomerasa en la célula
huésped de la invenciéon es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-
fosfato isomerasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
el 50, 60, 70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 17 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de
hibridarse con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO. 18, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo
condiciones rigurosas.

Una secuencia de nucledtidos usada para la expresion en exceso de ribulosa-5-fosfato epimerasa en la célula
huésped de la invenciéon es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-
fosfato epimerasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
el 50, 60, 70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 19 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de
hibridarse con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO. 20, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo
condiciones rigurosas.
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Una secuencia de nucledtidos usada para la expresion en exceso de transcetolasa en la célula huésped de la
invencion es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de transcetolasa, por lo que
preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 50, 60, 70, 80, 90 o el
95 % de identidad con SEQ ID NO. 21 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de hibridarse con la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO. 22, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo condiciones
rigurosas.

Una secuencia de nucledtidos usada para la expresion en exceso de transaldolasa en la célula huésped de la
invencion es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de transaldolasa, por lo que
preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 50, 60, 70, 80, 90 o el
95 % de identidad con SEQ ID NO. 23 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de hibridarse con la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO. 24, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo condiciones
rigurosas.

Expresion en exceso de una enzima, cuando se refiere a la produccién de la enzima en una célula huésped
genéticamente modificada, significa que la enzima se produce a un nivel mas alto de actividad enzimatica especifica
en comparacion con la célula huésped no modificada bajo condiciones idénticas. Normalmente, esto significa que la
proteina enzimaticamente activa (o proteinas en el caso de enzimas de mdultiples subunidades) se produce en
mayores cantidades, 0 mas bien a un mayor nivel en estado estacionario en comparacion con la célula huésped sin
modificar bajo condiciones idénticas. Similarmente, esto normalmente significa que el ARNm que codifica la proteina
enzimaticamente activa se produce en cantidades mayores, o nuevamente mas bien a un mayor nivel en estado
estacionario en comparacion con la célula huésped sin modificar bajo condiciones idénticas. La expresion en exceso
de una enzima se determina asi preferentemente midiendo el nivel de actividad especifica de la enzima en la célula
huésped usando ensayos enzimaticos apropiados como se describen en el presente documento. Alternativamente,
la expresidon en exceso de la enzima puede determinarse indirectamente cuantificando el nivel en estado
estacionario especifico de la proteina de enzima, por ejemplo, usando anticuerpos especificos para la enzima, o
cuantificando el nivel estacionario especifico del ARNm que codifica la enzima. Lo Ultimo puede ser particularmente
adecuado para enzimas de la via de pentosa fosfato para las que los ensayos enzimaticos no son facilmente
factibles, ya que los sustratos para las enzimas no estan comercialmente disponibles. Preferentemente, en las
células huésped de la invencién, una enzima que va a expresarse en exceso Se expresa en exceso al menos un
factor de 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 0 20 en comparaciéon con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la
modificacion genética que causa la expresion en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresion en
exceso pueden aplicarse al nivel en estado estacionario de la actividad de la enzima, el nivel en estado estacionario
de la proteina de la enzima, ademas de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En otra realizacion preferida, la célula huésped de la invencion:

- que expresa araA, araB y araD, y que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa,
y opcionalmente

- que comprende una modificacion genética que aumenta el flujo de la via de pentosa como se ha definido
anteriormente en el presente documento

comprende ademas una modificacion genética que aumenta la actividad especifica de xilulosa cinasa.
Preferentemente, la modificacion genética produce la expresion en exceso de una xilulosa cinasa, por ejemplo, por
expresion en exceso de una secuencia de nucledtidos que codifica una xilulosa cinasa. El gen que codifica la
xilulosa cinasa puede ser enddgeno a la célula huésped o puede ser una xilulosa cinasa que es heterdloga a la
célula huésped. Una secuencia de nucledtidos usada para la expresion en exceso de xilulosa cinasa en la célula
huésped de la invencion es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de xilulosa
cinasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 50, 60,
70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 25 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de
hibridarse con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO. 26, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo
condiciones rigurosas.

Una xilulosa cinasa particularmente preferida es una xilosa cinasa que esta relacionada con la xilulosa cinasa xy/B
de Piromyces como se ha mencionado en el documento WO 03/0624430. Una secuencia de nucledtidos mas
preferida para su uso en la expresion en exceso de xilulosa cinasa en la célula huésped de la invenciéon es una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de xilulosa cinasa, por lo que preferentemente el
polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90 o el 95 % de
identidad con SEQ ID NO. 27 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de hibridarse con la secuencia de
nucleotidos de SEQ ID NO. 28, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo condiciones rigurosas.

En las células huésped de la invencion, la modificacion genética que aumenta la actividad especifica de xilulosa
cinasa puede combinarse con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de la via de pentosa fosfato
como se ha descrito anteriormente, pero esta combinacién no es esencial para la invencién. Asi, una célula huésped
de la invencién que comprende una modificacion genética que aumenta la actividad especifica de xilulosa cinasa,
ademas de la expresion de las enzimas araA, araB y araD como se define en el presente documento, se incluye
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especificamente en la invencion. Los diversos medios disponibles en la materia para alcanzar y analizar la expresion
en exceso de una xilulosa cinasa en las células huésped de la invenciéon son los mismos que se han descrito
anteriormente para enzimas de la via de pentosa fosfato. Preferentemente en las células huésped de la invencion,
una xilulosa cinasa que va a expresarse en exceso se expresa en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5,2, 5,10 0
20 en comparacion con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que causa la
expresion en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresion en exceso pueden aplicarse al nivel en
estado estacionario de la actividad de la enzima, el nivel en estado estacionario de la proteina de la enzima, ademas
de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En otra realizacion preferida, la célula huésped de la invencion:

- que expresa araA, araB y araD, y que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa,
y opcionalmente

- que comprende una modificaciéon genética que aumenta el flujo de la via de pentosa y/o

- que comprende ademas una modificacion genética que aumenta la actividad especifica de xilulosa cinasa,
todas como se ha definido anteriormente en el presente documento

comprende ademas una modificacion genética que reduce la actividad no especifica de aldosa reductasa en la
célula huésped. Preferentemente, la actividad no especifica de aldosa reductasa se reduce en la célula huésped por
una o mas modificaciones genéticas que reducen la expresion de o inactivan un gen que codifica una aldosa
reductasa no especifica, como se describe en el documento WO 06/009434. Preferentemente, las modificaciones
genéticas reducen o inactivan la expresion de cada copia endégena de un gen que codifica una aldosa reductasa no
especifica en la célula huésped. Las células huésped pueden comprender copias multiples de genes que codifican
aldosas reductasas no especificas como resultado de di-, poli- o aneu-ploidia, y/o la célula huésped puede contener
varias (iso)enzimas diferentes con actividad de aldosa reductasa que se diferencian en la secuencia de aminoacidos
y que estan cada una codificada por un gen diferente. También en tales casos, preferentemente la expresion de
cada gen que codifica una aldosa reductasa no especifica se reduce o inactiva. Preferentemente, el gen se inactiva
por la delecion de al menos parte del gen o por la rotura del gen, por lo que en este contexto el término gen también
incluye cualquier secuencia no codificante en la direccion 5' o en la direccion 3' de la secuencia codificante,
produciendo la delecion o inactivacion (parcial) una reduccion de la expresion de la actividad no especifica de aldosa
reductasa en la célula huésped. Una secuencia de nucleétidos que codifica una aldosa reductasa cuya actividad va a
reducirse en la célula huésped de la invencion es una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con la
actividad de aldosa reductasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos el 50, 60, 70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 29, o por lo que la secuencia de
nucledtidos es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 30 bajo condiciones moderadas,
preferentemente bajo condiciones rigurosas.

En las células huésped de la invencion, la expresion de las enzimas araA, araB y araD, como se define en el
presente documento, se combina con la modificacion genética que reduce la actividad no especifica de aldosa
reductasa. La modificacion genética que conduce a la reduccion de la actividad no especifica de aldosa reductasa
puede combinarse con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de la via de pentosa fosfato y/o con
cualquiera de las modificaciones que aumentan la actividad especifica de xilulosa cinasa en las células huésped
como se ha descrito anteriormente, pero estas combinaciones no son esenciales para la invencion. Asi, una célula
huésped que expresa araA, araB y araD, que comprende una modificacion genética adicional que reduce la
actividad no especifica de aldosa reductasa, esta especificamente incluida en la invencion.

En una realizacion preferida, la célula huésped es CBS 120327 depositada en el CBS Institute (Los Paises Bajos) el
27 de septiembre de 2006.

En otra realizacién preferida, la invencion se refiere a células huésped modificadas que se adaptan adicionalmente a
L-arabinosa (usan L-arabinosa y/o la convierten en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de
fermentacion deseado y opcionalmente utilizacion de xilosa por seleccion de mutantes, tanto espontaneos como
inducidos (por ejemplo, por radiaciéon o productos quimicos), para el crecimiento sobre L-arabinosa y opcionalmente
xilosa, preferentemente sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa como unica fuente de carbono, y mas
preferentemente en condiciones anaerobias. La seleccion de mutantes puede realizarse sometiendo a pases en
serie cultivos como, por ejemplo, se describe por Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664) y/o por cultivo
bajo presion selectiva en un cultivo en quimiostato como se describe en el Ejemplo 4 del documento WO 06/009434.
Este proceso de seleccion puede continuarse en tanto que sea necesario. Este proceso de seleccion se lleva a cabo
preferentemente durante una semana hasta un afio. Sin embargo, el proceso de seleccion puede llevarse a cabo
durante un periodo de tiempo mas largo, si fuera necesario. Durante el proceso de seleccion, las células se cultivan
preferentemente en presencia de aproximadamente 20 g/I de L-arabinosa y/o aproximadamente 20 g/l de xilosa. Se
espera que la célula obtenida al final de este proceso de seleccion mejore en cuanto a sus capacidades de uso de L-
arabinosa y/o xilosa, y/o de conversion de L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de
fermentacion deseado tal como etanol. En este contexto "célula mejorada" puede significar que la célula obtenida es
capaz de usar L-arabinosa y/o xilosa de una forma mas eficiente que la célula de la que se deriva. Por ejemplo, se
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espera que la célula obtenida crezca mejor: aumento de la velocidad de crecimiento especifica de al menos el 2 %
con respecto a la célula de la que se deriva bajo las mismas condiciones. Preferentemente, el aumento es de al
menos el 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o mas. La velocidad de crecimiento especifica puede calcularse a
partir de la DOgsp como se conoce por el experto. Por tanto, monitorizando la DOegso, puede deducirse la velocidad de
crecimiento especifica. En este contexto, "célula mejorada" puede también significar que la célula obtenida convierte
L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de fermentacién deseado tal como etanol de una
forma mas eficiente que la célula de la que se deriva. Por ejemplo, se espera que la célula obtenida produzca
mayores cantidades de L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de fermentaciéon deseado tal como etanol:
aumento de al menos uno de estos compuestos de al menos el 2 % con respecto a la célula de la que se deriva bajo
las mismas condiciones. Preferentemente, el aumento es de al menos el 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25% o
mas. En este contexto, "célula mejorada” también puede significar que la célula obtenida convierte xilosa en xilulosa
y/o un producto de fermentacion deseado tal como etanol de una forma mas eficiente que la célula de la que se
deriva. Por ejemplo, se espera que la célula obtenida produzca mayores cantidades de xilulosa y/o un producto de
fermentacion deseado tal como etanol: aumento de al menos uno de estos compuestos de al menos el 2 % con
respecto a la célula de la que se deriva bajo las mismas condiciones. Preferentemente, el aumento es de al menos el
4 %, 6 %, 8%, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o mas.

En una célula huésped preferida de la invencion, al menos una de las modificaciones genéticas descritas
anteriormente, que incluye modificaciones obtenidas por seleccion de mutantes, confiere a la célula huésped la
capacidad de crecer sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa como fuente de carbono, preferentemente como la
Unica fuente de carbono, y preferentemente en condiciones anaerobias. Preferentemente, la célula huésped
modificada no produce esencialmente xilitol, por ejemplo, el xilitol producido esta por debajo del limite de deteccion
0, por ejemplo, inferior al 5, 2, 1, 0,5 0 0,3 % del carbono consumido en una base molar.

Preferentemente, la célula huésped modificada tiene la capacidad de crecer sobre L-arabinosa y opC|onaImente
xilosa como la Unica fuente de carbono a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,1, 0,2, 0,250 0,3 h!
bajo condiciones aeroblas 0, si es aplicable, a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,07, 0,08, 0,09,
0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h' en condiciones anaerobias Preferentemente, la célula huésped modificada tiene la
capacidad de crecer sobre una mezcla de glucosa y L-arabinosa y opcionalmente xilosa (en una relacion 1:1 de
peso) como unica fuente de carbono a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 0 0,3 h'
bajo cond|C|ones aerobias, o, si es aplicable, a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,1, 0,12, 0,150
0,2 h™ en condiciones anaerobias.

Preferentemente, la célula huésped modificada tiene una tasa de consumo de L-arabinosa y opcionalmente xilosa
especifica de al menos 346, 350, 400, 500, 600, 650, 700, 750, 800, 900 o 1000 mg/g de células/h. Preferentemente,
la célula huésped modificada tiene un rendimiento de producto de fermentacion (tal como etanol) sobre L-arabinosa
y opcionalmente xilosa que es al menos el 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 85, 90, 95 o el 98 % del
rendimiento de la célula huésped del producto de fermentacion (tal como etanol) sobre glucosa. Mas
preferentemente, el rendimiento de producto de fermentacion (tal como etanol) de la célula huésped modificada
sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa es igual al rendimiento de producto de fermentacion (tal como etanol) de la
célula huésped sobre glucosa. Asimismo, el rendimiento de biomasa de la célula huésped modificada sobre L-
arabinosa y opcionalmente xilosa es preferentemente al menos el 55, 60, 70, 80, 85, 90, 95 o0 98 % del rendimiento
de biomasa de la célula huésped sobre glucosa. Mas preferentemente, el rendimiento de biomasa de la célula
huésped modificada sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa es igual al rendimiento de biomasa de la célula
huésped sobre glucosa. Se entiende que en la comparacién de rendimiento sobre glucosa y L-arabinosa y
opcionalmente xilosa ambos rendimientos se comparan en condiciones aerobias o ambos en condiciones
anaerobias.

En una realizaciéon mas preferida, la célula huésped es CBS 120328 depositada en el CBS Institute (Los Paises
bajos) el 27 de septiembre de 2006 o CBS 121879 depositada en el CBS Institute (Los Paises bajos) el 20 de
septiembre de 2007.

En una realizacién preferida, la célula expresa una o mas enzimas que confieren a la célula la capacidad de producir
al menos un producto de fermentacion seleccionado del grupo que consiste en etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-
propidnico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, un aminoacido,
1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiético B-lactamico y una cefalosporina. En una realizacion mas
preferida, la célula huésped de la invencién es una célula huésped para la producciéon de etanol. En otra realizacion
preferida, la invencion se refiere a una célula huésped transformada para la produccién de productos de
fermentacion distintos de etanol. Tales productos de fermentacién no etandlicos incluyen en principio cualquier
producto quimico a granel o fino que pueda producirse por un microorganismo eucariota tal como una levadura o un
hongo filamentoso. Tales productos de fermentacion incluyen, por ejemplo, acido lactico, acido 3-hidroxi-propionico,
acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-
propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiético B-lactamico y una cefalosporina. Una célula huésped preferida
de la invencién para la produccion de productos de fermentacién no etandlicos es una célula huésped que contiene
una modificaciéon genética que produce actividad de alcohol deshidrogenasa disminuida.
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Método

En otro aspecto, la invencion se refiere a procesos de fermentacion en los que una célula huésped de la invencion
se usa para la fermentacion de una fuente de carbono que comprende una fuente de L-arabinosa y opcionalmente
una fuente de xilosa. Preferentemente, la fuente de L-arabinosa y la fuente de xilosa son L-arabinosa y xilosa.
Ademas, la fuente de carbono en el medio de fermentacién también puede comprender una fuente de glucosa. La
fuente de L-arabinosa, xilosa o glucosa puede ser L-arabinosa, xilosa o glucosa como tales o puede ser cualquier
oligo- o polimero de hidrato de carbono que comprende unidades de L-arabinosa, xilosa o glucosa, tales como, por
ejemplo, lignocelulosa, xilanos, celulosa, almidon, arabinano y similares. Para la liberacion de las unidades de xilosa
o glucosa de tales hidratos de carbono, carbohidrasas apropiadas (tales como xilanasas, glucanasas, amilasas y
similares) pueden afiadirse al medio de fermentacion o pueden producirse por la célula huésped modificada. En el
Ultimo caso, la célula huésped modificada puede ser genéticamente manipulada para producir y excretar tales
carbohidrasas. Una ventaja adicional de uso de fuentes de glucosa oligo- o poliméricas es que permite mantener una
concentracion (mas) baja de glucosa libre durante la fermentacion, por ejemplo, usando cantidades limitantes de la
velocidad de las carbohidrasas. Esto, a su vez, prevendra la represion de sistemas requeridos para el metabolismo y
el transporte de azlcares no de glucosa tales como xilosa. En un proceso preferido, la célula huésped modificada
fermenta tanto la L-arabinosa (opcionalmente xilosa) como la glucosa, preferentemente simultaneamente, en cuyo
caso se usa preferentemente una célula huésped modificada que es insensible a la represion de glucosa para
prevenir el crecimiento diauxico. Ademas de una fuente de L-arabinosa, opcionalmente xilosa (y glucosa) como
fuente de carbono, el medio de fermentacion comprendera ademas el componente apropiado requerido para el
crecimiento de la célula huésped modificada. Composiciones de medios de fermentacion para el crecimiento de
microorganismos tales como levaduras u hongos filamentosos son muy conocidas en la técnica.

En un proceso preferido, se proporciona un proceso de produccién de un producto de fermentacion seleccionado del
grupo que consiste en etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propionico, acido acrilico, acido acético, acido succinico,
acido citrico, acido malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiético
B-lactamico y una cefalosporina, por el cual el proceso comprende las etapas de:

(a) fermentar un medio que contiene una fuente de L-arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula
huésped modificada como se define en el presente documento, por el cual la célula huésped fermenta L-
arabinosa y opcionalmente xilosa en el producto de fermentacion, y opcionalmente,

(b) recuperar el producto de fermentacion.

El proceso de fermentacion es un proceso para la produccion de un producto de fermentacion tal como, por ejemplo,
etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propidnico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido
malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiético B-lactamico, tal
como penicilina G o penicilina V y derivados fermentativos de los mismos, y/o una cefalosporina. El proceso de
fermentacion puede ser un proceso de fermentacion aerobio o anaerobio. Un proceso de fermentacion anaerobio se
define en el presente documento como un proceso de fermentacion realizado en ausencia de oxigeno o en el que
sustancialmente no se consume oxigeno, preferentemente menos de 5, 2,5 o 1 mmol/l/h, mas preferentemente se
consumen 0 mmol/l/h (es decir, el consumo de oxigeno no es detectable), y en el que las moléculas organicas sirven
de tanto donante de electrones como de aceptores de electrones. En ausencia de oxigeno, la NADH producida en la
glicdlisis y formacion de biomasa no puede oxidarse por fosforilacion oxidativa. Para resolver este problema, muchos
microorganismos usan piruvato o uno de sus derivados como aceptor de electrones y de hidrogeno, regenerando asi
NAD*. Asi, en un proceso de fermentacién anaerobio preferido se usa piruvato como electrén (y aceptor de
hidrégeno) y se reduce dando productos de fermentacion tales como etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propionico,
acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-
propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiético B-lactamicos y una cefalosporina. En una realizacion preferida,
el proceso de fermentacion es anaerobio. Un proceso anaerobio es ventajoso ya que es mas barato que los
procesos aerobios: se necesita equipo menos especial. Ademas, se espera que los procesos anaerobios den un
mayor rendimiento de producto que los procesos aerobios. Bajo condiciones aerobias, normalmente el rendimiento
de la biomasa es superior a en condiciones anaerobias. Como consecuencia, normalmente bajo condiciones
aerobias, el rendimiento de producto esperado es mas bajo que bajo condiciones anaerobias. Segun los inventores,
el proceso de la invencion es el primer proceso de fermentacion anaerobio con un medio que comprende una fuente
de L-arabinosa que ha sido desarrollado hasta la fecha.

En otra realizacion preferida, el proceso de fermentacién es bajo condiciones limitadas de oxigeno. Mas
preferentemente, el proceso de fermentacion es aerobio y bajo condiciones limitadas de oxigeno. Un proceso de
fermentacion limitado en oxigeno es un proceso en el que el consumo de oxigeno esta limitado por la transferencia
de oxigeno del gas al liquido. El grado de limitacion de oxigeno se determina por la cantidad y composicion del flujo
de gas entrante, ademas de las propiedades de mezcla/transferencia de masa reales del equipo de fermentacion
usado. Preferentemente, en un proceso bajo condiciones limitadas de oxigeno, la tasa de consumo de oxigeno es al
menos 5,5, mas preferentemente al menos 6, e incluso mas preferentemente al menos 7 mmol/l/h.

El proceso de fermentacion se realiza preferentemente a una temperatura que es 6ptima para la célula modificada.
Asi, para la mayoria de las levaduras o células fungicas, el proceso de fermentacién se realiza a una temperatura
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que es inferior a 42 °C, preferentemente inferior a 38 °C. Para levadura o células huésped fungicas filamentosas, el
proceso de fermentacion se realiza preferentemente a una temperatura que es inferior a 35, 33, 30 0 28 °C y a una
temperatura que es superior a 20, 22 o 25 °C.

Un proceso preferido es un proceso para la producciéon de etanol, por el cual el proceso comprende las etapas de:
(a) fermentar un medio que contiene una fuente de L-arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula huésped
modificada como se define en el presente documento, por el cual la célula huésped fermenta L-arabinosa y
opcionalmente xilosa en etanol; y opcionalmente, (b) recuperacion del etanol. EI medio de fermentacion también
puede comprender una fuente de glucosa que también se fermenta en etanol. En una realizacién preferida, el
proceso de fermentacion para la produccion de etanol es anaerobio. Anaerobio ya se ha definido anteriormente en el
presente documento. En otra realizacion preferida, el proceso de fermentacién para la produccién de etanol es
aerobio. En otra realizacion preferida, el proceso de fermentacion para la produccion de etanol es bajo condiciones
limitadas de oxigeno, mas preferentemente aerobio y bajo condiciones limitadas de oxigeno. Las condiciones
limitadas de oxigeno ya se han definido anteriormente en el presente documento.

En el proceso, la productividad volumétrica del etanol es preferentemente al menos 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 5,0 0
10,0 g de etanol por litro por hora. El rendimiento de etanol sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa y/o glucosa en
el proceso es preferentemente al menos el 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 95 o el 98 %. El rendimiento de
etanol se define en el presente documento como un porcentaje del maximo rendimiento tedrico que, para glucosa y
L-arabinosa y opcionalmente xilosa, es 0,51 g de etanol por g de glucosa o xilosa. En otra realizacién preferida, la
invencion se refiere a un proceso de produccién de un producto de fermentacion seleccionado del grupo que
consiste en acido lactico, acido 3-hidroxi-propidnico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido
malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiético -lactamico y una
cefalosporina. El proceso comprende preferentemente las etapas de (a) fermentar un medio que contiene una fuente
de L-arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula huésped modificada como se define en el presente documento
anteriormente, por el cual la célula huésped fermenta L-arabinosa y opcionalmente xilosa en el producto de
fermentacion, y opcionalmente, (b) recuperacion del producto de fermentacion. En un proceso preferido, el medio
también contiene una fuente de glucosa.

En el proceso de fermentacion de la invencion que conduce a la produccién de etanol, pueden citarse varias
ventajas por comparacion con procesos de fermentacion de etanol conocidos:

- son posibles procesos anaerobios.

- también son posibles condiciones limitadas de oxigeno.

- pueden obtenerse mayores rendimientos de etanol y velocidades de produccién de etanol.
- la cepa usada puede ser capaz de usar L-arabinosa y opcionalmente xilosa.

Alternativamente a los procesos de fermentacién descritos anteriormente, otro proceso de fermentacion se
proporciona como otro aspecto de la invencion en el que al menos dos células distintas se usan para la fermentacion
de una fuente de carbono que comprende al menos dos fuentes de carbono seleccionadas del grupo que consiste
en, pero no se limita a: una fuente de L-arabinosa, una fuente de xilosa y una fuente de glucosa. En este proceso de
fermentacion, "al menos dos células distintas" significa que este proceso es preferentemente un proceso de co-
fermentacion. En una realizacién preferida, se usan dos células distintas: siendo una la de la invencién como se ha
definido anteriormente capaz de usar L-arabinosa, y/o de convertirla en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un
producto de fermentaciéon deseado tal como etanol y siendo opcionalmente capaz de usar xilosa, siendo la otra, por
ejemplo, una cepa que es capaz de usar xilosa y/o de convertirla en un producto de fermentacion deseado tal como
etanol como se define en los documentos WO 03/062430 y/o WO 06/009434. Una célula que es capaz de usar
xilosa es preferentemente una cepa que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa (en una
etapa) como se ha definido anteriormente en el presente documento. Estas dos cepas distintas se cultivan
preferentemente en presencia de una fuente de L-arabinosa, una fuente de xilosa y opcionalmente una fuente de
glucosa. Pueden co-cultivarse tres células distintas o mas y/o pueden usarse tres o mas fuentes de carbono,
siempre que al menos una célula sea capaz de usar al menos una fuente de carbono presente y/o convertirla en un
producto de fermentacién deseado tal como etanol. La expresion "uso de al menos una fuente de carbono" tiene el
mismo significado que la expresion "uso de L-arabinosa". La expresion "convertirla (es decir, una fuente de carbono)
en un producto de fermentacion deseado tiene el mismo significado que la expresién "convierten L-arabinosa en un
producto de fermentaciéon deseado".

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a un proceso de produccién de un producto de fermentacién
seleccionado del grupo que consiste en etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido acético,
acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, aminoacidos, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanal,
antibioticos B-lactamicos y cefalosporinas, por el cual el proceso comprende las etapas de:

(a) fermentar un medio que contiene al menos una fuente de L-arabinosa y una fuente de xilosa con una
célula de la invencién como se ha definido anteriormente en el presente documento y una célula capaz de
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usar xilosa y/o que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa, por el cual cada
célula fermenta L-arabinosa y/o xilosa en el producto de fermentacion, y opcionalmente,

(b) recuperar el producto de fermentacion.

Todas las realizaciones preferidas de los procesos de fermentacion que se han descrito anteriormente también son
realizaciones preferidas de estos procesos de fermentacion adicionales: identidad del producto de fermentacion,
identidad de la fuente de L-arabinosa y fuente de xilosa, condiciones de fermentacion (condiciones aerobias o
anaerobias, condiciones limitadas de oxigeno, temperatura a la que se estd llevando a cabo el proceso,
productividad de etanol, rendimiento de etanaol).

Modificaciones genéticas

Para la expresion en exceso de enzimas en las células huésped de la invencién como se ha descrito anteriormente,
ademas de para modificacion genética adicional de células huésped, preferentemente levaduras, las células
huésped se transforman con las diversas construcciones de acidos nucleicos de la invencion por métodos muy
conocidos en la técnica. Tales métodos son conocidos, por ejemplo, de libros de texto estandar, tales como
Sambrook y Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al, eds., "Current protocols in molecular biology", Green
Publishing and Wiley Interscience, New York (1987). Métodos de transformacion y modificacion genética de células
huésped fungicas se conocen de, por ejemplo, los documentos EP-A-0 635 574, WO 98/46772, WO 99/60102 y WO
00/37671.

Se han descrito anteriormente promotores para su uso en las construcciones de acidos nucleicos para la expresion
en exceso de enzimas en las células huésped de la invenciéon. En las construcciones de acidos nucleicos para la
expresion en exceso, el extremo 3' de la secuencia de acido nucleétido que codifica la(s) enzima(s) esta
preferentemente operativamente enlazado a una secuencia terminadora de la transcripcién. Preferentemente, la
secuencia terminadora es operable en una célula huésped de eleccion tal como, por ejemplo, la especie de levadura
de eleccion. En cualquier caso, la eleccion del terminador no es critica; puede, por ejemplo, ser de cualquier gen de
levadura, aunque los terminadores pueden algunas veces funcionar si son de un gen eucariota no de levadura. La
secuencia de terminaciéon de la transcripcion comprende preferentemente adicionalmente una sefial de
poliadenilaciéon. Secuencias terminadoras preferidas son los terminadores de alcohol deshidrogenasa (ADH1) y de
PGI1. Mas preferentemente, los terminadores de ADH1 y de PGI1 son ambos de S. cerevisiae (SEQ ID NO: 50 y
SEQ ID NO: 53, respectivamente).

Opcionalmente, un marcador de selecciéon puede estar presente en la construcciéon de acidos nucleicos. Como se
usa en el presente documento, el término "marcador” se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que
permite la seleccion de, o el cribado de, una célula huésped que contiene el marcador. El gen marcador puede ser
un gen de resistencia a antibidtico, por el cual el antibiético apropiado puede usarse para seleccionar células
transformadas de entre células que no estan transformadas. Preferentemente, sin embargo, se usan marcadores de
resistencia no de antibidtico, tales como marcadores auxotréficos (URA3, TRP1, LEU2). En una realizacion
preferida, las células huésped transformadas con las construcciones de acidos nucleicos estan libres de gen
marcador. Métodos de construccion de células huésped microbianas libres de gen marcador recombinante se
desvelan en el documento EPA-0 635 574 y se basan en el uso de marcadores bidireccionales. Alternativamente, un
marcador que puede cribarse tal como la proteina verde fluorescente, lacZ, luciferasa, cloranfenicol acetiltransferasa,
beta-glucuronidasa puede incorporarse en las construcciones de acidos nucleicos de la invencion permitiendo cribar
células transformadas.

Elementos adicionales opcionales que pueden estar presentes en las construcciones de acidos nucleicos de la
invencion incluyen, pero no se limitan a, una o mas secuencias conductoras, potenciadores, factores de integracion
y/o genes indicadores, secuencias de intrones, centromeros, telémeros y/o secuencias de unién a matriz (MAR). Las
construcciones de acidos nucleicos de la invencion pueden comprender ademas una secuencia para la replicacion
auténoma, tal como una secuencia ARS. Construcciones de acidos nucleicos episémicas adecuadas pueden, por
ejemplo, basarse en los plasmidos 2y o pKD1 de levadura (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9:968-975).
Alternativamente, la construcciéon de acidos nucleicos puede comprender secuencias para la integracion,
preferentemente por recombinacion homoéloga. Tales secuencias pueden asi ser secuencias homologas al sitio diana
para la integracién en el genoma de la célula huésped. Las construcciones de acidos nucleicos de la invencion
pueden proporcionarse de un modo por si conocido, que generalmente implica técnicas tales como restringir y
enlazar acidos nucleicos/secuencias de acidos nucleicos, para lo que se hace referencia a los libros de texto
estandar, tales como Sambrook y Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion), Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Métodos de inactivacion y rotura de genes en levadura u hongos son muy conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Fincham, 1989, Microbiol Rev. 53(1):148-70 y el documento EP-A-0 635 574).

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no
limitante para significar que las cosas que siguen a la palabra estan incluidas, pero las cosas no especificamente
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mencionadas no se excluyen. Ademas, referencia a un elemento por el articulo indefinido "un" o "una" no excluye la
posibilidad de que mas de un elemento esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y
solo uno de los elementos. El articulo indefinido "un" o "una" significa asi normalmente "al menos uno".

La invencion se describe adicionalmente por los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitantes del
alcance de la invencion.

Ejemplos

Construccion de plasmidos y de cepas
Cepas

La cepa de Saccharomyces cerevisiae que consume L-arabinosa descrita en este trabajo se basa en la cepa
RWB220, que es ella misma un derivado de RWB217. RWB217 es una cepa CEN.PK en la que cuatro genes que
codifican la expresiéon de enzimas en la via de pentosa fosfato han sido expresados en exceso, TAL1, TKL1, RPET,
RKI1 (Kuyper et al., 2005a). Ademas, se ha delecionado el gen que codifica una aldosa reductasa (GRES3). La cepa
RWB217 también contiene dos plasmidos, una plasmido de copia Unica con un marcador LEUZ2 para la expresion en
exceso de la xilulocinasa (XKS17) y un plasmido episdmico de copias multiples con URA3 como marcador para la
expresion de la xilosa isomerasa, XylA. Se someti6 RWB217 a un procedimiento de seleccidon para crecimiento
mejorado sobre xilosa que se describe en Kuyper et al. (2005b). El procedimiento produjo dos cepas puras, RWB218
(Kuyper et al., 2005b) y RWB219. La diferencia entre RWB218 y RWB219 es que después del procedimiento de
seleccion, RWB218 se obtuvo sembrando y volviendo a cultivar en linea sobre medio mineral con glucosa como
fuente de carbono, mientras que para RWB219 se usé xilosa.

La cepa RWB219 se cultivd no selectivamente sobre YP con glucosa (YPD) como fuente de carbono con el fin de
facilitar la pérdida de ambos plasmidos. Después de sembrar sobre YPD, se probaron colonias individuales para la
pérdida de plasmidos estudiando cuidadosamente la auxotropia de uracilo y leucina. Una cepa que habia perdido
ambos plasmidos se transformé con pSH47, que contiene la recombinasa cre, con el fin de eliminar un casete
KanMX (Guldener et al., 1996), todavia presente después de integrar la construccion de expresion en exceso RKI1.
Colonias con el plasmido se resuspendieron en medio de peptona de levadura (YP) (10 g/l de extracto de levadura y
20 g/l de peptona, ambos de BD Difco Belgium) con 1 % de galactosa y se incubaron durante 1 hora a 30 °C. Se
sembraron aproximadamente 200 células sobre YPD. Las colonias resultantes se comprobaron para pérdida del
marcador KanMX (resistencia a G418) y pSH47 (URA3). Una cepa que habia perdido tanto el marcador KanMX
como el plasmido pSH47 se llamé entonces RWB220. Para obtener la cepa probada en esta patente, RWB220 se
transformé con pRW231 y pRW243 (Tabla 2), produciendo la cepa IMS0001.

Durante la construccion, las cepas se mantuvieron sobre YP complejo: 10 g I'' de extracto de levadura (BD Difco), 20
g I'" de peptona (BD Difco) o medio sintético (MY) (Verduyn et al., 1992) complementado con glucosa (2 %) como
fuente de carbono (YPD o MYD) y 1,5 % de agar en el caso de placas. Después de la transformacion con plasmidos,
las cepas se sembraron sobre MYD.

Las transformaciones de levadura se hicieron segun Gietz y Woods (2002). Los plasmidos se amplificaron en la cepa
XL-1 blue de Escherichia coli (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.). La transformacion se realizé segun Inoue et al.
(1990). Se cultivé E. coli sobre placas de LB (Luria-Bertani) o en medio TB liquido (caldo Terrific) para el aislamiento
de plasmidos (Sambrook et al, 1989).

Plasmidos

Con el fin de cultivar sobre L-arabinosa, la levadura necesita expresar tres genes diferentes, una L-arabinosa
isomerasa (AraA), una L-ribulocinasa (AraB) y una L-ribulosa-5-P 4-epimerasa (AraD) (Becker y Boles, 2003). En
este trabajo, los presentes inventores han elegido expresar AraA, AraB y AraD a partir de la bacteria acido lactica
Lactobacillus plantarum en S. cerevisiae. Debido a que el objetivo eventual es consumir L-arabinosa en combinacion
con otros azucares, como D-xilosa, los genes que codifican la via de L-arabinosa bacteriana se combinaron sobre el
mismo plasmido con los genes que codifican el consumo de D-xilosa.

Con el fin de conseguir un alto nivel de expresion, los genes AraA y AraD de L. plantarum se ligaron dentro del
plasmido pAKX002, el plasmido que lleva 2u XylA.

Se construyd el casete de AraA amplificando una version truncada del promotor de TDH3 con Spel5'Ptdh3 y
5'AraAPtdh3 (SEQ ID NO: 49), el gen AraA con Ptdh5'AraA y Tadh3'AraA y el terminador ADH1 (SEQ ID NO: 50)
con 3'AraATadh1 y 3'Tadh1-Spel. Los tres fragmentos se extrajeron del gel y se mezclaron en cantidades
aproximadamente equimolares. Sobre esta mezcla se realizé una PCR usando los oligonucleétidos Spel-5'Ptdh3 y
3'Tadh1Spel. El casete Prpns-AraA-Taph1 resultante se purificd en gel, se corté en los sitios Spel de 5"y 3'y
entonces se ligd en pAKX002 cortado con Nhel, produciendo el plasmido pRW230.

La construccion de AraD se produjo amplificando primero una version truncada del promotor de HXT7 (SEQ ID NO:
52) con los oligonucléotidos Sall5'Phxt7 y 5'AraDPhxt, el gen AraD con Phxt5' AraD y Tpgi3'AraD y la region
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terminadora GPI1 (SEQ ID NO: 53) con los oligonucleétidos 3'AraDTpgi y 3'TpgiSall. Los fragmentos resultantes se
extrajeron del gel y se mezclaron en cantidades aproximadamente equimolares, después de lo cual se realizd una
PCR usando los oligonucleétidos Sall5'Phxt7 y 3'Tpgi1Sall. El casete Phxrr-AraD-Tegis resultante se purifico en gel,
se cortd en los sitios Sall de 5' y 3' y entonces se ligo en pRW230 cortado con Xhol, produciendo el plasmido
pRW231 (Figura 1).

Debido a que una expresion demasiado alta de la L-ribulocinasa es perjudicial para el crecimiento (Becker y Boles,
2003), el gen AraB se combiné con el gen XKS1, que codifica xilulocinasa, sobre un plasmido de integracion. Para
esto, p415ADHXKS (Kuyper et al., 2005a) se cambié primero a pRW229, cortando tanto p415ADHXKS como
pRS305 con Pvul y ligando el fragmento de Pvul que contiene ADHXKS de p415ADHXKS al esqueleto de vector de
pRS305, produciendo pRW229.

Se produjo un casete, que contiene el gen AraB de L. plantarum entre el promotor de PGI1 (SEQ ID NO: 51) y el
terminador de ADH1 (SEQ ID NO: 50) amplificando el promotor de PGI1 con los oligonucledtidos Sacl5'Ppgi1 y
5'AraBPpgi1, el gen AraB con los oligonucleétidos Ppgi5'AraB y Tadh3'AraB y el terminador de ADH1 con los
oligonucledtidos 3'AraBTadhl y 3'Tadh1Sacl. Los tres fragmentos se extrajeron del gel y se mezclaron en cantidades
aproximadamente equimolares. Sobre esta mezcla se realizé6 una PCR usando los oligonucleétidos Sacl-5'Ppgi1 y
3'Tadh1Sacl. El casete Ppgii-AraB-Tap1 resultante se purificod en gel, se corté en los sitios Sacl de 5'y 3' y entonces
se ligé en pRW229 cortado con Sacl, produciendo el plasmido pRW243 (Figura 1).

La cepa RWB220 se transformé con pRW231 y pRW243 (Tabla 2), produciendo la cepa IMS0001.

Se usaron endonucleasas de restriccion (New England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU. y Roche, Basilea, Suiza) y
ADN ligasa (Roche) segun las especificaciones del fabricante. El aislamiento del plasmido de E. coli se realizé con el
kit Qiaprep spin miniprep (Qiagen, Hilden, Alemania). Los fragmentos de ADN se separaron sobre un gel de 1 % de
agarosa (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) en 1xTBE (Sambrook et al, 1989). El aislamiento de fragmentos de gel se
llevo a cabo con el kit de extraccion en gel Qiaquick (Quiagen). La amplificacion de los (elementos de los) casetes de
AraA, AraB y AraD se hizo con ADN polimerasa Ventr (New England Biolabs) segun la especificacion del fabricante.
El molde fue ADN cromosomico de S. cerevisiae CEN.PK113-7D para los promotores y terminadores, o
Lactobacillus plantarum DSM20205 para los genes Ara. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé en
un ciclador térmico Biometra TGradient (Biometra, Géttingen, Alemania) con los siguientes parametros: 30 ciclos de
1 min de hibridacién a 55 °C, 60 °C o 65 °C, 1 a 3 min de extension a 75 °C, dependiendo del tamafio de fragmento
esperado, y 1 min de desnaturalizacion a 94 °C.

Cultivo y medios

Se realizaron cultivos en matraces con agitacion a 30 °C en un medio sintético (Verduyn et al., 1992). El pH del
medio se ajustd a 6,0 con KOH 2 M antes de la esterilizacion. Para medio sintético sélido se afiadié 1,5 % de agar.

Se prepararon pre-cultivos inoculando 100 ml de medio que contenia el azlcar apropiado en un matraz oscilante de
500 ml con un cultivo madre congelado. Después de la incubacion a 30 °C en un agitador orbital (200 rpm), este
cultivo se us6 para inocular tanto los cultivos de matraz agitado como los cultivos de fermentador. El medio sintético
para el cultivo anaerobio se complementé con 0,01 g I" de ergosterol y 0,42 g I'" de Tween 80 disuelto en etanol
(Andreasen y Stier, 1953; Andreasen y Stier, 1954). El cultivo discontinuo anaerobio (secuenciacion) se llevé a cabo
a 30 °C en fermentadores de laboratorio de 2 | (Applikon, Schiedam, Los Paises Bajos) con un volumen de trabajo
de 1 1. El pH del cultivo se mantuvo a pH 5,0 por adicién automatica de KOH 2 M. Los cultivos se agitaron a 800 rpm
y se burbujearon con 0,5 1 min™ de gas nitrégeno (<10 ppm de oxigeno). Para minimizar la difusion de oxigeno, los
fermentadores se equiparon con tubos de Norprene (Col Palmer Instrument company, Vernon Hills, EE.UU.). El
oxigeno disuelto se monitorizd con un electrodo de oxigeno (Applisens, Schiedam, Los Paises Bajos). Se lograron
las condiciones limitadas de oxigeno en la misma configuracién experimental por aireacion del espacio de cabeza a
aproximadamente 0,05 | min™".

Determinacion del peso seco

Se filtraron muestras de cultivo (10,0 ml) sobre filtros de nitrocelulosa previamente pesados (tamafio de poro 0,45 Im;
Gelman laboratory, Ann Arbor, EE.UU.). Después de eliminar el medio, los filtros se lavaron con agua
desmineralizada y se secaron en un horno microondas (Bosch, Stuttgart, Alemania) durante 20 min a 360 W y se
pesaron. Las determinaciones por duplicado variaron menos del 1 %.

Analisis de gases

Se enfrid gas de escape en un condensador (2 °C) y se sec6 con una secadora Permapure tipo MD-110-48P-4
(Permapure, Toms River, EE.UU.). Se determinaron las concentraciones de O2 y CO2 con un analizador NGA 2000
(Rosemount Analytical, Orrville, EE.UU.). Se determinaron el flujo del gas de escape y las tasas especificas de
consumo de oxigeno y de produccién de didxido de carbono como se ha descrito previamente (Van Urk et al., 1988;
Weusthuis et al., 1994). En el calculo de estas tasas especificas de biomasa, se tuvieron en cuenta los cambios de
volumen producidos por la extraccion de muestras de cultivo.
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Analisis de metabolitos

Se analizaron glucosa, xilosa, arabinosa, xilitol, acidos organicos, glicerol y etanol por HPLC usando un Waters
Alliance 2690 HPLC (Waters, Milford, EE.UU.) suministrado con una columna BioRad HPX 87H (BioRad, Hercules,
EE.UU.), un detector del |nd|ce de refraccion 2410 de Waters y un detector de UV 2487 de Waters. La columna se
eluyé a 60 °C con 0,5 g I”' de acido sulfurico a un caudal de 0,6 ml min™

Ensayo para xilulosa-5-fosfato (Zaldivar J., et al, Appl. Microbiol. Biotechnol., (2002), 59:436-442)

Para el analisis de metabolitos intracelulares tales como xilulosa-5-fosfato, se recogieron 5 ml de caldo por duplicado
de los reactores, antes del agotamiento de la glucosa (a las 22 y 26 h de cultivo) y después del agotamiento de la
glucosa (42, 79y 131 h de cultivo). Los procedimientos para la parada metabdlica, extraccion de metabolitos en fase
sélida y analisis se han descrito en detalle por Smits H.P. et al. (Anal. Biochem., 261:36-42, (1998)). Sin embargo, el
analisis por cromatografia de intercambio i6nico a alta presién acoplado a deteccién amperométrica pulsada usado
para analizar extractos celulares se modifico ligeramente. Las disoluciones usadas fueron eluyente A, NaOH 75 mM,
y eluyente B, NaAc 500 mM. Para prevenir la contaminacion de carbonato en las disoluciones de eluyente, se usé
una disolucion al 50 % de NaOH con baja concentracion de carbonato (Baker Analysed, Deventer, Los Paises Bajos)
en lugar de lentejas de NaOH. Los eluyentes se desgasificaron con helio (He) durante 30 min y a continuacion se
mantuvieron bajo una atmdsfera de He. La bomba de gradiente se programé para generar los siguientes gradientes:
100 % de Ay 0 % de B (0 min), una disminucion lineal de A al 70 % y un aumento lineal de B al 30 % (0-30 min), una
disminucion lineal de A al 30 % y un aumento lineal de B al 70 % (30-70 min), una disminucion lineal de A al 0 % y
un aumento lineal de B al 100 % (70-75 min), 0 % de Ay 100 % de B (75-85 min), un aumento lineal de A al 100 % y
una disminucion lineal de B al 0 % (85-95 min). La fase movil se ejecutd a un caudal de 1 ml/min. Otras condiciones
fueron segun Smits et al. (1998).

Recuperacion de carbono

Se calcularon las recuperaciones de carbono como carbono en los productos formados dividido entre la cantidad
total de carbono de azucar consumido, y se basaron en un contenido de carbono de la biomasa del 48 %. Para
corregir para la evaporacion de etanol durante las fermentaciones, la cantidad de etanol producida se supuso que
era igual a la producciéon acumulada medida de CO2 menos la produccion de CO-» que se produjo debido a la sintesis
de biomasa (5,85 mmoles de CO; por gramo de biomasa (Verduyn et al., 1990)) y el CO- asociado a la formacién de
acetato.

Seleccion para el crecimiento sobre L-arabinosa

Se construyo la cepa IMS0001 (CBS 120327 depositada en CBS el 27/09/06), que contiene los genes que codifican
las vias para tanto la metabolizacion de xilosa (XylA y XKS1) como de arabinosa (AraA, AraB, AraD), segun el
procedimiento descrito anteriormente. Aunque es capaz de crecer sobre xilosa (datos no mostrados), la cepa
IMS0001 no pareci6 ser capaz de crecer sobre medio sintético sélido complementado con 2 % de L-arabinosa. Se
seleccionaron mutantes de IMS0001 capaces de utilizar L-arabinosa como fuente de carbono para el crecimiento por
transferencia en serie en matraces con agitacion y por cultivo discontinuo secuencial en fermentadores (SBR).

Para los experimentos de transferencia en serie, un matraz oscilante de 500 ml que contiene 100 ml de medio
sintético que contiene 0,5 % de galactosa se inoculd con cualquiera de la cepa IMS0001, o la cepa de referencia
RWB219. Después de 72 horas, a una densidad optica a 660 nm de 3,0, los cultivos se usaron para inocular un
nuevo matraz oscilante que contenia 0,1 % de galactosa y 2 % de arabinosa. Basandose en la determinacién por
HPLC con D-ribulosa como patrén de calibracion, se determind que ya en los primeros cultivos de la cepa IMS0001,
sobre medio que contiene una mezcla de galactosa/arabinosa, parte de la arabinosa se convirtié en ribulosa y
posteriormente se secretd al sobrenadante. Estos analisis de HPLC se realizaron usando un Waters Alliance 2690
HPLC (Waters, Milford, EE.UU.) suministrado con una columna BioRad HPX 87H (BioRad, Hercules, EE.UU.), u
detector deI indice de refracciéon 2410 de Waters y un detector de UV 2487 de Waters. La columna se eluyé a 60 °C
con 0,5 g I”" de &cido sulfurico a un caudal de 0,6 ml min™. A diferencia de la cepa de referencia RWB219, la DOgso
del cultivo de la cepa IMS0001 aumentd después del agotamiento de la galactosa. Cuando después de
aproximadamente 850 horas se observo el crecimiento sobre arabinosa por la cepa IMS0001 (Figura 2), este cultivo
se transfirié a una DOgso de 1,7 a un matraz oscilante que contenia 2 % de arabinosa. Entonces, los cultivos se
transfirieron secuencialmente a medio fresco que contenia 2 % de arabinosa a una DOgsp de 2-3. La utilizacion de
arabinosa se confirmé midiendo ocasionalmente concentramones de arabinosa por HPLC (datos no mostrados). La
velocidad de crecimiento de estos cultivos aumenté de 0 a 0,15 h™ en aproximadamente 3600 horas (Figura 3).

Se empez6 una fermentacion discontinua bajo condiciones limitadas de oxigeno inoculando 1 | de medio sintético
complementado con 2 % de arabinosa con un matraz oscilante de 100 ml de cultivo de células IMS0001 cultlvadas
con arabinosa con una velocidad de crecimiento maxima sobre 2 % de L-arabinosa de aproximadamente 0,12 h'.

Cuando se observo crecimiento sobre arabinosa, el cultivo se sometié a condiciones anaerobias burbujeando con
gas nitrégeno. Los ciclos secuenciales de cultivo discontinuo anaeroblo empezaron por sustitucién tanto manual
como automatizada del 90 % del cultivo con medio sintético con 20 g I'" de arabinosa. Para cada ciclo durante Ia
fermentacion en SBR, la velocidad de crecimiento exponencial se estimo a partir del perfil de CO- (Figura 4). En 13
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ciclos, la velocidad de crecimiento exponencial aumenté de 0,025 a 0,08 h'. Después de 20 ciclos se tomé una
muestra, y se sembré sobre medio sintético sélido complementado con 2 % de L-arabinosa y se incubé a 30 °C
durante varios dias. Volvieron a cultivarse en linea dos veces colonias separadas sobre medio sintético sélido con L-
arabinosa. Finalmente, un matraz oscilante que contenia medio sintético con 2 % de L-arabinosa se inocul6 con una
Unica colonia, y se incubd durante 5 dias a 30 °C. Este cultivo se designo la cepa IMS0002 (CBS 120328 depositada
en Centraal Bureau voor Schimmelculturen (CBS) el 27/09/06). Se tomaron muestras de cultivo, se afiadio 30 % de
glicerol y las muestras se almacenaron a -80 °C.

Fermentacioén de cultivos mixtos

Los hidrolizados de biomasa, una materia prima deseada para la biotecnologia industrial, contienen mezclas
complejas que consisten en diversos azlcares entre los que la glucosa, xilosa y arabinosa estan cominmente
presentes en fracciones significativas. Para realizar la fermentacion etandlica de no solo glucosa y arabinosa, sino
también xilosa, se realizé6 una fermentaciéon discontinua anaerobia con un cultivo mixto de la cepa IMS0002 que
fermenta arabinosa, y la cepa RWB218 que fermenta xilosa. Un fermentador discontinuo anaeroblo que contiene 800
ml de medio sintético suministrado con 30 g I de D- -glucosa, 15 g I'" de D-xilosa y15g I'" de L-arabinosa se inoculd
con 100 ml de pre-cultivo de la cepa IMS0002. Después de 10 horas, se afiadié un indculo de 100 ml de RWB218. A
diferencia de la fermentacion de azulcares mixtos con solo la cepa IMS0002, tanto la xilosa como la arabinosa se
consumieron después del agotamiento de la glucosa (Fig. 5D). El cultlvo mixto consumié completamente todos los
azucares, y en el plazo de 80 horas se produjeron 564 0 + 6,3 mmol I"" de etanol (calculado a partir de la produccion
de CO;) con un alto rendimiento global de 0,42gg ' de azucar. El xilitol se produjo solo en pequefas cantidades, a
una concentracion de 4,7 mmol I

Caracterizacion de la cepa IMS0002

El crecimiento y la formacién de productos de la cepa IMS0002 se determind durante las fermentaciones
discontinuas anaerobias sobre medio sintético con tanto L-arabinosa como la Unica fuente de carbono, como una
mezcla de glucosa, xilosa y L-arabinosa. Los pre-cultivos para estas fermentaciones discontinuas anaerobias se
prepararon en matraces con agitacion que contenian 100 ml de medio sintético con 2 % de L-arabinosa, inoculando
con reservas congeladas a -80 °C de la cepa IMS0002, e incubando durante 48 horas a 30 °C.

La Figura 5A muestra que la cepa IMS0002 es capaz de fermentar 20 g I'" de L-arabinosa a etanol durante una
fermentacion discontinua anaerobia de aproximadamente 70 horas. La velocidad de creC|m|ento especifica en
condiciones anaerobias con L-arabinosa como Unica fuente de carbono fue 0,05 + 0,001 h™. Tenlendo en cuenta la
evaporacion de etanol durante la fermentacion discontinua, el rendimiento de etanol a partir de 20 g I de arabinosa
fue 0,43 + 0,003 g g Sin correccion por la evaporacion, el rendimiento del etanol fue 0,35+ 0,01 g g ! de arabinosa.
No se observé formacién de arabinitol durante el crecimiento anaerobio sobre arabinosa.

En la Figura 5B se muestra la fermentacion etandlica de una mezcla de 20 g I de glucosay 20 g I'" de L-arabinosa
por cepa IMS0002. El consumo de L-arabinosa empezé después del agotamiento de glucosa. En el plazo de 70
horas, tanto la glucosa como la L-arabinosa se habian consumido completamente. El rendimiento de etanol a partir
del total de los azucares fue 0,42 + 0,003 g g

En la Figura 5C se muestra el perfil de fermentacion de una mezcla de 30 g I de glucosa, 15 g I de D-xilosa y 15 g
I'" de L-arabinosa por cepa IMS0002. El consumo de arabinosa empezd después del agotamiento de glucosa. En el
plazo de 80 horas, tanto la glucosa como la arabinosa se habian consumido completamente. Solo se consumieron
20 mM de 100 mM de xilosa por la cepa IMS0002. Ademas, se observo la formacion de 20 mM de xilitol.
Aparentemente, la xilosa se convirtié en xilitol por la cepa IMS0002. Por lo tanto, el rendimiento de etanol del total de
azucares fue mas bajo que para las fermentaciones anteriormente descritas: 0,38 + 0,001 g g El rendlmlento de
etanol a partir del total de glucosa y arabinosa fue similar al de otras fermentaciones: 0,43 + 0,001 g g

La Tabla 1 muestra las tasas de consumo de arabinosa y las tasas de producciéon de etanol observadas para Ia
fermentamon discontinua anaerobia de la cepa IMS0002. La arabinosa se consumié con una tasa de 0,23 - 0, 75 g h
g ' de peso seco de biomasa. La tasa de etanol producida a partir de la arabinosa varié de 0,08 - 0,31 g h' g
peso seco de biomasa.

Inicialmente, la cepa IMS0001 construida fue capaz de fermentar xilosa (datos no mostrados). A diferencia de las
expectativas de los presentes inventores, la cepa seleccionada IMS0002 no fue capaz de fermentar xilosa a etanol
(Fig. 5C). Para recuperar la capacidad de fermentar xilosa, una colonia de la cepa IMS0002 se transfiri6 a medio
sintético solido con 2 % de D-xilosa, y se incubd en un recipiente anaerobio a 30 °C durante 25 dias. Posteriormente,
una colonia se transfirié otra vez a medio sintético sélido con 2 % de arabinosa. Después de 4 dias de incubacion a
30 °C, se transfirid una colonia a un matraz oscilante que contenia medio sintético con 2 % de arabinosa. Después
de la incubacion a 30 °C durante 6 dias, se afiadié 30 % de glicerol, se tomaron muestras y se guardaron a -80 °C.
Se inoculé un matraz oscilante que contenia 100 ml de medio sintético con 2 % de arabinosa con una reserva
congelada, y se uso como precultivo para una fermentacion discontinua anaerobia sobre medio sintético con 20 g I

de xilosa y 20 g I'" de arabinosa. En la Figura 6 se muestra el perfil de fermentacién de esta fermentacion
discontinua. La xilosa y la arabinosa se consumieron simultaneamente. La arabinosa se completo en el plazo de 70
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horas, mientras que la xilosa se consumié completamente en 120 horas. Se produjeron al menos 250 mM de etanol
a partir del total de azucares no teniendo en cuenta la evaporacion del etanol Suponiendo un peso seco de
biomasa final de 3,2 g I (suponiendo un rendimiento de la biomasa de 0,08 g de azucar), la concentracion de
etanol final estimada a partir de la produccién de CO; acumulada (355 mmol I'') fue aproximadamente 330 mmol I,
correspondiente a un rendimiento de etanol de 0,41 g g de azicar pentosa. Ademas de etanol, glicerol y aC|dos
organicos, se produjo una pequefia cantidad de xilitol (aproximadamente 5 mM).

Seleccion de la cepa IMS0003

Inicialmente, la cepa construida IMS0001 fue capaz de fermentar xilosa (datos no mostrados). A diferencia de las
expectativas de los presentes inventores, la cepa seleccionada IMS0002 no fue capaz de fermentar xilosa a etanol
(Fig. 5C). Para recuperar la capacidad de fermentar xilosa, una colonia de la cepa IMS0002 se transfiri6 a medio
sintético solido con 2 % de D-xilosa, y se incubd en un recipiente anaerobio a 30 °C durante 25 dias. Posteriormente,
una colonia se transfirié otra vez a medio sintético sélido con 2 % de arabinosa. Después de 4 dias de incubacioén a
30 °C, se transfirié una colonia a un matraz oscilante que contenia medio sintético con 2 % de arabinosa. Después
de la incubacién a 30 °C durante 6 dias, se afiadio 30 % de glicerol, se tomaron muestras y se guardaron a -80 °C.

A partir de la reserva congelada, las muestras se extendieron sobre medio sintético solido con 2 % de L-arabinosa y
se incubaron a 30 °C durante varios dias. Volvieron a cultivarse dos veces en linea colonias separadas sobre medio
sintético sodlido con L-arabinosa. Finalmente, un matraz oscilante que contenia medio sintético con 2 % de L-
arabinosa se inoculé con una Unica colonia, y se incubé durante 4 dias a 30 °C. Este cultivo se designo la cepa
IMS0003 (CBS 121879 depositada en CBS el 20/09/07). Se tomaron muestras de cultivo, se afiadié 30 % de glicerol
y las muestras se almacenaron a -80 °C.

Caracterizacion de la cepa IMS0003

Se determind el crecimiento y la formacién de productos de la cepa IMS0003 durante una fermentamon discontinua
anaerobia sobre medio sintético con una mezcla de 30 g I de glucosa 159 I'" de D-xilosa y15g I'" de L-arabinosa.
El pre-cultivo para esta fermentacion discontinua anaerobia se prepard en un matraz con agitacion que contenia 100
ml de medio sintético con 2 % de L-arabinosa, inoculando con una reserva congelada a -80 °C de la cepa IMS0003,
y se incub6 durante 48 horas a 30 °C.

En la Figura 7 se muestra el perfil de fermentacion de una mezcla de 30 g I de glucosa, 15 g I de D-xilosay 15g 1"
de L-arabinosa por cepa IMS0003. El consumo de arabinosa empezé después del agotamiento de la glucosa. En el
plazo de 70 horas, la glucosa, la xilosa y la arabinosa se consumieron completamente. La xilosa y la arabinosa se
consumieron simultaneamente. Se produjo al menos 406 mM de etanol a partir del total de azdcares, no teniendo en
cuenta la evaporacion del etanol La concentracion de etanol final calculada a partlr de la producciéon de CO»
acumulada fue 572 mmol I” , correspondiente a un rendimiento de etanol de 0,46 g g ' de azucar total. A diferencia
de la fermentacion de una mezcla de glucosa, xilosa y arabinosa por cepa IMS0002 (Figura 5C) o un cultivo mixto de
las cepas IMS0002 y RWB218 (Figura 5D), la cepa IMS0003 no produjo cantidades detectables de xilitol.

TABLAS

Tabla 1: Cepas de S. cerevisiae usadas.

Cepa Caracteristicas Referencia

RWB217 | MATA ura3-52 leu2-112 loxP-Prp;::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPre- | Kuyper et al.
TKL1 pUGPrp-RPE1 KanloxP-Prpi::(-?,-1)RKI1 {p415ADHXKS, pAKX002} 2005a

RWB218 | MATA ura3-52 leu2-112 loxP-Prp;::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPre- | Kuyper et al.
TKL1 pUGPrp-RPE1 KanloxP-Prp::(-?,-1)RKI1 {p415ADHXKS1, pAKX002} 2005b

RWB219 | MATA ura3-52 leu2-112 loxP-Prp;::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPre- | Este trabajo
TKL1 pUGPrp-RPE1 KallloxP-Prpi::(-?-1)RKI1 {p415ADHXKS1, pAKX002}

RWB220 | MATA ura3-52 leu2-112 loxP-Ptp;::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPrp- | Este trabajo
TKL1 ,DUGPTP/-RPE1 /OXP-PTP/.'.'(-?,-1)RK/1

IMS0001 | MATA ura3-52 leu2-112 loxP-Prp;::(-266,-1) TAL1 gre3::hphMX pUGP7p-TKLI | Este trabajo
PUGPe-RPET loxP-Prpi::(-?,-1)RKIT {pRW231, PRW243}

IMS0002 | MATA ura3-52 /eu2-112 loxP-Prpi::(-266,-1)TAL1 gre3:: hphMX pUGPrp- | Este trabajo
TKL1 pUGPe-RPE1 loxP-Prpi::(-2,-1)RKI1 {pRW231, PRW243}
seleccionada para crecimiento anaerobio sobre L-arabinosa

22



ES 2601052 T3

Tabla 2: Plasmidos usados

plasmido caracteristicas Referencia
pRS305 Integracion, LEU2 Gietz and Sugino, 1988
pAKX002 24, URA3, P7ps-Piromyces xylA Kuyper et al. 2003
p415ADHXKS1 | CEN, LEUZ2, PapH1-S.cerXKS1 Kuyper et al., 2005a
pRW229 integracion, LEU2, Papn1-S.cerXKS1 Este trabajo
pPRW230 PAKX002 con Prpns-AraA Este trabajo
pRW231 pAKX002 con PrpHs-AraA y Puxr7-AraD Este trabajo
pRW243 LEU2, integracion, Papn1-ScXKS1-Tcyc, | Este trabajo

Pprait-L. plantarum AraB-Taph1

Tabla 3: oligonucléotidos usados en este trabajo

Oligonucledtido

Secuencia de ADN

Casete de expresion de AraA

Spel5'Ptdh3 SEQ ID NO:31

5'GACTAGTCGAGTTTATCATTATCAATACTGC3'

5'AraAPtdh SEQ ID NO:32

5'CTCATAATCAGGTACTGATAACATTTTGTTTGTTTATGTGTGTTTATTC3'

Ptdh5' AraA SEQ ID NO:33

5'GAATAAACACACATAAACAAACAAAATGTTATCAGTACCTGATTATGAG3

Tadh3'AraA SEQ ID NO:34

5'’AATCATAAATCATAAGAAATTCGCTTACTTTAAGAATGCCTTAGTCAT3'

3'AraATadh1 SEQ ID NO:35

5'ATGACTAAGGCATTCTTAAAGTAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATT3'

3'Tadh1Spel SEQ ID NO:36

5'CACTAGTCTCGAGTGTGGAAGAACGATTACAACAGGS

Casete de expresion de AraB

Sacl5'Ppgi1 SEQ ID NO:37

5'CGAGCTCGTGGGTGTATTGGATTATAGGAAGS'

5'AraBPpgi1 SEQ ID NO:38

5TTGGGCTGTTTCAACTAAATTCATTTTTAGGCTGGTATCTTGATTCTAS'

Ppgi5' AraB SEQ ID NO:39

5TAGAATCAAGATACCAGCCTAAAAATGAATTTAGTTGAAACAGCCCAAZ'

Tadh3'AraB SEQ ID NO:40

5'’AATCATAAATCATAAGAAATTCGCTCTAATATTTGATTGCTTGCCCAGS3'

3'AraBTadh1 SEQ ID NO:41

5'CTGGGCAAGCAATCAAATATTAGAGCGAATTTCTTATGATTTATGATTS'

3'Tadh1Sacl SEQ ID NO:42

5TGAGCTCGTGTGGAAGAACGATTACAACAGGS

Casete de expresion de AraD

Sall5'Phxt7 SEQ ID NO:43

5'’ACGCGTCGACTCGTAGGAACAATTTCGG3'

5'AraDPhxt SEQ ID NO:44

5'CTTCTTGTTTTAATGCTTCTAGCATTTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTS!

Phxt5'AraD SEQ ID NO:45

5'AAGTTTTTTTAATTTTAATCAAAAAATGCTAGAAGCATTAAAACAAGAAGS'

Tpgi3'AraD SEQ ID NO:46

5'GGTATATATTTAAGAGCGATTTGTTTACTTGCGAACTGCATGATCC3'

3'AraDTpgi SEQ ID NO:47

5'GGATCATGCAGTTCGCAAGTAAACAAATCGCTCTTAAATATATACCS'

3'TpgiSall SEQ ID NO:48

5'CGCAGTCGACCTTTTAAACAGTTGATGAGAACCS'
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Tabla 4.

durante las fermentaciones discontinuas anaerobias de IMS0002 de S. cerevisiae.

ggii: tasa especifica de consumo de glucosa

Jara: tasa especifica de consumo de arabinosa

Qet,glu: tasa especifica de produccion de etanol durante el crecimiento sobre glucosa

Qetara: tasa especifica de produccion de etanol durante el crecimiento sobre arabinosa

Fuente de C dglu Qara Qet,glu Cetara
gh'g'dePS | gh'g'dePS gh'g'dePsS gh'g'dePsS

2049 I" de arabinosa - 0,75+0,04 - 0,31 +0,02

20 g I'" de glucosa 2,08 £ 0,09 0,41 £ 0,01 0,69 = 0,00 0,19 £ 0,00

2049 I de arabinosa

30 g I de glucosa 1,84 £ 0,04 0,23 + 0,01 0,64 + 0,03 0,08 + 0,01

15 g 1" de xilosa

15 g 1" de arabinosa

Lista de referencias
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Met
His
Asp

val

Gln
Tyr
Gl 'y

Lys

Leu

Leu

Ile

Phe

50

Glu

Thr

Lys

Ala

Asp

Ite

Ser

Tyr

Ala

35

Lys

val

Phe

Pro

Asp

Arg

val

val

Gly

20

Asp

AsD

Asn

ser

Leu

100

Ile

Glu

TYr

Pro

Glu

LysS

val

TYF

Pro

85

Leu

Asp

Tyr

Gly
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Asp

Glu

Leu

Met

ASn

70

Ala

His

Phe

Ala

TYyr

Tyr

Gln

Asn

Thr

55

ASp

Lys

Leu

Asp

TYIr

135

Trp

Glu

Leu

Ala

40

Thr

Lys

Asn

Ala

Tyr

120

Ile

Gly

26

Phe

Lys

25

ser

Ala

val

Trp

Thr

105

Met

Asn

Asp

Trp

10

ser

Gly

Glu

Ala

Ile

90

Gln

Asn

Ala

Glu

Phe

val

Lys

Ser

Gly

75

Arg

TYIP

Leu

Arg

Asp

val

Ala

Leu

Ile

60

val

Gly

Leu

Asn

Leu

140

val

Thr

Lys

Pro

45

Thr

Ile

Thr

Ash

Gln

125

Gln

Gln

Gly

Asp

30

TYyr

Asn

Thr

Glu

Asn

110

Ser

Lys

Glu

ser

5

Ala

Lys

phe

Trp

Leu

95

Ile

Ala

His

Gln

Gln

Gln

val

Met

Met

80

Leu

Pro

His

Ash

Ile



145

Ala

Lys

Gly

Tyr

ASD

225

Gln

Leu

Thr

Pra

Ala

305

Met

Leu

Asp

Asp

Glu

385

Lys

Pro

Arg

val

Asp

Gly

210

val

val

Ala

Ala

Gly

Glu

Ser

Arg

Pro

Ile

370

Gly

Met

Asn

Trp

Ala

Lys

195

ile

ASp

ASp

GIn

Phe

275

Leu

Gly

His

His

Ser

355

Gly

Glu

Ile

Leu

Glu

Arg

180

va'l

Gly

Lys

AsSn

Tyr

260

Thr

Ala

ASp

Asn

Gly

Ile

Gly

Ala

ser

Prro

Asp

Phe

Glu

Asp

Glu

Thr

Ser

Trp

Lys

His

Ala

Lys

Ile

Tvr

val
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150

val

Gly

Ala

Leu

Tyr

230

Ala

Gly

ASn

GIn

LyS

310

Gin

Glu

Ser

Asp

Asp

390

Ala

Ala

Ala

Asp

Gln

val

215

Ala

ASp

Ile

Phe

Leu

295

Thr

Thr

Ala

Asp

ASp

val

val

Lys

val

Thr

Ile

200

Glu

Asp

Thr

Lys

Glu

280

Leu

Ala

Ala

Ile

Lys

360

Pro

Thr

Asp

Gln

27

Ala

Met

185

Lys

Glu

Leu

TYr

265

Asp

Ile

Ala

Phe

Leu

345

Pro

Ala

val

Ala

Leu

TVr

170

Arg

Met

Ile

Glu

Lys

250

Phe

Leu

Arg

Leu

Met

330

Gly

Arg

Arg

Ala

Asn

410

Trp

155

AsSn

Asn

Gly

Asn

ser

235

His

Leu

Trp

Asp

Gly

315

Glu

ser

val

Leu
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Lys

Thr

Glu

val

Trp

Lys

Arg

Ser

Glu

Gly

Arg

Asp

His

Glu

va'l

380

Phe

Pro

Pro

ser

Ala

Thr
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val

TYyr

val

Arg

Met

285

Tyr

val

TYIr

Met

val

365

Phe

Arg

Glu

Lys

phe

val

190

val

ser

Glu

Arg

Gly

Glu

Gly

Met

The

Leu

350

His

Thr

Asp

Ala

Met

Lys

Thr

Asp

ASD

Met

val

255

Gly

Gln

Phe

Lys

Leu

335

Glu

Pro

Gly

Gly

Glu

415

Gly

160

val

Glu

Tyr

Ala

val

240

Gin

Tyr

Leu

Gly

Ile

320

Asp

val

Leu

ser

Phe
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Thr

Leu



10

ES 2601052 T3

420

Lys Lys Gly Ala Leu Glu Trp
435

Met Leu Ser Phe Ser Leu Thr

450 455
met val Gly Met Thr Lys Ala
465 470
<210> 2
<211> 1425
<212> ADN

<213> Lactobacillus plantarum

<400> 2

atgttatcag
gaagaacaat
agcggcaagt
accaacttta
cacacattct
ttacacttag
atgaacctta
cagaaacata
gcacgtiggg
tttggcgaca
aagatgggct
gtttcggaty
caagttgata
ctgggtatta
gatctitggg
tatggtttty
atgtctcaca
catgaagcga
ccacgggtcg
tttactggtt
aagatgatta
gttgctaagc
caagctggtg

gactatgcaa

tacctgatta
tgaagtctgt
taccttataa
tgaaagaagt
caccagctaa
caacgcaata
accaaagtyc
ataagattgt
aagacgtcgc
caatgcgtaa
ggacagttga
ctgatgttga
acgatgcgga
agcagttctt
ggatggagca
gtgctgaagg
acaagcaaac
tcttaggtte
aagttcatcc
cagaaggtga
gctacgcgat
aattatggac
gtggtcacca

ccatggttog

tgagttttgg
tgctaaggat
agtagtctit
taattacaat
gaactggatt
tttgaataat
ccatggegac
ttacggctat
cgtagcgtac
tgtggcegtt
ctattatggt
taaggaatac
cacgtataaa
agaaagaggc
attacctggt
tgactggaag
cgcctttatg
acacatgttg
attggatatt
agcaattgat
agatgcgaat
cccaaagatg
cacgatgctyg

catgactaag

425

Met Gln Ala Gly Gly G

440

430

ly His His Thr
45

Glu Glu GIn Met Glu Asp Tyr Ala Thr
460

Phe Leu Lys

tttgttaccg
gcgcaagata
aaggatgtta
gataaggtag
cgtggaactg
attccatatg
cgcgagtaty
tggggcgatg
aatgagagct
actgaaggtg
atcggtgact
gctgacttgg
cattcagttc
ggttacacag
ctagcttecac
acggctgett
gaagactaca
gaagttgatc
gggggtaaag
gtcaccgtig
aagccagaag
ggcttgaaga
tecetietegt

gcattcttaa

28

gttcacaaca
ttgcgaataa
tgacgacggc
ccggtgttat
aactgttaca
cagacattga
cctacattéa
aagatgtgca
ttaaagttaa
acaaggttga
tagttgaaga
agtctcggta
gggttcaatt
cetttaccac
aattattaat
taggacgggt
cgttagactt
cgtctategce
atgatcctge
ccgatttceg
ccgaaacacc
agggtrgcact
taactgaaga

agtaa

cctttatggt
attgaatgca
tgaaagtatc
tacttggatg
aaaaccatta
ctttgattac
cgcecggtty
agagcagatt
ggttgctegce
agcicaaatt
gatcaataag
tgaaatggtc
ggcacaatat
gaactttgaa
tcgtgatgag
tatgaagatt
gcgtcatggt
aagtgataaa
tcgectagta
tgatgagttc
taatttacca
agaatggatg

acaaatggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1425
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<210> 3
<211> 533
<212> PRT

<213> Lactobacillus plantarum
<400> 3

Met Asn Leu val Glu Thr Ala GIn Ala Ile Lys Thr Gly Lys Xgl Ser

Leu Gly ITe ggu Leu Gly Ser Thr %gg ITe Lys Ala val %Su Ile Thr

AsSp Asp gge Asn Thr Ile Ala SSr Gly ser Tyr val ng Glu Asn Gin
4 .

Phe gg] Asp Gly Thr Trp E?r Tyr Ala Leu Glu 28p val Trp Thr Gly

ITe Gln Gln Ser Tyr Thr GIn Leu Ala Ala Asp val Arg Ser Lys Tyr
65 . 70 75 80

His Met Ser Leu Lys His Ile Asn Ala Ile Gly Ile Ser Ala Met Met
85 20

His Gly Tyr Leu Ala Phe Asp Gln Gln Ala Lys Leu Leu val Pro Phe
100 105 110

Arg Thr Trp Arg Asn Asn Ile Thr Gly &1n Ala Ala Asp Glu Leu Thr
115 120 125

Glu Leu Phe Asp phe Asn Ile Pro Gln Arg Trp Ser Ile Ala His Leuw
130 135 140

Tyr GIn Ala Ile Leu Ash Asn Glu Ala His val Lys Gln val Asp Phe
145 150 155 160

Ile Thr Thr Leu Ala Gly Tyr val Thr Trp Lys Leu Ser Gly Glu Lys
165 170 175

val Leu Gly Ile Gly Asp Ala Ser Gly val phe Pro Ile Asp Glu Thr
180 185 190

Thr Asp Thr Tyr Asn GIn Thr Met Leu Thr Lys Phe Ser Gln Leu Asp
195 200 205

Lys val Lys Pro Tyr Ser Trp Asp Ile Arg His Ile Leu Pro Arg val
210 215 220

Leu Pro Ala Gly Ala I1e Ala Gly Lys Leu Thr Ala Ala Gly Ala Ser
225 230 235 240

29
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Leu Leu Asp GIn Ser Gly Thr Leu Asp Ala Gly Ser val Ile Ala Pro
245 250 255

Pro G1u Gly asp ala Gly Thr Gly Met val Gly Thr Asn Ser val Arg
260 265 270

Lys Arg Thr Gly Asn Ile Ser val Gly Thr Ser Ala Phe Ser Met Asn
275 280 285

val Leu Asp Lys Pro Leu Ser Lys val Tyr Arg Asp Ile Asp Ile vai
290 295 300

Met Thr Pro Asp Gly Ser Pro val Ala Met val His val Asn Asn Cys
305 310 315 320

Sser Ser Asp Ile Asn Ala Trp Ala Thr Ile pPhe Arg Glu Phe Ala Ala
325 330 335

Arg Leu Gly Met Glu Leu Lys Pro Asp Arg Leu Tyr Glu Thr Leu Phe
340 345 350

Leu Glu ser Thr Arg Ala Asp Ala Asp Ala Gly Gly Leu Ala Asn Tyr
355 360 365

Ser Tyr Gln ser Gly Glu Asn Ile Thr Lys Ile GIn Ala Gly Arg Pro
370 375 380

Leu Phe val Arg Thr Pro Ash Ser Lys Phe Ser Leu Pro Asn Phe Met
385 320 395 400

Leu Thr Gln Leu Tyr Ala Ala Phe Ala Pro Leu GIn Leu Gly Met Asp
405 410 415

ITe Leu val Asn GTu Glu His val Gln Thr Asp val Met Ile Ala GIn
420 425 430

Gly Gly Leu Phe Arg Thr Pro val Ile Gly Gln Gln val Leu Ala Asn
435 440 445

Ala Leu Asn Tle Pro Ile Thr val Met Ser Thr Ala Gly Glu Gly Gly
450 455 460

pPro Trp Gly Met Ala val Leu Ala Asn Phe Ala Cys Arg GIn Thr Ala
465 470 475 . 480

Met Asn teu Glu Asp Phe Leu Asp Gin Glu val Phe Lys Glu Pro Glu
485 490 495

ser Met Thr Leu Ser Pro Glu Pro Glu Arg val Ala ély Tyr Arg Glu
500 505 510

Phe Ile Gln Arg Tyr Gln Ala Gly Leu Pro val Glu Ala Ala Ala Gly
515 520 525

GIn Ala Ile Lys Tyr
530

<210> 4

30
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<211> 1602
<212> ADN

<213> Lactobacillus plantarum

<400> 4

atgaatttag
cttggctcaa
ggaagttacg
gtctggaccg
cacatgagtt
gcatttgatc
gggcaagcag
atcgegeact
ataacaacgc
ggtgatgcgt
ttaaccaagt
ttaccgegygg
ttacttgatc
gctggaacag
ggaaccteag
attgatattg
tcatcagata
gaattgaaac
gatgctggag
gctggtegge
ttgacccaat
gaagaacatg
attggccaac
ggtgaaggcg
atgaacctag
agtccagaac

ttaccagttg

<210>5
<211> 242
<212> PRT

ttgaaacagc
ctcgaattaa
tttgggaaaa
gaattcaaca
tgaagcatat
aacaagcgaa
Ccagatgaatt
tataccaggc
tggctggcta
ctggcagtttt
ttagccaact
ttttaccagc
agagcggcac
gaatggtcgg
cattttegat
ttatgacgcce
ttaaitgcgty
cggatcgatt
ggttggctaa
cgctatttgt
tatatgcggc
ttcaaacgga
aagtattggc
gcccatgggg
aagatttctt
cggaacgggt

aagcagcggc

<213> Lactobacillus plantarum

ES 2601052 T3

ccaagcgatt
agccgtittg
ccaatttgtt
aagttatacg
caatgctatt
attattagtt
gaccgaatta
datcttaaat
tgtaacctgg
cccaattgat
tgacaaagtt
gggagccatt
gctcgacget
tacgaacagc
gaacgttcta
agatgggtca
ggcaacgatt
atatgaaacg
ttatagttat
acggacacca
gttcgcaccc
cgttatgatt
caacgcactg
gatggcagtg
agatcaagaa
gdaccggatat
tgggcaagca

aaaaciggca
atcacggacg
gatggtactt
caattagcag
ggcattagtg
ccgtitcgga
tttgatttca
aatgaagcgc
aaattgtcgg
gaaacgactg
aaaccgtatt
gctggaaagt
ggcagtgtta
gtccgtaaac
gataaaccat
ccagttgcaa
tttcgtgagt
ttattcttgg
caatccggtg
aacagtaaat
ctccaacttg
gcacagggtg
aacattccga
ttagccaact
gtctttaaag
cgtgaattta

atcaaatatt

31

aagtttctit
attttaatac
ggacttacgc
cagatgtccg
ccatgatgca
cttggcgtaa
acattccaca
acgttaaaca
gtgagaaagt
acacatacaa
catgggatat
taacggctgc
ttgcaccgec
gcacgggtaa
tgtctaaagt
tggtgcatgt
ttgcagcecg
aatcaactcg
agaatattac
ttagtttacc
gtatggatat
gattgttccg
ttactgtaat
ttgcttgtcg
agccagaaag
ttcaacgtta

ag

aggaattgag
gattgcttcg
acttgaagat
cagtaaatat

cggataccta

taacattacg -

acagtggagt
ggtggacttc
tctaggaatc
tcagacgatg
ccggcatatt
cggggcgage
agaaggggat
catctcggtg
ctatcgegat
taataattgt
gttgggaatg
cgctgatgceg
taagattcaa
gaactttatg
tcttgttaac
aacgccggta
gagtactgct
gcaaactgca
tatgacgttg

tcaagetggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1602
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<400> 5

get Leu Glu Ala

Pro Lys Leu Gly
20

Asp Arg Glu Lys
35

Gly Glu Leu Lys
50

val val Glu Gly
65

val Leu Tyr Asn

Ser Pro Trp Ala
100

Met Asn Thr Thr
115

Asp Ala Leu Thr
130

Gly Lys Thr Ile
Ala val pPro Ala

Pro Thr Pro Ala
130

Ala Glu Glu Asp
195

Leu Pro Gin Tyr
210

ser Ala Tyr Tyr
225

Arg Lys

<210>6
<211>729
<212> ADN

<213> Lactobacillus plantarum

Leu

Leu

Gly

Pro

Lys

Ala

85

val

His

Lys

val

Ser

165

Lys

Tyr

Leu

Gly

Lys

val

Leu

Ser

Leu

70

Phe

Ala

Ala

Glu

Lys

150

Leu

Ala

His

Leu

Gln
230

ES 2601052 T3

Gln

Thr

Phe

Asp

55

Asn

Pro

Tyr

ASD

Glu

135

Thr

val

val

Thr

Asp

Asn

Glu

Phe

val

40

Leu

Pro

Asn

Ala

Thr

120

Ile

Phe

ser

TYIr

Ala

200

Lys

Asn

vai

Thr

25

Ile

val

ser

Ile

Ala

105

Phe

Glu

Glin

Gln

Asn

185

Gln

His

Ala

32

Trp

Lys

val

ser

Gly

90

Ala

TYI

Ala

Glu

His

170

Ala

Leu

Tyr

His

Glu

Gly

Pro

val

ASp

75

Gly

Gln

Gly

ASp

Arg

155

Gly

LyS

Thr

Leu

ser
235

Ala

Asn

Ser

Asn

60

Thr

Ile

Met

ASp

Tyr

140

Gly

Pro

val

Arg

Arg

Lys

Asn

val

Gly

45

Leu

Pro

val

Asp

val

125

Glu

Leu

Phe

Leu

Ala

205

LYsS

ASp

Met

ser

30

val

Gln

Thr

His

val

110

Pro

Gly

Asp

Ala

Glu

190

ser

His

His

Gln

15

Gly

ASp

Gly

His

Thr

95

Pro

Ala

AsSNn

Tyr

Trp

val

Ser

Gly

Ala

Leu

Ile

Tyr

Glu

Thr

80

His

Ala

Ala

Thr

Glu

160

Gly

val

Glu

Ala

val
240
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<400> 6

atgctagaag
ctggttactt
atcaagccat
ttacagggtyg
gtgttatata
gttgectatg
ttctatggtyg
gaaggcaaca
gctgtaccag
aaagccgttt
caattgaccc
aagcatggtg

cgcaagtaa

cattaaaaca
ttacctgggg
ctggtgttga
aagtggttga
acgcttttce
cagctgctca
acgtgcegge
cgggtaaaac
cctcattagt
acaatgctaa
gtgcaagtag

caagtgccta

<210>7
<211> 437
<212> PRT

<213> Especie de Piromyces

<400> 7

ES 2601052 T3

agaagtttat
caatgtctcg
ttatggtgaa
aggtaaacta
taatattggc
aatgaatgtg
€gcggatgcg
cattgtgaag
cagccagcac
agtgrtggaa
cgaattacca

ttatggtcaa

?et Ala Lys Glu Tyr Phe Pro
5

Lys Asp Ser Lys Asn Pro Leu

Glu val

Met Gly Lys Lys Met

35

Trp Trp His Thr Leu Cys Ala

50

55

Thr Lys Ser Phe Pro Trp Asn
65

Lys GIn Lys val

70

Asp Ala Gly

85

gaggctaaca
ggcattgacc
ttaaaaccaa
aatccgtcta
ggaattgtcc
ccagctatga
ctgactaagy
acgttccaag
ggcccatttg
gtggttgccg
caatatttat

aataatgcgc

GIn ITe GIn
10

Ala Phe His
25

Lys Asp Trp
40
Glu Gly Ala

Glu Gly Thr

phe Glu Ile
a0

33

tgcagettec
gggaaaaagg
gcgatttagt
gtgatacgcc
atactcattc
acacgaccca
aagaaattga
aacggggcct
cttggagacc
aagaagatta
tagataagca

attctaagga

aaagctgggc
cctattcgta
cgttgttaac
gactcatacg
gccatgggca
tgetgatacy

agcagattat

cgattatgaa .

aacgccagct
tcatactgeg
ttatttacgt

tcatgcagtt

Lys Ile Lys Phe Glu

15

TYr Tyr Asp Ala Glu

30

Leu Arg Phe Ala Met

45

Asp GIn Phe Gly Gly

60

Asp Ala Ile Glu Ile

75

Met Gln Lys Leu Gly

95

Gly

Lys

Ala

Gly

Ala
80

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
729



Pro

Ile

Glu

val

145

Phe

Ala

Glu

His

Gly

Lys

Ala

Ala

Asp

Asn

305

Gln

Thr

Ile

Tyr

Glu

Lys

Phe

Asp

Gly

Gly

Met

210

Phe

His

His

Thr

Ala

290

Gly

Ala

Asn

Ile

Tyr

Glu

115

Gln

Gly

val

Ile

Tyr

195

Ala

Lys

GIn

Asn

Leu

275

Gly

Trp

Trp

Phe

Tle
355

Cys

TYr

Lys

His

val

Glu

180

Met

Thr

Gly

Tyr

Leu

260

Ala

Met

Asp

Met

Asp

Ala

Phe

Glu

Glu

Lys

Ala

165

Leu

Ser

Met

Thr

Asp

245

ASD

Gly

Leu

Thr

Glu

325

Ala

His

His

Ser

Thr

Arg

Gly

Leu

Leu

Phe

230

val

Lys

His

Gly

310

Ile

Lys

val

ES 2601052 T3

Asp

Asn

Gly

Tyr

Ala

Ala

Leu

Thr

215

Leu

Asp

AsSp

Thr

ser

295

Gin

Ile

Thr

ser

val

Leu

120

Ile

Met

Ile

Glu

Asn

200

Met

Ile

Thr

phe

Phe

280

Ile

Phe

Arg

Arg

Gly
360

105

Lys

Lys

Asn

val

Asn

185

Thr

Ala

Glu

Glu

LysS

265

Glu

Asp

Pro

Gly

34

Leu

Ala

Leu

Gly

GlIn

170

Tyr

Asp

Arg

Pro

Thr

250

val

His

Ala

Ile

Gly

Asn

ASp

val

val

Leu

Ala

ile

val

GiIn

Asp

Lys

235

Ala

Asn

Glu

Asn

Asp

Gly

Ser

Ala

ser

val

140

ser

Lys

rhe

Lys

TYyr

Pro

Ile

Ite

Leu

Arg

300

Gln

Phe

Thr

Met

Glu

Ala

125

Ser

Thr

Asn

TTrp

Arg

205

Ala

Met

Gly

Glu

Ala

285

Gly

Tyr

val

Asp

Ala
365

Gly
110
Tyr
Thr
Asn
Ala
Gly
190
Glu
Arg
6lu
Phe
val
270
cys
Asp
Glu
Thr
Leu

350

Arg

Asn

Leu

Ala

Pro

Ile

175

Gly

Lys

Ser

Pro

Leu

255

Asn

Ala

Tyr

Leu

Gly

Glu

Ala

ser

Lys

Asn

Arg

Glu

Lys

Thr

240

Lys

His

val

GIn

val

320

Gly

Asp

Leu



10

Glu Asn Ala Ala
370

Lys Glu Arg Tyr
385

Asp Gly Lys Leu

Gly Glu Pro Lys
420

val Ala Met Tyr
435

<210> 8
<211> 1669
<212> ADN

<213> Especie de Piromyces

<400> 8

ES 2601052 T3

Lys lLeu Leu Gln Glu Ser Pro Tyr Thr Lys Met Lys
375 380

Ala ser Phe Asp Ser Gly Ile Gly Lys Asp Phe Glu
390 395 400

Thr Leu Glu GIn val Tyr Glu Tyr Gly Lys Lys Asn
405 410 415

GIn Thr ser Gly Lys GIn Giu Leu Tyr Glu Ala Ile
425 _ 430

Gln

gtaaatggct
taagaatcca
gaaggattgg
ccaattcggt
tgccaagcaa
ctgtttccac
ccttaaggct
ctggagtact
agactttgat
tgaacttggt
taacactgac
ctacgctegt
daccaagcac
cttagacaag
tttcgaacac
ccgtggtgac
cgtccaagct
cgatgccaag
tggtatggat
atacaccaag

tgaagatggt

aaggaatatt
tragccttec
ttacgtttcy
ggaggtacaa
aaggttgatyg
gatgttgatc
gtcgttgctt
gctaacgtct
gttgtcgecc
gctgaaaact
caaaagcgtg
tccaagggat
caatacgatg
gacttcaagg
gaacttgcct
taccaaaacg
tggatggaaa
actcgtecgta
gctatggete
atgaagaagg

aagctcaccc

tcccacaaat tcaaaagatt aagttcgaag gtaaggatic 60
actactacga tgcigaaaag gaagtcatgg gtaagaaaat 120
ccatggcctg gtggcacact ctttgcgcecyg aaggtgctga 130
agtctttccc atggaacgaa ggtactgatg ctattgaaat 240
ctggtttcga aatcatgcaa aagcttggta ttccatacta 300
ttgtttccga aggtaactct attgaagaat acgaatccaa 360
acctcaagga aaagcaaaag gaaaccggta ttaagcttct 420
tcggtcacaa gcgttacatg aacggtgcct ccactaaccce 480
gtgctattgt tcaaattaag aacgccatag acgccggtat 540
acgtcttctg gggtggtcgt gaaggttaca tgagtctcect 600
aaaaggaaca catggccact atgcttacca tggctcgtga 660
tcaagggtac tttcctcatt gaaccaaagce caatggaacce 720
ttgacactga aaccgctatt ggtttcctta aggeccacaa 780
tcaacattga agttaaccac gctactcttg ctggtcacac 840
gtgctgttga tgctggtaty ctcggttcca ttgatgctaa 200
gttgggatac tgatcaattc ccaattgatc aatacgaact 960
tcatccgtgg tggtggtttc gttactggtg gtaccaactt 1020
actctactga cctcgaagac atcatcattg cccacgtitc 1080
gtgctcttga aaacgctgce aagctcctce aagaatctec 1340
aacgttacgc ttectitcgac agtggtattg gtaaggactt 1200
tcgaacaagt ttacgaatac ggtaagaaga acggtgaacc 1260

35
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aaagcaaact
taatcgtagt
aagtttaaaa
aaaaaaaagt
Caatagataa
aaaagaaagt

tttatgcaaa

<210>9
<211> 496
<212> PRT

tctggtaage
taaattggta
gatcctatct
ctaaaagacg
atcctttata
aaataaaaca

tataaatata

<213> Bacillus subitilis

<400>9

Met Leu

His Leu

Ser Ile

His Lys

Glu Ala

65

Thr Phe

Lys Pro

Gly Thr

Asp Arg

val 1le

145

Gln Trp

val Ala

Gln Thr Lys
5

Tyr Gly Glu
20

Cys Glu Gly
Pro val val
Glu Tyr Ser

ser Pro Ala
85

Leu Met His
100

Ile Asp Met
115

Glu Tyr Gly
Ala Gly Tyr
Met Asp Thr

165

Arg Phe Gly

ES 2601052 T3

aagaactcta
aaataattgt
ctgtactaat
gaagaattta
ttaggaaaat
caagaggaaa

aataaaataa

Asp Tyr Glu

cgaagctatt
aaaatcaata
taaatatagt
atttagggaa
gtcccattgt
trticcettt

taaaadaaada

gttgccatgt
aacttgtcaa
acaaaaaaaa
aaaataaaaa
attattttca
trttttttet

ddaaadaad

phe Trp Phe val Thr

10

Glu Thr Leu Glu Leu val Asp Gln

25

Leu Ser Gily Ile Ser Ser Arg Tyr

40

45

Thr Ser Pro Glu Thr Ile Arg Glu

© 55

60

Glu Thr Cys Ala Gly Ile Ilte Thr

70

75

Lys Met Trp Ile Glu Gly Leu Ser

90

Leu His Thr GIn Tyr Asn Arg Asp

105

Asp Phe ggg Asn Ser Ash Gln Ser

125

Tyr Ile Asn Ser Arg Met Gly Leu

Trp Asp Asp Glu Glu val

Lys Lys

155

Ala Ala Ala Leu Asn Glu Ser Arg

170

Asp Ash Met Arg His val Ala val

36

accaataagt
tcctecaate
atgtataaac
taataataaa
tttctactaa

tgtaataaat

Gly Ser Gln
15

His Ala Lys
30

Lys Ile Thr

Leu Leu Arg

Trp Met His
80

Ser Tyr Gln
95

Ile Pro Trp
110

Ala His Gly

Ser Arg Lys

Glu Met Ser
160

His Ile Lys
175

Thr Asp Gly

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1669



ASp

Gly

val

225

Glu

Lys

Ala

Gly

Glu

305

Ala

Glu

Pro

Ile

Gly

Leu

Asn

Thr

Leu

Ala Gly Ite Glu Ser val Leu Ile Ser Arg Asp Thr Thr Ile His Lys
465 475

Lys

Ile

210

Asp

Thr

Ile

Phe

Leu

290

Gly

Lys

Pro

Thr

Gly

ser

val

Leu

Ala

ser

450

val

195

Gly

Thr

Lys

Glu

Thr

275

Ala

Asp

Gly

Gly

val

355

Gly

Ala

Leu

Pro

Ala

435

Tyr

180

Gly

AsSp

Leu

Arg

Leu

260

Thr

val

Trp

Lys

Asn

340

Ala

Lys

Ile

Asn

val

420

Glu

Glu

Ala

Leu

Tyr

Asp

245

Gly

Ser

Gin

Lys

Arg

325

Glu

Leu

clu

Gln

Glu

405

Ala

Ala

Leu

ES 2601052 T3

His

val

Ala

230

Glu

Leu

rhe

Arg

Thr

310

Thr

Met

Asp

ASp

Ala

390

val

Arg

Trp

Thr

ile G1n
200

Glu val
215

Glu Tyr

Ala Lys

Thr aAla

clu val
280

Leu Met
295

Ala Ala

ser Phe

Ile Leu

GIn Pro
360

Pro Ala
375

ser Ile

Asn Gly

val Leu

Ile Leu

440

Ala Glu

455

470

185

Phe

Met

Asp

val

Phe

265

Leu

Glu

Leu

MetT

Gly

Lys

Arg

val

Gin

Trp

Ala

Gln

Gly

Asp

Arg

Ala

256

Leu

His

LyS

val

Glu

330

Ser

Ile

Leu

Asp

Glu

410

Lys

Gly

Met

Trp

Arg

Leu

235

ser

Glu

Gly

Gly

Arg

315

Asp

His

Glu

val

Ile

395

Ile

Pro

Gly

Leu

Glin

Ile

220

Tyr

Ile

Gln

Met

Tyr

300

Met

Tyr

Met

val

Phe

380

Gly

Glu

Glu

Ala

ASp

val

205

Thr

val

Lys

Gly

Lys

285

Gly

Met

Thr

Leu

His

365

Asn

Gly

Lys

Pro

His

445

Trp

460

190

Asp

Asp

Ile

Glu

Gly

Gln

Phe

Lys

Tyr

Glu

350

ser

Gly

Arg

ASp

ser

430

His

Ala

Gly

Asp

Ser

Gln
255

Tyr

Leu

Ala

Ile

His

335

val

Leu

ile

rhe

Met

415

Leu

Thr

Glu

Tyr

Glu

Glu

240

Ala

Thr

Pro

Gly

Met

320

Phe

Ccys

ser

ser

Arg

400

Pro

Lys

Cys

Met

430

Leu Lys His Glu Leu Lys Trp Asn Glu Ala Leuw Tyr Arg Leu Gln Lys
485 490

37

495
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<210> 10
<211> 1511
<212> ADN

<213> Bacillus subitilis

<400> 10

atgagaaagg
gaagccagca
tttgtgagog
cttcaccgga
gcatcattac
cttatcaaaa
cgattgacat
acatcaactc
aagtgaaaaa
atattaaggt
aggtgggagc
ttgaagtgat
gactatatgt
aacaggcgaa
ttacgacatc
gccigatgga
tacggatgat
accattttga
ctgtcgettt
accctgcgeg
atattggcgg
acatgccgaa
cagcggaggc
cagcggagca
gtgatacgac

ttcaaaagta

<210> 11
<211> 566
<212> PRT

<213> E. coli

ggcagtttac
cctatacggg
gctcagegga
aaccattaga
atggatgcac
accgettatg
ggattttatg
gagaatgggg
agaaatgtcc
tgccagattt
gcatattcaa
ggatcgcatt
gatcagtgag
aattgaactt
gtttgaagtg
gaaaggctat
gaaaatcatg
accgggaaat
ggatcagccg
tttggtattit
gcgtttecege
titaccggtt
atggatttta
aatgcttgat
aattcataaa

9

ES 2601052 T3

atgcttcaga
gaagagacgc
atttcttcca
gagctgttaa
acattttccce
catttgcata
aacagcaacc
cttagccgaa
Cagtggatgg
ggagataaca
tttggctgge
acggacgacg
gaaacaaaac
ggattaaccy
ctgcacggaa
gggtritgccg
gctaaaggaa
gaaatgattc
aaaatcgagg
aacggcatca
cttgtgctga
gccegtgttc
gccggeggty
tgggcggaaa

ctgaaacacg

caaaggatta
tggaactecgt
gatataaaat
gagaagcgga
ctgcaaaaat
cccaatataa
aatccgcgca
aagtcattgc
atacggcggc
tgcgtcatgt
aggttgacgg
aggttgacac
gtgacgaage
cttttcttga
tgaaacagct
gtgaaggaga
aaagaacttc
tgggctctca
ticattcgct
geggttctge
atgaagtcaa
tctggaagec
cacaccatac
tggcgggaat
agttaaaatg

38

tgaattctgg
agatcagcat
cactcataag
gtacagtgag
gtggatagaa
tcgegatatc
tggcgatcga
cggctattgg
tgcattaaét
cgcggtaacg
atatggcatc
gctttatgec
aaaggtagcg
gcaaggcgga
gcegggactt
ttggaagaca
cttcatggaa
catgcttgaa
ttcgatiggce
cattcaagct
cggccaggaa
ggagccgtca
ctgcctgtcet
cgaaagtgtt
gaacgaggco

tttgtgacag
gctaaaagca
ccegtegtca
acatgtgctg
ggccritect
ccgtaggggta
gagtacggrt
gatgatgaag
gaaagcagac
gacggagaca
ggggatctcg
gagtatgaca
tccattaaag
tacacagcgt
gccgttcage
gecggccctty
gattacacgt
gtgtgtccga
ggcaaagagg
agcattgttg
attgaaaaag
ttgaaaacag
tatgaactga
ctcatttccc

ctttaccgge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1511



<400> 11

Met
1
Leu
Trp
Gln
Leu
65
val
Ala

Asn

Glu

Trp
Arg
Leu

Glu
225

Ala

Ala

TYr

Phe

50

Lys

Gly

Asp

Ala

Glu

130

Tvr

His

Ile

Pro

210

Leu

Ile

val

Pro

35

Arg

Thr

Ile

Gly

Met

115

ile

Ile

val

Glu

GlIn

195

His

Asp

Ala

Asp

20

Arg

His

val

Gly

Asn

100

Phe

Thr

Gly

Thr

Leu

180

AsSp

Glu

Pro

Ile

cys

Trp

His

Leu

val

85

val

val

Arg

Gly

Cys

Ile

Ser

Ile

ES 2601052 T3

Gly

Ala

Glin

Pro

Ala

70

Asp

Leu

Leu

Leu

Ile

150

Glin

Asp

Arg

Trp

Leu
230

Lau

Ser

Lys

Arg

55

Glu

Ser

Ala

Trp

Cys

135

TYr

Asp

Trp

Arg

Gly

215

Asnh

ASp

Gly

Gly

40

Asp

Leu

Thr

Leu

Lys

120

His

ser

ser

val

Gly

200

Gly

Arg

phe

Glu

25

Gin

Tyr

ser

Gly

Asp

Ala

Ser

Ala

Pro

185

Arg

Leu

His

39

Gly

10

Glu

rhe

e

val

ser

90

Pro

His

Pro

Glu

val

170

Ala

Cys

Pro

Leu

Ser

Ile

Cys

Glu

Glu

73

Thr

Glu

Thr

Gly

Leu

S5er

Pro

Pro
235

Asp

Ala

Asp

Ser

60

Gln

Pro

Phe

Ala

Ash

140

Phe

GIn

Leu

Ala

Ala

220

Ser

ser

Thr

Ala

45

Met

Arg

Ala

Ala

val

125

val

Trp

Ser

Ser

Pro

va'l
Ser
30

Pro
Glu
Ala
Pro
é'l u
110
Glu
ASp
Ala
Ala
Gly
190
His
Phe

Leu

Arg

15

val

AsSN

Ala

Ala

1le

95

Ash

Arg

Tyr

Lys

Ala

175

Thr

Lys

Phe

Phe

Ala

Glu

AsSnh

Ala

val

80

ASp

Pro

ser

ser

Tle

1c0

ser

Thr

Ser

Asp

Thr
240



Asp

Ala

Phe

Leu

Lys

305

Asp

Ala

Leu

Ala

Asn

385

Arg

Leu

Ala

Gly

Asn

465

Gln

Ala

Thr

Gln

Asp

val

290

Gln

Gly

Phe

Glu

Ser

370

Pro

Arg

Asn

Thr

Ile

450

Gln

Ile

Ala

Trp

Arg

Cys

275

Lys

Ser

Ser

Gly

Gln

355

Gln

ser

ser

Leu

Ala

435

Ala

val

val

vai

Thr

Leu

260

His

val

val

val

Asp

340

Leu

LyS

Leu

Pro

Ala

420

Phe

val

Ile

Ala

Ala
500

Ala

245

Gly

Met

Ile

Gly

val

325

Tle

Ala

Gln

Asp

Asn

405

Thr

Gly

Asn

Met

ser

485

Ala

Asp

Leu

Gly

Gly

Glu

310

Pro

TYTr

Ala

Leu

His

390

Ala

ASp

Ala

Asn

Gin

470

ASD

Lys

ES 2601052 T3

Ile

Pro

Ala

Thr

295

Arg

Gly

Ala

Glin

Leu

375

Leu

Asn

Ala

Arg

val

455

Ala

Gln

val

Pro

Glu

val

280

Ser

Ala

Phe

Trp

His

360

Pro

Pro

Gln

Pro

Ala

440

Met

Cys

cys

His

val

ser

265

Gly

Thr

val

Ile

Phe

345

Pro

Ala

val

Arg

Leu

425

Ile

Ala

Cys

Cys

Ala
505

40

Gly

val

Ala

Cys

Lys

Gly

Gly

Glu

Leu

val

Leu

410

Leu

Met

Leu

Asp

Ala

490

ASp

Thr

val

Gly

Asp

Gly

Lau

Arg

Leu

Thr

Leu

395

Lys

Phe

Glu

Gly

val

475

Leu

Ile

Leu

Ile

Ala

Ile

300

Ile

Glu

val

Lys

Glu

380

Asp

Gly

Gly

Cys

Gly

Leu

Gly

Pro

Cys

ser

Gin

285

Leu

Cys

Ala

Leu

Ala

365

Ala

Trp

val

Gly

Phe

445

Ile

Asn

Ala

Ser

Pro

Gly

Pro

Ile

Gly

Gly

Ser

350

Gln

Trp

Phe

Ile

Leu

430

Thr

Ala

Arg

Ala

aAla
510

Glu

255

Gly

Asn

Ala

Gln

Gln

335

Trp

Ile

Ala

Asn

Thr

415

Ile

Asp

Arg

Pro

Ile

495

Gin

Trp

Ala

Ala

AsSp

val

320

Ser

Pro

AsSn

Lys

Gly

Asp

Ala

Gln

Lys

Leu

480

Phe

GlIn



10

Lys Met Ala Ser

Ala Gln Arg pPhe
530

ser Ala Glu GIn
545

Gln Ala val ala

<210>12
<211> 1453
<212> ADN

<213> E. coli

<400> 12

atggcgattg
tgcgeeageyg
caattttgty
atggaagcgg
gtcgggattyg
gtgctggegce
gaccacactg
gttgactact
ctgcatgtga
tgcgactggy
cgttgcagcey
agtttcttty
gacacctgga
ggecctgectg
ggegcaggey
ctgattgccy
gatggcageg
atctacgect
ccggaactga
gcatgggcca
cgtegetege
accgacgctc

atcatggagt

caattggcct
gtgaagagat
atgcececgaa
cactgaaaac
gcgttgacag
tgcgcecgga
cggttgaaag
cccgctatat
ctecgeccagga
tgccagetct
ccgggcataa
atgagctgga
ctgccgatat
aaagcgtggt
cacagcctaa
acaaacagag
tggtgcetgg
gyttcggtcg
aagcgcaaat
aaaatccgtc
caaacgctaa
cgctgetgtt

gctttaccga

ES 2601052 T3

Ala val Glu Lys Thr Leu Gln Pro Arg Ser Glu Gln
520 525

Glu GIn Leu Tyr Arg Arg Tyr G1ln GIn Trp Ala Met
535 540

His Tyr Leu Pro Thr ser Ala Pro Ala Gin Ala Ala

550

Thr Leu
565

cgattttggc
cgccaccagce
taaccagttc
cgtgcttgea
taccggctcg
gtttgccgaa
aagcgaagag
tggcggtatt
cagcgecgtg
gcttteccggt
atcrcrgtgy
cccgatecte
tceggtgggc
gatttccggc
cgcactggta
cgttggcgag
atttatcggt
cgtactcagc
caacgccagce
tctggatcac
ccaacgcctg
cggcggrttg
Tcaggggatc

agrgattctqy
gtagagtggt
cgtcatcatc
gagcttagcg
acgcccgeac
aacccgaacg
attacccgtt
tattceageg
gegeaatctg
accaccecgec
cacgaaagct
aatcgccatt
accttatgcc
ggcgegrty
aaagttatcyg
cgggcagtta
ctggaagcag
tggccyctod
cagaaacaac
ctgccggtgg
aaaggggtga
attgctgcca

gccgtcaata

41

tgcgagettt
atcecegttg
cgcgtgacta
tcgaacageg
cgattgatgc
cgatgttcgt
tgtgccacgc
aatggttctyg
ccgcategty
cgcaggatat
ggggcggett
tgccttccce
cggaatgggc
actgccatat
gtacttccac
aaggtatttg
gccaatcggce
aacagcttgc
tgcttecgge
tgctcgactg
ttaccgatct
ccgectttgyg

acgtgatggc

ggcggtggac
gcaaaaaggg
cattgagtca
cgcagctgtg
cgacggtaac
attgtggaaa
gccgggeaat
ggcaaaaatc
gattgagcty
tcgtegegga
gcegecagec
gctgttcact
gcagegtetc
gggcgcagtt
ctgcgacatt
cggtcaggtt
gtttggtgat
cgeccageat
gctgaccgaa
gtttaacggt
taaccteget
cgcacagcgea

gctgggcgge

560

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1340
1200
1260
1320
1380



10

ES 2601052 T3

atcgogcgga aaaaccaagt cattatgcag gcctoctgeyg acgtgetgaa tcgeccgetg

caaattgttg cct

<210> 13
<211> 231
<212> PRT

<213> E. coli

<400> 13

Met

Pro

Asp

Ser

Glu

65

Arg

His

Ala

Thr

Thr

145

Ala

Gly

val

Asp

Leu

Lys

Arg

Ile

50

val

Leu

Ser

Thr

Arg

130

Gly

GIn

Lys

Ala

Met
210

Glu

His

Glu

35

Met

val

Leu

Arg

Gly

Lys

Asn

Met

Asn

Tyr

195

Gin

ASp

Asn

20

Arg

Thr

Glu

Tyr

His

106

Thr

Met

val

Pro

Ala

180

Met

Gln

Leu

Leu

Gly

Ala

Gly

Gin

85

Ala

Thr

Thr

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Lys

val

val

Asp

Ala

70

Ala

Thr

His

Asp

val

150

val

Asp

Ile

Leu

Ala Lys Ala Tyr Tyr G

225

Aryg

Thr

Phe

ASp

55

Lys

Phe

Ile

Ala

Ala

135

Glu

Leu

Ala

Phe

Glin

Leu

val

40

Met

Lys

Pro

Trp

Thr

val

val

Cys
200

val

Thr

25

Ile

val

Pro

ser

Ala

105

Tyr

Ile

Phe

His

His

185

Arg

Leu

10

Trp

LyS

val

ser

Ile

90

Gln

Phe

Asn

Glu

Ser

170

Asn

Gln

Glu

Gly

Pro

val

Ser

75

Gly

Ala

Tyr

Gly

LysS

His

Ala

Leu

Leu Asn Lys His Tyr

215

42

230

Ala

Asn

Ser

ser

60

Asp

Gly

Gly

Gly

Glu

140

Gln

Galy

Ile

Ala

Leu
220

Ty Gln
3

Asn

val

Gly

45

Ile

Thr

Tle

Gln

Thr

125

Tyr

Gly

Pro

val

Pro

205

Arg

Leu

ser

30

val

Glu

Pro

val

ser

110

Ile

Glu

ITe

rhe

Leu

190

Gln

Lys

Ala

15

Ala

ASp

Thr

Thr

His

95

Tle

Pro

Trp

Asp

Ala

175

Glu

Leu

His

Leu

vali

Tyr

Gly

His

80

Thr

Pro

Cys

Glu

Ala

160

Trp

Glu

Pro

Gly

1440
1453
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15

<210> 14
<211> 696
<212> ADN

<213> E. coli

<400> 14

atgttagaag
ctggtcacgc
atcaaacctt
atcgaaaccg
cgactgcict
gccactatcet
tatttctacg
tatgagtggg
gcgcaaatgce
gaagatgcgg
cgtcagttag
cgtaagcatg

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

atctcaaacg
tcacatgggg
ccggegtega
gtgaagrggt
atcaggcatt
gggcgcaggc
gcaccattec
aaaccggtaa
ccgygcgtect
tgcataacgce
cgccgcagtt

gcgcgaagge

ES 2601052 T3

ccaggtatta
caacgtcagc
ttacagcatc
tgaaggtgcg
cccgtecatt
gggccagteg
ctgcaccegc
cgtcatcgta
ggtceattct
catcgtgectg
accggatatg

atattacgag

<213> Bacteroides thetaiotaomicron

<400> 15

gaggccaace
gcecgttgatce
atgaccgcty
aaaaagccct
ggcggeatty
attccagcaa
aaaatgaccg
gaaaccttcg
cacggcccat
gaagaggtcg
cagcaaacgc

cagtaa

43

tggcgetgec
gcgagegcgg
acgatatggt
ccteccgatac
tgcacacaca
ccggeaccac
acgcagaaat
aaaaacaggg
ttgcatgggg
cttatatggg

tgctgaataa

aaaacataac
cgtcttigtg
cgtggttagce
gccaactcac
ctcgcgecac
ccacgcecgac

caacggtgaa

tatcgatgca |

Caaaaatgcc
gatattctgc

acactatctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540>
600
660
696



Met

Gly

Lys

Ala

Gly

65

Ala

Ile

Ala

Lys

val

Trp

50

Thr

Lys

Glu

Thr

Asp

Ile

35

Trp

Lys

Asp

TYr

Lys

Ser

20

Asn

His

Gln

Lys

TYF

Glu

Lys

Gly

Thr

Phe

Met

85

Cys

ES 2601052 T3

Phe

Asn

Lys

Leu

Pro

70

Asp

Phe

Phe

Pro

Lys

Cys

55

Trp

Ala

His

Pro

Met

Met

40

Ala

Asn

Gly

Asp

44

Gly

Ala

25

Lys

Glu

Gly

phe

val

Ile

10

Phe

Asp

Gly

Asn

Glu
90

Asp

Glu

Arg

Trp

Gly

Ala

75

Phe

Leu

Lys
Tyr
Leu
Asp
60

Asp

Met

val

Ile Lys
Tyr ésp

0
Arg Phe
45
GIn Phe
Ala Tle

GIn Lys

ser Glu

Phe
15

Ala
Ala
Gly
Gln
Met
95

Gly

Glu

Glu

Met

Gly

Ala

80

Gly

Ala



ser

Lys

Asn

145

Asp

Asp

Arg

Glu

Lys

His

val

Gln

305

Thr

Gly

Asp

Leu

val

Gln

130

val

Phe

Ala

Glu

His

210

Gly

Lys

Ala

Ala

290

Asn

Gin

Thr

Ile

Glu

Glu
115

Lys

Phe

Asp

Thr

Gly

Leu

Phe

His

His

Thr

275

Asn

Gly

Ala

ASN

Phe

355

Ser

100

Glu

Glin

Gly

val

Ile

180

Tyr

Ala

Lys

Gln

Gly

Leu

Gly

Trp

Met

Phe

340

ile

Ala

Tyr

Ala

His

val

165

Glu

Met

Glin

Gly

Tyr

245

Leu

Ala

Met

Asp

Met

325

ASD

Ala

Ala

ES 2601052 T3

Glu

Glu

Ala

150

Ala

Leu

Ser

Met

Thr

230

ASp

AsD

Gly

Leu

Thr

310

GlIn

Ala

His

Ala

Ala

Thr

135

Arg

Arg

Gly

Leu

Leu

215

Phe

val

Lys

His

Gly

Asp

Ile

Lys

Ile

Leu

Ash
120
Gly
Ty
Ala
Gly
Leu
200
Thr
Leu
Asp
ASp
Thr
280
ser
Gln
Ile
Thr
Ala

360

Leu

105

Leu

Ile

Met

Ala

Glu

185

Asn

Itle

Ile

Thr

Phe

265

Phe

Ile

Phe

Arg

Arg

345

Gly

ASp

45

LYS

Lys

Asn

val

170

Asn

Thr

Ala

Glu

Glu

250

Lys

Glu

ASp

Pro

ASn

330

ATy

Met

Glu

Glu

Leu

Gly

Gln

Tyr

Asp

Arg

Pro

235

Thr

val

His

Ala

Ile

315

Gly

Ash

Asp

ser

Ile

Leu

140

Ala

Ile

val

Gln

ASp

Lys

val

Asn

Glu

Asn

300

Asp

Gly

ser

Ala

Pr'o

val
125
Trp
Ala
Lys
Phe
Lys
205
Tyr
Pro
Ile
Ile
Leu
285
Arg
Asn
Leu
Thr
Met
365

Tyr

110

Ala
Gly
Thr
Asnh
Trp
190
Arg
Ala
Met
Gly
Giu
270
Ala
Gly
TYr
Gly
ASp
350

Ala

Lys

Tyr

Thr

Asn

Ala

175

Gly

Glu

Arg

Glu

Phe

255

val

val

ASp

Glu

Thr

335

Leu

Arg

Lys

Ala

Ala

Pro

160

Ile

Gly

Lys

Ala

Pro

249

Leu

Asn

Ala

Tyr

Leu

320

Gly

Giu

Ala

Met



ES 2601052 T3

370 375 380

Leu Ala Asp Arg Tyr Ala Ser Phe Asp Gly Gly Lys Gly Lys Glu Phe
385 390 395 400

Glu Asp Gly Lys Leu Thr Leu G1lu Asp val val Ala Tyr Ala Lys thr
405 410 415

Lys Gly Glu Pro Lys GlIn Thr Ser Gly Lys GlIn Glu Leu Tyr Glu Ala
420 425 430

Ile Leu Asn Met Tyr Cys
435

<210> 16
<211> 1317
<212> ADN

<213> Bacteroides thetaiotaomicron

10

46

<400> 16
atggcaacaa aagaattttt tccgggaatt gaaaagatta aatttgaagg taaagatagt . 60
aagaacccga tggcattccg ttattacgat gcagagaagg tgattaatgg taaaaagatg 120
aaggattggc tgagattcgc tatggcatgg tggcacacat tgtgcgctga aggtggtgat 180
cagttcggtg gcggaacaaa gcaattccca tggaatggta atgcagatgc tatacaggca 240
gcaaaagata agatggatgc aggatttgaa ttcatgcaga agatgggtat cgaatactat 300
tgcttccatg acgtagactt ggtttcggaa gdtgccagtg tagaagaata cgaagcetaac 360
ctgaaagaaa tcgtagctta tgcaaaacag aaacaggeag aaaccggtat caaactactg 420
tggggtactg ctaatgtatit cggtcacgec cgctatatga acggtgeage taccaatcct 480
gacitcgatg tagtagctcg tgckgctgtt cagatcaaaa atgcgattga tgcaacgatt 540
gaacttggcg gagagaatta tgtgttttgg ggtggtcgtg aaggctatat gtctcttctg 600
aacacagatc agaaacgtga aaaagaacac cttgcacaga tgttgacgat tgctcgtgac 660
tatgcccgty cccgtgygttt caaaggtact ttocigatcg aaccgaaacc gatggaaccg 720
actaaacatc aatatgacgt agatacggaa actgtaatcyg gettcctgaa agctcatggt 780
ctggataagg atttcaaagt aaatatcgag gtgaatcacg caacttiggc aggtcacact 840
ttcgagcatg aattggctgt agctgtagac aatggtatgt tgggctcaat tgacgccaat 900
cgtggtgact atcagaatgg ctgggataca gaccaattcc cgatcgacaa ttatgaactg 960
actcaggcta tgatgcagat tatccgtaat ggtggtctcg gtaccggtgg tacgaactit 1020
gatgctaaaa cccgicgtaa ttctactgat ctggaagata tctttattgc tcacatcgca 1080
ggtatggacg ctatggcccg tgcactcgaa agtgcagedg ctcotgctcga cgaatctcce 1140
tataagaaga tgctggeiga ccgttatget tcatttgaty ggggcaaagg taaagaattt 1200
gaagacggca agctgactct ggaggatgtg gttgcttatg caaaaacaaa aggcgaaccg 1260
aaacagacta gcggcaagca agaactttat gaggcaattc tgaatatgta ttgctaa 1317



<210> 17

<211> 258

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 17

Met

Pro

Asn

Thr

Glu

Asp

Glu

ser

145

val

Leu

Ser

Asp

Tle
225

Ala

Leu

Leu

val

50

Phe

Ser

Gln

Glu

Lys

130

Arg

Pro

Leu

Ala

Ala

210

Lys

Ala

Glu

Lys

35

val

Tyr

Arg

Tyt

Asn

115

Leu

Lys

Ile

Glu

Lys

195

Asp

Leu

Gly

Asp

20

phe

Tyr

Glu

Asin

Pro

100

Leu

val

Lys

Glu

Gln

180

Ala

phe

Leu

val

Ala

Asp

val

val

Leu

85

Arg

Gln

ser

ser

ile

165

Leu

Gly

Gly

val

ES 2601052 T3

Pro

LysS

Asp

Ala

Ala

70

Ile

Ile

Leu

Thy

Pro

150

val

His

Pro

Glu

Gly

Lys

Arg

His

Glu

55

ser

Leu

ASp

ITe

Ser

135

Lys

Pro

Ala

val

Ile

215

val

Ile

Ala

Lys

40

Arg

Lys

Asp

Ile

Lys

120

Ala

His

Ser

Glu

val

200

Ser

val

Asp

Ala

25

Ile

Ile

Phe

Asn

Ala

105

Gly

LYS

l.eu

ser

Lys

185

Thr

Asp

Glu

47

Ala

10

Ala

Ite

Gly

Ile

Lys

Phe

Gly

Thr

Gly

TYr

170

val

Asp

Pro

Thr

Leu

TyYr

Gly

Gln

Cys

Leu

ASD

Gly

Phe

LyS

155

val

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

Arg

Ile

Gln

Gly

Ala

1le

140

Asn

Arg

Ile

AsSn

220

Leu

ser

Ala

Gly

45

Leu

Pro

Leu

Ala

Cys

125

val

Trp

val

Arg

Asn

205

Leu

pPhe

Leu

val

30

ser

His

Thr

Gly

val

Arg

Lys

Gln

190

Phe

His

Ile

Gly

15

ASp

Gly

Asp

Gly

ser

95

Glu

Phe

Ala

Gln

Asn

175

Gly

Ile

Arg

Asp

Ash

Glu

Ser

Pro

Phe

80

ile

val

Gln

ASp

Gly

Asp

Gly

Ile

Glu

Asn
240



ES 2601052 T3

ala ser Lys Ala Tyr phe Gly Asn Ser Asp Gly Ser val 6lu val Thr
245 250 255

Glu Lys

<210> 18
<211> 2467
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

10

48

<400> 18
ggatccaaga ccattattcc atcagaatgg aaaaaagttt aaaagatcac ggagattttg 60
ttcttctgag cttctgetgt ccttgaaaac aaattattcc gctggecgoe ccaaacaaaa 120
acaaccccga tttaataaca ttgtcacagt attagaaatt ttctttttac aaattaccat 180
ttccagetrta ctacttccta taatcctcaa tcttcagcaa gcgacgcagg gaatagccgc 240
tgaggtgcat aactgtcact tttcaattcg gccaatgcaa tctcaggegg acgaataagg 300
gggccctetc gagaaaaaca aaaggaggat gagattagta ctttaatgtt gtgttcagta 360
attcagagac agacaagaga ggtittccaac acaatgtctt tagactcata ctatcttggg 420
ttigatcttt cgacccaaca actgaaatgt ctcgccatta accaggacct aaaaattgtc 480
cattcagaaa cagtggaatt tgaaaaggat cttccgcatt atcacacaaa gaagggtgtc 540
tatatacacg gcgacactat cgaatgtccc gtagccatgt ggttagggge tctagatctg 600
gttcitctcga aatatcgcga ggctaaatit ccattgaaca aagttatgge cgtctcaggg 660
tcetgecage agcacgggtce tgtctactgg tecteccaag ccgaatctct gttagagcaa 720
ttgaataaga aaccggaaaa agatttattg cactacgtga gctctgtagc atttgcaagg 780
caaaccgccc ccaattggca agaccacagt actgcaaagc aatgtcaaga gtttgaagag 840
tgcatagoty gocctgaaaa aatggctcaa ttaacagggt ccagagecca ttttagattt 900
actggtcctc aaattctgaa aattgcacaa ttagaaccag aagcttacga aaaaacaaag 960
accatttctt tagtgtctaa ttttttgact tctatcttag tgggecatct tgttgaatta 1020
gaggaggcag atgcctgtgg tatgaacctt tatgatatac gtgaaagaaa attcatgtat 1080
gagctactac atciaattga tagitctict aaggataaaa ctatcagaca aaaattaatd 1140
agagcaccca tgaaaaattt gatagcgggt accatcigta aatattttat tgagaagtac 1200
ggtitcaata caaactgcaa ggltctctccc atgactggogg ataatttage cactatatgt 1260
tctttaccce tgcggaagaa tgacgttctc gtttccctag gaacaagtac tacagttctt 1320
ctggtcaccg ataagtatca cccctctceg aactatcatc ttttcattca tccaactcetg 1380
ccaaaccatt atatgggtat gatttgttat tgtaatggtt ctitggcaag ggagaggata 1440
agagacgagt taaacaaaga acgggaaaat aattatgaga agactaacga ttggactctt 1500
tttaatcaag ctgtgctaga tgactcagaa agtagtgaaa atgaattagg tgtatatttt 1560
cctctggggg agatcgticc tagcgtaaaa gccataaaca aaagggttat cttcaatcca 1620
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aaaacgggta
aatattgtag
tcaaacgcaa
gaatctcege
gcttctaaaa
aattttaggc
tcattgttat
ttteccatgygce
attccaagat
aatttatcat
tatatcaccg
aagtagtcat
gagtaaaaaa
gegctticca

cgagctc

tgattgaaag
aatcacaggc
gctcacaaca
tgcgggacta
acgatgctat
tagaaacacc
atgactctaa
atgtaatgga
tgtccecetta
gccctgacaa
ttattatgcg
cattttgttc
caatttatga

gtgagaatat

ES 2601052 T3

agaggtggcc
tttaagttge
gagactgaac
cctaaataaa
tgtgaagaag
aaactcatat
taazattgca
aagcatatcc
agcgaactgg
gtacacacaa
tgcacatgac
cccgttcgga
aagggtgagc
aagagageat

aagttcaaag
agggtaagaa
gaagatacaa
aggccagaaa
tttgctcaag
gcecttgatyg
gttcctittg
gatgtggata
aaaagactct
acacagacac
aatgcccttg
aaatgacaaa
gaccagcaac

tgaaagaget

<210>19
<211> 238
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 19

Met val Lys Pro Ile Ile Ala Pro Ser Ile
1 5

10

Asn Leu Gly Cys Glu Cys His Lys val Ile

Leu His Ile Asp Val Met Asp Gly His Phe
35 40

Gly G%n Pro Ile val Thr Ser Leu Arg Arg
5 55

Asp Ala Ser Asn Thr Glu Lys

Lys Pro Thr
65 70

Met Met val Glu Asn Pro Glu Lys Trp val

85 90

Gly Ala Asp GIn Phe Thr Phe His Tyr Glu
100 105

His Leu Val Lys Leu Ile Lys Ser Lys Gly

49

acaagaggca
tatctececct
tcgtgaagtt
ggacttitit
tcattggtyc
gttgttataa
ataaatttct
atgaaaattg
catctaaaat
ataatataca
tatgtttcgt
aagtaaaatc
gagagagaca

aggttattgt

Leu Ala Ser

Asn Ala Gly

val Pro Ash

45

Ser val
60

Pro
Ala Phe Phe
75

Asp Asp Phe

Ala Thr Gln

Ile Lys Ala

cgatgccaaa
gcttteggat
tgattacgat
tgtaggtggg
tacaaagggt
ggccatgtgg
gaatgacaat
gatcgctata
atgtttgaat
tacatatata
atactgtagc

aataaatgaa

aatcaaatta .

tagatcatct

Asp Phe Ala

15

Ala Asp Trp

30

Ile Thr Leu

Arg Pro Gly

Asp Cys His

80

Ala Lys Cys

95

Asp Pro Leu

Ala Cys Ala

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2467



Ile Lys
130

Leu Asp
145

Lys Phe
rhe Pro

Ile Pro

ser val

115

Pro Gly Thr

Met Ala Leu

Met Glu Asp
165

His Leu Asn
180

Lys Ala Ala
195

ES 2601052 T3

120

ser val Asp

135

125

val Leu phe Glu Leu

140

val wmet Thr val Glu Iig(s) Gly pPhe

150

Met Met Pro Lys val Glu Thr Leu

170

Ile GIn val Asp Gly Gly Leu Gly

185

Lys Ala Gly Ala Asn val Ile val

205

Ala Pro His

Giy Gly GIn
160

Arg Ala Lys
175

Lys Glu Thr
190

Ala Gly Thr

Phe Thr Ala Ala Asp Pro His Asp val Ile Ser Phe Met Lys
210 215 220

Glu Glu val Ser Lys Glu Leu Arg Ser Arg Asp Leu Leu Asp
225 230 235

<210> 20
<211> 1328
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

10

50

<400> 20
gttaggcact tacgtatctt gtatagtagg aatggctcgg tttatgtata ttaggagatc 60
aaaacgagaa aaaaatacca tatcgtatag tatagagagt ataaatataa gaaatgccgc 120
atatgtacaa ctaatctagc aaatctctag aacgcaattc cttcgagact tcttctttca 180
tgaaggagat aacatcgtgc gggtcagctg cagtgaaaac actggtacca gcgacaataa 240
cgttogcace ggctttgocy gotttcgaga tggtotocit goeccaaacca ccatcgactt 300
ggatattcaa atgggggaac ttggctctca aagtticcac ttttggcatc atgtcttcca 360
tgaattittg gcctccaaac ccaggticca cagtcataac aagagccata tccaaatgag 420
gagctagttc aaataaaacg tcaacagaag taccaggttt gatggcgcat gcagctitga 480
tgcecttaga cttaatcaac ttaactaaat gcaaagggte ttgtgtggec tcgtagtgga 540
acgtaaattg gtcagecacca catttagcaa aatcgtcgac ccatttitca ggattttcaa 600
ccatcatgtg acaatcgaag aacgcagtgg gettctttte tgtgttgcta gcatcgccag 660
ggcgtggcac agaacgacgt agdgaggtaa caattggttg gcccagagta atgtitidgaa 720
caaaatggcc gtccatgaca tcgatatgta accaatctgc gccggegttg atgaccttat 780
gacattecgeca acccaagttg gcgaagtcag aagcaaggat actgggagct ataattggtt 840
tgaccatttt ttcttgtgtg tttacctcge tcettggaatt agcaaatggc cttcttgcat 900
gaaattgtat cgagtttgct ttatitttct ttttacgggce ggattctttc tattctgget 960



10

ttcctataac
tatacaaaaa
gcgacacatt
aggacttgaa
catttgatta

cgtattattg

agagatcatg
tctgattact
ttttgtttct
tgcaattacc
gaaaagcaga

tttattccac

cgcgtttg

<210> 21
<211> 680
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 21

get Thr GIn Phe Thr

Ile Ala val

20

Leu ASp

Ala Pro Leu

Gly
35

Met

Arg Met Asn
50

Pro Thr

Leu His

Ser Ash Gly
65

Thr Gly Tyr Asp Leu

85

Gly Ser Arg Thr
100

Pro

val Thr Thr Gly Pro
115

Ala Met Ala Gln Ala
130

Thr Leu

Ser Asp Asn
145

GIn Glu Gly Tle ser

165

Leu Gly Asn Leu Tle

ES 2601052 T3

aaagaagttc
ttceccagete
gaagccacgt
ggaagaagca
gaataaatag

gcaggcatcg

Asp Tle Asp

Thr val

Ala

Asn
35

Ala val
70

Ser Ile

Gly His

Leu

ser

Pro Ala Ala His

40

Ala

Glu Asp

Pro Glu

Gly Gln Gly

cagcttacgg
gacttggata
cctgetttat
accaaccggc
acatgatacc

gtcgttgget

Leu Al
10

Lys

Lys Ala As

Pro Asp Trp Ile As

Leu Leu

75

Leu
90

Phe Gi
105

Ile Se

120

Asn
135

Tyr Thr Tyr val

150

ser

Ala Ila Tyr Asp Asp Asn

Gilu Ala

Leu Ala Ala Thr Tyr Asn

Phe
15

Ser ser
170

51

val

Tyr

Lys

Leu

leu

atcaagaaag
gctgttcttg
aagaggacat
atggttcagc
tctcttitta

gttgttatgt

a val ser

n ser Gly

Leu Trp
45

n Arg Asp
60

ser Met

Gln Phe

u teu Pro

r Asn Ala
125

Lys
140

Gly Asp
5

Ala Gly

Lys Ile

tacctataca
ttttctcttg
ttaaagttgc
atacaataca
tcectctgeag

ctcagataag

Thr Ile Arg
15

His
30

Pro Gly

Ser Gin Met

Arg Phe val

Leu His Leu

80

Arg Glin
95

Leu

Gly val Glu

110

val Gly Met

Pro Gly Phe

Leu

Gly Cys
160

Leu
175

His Lys

Thr Ile Asp

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1328



ES 2601052 T3

180 18190

Gly Ala Thr Ser Ile Ser Phe Asp Glu Asp val Ala Lys Arg Tyr Glu
195 200 205

Ala Tyr Gly Trp Glu val Leu Tyr val Glu Asn Gly Asn Glu Asp Leu
210 215 220

Ala Gly Ile Ala Lys Ala Ile Ala GIn Ala Lys Leu Ser Lys ASp Lys
225 230 235 240

Pro Thr Leu Ile Lys Met Thr Thr thr Ile Gly Tyr Gly Ser Leu His
245 250 255

Ala Ggly Ser His Ser val His Gly Ala Pro Leu Lys Ala Asp Asp val
260 265 : 270

Lys GIn Leu Lys Ser Lys Phe Gly Phe Asn Pro Asp Lys Ser Phe val
275 280 285

val Pro GIn.Glu val Tyr Asp His Tyr Gin Lys Thr Tle Leu Lys Pro
290 295 300

Gly val Glu Ala Asn Asn Lys Trp Ash Lys Leu Phe ser Glu Tyr Gln
305 310 315 320

Lys Lys Phe Pro Glu Leu Gly Ala Glu Leu Ala Arg Arg Leu Ser Gly
325 330 335

GIn Leu Pro Ala Asn Trp Glu Ser Lys Leu Pro Thr Tyr Thr Ala Lys
340 345 350

Asp ser Ala val Ala Thr Arg Lys Leu Ser Glu Thr val Leu Glu Asp
355 360 365

val Tyr Asn GIn Leu Pro Glu Leu Ile Gly Gly Ser Ala Asp Leu Thr
370 375 380

Pro ser Asn Leu Thr Arg Trp Lys Glu Ala Leu Asp Phe GIn Pro pro
385 390 395 400

Ser Ser Gly Ser Gly Asn Tyr Ser Gly Arg Tyr Lle Arg Tyr Gly Ile
405 410 415

Arg Glu His Ala Met Giy Ala ITe Met Asn Gly Ile Ser Ala Phe Gliy
420 425 430

Ala Asn Tyr Lys Pro Tyr Gly Gly Thr Phe Leu Asn Phe val Ser Tyr
435 440 445

Ala ala Gly Ala val Arg Leu Ser Ala Leu Ser Gly His Pro val Ile

52
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His

Gln

Asn

Gln

Gly

Ala

Ala

Thr

Asn

Lys

625

LYS

Ala

Ile

<210> 22
<211> 2046
<212> ADN

450

val

Gln

val

Ser

AsSn

530

Gly

Thr

Ala

Phe

val

610

TYr

Ala

Glu

ser

Ala

Pro

Trp

Leu

515

Leu

Tyr

Gly

Lys

595

Pro

Ala

Pro

Arg

Pro
675

Thr

e

500

Glu

Pro

val

Ser

Asn

580

Lys

Ile

His

Glu

Ala

660

Leu

His

Glu

485

Pro

Ser

Gin

Leu

Glu

565

Ile

Gln

Met

Gln

val

645

Gin

Lys

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 22

ES 2601052 T3

470

Thr

Ala

Lys

Leu

Gln

550

val

Lys

Pro

Ser

ser

630

Phe

Lys

Lys

455

ser

Leu

Asp

His

Glu

535

Asp

ser

Ala

Leu

val

615

Phe

Lys

Thr

Ala

Ile

Ala

Gly

Thr

520

Gly

val

Leu

Arg

Glu

600

Glu

Gly

Phe

Tle

Phe
680

Gly

His

Ash

505

Pro

Ser

Ala

ser

val

585

Tyr

val

Ile

Phe

Ala
665

val

phe

490

Glu

ser

Ser

Asn

val

570

val

Arg

Leu

AsSp

Gly

Phe

Gly

Arg

val

Ile

Ile

Pro

555

Glu

ser

Leu

Ala

Arg

635

Phe

TYr

460

Glu

ser

Ser

Ile

Glu

540

Asp

Ala

Leu

ser

Thr
620

Phe

Thr

Lys

Asp

Leu

Ala

Ala

525

ser

Ile

Ala

Pro

val

605

Thr

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

Ala

510

Leu

Ala

Ile

Lys

590

Leu

Cys

Ala

Glu

Asp
670

Pro

Asn

495

Ty

ser

Ser

Leu

Thr

575

Phe

Pro

Trp

Ser

Gly

Lys

Thr

480

Ile

Lys

Arg

Lys

val

560

Leu

Phe

ASD

Gly

Gly

val

Leu

atggcacagt tctccgacat tgataaactt gcggtttcca ctttaagatt actttccgtt

gaccaggtgg aaagcgcaca atctggccac ccaggtgeac cactaggatt ggcaccagtt

53

60
120



gcccatgtaa
gacaggtttg
ttaggatacg
ccgggtrcatce
ggtatctcaa
gaggatggct
caagagggtg
attacgtttt
gaagatgttt
gacgacgata
ccaaccataa
ggtgttcatg
tttgacccaa
gttgtggaac
accaaatttc
ggitgggaaa
acatcccage
gccgatttga
attacccaac
atgaggtgcea
acctttttga
aatccagica
caccaaccta
cctgctgatyg
ccatctgtty
aaagcctiga
tcaacaggat
aaaatcaaag
gaatacagat
acttcaagct
ggcaaggggc
gctgaaaaga

ttctaa

<210> 23
<211> 335
<212> PRT

tTtticaagca
ttctgtcgaa
attactctat
cagaattcca
atgctgttgg
ttccecatttc
titcttcgga
atgacagtaa
tgaagcgata
tggaatccat
tcaaggtaac
ggtcecgcettt
ataaatcatt
ccggtcaaaa
ccgagaaggg
agcatttacc
aggtgctgac
caccttcgaa
taggtaacta
ttatgaacgd
acttcgtctc
tttgggttgc
ttgaaactct
gtaacgaaac
tggctttate
agggtggcta
cagaagtctc
caagagttgt
tctetgttct
gg9ggtaagta
ctgaaattta

Caatcaatta

<213> Saccharomyces cerevisiae

ES 2601052 T3

actgcgetgt
cggtcactca
cgaggacttyg
ctcagcgoaga
tatggcaata
cgactcatat
gacctcttcc
tagcatttcece
cgagqgcatat
ttctageget
tactacaatt
gaaggcagat
tgtagtacct
acttaatgag
taaagaattg
gaagtttact
gaacatggtc
tctgacaagg
tgcaggaagg
tatctctgcee
ttatgctgea
aacacatgac
ggctcacttg
ttctgctgeg
acgacagaat
tgtgatccat
catttctata
ttececctgeca
accagacggt
tgctcatcaa
caaattgttc

ctacaaagga

aaccctaaca
tgcgetetrtc
agacaattta
gtggaaatca
gcgeaggeca
acgtttgcta
ttagcgggac
attgacggta
ggttgggaag
ttggaaaagy
ggattigggt
gatgttaaac
caagaggtgt
gaatgggata
caaagaagat
ccggacgacg
caagttttgc
tgggaaggcg
tacattagat
tttggtgcaa
ggagccgtta
tctatcgggce
agggctattc
tattattctg
cttcctcaat
gacgtggaga
gatgcagcca
gacttitata
gttccgatca
tegttceggac
gatttcacag

aagcagttgc

54

atgaacattg
tgtactcaat
gacaagtaaa
cttcecggtec
actttgccge
ttgtagggga
atctgcaatt
aaacctcgta
tcatggaagt
Caaaactatc
ccctacaaca
agttgaagaa
acgattatta
ggatgtttga
tgaatggtga
atgctctggce
ctgaattgat
cggtagattt
acggtgtgag
actacaagcc
ggttagcegce
tiggtgagga
caaacatgca
ctatcaaatc
tggagcattc
atcctgatat
aaaaattgta
cttttgacag
tgtcctttga
tcgacgaatt
cggacggtot
tttctectat

gatcaataga
gctccatcta
ctcaaggaca
gctaggeceag
cacttataac
tggttgetta
gggtaacttg
ctcgttcgac
cgataaagga
gaaggacaag
gggtactgct
gaggtggggg
taagaagact
agaatacaaa
gttaccggaa
aacaagaaag
cggtggttct
ccaacctccc
ggaacacgga
ttacggtggt
cttgtctggt
tggtccaacy
tgtatggaga
tggtcgaaca
ctettttgaa
tatcotggty
cgatactaaa
gcaaagtgaa
agtattggcet
tggtcgttca
tgcgicaagg
gggaagagct

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2046



<400> 23

Met

Glu

Phe

Ser

Asp

65

GlIn

Ile

Leu

Lys

Ile

145

Lys

Ala

Gly

Gly

Tyr

225

Ser

Ser

Gin

Gly

Leu

50

val

val

Leu

ser

Leu

130

Ala

Asp

val

Arg

Glu

210

Lys

Thr

Glu

Leu

Ser

33

Ile

Ala

Glu

Lys

Phe

115

Phe

ser

Gly

Ala

Ile

195

Ala

LyS

Asp

Pro

Lys

20

Ile

Leu

val

Asn

1le

100

Asp

Glu

Thr

Ile

Cys

180

Leu

AsSp

Tyr

Glu

Ala

Ala

Ala

Ala

Glu

Ala

85

val

Thr

Gln

Trp

His

165

Ala

Asp

Pro

Gly

Ile

ES 2601052 T3

Gln
Ser
Lys
Ala
Tyr
70

val
Pro
Gln
Glu
%
Cys
Glu
Trp
Gly
Tyr

230

Lys

Lys

Gly

Phe

Ala

55

Gly

Asp

Gly

Ala

Gly

Gly

Asn

Ala

Tyr

va'l

215

Lys

Asn

Lys

Thr

Gln

40

Lys

Lys

Arg

Arg

Thr

120

val

Ile

Leu

G1In

Lys

200

Ile

Thr

Leu

Gln

val

25

Pro

Gln

Lys

Leu

val

105

Ile

Ser

Glin

Thr

val

185

Ser

ser

Ile

Ala

55

Gln

Pro

His

Leu

90

Ser

Glu

Lys

Ala

Leu

170

Thr

sSer

val

val

Gly

val

val

Asp

Thr

Gly

75

val

Thr

Lys

Glu

Ala

155

l_eu

Leu

Thr

Lys

Met

235

vai

Ala

Ala

ser

Tyr

60

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg

140

Lys

phe

Ile

Gly

Lys

220

Gly

Asp

ASn

ASp

Thr

45

Ala

Thr

Phe

val

val

Glu

Ser

Ser

Lys

205

Ile

Ala

Tyr

Arg

Asn
Thr
30

Thr
Lys
Thr
Gly
AsS

110
His
Leu
Leu
pPhe
Pro
190
ASp
Tyr

Ser

Leu

ser
15

Gly
Asn
Leu

Glu

Lys
95

p Ala

Ile

Ile

Giu

val

175

Phe

Tyr

Asn

Phe

Thr

Leu

Asp

Pro

Glu

80

Glu

Arg

Ile

Lys

Glu

160

Gln

val

Lys

Tyr

Arg

240

Ile
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245 250

Ser Pro Ala Leu Leu Asp Lys Leu Met Asn Ser Thr
260 265

Arg val Leu Asp Pro val Ser ala Lys Lys Glu Ala
275 280

Ser Tyr Ile Ser Asp Glu Ser Lys Phe Arg Phe Asp
290 295 300

Ala Met Ala Thr Glu Lys Leu Ser Glu Gly Ile Arg
305 310 315

Asp Ile val Thr Leu Phe Asp Leu Ile Glu Lys Lys
325 330

<210> 24
<211> 2046
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 24

atggcacagt
gaccaggtgg
gcccatgtaa
gacaggttty
ttaggatacg
ccgggteatc
ggtatctcaa
gaggatggct
caagagggtg
attacgtrrtt
gaagatgttt
gacgacgata
ccaaccataa
ggtgttcatg
tttgacccaa
gittgtggaac
accaaatttc
ggrigggaaa
acatecccagc

gcegatttga

tctccgacat
aaagcgcaca
ttttcaagca
ttctgtcgaa
attactctat
cagaattcca
atgctgttag
tEcccatttc
tttcttecgga
atgacagtaa
tgaagcgata
tggaatccat
tcaaggtaac
agtccgettt
ataaatcatt
ccggtcaaaa
ccgagaaggq
agcatitacc
aggtgctgac

caccttcgaa

tgataaactt
atctggecac
actgcgctgt
cggtcacica
cgaggacttg
ctcagcggga
tatggcaata
cgactcatat
gacctcttcc
tagcatttcc
cgaggcatat
ttctageget
tactacaatt
gaaggcagat
tygtagtacct
acttaatgag
taaagaattg
gaagtttact
gaacatggtc

tctgacaagg

gcggttteca
ccaggtgcac
aaccctaaca
tgcgetette
agacaattta
gtggaaatca
gegcaggeca
acgtttgcta
ttagcgggac
attgacggta
ggttgggaag
ttggaaaagg
ggatttgggt
gatgttaaac
caagaggtgt
gaatgggata
caaagaagat
ccggacgacg

caagttttgc

tgggaaggcg.

56

ctttaagatt
cactaggatt
atgaacattg
tgtactcaat
gacaagtaaa
ctteccggtee
actttgecgc
ttgtagegga
atctgcaatt
aaacctcgta
tcatggaagt
caaaactatc
ccetacaaca
agttgaagaa
acgatiatta
ggatgtitga
tgaatggtga
atgctctggce

ctgaattgat

cggtagattt

255

Glu Pro Phe
270

Gly Asp Lys

Leu Asn Glu

Lys Phe ser

val Thar Ala
335

actttocgtt
ggcaccagtt
gatcaataga
gctccateta
ctcaaggaca
gctaggccag
cacttataac
tggttgctta
gggtaacttg
ctcgttegac
cgataaagga
gaaggacaag
gggtactgct
gaggtggggg
taagaagact
agaatacaaa
gttaccggaa
aacaagaaag
cggtggttct

ccaacctccc

Pro

Ile

ASp

Ala
320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
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attacccaac
atgggtgcca
accttittga
aatccagtca
caccaaccta
cctgctgatg
ccatctgttg
aaagccttga
tcaacaggat
aaaatcaaag
gaatacagat
acttcaagct
ggcaagggge
gctgaaaaga

ttctaa

taggtaacta
ttatgaacag
acttcgtcic
tttgggttge
ttgaaactct
gtaacgaaac
tggotttatc
agggtggcta
cagaagtctce
caagagttgt
tctctottct
ggggtaagta
ctgaaattta

caatcaatta

ES 2601052 T3

tgcaggaagg
tatcictgec
ttatgctgca
aacacatgac
ggctcacttg
ttctgctgeyg
acgacagaat
tgtgatccat
catttctata
ttcecctgeca
accagacggt
tgctcatcaa
Caaattgttc

ctacaaagda

tacattagat
tttggtgcaa
ggagccgtta
tctatcgggc
agggctattc
tattattctg
cttcctcaat
gacgtdgaga
gatgcagcca
gacttttata
gttccgatca
tcgttcggac
gatttcacag

aagcagttgc

<210> 25
<211>600
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 25

acggtgtgag
actacaagce
ggttagcegce
ttggtgagga
caaacatgca
ctatcaaatc
tggagcattc
atcctgatat
aaaaattgta
cttttgacag
tgtcctttga
tcgacgaatt
cggacggtgt
tttctcctat

ggaacacgga
ttacggtggt
cttgtctggt
tggtccaacg
tgtatggaga
tggtcgaaca
ctctttrgaa
tatcctggtg
cgatactaaa
gcaaagtgaa
agtattggct
tggtcgttca
tgcgtcaagg

gggaagagct

Met Leu

Met Ser

Leu Lys

Thr val

50

val

Tyr
65

Glu Ala

Leu Asn

val Tyr

Cys ser

Leu Asp
20

Cys Lteu

35

Glu Phe

Ile His

Leu Asp

Lys val
100

Trp Ser

val

Ser

Ala

Glu

Gly

Leu

85

Met

ser

Ile

Tyr

Ile

Lys

ASp

70

val

Ala

Gln

Gln

Tyr

ASin

Asp

55

Thr

Leu

val

Ala

GIn Thr

10

Arg

Leu Gly Phe

25

Glin
40

Asp Leu

Leu Pro His

Ile Glu Cys

ser Lys Tyr

ser Gly

105

Glu Ser Leu

57

Arg
ASp
Lys
Tyr
Pro
75

Arg

Cys

Leu

Glu

Leu

Ile

His

60

val

Glu

Gin

Glu

val

ser

vai

45

Thr

Ala

Ala

Gln

Gln

Ser

Thr

30

His

Lys

Metl

Lys

His

110

Leu

AsSn
15

Gln
Ser
Lys
Trp
Phe
95

Gly

Asn

Thr

Gln

Glu

Gly

Leu

80

Pro

ser

Lys

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2046



ES 2601052 T3

115 120 128

Lys Pro Glu Lys Asp Leu Leu His Tyr val Ser Ser val Ala Phe Ala
130 135 140

Arg GIn Thr Ala Pro Asn Trp G1n Asp His Ser Thr Ala Lys GTn Cys
145 150 155 160

Gln Glu Phe Glu Glu Cys Ile Gly Gly Pro Glu Lys Met Ala Gln Leu
165 170 175

Thr Gly Ser Arg Ala His Phe Arg phe Thr Gly Pro Gln Ile Leu Lys
180 185 190

Ile Ala Gin Leu Glu Pro Glu Ala Tyr Glu Lys Thr Lys Thr Ile Ser
195 200 205

Leu val Ser Asn Phe Leu Thr Ser Ile Leu val Gly His Leu val Glu
210 215 220

Leu Glu Glu Ala Asp Ala Cys Gly Met Asn Leu Tyr Asp Ile Arg Glu
225 230 235 240

Arg Lys Phe Ser Asp Glu Leu Leu His Leu Ile Asp Ser Ser Ser Lys
245 250 255

Asp Lys Thr Ile Arg GIn Lys Leu Met Arg Ala Pro Met Lys Asn Leu
260 265 270

Ile Ala Gly Thr Ile Cys Lys Tyr Phe Ile Glu Lys Tyr Gly Phe Asn
275 280 285

Thr Asn Cys Lys val ser Pro Met Thr Gly Asp Asn Leu Ala Thr Ile
290 295 300

Cys Ser Leu Pro Leu Arg Lys Asn Asp val {eu val Ser Leu Gly Thr
305 31 315 320

ser Thr Thr val Leu Leu val Thr Asp Lys Tyr His Pro Ser Pro Asn
325 330 335

Tyr His Leu Phe Ile His Pro Thr Leu Pro Ash His Tyr Met Gly Met
340 345 350

Ile Cys Tyr Cys Ash Gly Ser Leu Ala Arg Glu Arg Ile Arg Asp Glu
355 360 365

Leu Asn Lys Glu Arg Glu Asn Asn Tyr Glu Lys Thr Asn Asp Trp Thr
370 375 380

" Leu Phe Asn GIn Ala val Leu Asp Asp Ser Glu Ser Ser Glu Asn Glu

58
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385

Leu

Ile

Glu

Glu

465

Lys

Pro

val

Leu

val

Ser

<210> 26
<211> 2467
<212> ADN

Gly

Asn

val

ser

450

ser

Phe

Glu

Lys

Glu

530

ser

L.eu

Asp

Glu

val

Lys

Ala

435

Gln

Asn

Asp

Arg

Lys

Thr

Leu

ASh

Ash

Leu
595

Tyr

420

Lys

Ala

Ala

Tyr

Thr

500

Phe

Pro

Leu

Asp

Glu

580

Glu

Phe

405

val

Phe

Leu

Ser

Ala

Asn

Tyr

Asn

565

Asn

Lys

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 26

ES 2601052 T3

390

Pro

Ile

Lys

Ser

ser

470

Glu

Phe

Gln

ser

550

Phe

Trp

Thr

Leu

Phe

Asp

Cys

455

Gln

Ser

val

val

cys

535

Ser

Pro

Asp

Leu

395

Gly Glu ITe val

Asn

Lys

440

Arg

Gln

Pro

Gly

Ile

520

Ala

Asn

Trp

Al'g

Ile
600

Pro

425

Arg

val

Arg

Leu

Gly

505

Gly

Leu

LysS

His

Tyr
585

410

LysS

His

Arg

Leu

Arg

490

Ala

Ala

Gly

Ile

val

570

Asn

Thr

Asp

Ile

Asn

475

Asp

ser

Thr

Gly

Ala

555

Met

Ser

Pro

Gly

Ala

ser

460

Glu

Tyr

Lys

Lys

Cys

540

val

Glu

Lys

ser

Met

ASp

Leu

Asnh

Gly

Tyr

Pro

Ser

Ile

val

Ile

430

Asn

Leu

Thr

Asn

510

Asn

Lys

Phe

Ile

val
580

Lys

Glu

Ile

Leu

Ile

Lys

495

Ala

Phe

Ala

Asp

ser

575

Pro

400

Ala

Arg

val

ser

val

4380

Arg

ile

Arg

Met

Asp

Leu

ggatccaaga ccatfattcc atcagaatgg aaaaaagttt aaaagatcac ggagattttg

ttcttctgag cttctgetgt ccttgaaaac aaattaticc getggecgcc ccaaacaaaa

acaaccccga tttaataaca ttgtcacagt attagaaatt ttctttttac aaattaccat

ttccagetta ctacttecta taatcctcaa tottcagcaa gegacgcagg gaatagcege
59

60
120
180
240



ES 2601052 T3

tgaggtgcat aactgtcact tttcaattcg gccaatgcaa tctcaggcgg acgaataagg 300
gggccctctc gagaaaaaca aaaggaggat gagattagta ctitaatgtt gtgttcagta 360
attcagagac agacaagaga ggtttccaac acaatgtctt tagactcata ctatcitggg 420
tttgatcttt cgacccaaca actgaaatgt ctcgecatta accaggacct aaaaattgtce 480
cattcagaaa cagtggaatt tgaaaaggat cttccgcatt atcacacaaa gaagggtgic 540
tatatacacg gcgacactat cgaatgtccc gtagecatgt ggttagggge tctagatctg 600
gttctetega aatatcgcga ggctaaattt ccattgaaca aagttatgge cgictcaggg 660
tcctgecage agcacgggic tgtctactgg tcctcccaag ccgaatcict gttagageaa 720
ftgaataaga aaccggaaaa agatttattg cactacgtga gctctgtagc atttgcaagg 780
caaaccgccc ccaattggca agaccacadt actgcaaagc aatgtcaaga gttigaagag 840
tgcataggtg ggcctgaaaa aatggctcaa ttaacagggt ccagagccca ttttagattt 900
actggtcctc aaattctgaa aattgcacaa ttagaaccag aagcttacga aaaaacaaag 960
accatttctt tagtgtctaa ttttttgact tctatcttag tgggccatct tgttgaatta , 1020
gaggaggcag atgcctgtgg tatgaacctt tatgatatac gtgaaagaaa attcatgtat 1080
gagctactac atctaattga tagttcttct aaggataaaa ctatcagaca aaaattaatg 1140
agagcaccca fgaaaaattt gatagcgggt accatctgta aatattttat tgagaagtac 1200
ggtttcaata caaactgcaa ggtctctcce atgactydgg ataatttaéc cactatatgt 1260
tctttaccec tgcggaagaa tgacgttctc gtttccctag gaacaagtac tacagttctt 1320
ctggtcaccyg ataagtatca cccctetecg aactatcatc tttteattca tccaactctg 1380
ccaaaccatt atatgggtat gatttgttat tgtastggtt ctttggcaag ggagaggata 1440
agagacgagt taaacaaaga acgguaaaat aattatgaga agactaacga ttggactctt 1500
tttaatcaag ctgtgctaga tgactcagaa agtagtgaaa atgaattagg tgtatatttt 1560
cctetggggg agategttee tagegtaaaa gccatasaca aaagggttat cttcaatcca 1620
aaaacgggta tgattgaaag agaggtggcc aagitcaaag acaagaggca cgatgccaza 1680
aatattgtag aatcacaggc tttaagttge agggtaagaa tatctcccct getttcggat 1740
tcaaacgcaa gcicacaaca gagactgaac gaagatacaa tcgtgaagtt tgattacgat 1800
gaatctccge tgcgggacta cctaaataaa aggccagaaa ggactttttt tgtaggtggg 1860
gcttctaaaa acgatgetat tgtgaagaag ttigctcaag tcattggtgc tacaaagggt 1920
aattttaggc tagaaacacc aaactcatgt gcecttggtg gttgttataa ggccatgtgg 1980
tcattgttat atgacictaa taaaattgca gttecttttg ataaatttct gaatgacaat 2040
tttccatgge atgtaatgga aagcatatcc gatgtggata atgaaaattg gatcgctata 2100
attccaagat tgtcccctta agcgaactgg aaaagactct catctaaaat atgttigaat 2160
aatttatcat gccctgacaa gtacacacaa acacagacac ataatataca tacatatata 2220
tatatcaccg ttattatgcg tgcacatgac aatgcccttg tatglittcgt atactgtagc 2280
aagtagtcat catttigttc cccgitcgga aaatgacaaa aagtaaaatC aataaatgaa 2340
gagtaaaaaa caatttatga aagggtgagc gaccagcaac gagagagaca aatcaaatta 2400
gcgetttcca gtgagaatat aagagagcat tgaaagagct aggttattgt taaatcatct 2460
cgagete 2467
<210> 27

60



<211> 494
<212> PRT

<213> Especie de Piromyces

<400> 27

Met

val

Pro

Glu

Asp

65

Gly

Leu

Ala

Leu

Pro

145

Leu

Ser

1le

Lys

Ile

Met

Trp

50

Asn

Phe

Trp

Ala

Thr

130

Giu

Asn

Gly

Cys

Thr

Tyr

Glu

35

Phe

Lys

val

Cys

Gly

Gly

Ala

Trp

Thr

val

Asp

20

Leu

ASp

Lys

Pro

100

Gly

Phe

Phe

Lys

Ala

180

Ile

Ala

Tyr

Ile

Lys

Thr

Leu

85

Thr

Asp

Thr

Ala

Ley

165

Leu

ITe

ES 2601052 T3

Gly

Glu

Ser

Gly

Iie

70

Asp

Ala

Lys

Ala

Asn

150

Thr

rhe

Asp

Ile

Lys

Glu

Leu

55

Glu

Ala

Thr

Ala

Pro

135

Leu

Gly

ASp

Pro

ASp

Lys

ser

40

Glu

Ala

Asn

val

val

120

Lys

Lys

ASD

ser

Lys
200

Leu

Glu

25

AsD

val

Ile

Gly

Glu

105

e

Ile

TYr

Tyr

Lys

185

Leu

61

Gly

10

Ile

Gly

cys

Gly

LyS

90

Glu

Asp

Leu

Ile

val

170

Asn

Leu

Thr

Ile

Thr

Phe

Ile

75

Ala

Cys

Ala

Trp

Met

155

Met

Arg

Asp

Gln

Glu

Arg

Gly

60

ser

Leu

Lys

Leu

Leu

140

Leu

Glu

Cys

Leu

Ser

Ser

Glu

45

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

LYS

Pro

Tyr

Trp

Ley
205

Met

Ala

30

G1In

Leu

Gln

ASh

Ie

110

Asn

Arg

His

Gly

Ser

190

Pro

Lys

15

Ser

Thr

Ser

Leu

Ile

95

Thr

Leu

Asn

Asp

ASp

175

Lys

Lys

val

Cys

Thr

Ala

His

80

Lys

Asp

Met

Lys

Tyr

160

Ala

Lys

Leu



Ile

Ala

225

Asn

Thr

Pro

Gly

Giu

305

Glu

Phe

Tle

Ala

Phe

385

Gly

Leu

Ala

Ile

Ala
465

<210> 28
<211> 2041
<212> ADN

Glu
210

Tyr

Met

Met

Ile

Gly

Phe

Ala

Phe

Thr

ser

370

Arg

ser

Pro

val

val

450

Asn

Pro

Gly

Met

Ser

ser

275

Tep

val

Ala

Asn

Gly

355

phe

Lys

Lys

Tle

GIn

435

Glu

Pro

Ser

Ile

Gly

Met

260

Asp

Leu

Arg

Lys

Gly

Leu

Glu

Leu

Ser

Arg

Ala

Leu

Ile

Ala

Pro

Ala

245

Gly

Pro

Pro

Asn

sear

325

Glu

Thr

ser

Gly

405

val

Leu

Cys

Ala

Pro

Ala

230

val

Thr

Ala

Leu

Leu

310

Pro

Arg

ser

Ala

Phe

390

Leu

Pro

Trp

Lys

Glu
470

ES 2601052 T3

Ala

215

Gly

Gly

Ser

Ash

Leu

295

Phe

Cys

Thr

Ala

val

375

Gln

Trp

Leu

Cys

Glu

455

Asn

Gly

ITe

Thr

Gly

Gly

Cys

Gln

Gly

Pro

Asn

360

Phe

Pro

Arg

Leu

Leu

440

His

Lys

Pro

Gly

Thr

265

Leu

Thr

Met

ser

Asn

345

Thr

Ala

Lys

Gln

Glu

425

Lys

Ile

val

val

Thr

250

Leu

Ser

Met

Asp

Glu

330

Leu

ser

Met

Glu

Ile

410

Glu

Asn

Lys

val Ala val

ASn

ser

235

val

Tyr

Gly

Asn

Ife

315

Gly

Pro

Arg

Arg

Ile

395

Ala

Ala

Gln

Ile

Tyr
475

ASp

220

Ala

Ala

Gly

Phe

Cys

300

Lys

val

Asn

Ala

Gly

Arg

Ala

Ala

Ser

ASp

460

Asp

Glu

Gly

Asp

Tyr

Cys

285

Thr

Glu

Leu

Gly

Asn

365

Gly

Leu

Asp

Ala

Gly

445

Glu

Lys Ala

Ala

Gly

Gly

ser

270

ser

val

Leu

val

Arg

350

1le

Leu

Ile

Ile

Leu

430

Lys

Ser

Ala

Gly

Phe

255

Asp

ser

Ala

Ash

Ile

335

Ala

Ala

Asp

Gly

Met

415

Gly

Cys

Lys

Tyr

Lys

240

Leu

Lys

Thr

Thr

val

320

Pro

Ser

Arg

Ala

Gly

Ash

Gly

Asp

Asn

Asp
480

Glu Tyr Cys Lys val val Asn Thr Leu Ser Pro Leu Tyr Ala
435 0

62



ES 2601052 T3

<213> Especie de Piromyces

63

<400> 28
attatataaa ataactttaa ataaaacaat trttatttgt ttatttaatt attcaaaaaa 60
aattaaagta aaagaaaaat aatacagtag aacaatagta ataatatcaa aatgaagact 120
gttgctggta ttgatcttgg aactcaaagt atgaaagtcg ttatttacga ctatgaaaag 180
aaagaaatta ttgaaagtgc tagctgtcca atggaattga tttccgaaag tgacggtacc 240
cgtgaacaaa ccactgaatg gtttgacaag ggtcttgaag tttgttttgg taagcttagt 300
gctgataaca aaaagactat tgaagctatt ggtatttctg gtcaattaca cggttttgtt 360
cctcttgaty ctaacggtaa ggctttatac aacatcaaac tttggtgiga tactgctacc 420
gttgaagaat gtaagattat cactgatgct geccggtggig acaaggctgt tattgatgcc -+ 480
cttggtaacc ttatgetcac cggtittcace gctccaaaga tectctgget caagegcaac 540
aagccagaag ctttcgctaa cttaaagtac attatgcttc cacacgatta cttaaactgg 600
aagcttactg gtgattacgt tatggaatac ggtgatgcct ctggtaccge toctcttcgat 660
tctaagaace gttgctggte taagaagatt tgcgatatca ttgacccaaa acttttagat 720
ttacttccaa agttaattga accaagcgct ccagctggta aggttaatga tgaagecget 780
aaggcttacyg gtattccage cggtattcca gtttcegetg gtggtggtga taacatgaty 840
ggtgctgttg gtactggtac tgttgctgat ggtttccita ccatgtctat gggtacttct a00
ggtactcttt acggtiacag tgacaagcca attagtgacc cagctaatgg tttaagtggt 960
ttctygtictt ctactggigg atggcttcca ttactitgta ctatgaacty tactgttgce 1020
actgaattcg ttcgtaacct cttccaaaty gatattaagg aacttaatgt tgaagctgce 1080
aagtctccat gtggtagtga aggtgtttta gttattccat tcttcaatgg tgaaagaact 1140
ccaaacttac caaacggtcg tgctagtatt actggtctta cttctgetaa caccageccgt 1200
gctaacattyg ctegtgetag titcgaatcc gecgttticg ctatgegtgg tggtttagat 1260
gctttccgta agttaggtit ccaaccaaag gaaattcgtc ttattggtgy tagttctaag 1320
tctgatctct ggagacaaat tgccgetgat atcatgaacc ttccaatcag agttccactt 1380
ttagaagaag ctgctgctct tggtggtgct gttcaagctt tatggtgtct taagaaccaa 1440
tctggtaagt gtgatattgt tgaactttgc aaagaacaca ttaagattga tgaatctaag 1500
aatgctaacc caattgccga aaatgttgct gtttacgaca aggcttacga tgaatactgc 1560
aaggttgtaa atactctttc tccattatat gcttaaattg ccaatgtaaa aaaaaatata 1620
atgceatata attgccttgt caatacactg ttcatgttca tataatcata ggacattgaa 1680
tttacaaggt ttatacaatt aatatctatt atcatattat tatacagcat ttcattttct 1740
aagattagac gaaacaattc ttggttcctt gcaatataca aaatttacat gaatttttag 1800
aatagtctcg tatttatgcc caataatcag gaaaattacc taatgctgga ttcttgttaa 1860
taaaaacaaa ataaataaat taaataaaca aataaaaatt ataagtaaat ataaatatat 1920
aagtaatata aaaaaaaagt aaataaataa atazataaat aaaaatttti tgcaaatata 1980
taaataaata aataaaatat aaaaataatt tagcaaataa atitaaaaaaa aaaaaaaaaa 2040
a 2041



<210> 29
<211> 327
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 29

Met

Gly

Tyr

Tyr

Glu

65

Ash

Leu

Pro

Phe

His

145

Glu

Ile

Ser

Leu

Gliu

Gly

50

Gly

Asn

ser

Ile

Tyr

130

va'l

Gly

Gln

Ser

Gly

Ala

35

Asn

Leu

Phe

Asp

Ala

115

Thr

Pro

Leu

Asp

Leu

Glu

val

His

Met

100

rhe

Gly

Ile

Ile

Leu
180

val

rp

Lys

Lys

ser

His

85

Gly

LYS

Ala

Ile

Thr

Lys

Leu

Glu

Arg

70

Pro

Leu

Tyr

Asp

Asp

150

ser

Arg

ES 2601052 T3

Leu

Ile

Gly

val

55

Lys

Asp

Asp

val

ASp

135

Thr

Ile

Gly

Asn

Asp

Tyr

40

Gly

Asp

His

Tyr

Pro

120

Glu

Tyr

Gly

cys

Asn

Lys

Arg

Glu

Ile

val

Leu

105

Phe

Lys

Arg

val

Arg
185

64

Gly

10

Lys

Leu

Gly

Phe

Lys

90

Asp

Glu

Lys

Ala

sSer

170

Ile

Leu

val

Phe

Ile

val

75

Leu

Leu

Glu

Gly

Leu

155

ASh

Lys

Lys

Cys

Asp

Arg

60

val

Ala

Tyr

Lys

His

140

Glu

Phe

P{o

Met

Ala

Gly

45

Lys

Ser

Leu

Tyr

Tyr

125

ile

Glu

Gln

val

Pro

Asn

30

Ala

Ala

Lys

Lys

Ile

110

Pro

Thr

Cys

Gly

Ala
190

Leu

15

Gln

Cys

Ile

Leu

Lys

His

Pro

Glu

val

ser

175

Leu

val

Ile

Asp

Ser

Trp

80

Thr

rhe

Gly

Ala

Gln



10

ITe

Lys

ser

225

Phe

Thr

val

Ile

Ala

305

Gly

<210> 30
<211> 984
<212> ADN

Glu

Leu

210

Phe

Glu

Thr

Tle

Glu

290

Leu

Lys

His

195

His

Iie

Asn

Ser

Pro

275

Lys

AsSn

Phe

His

Asp

Glu

Asp

Gln

260

Lys

Lys

Ala

Pro

Pro

Tle

vet

val

245

val

Ser

Phe

Asn

Thr
325

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 30

ES 2601052 T3

Tyr

GIn

Asp

230

Ile

Leu

Ser

Thr

Ile

310

Phe

Leu

val

215

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

295

Arg

Ala

atgtcttcac
tggaaaattg
cgtttattcg
aaagccatct
aacaattttc
ggacttgatt
tttgaagaga
atcaccgaag
gaaggcttga
ttacgtggtt
caagaacacc
ttcggtecte

ttcgagaatg

tggttactct
acaaaaaagt
atggtgcttg
ccgaaggtct
accatcctga
atttagacct
aataccctcc
cacatgtacc
ttaagtctat
gtagaatcaa
tagttgagtt
aatcattcat

atgtaatcaa

taataacggt
ctgtgcgaat
cgactacggc
tgtttctaga
tcatgtaaaa
gtattatatt
aggattctat
aatcatagat
tggtgtticc
gcccgtgget
ttgtaaatta
tgagatggac

gaaggtctca

Thr Gln Glu

200

val Ala Tyr

Gin Leu Ala

Lys val ser

250

Arg Trp Ala

Glu Arg

Glu Gn

Phe Asn Asp

ctgaaaatgc
Caaatttatg
aacgaaaagg
aaggatatat
ttagctitaa
cacttcccaa
acgggcgcag
acgtaccgqg
aactttcagg
ttgcaaattg
cacgatatcc
ttacagttgg

Caaaaccatc

65

His Leu

val

Glu Phe

205

Ser Sser

220

Lys Thr

Gin Asn

Thr Gln

Leu Leu

Glu Leu

300

Pro
315

Trp

ccctagtcgg
aagctatcaa
aagttgatga
ttgttgtttc
agaagacctt
tecgecttcaa
atgacgagaa
ctctggaaga
gaagcttgat
aacaccatcc
aagtagttge
Ccaaaaaccac

caggcagtac

Phe

Thr

His

Arg

Gly

Lys

Thr

Gly Pro

Pro Thr

Pro Gly

Gly Ile

Asn Leu

Asp Ile

Trp Leu

cttagggtgce
attaggctac
aggtatcagg
aaagttatgg
aagcgatatg
atatgtrtcca
gaaaggtcac
atgtgttgat
tcaagattta
ttatttgact
ttactcctee
gccaactctg

Cacttcccaa

Cys

Gln

Ley

240

Ser

Ala

Ser

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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gtattgctta gatgggcaac tcagagaggc attgccgtca ttccaaaatc ttccaagaag 840
gaaaggttac ttggcaacct agaaatcgaa aaaaagtica ctttaacgga gcaagaattg 200

aaggatattt ctgcactaaa tgccaacatc agatttaatg atccatggac ctggttggat 960

10

15

20

25

30

ggtaaattce ccacttttge ctga

<210> 31

<211> 31

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> cebador

<400> 31

gactagtcga gtttatcatt atcaatactg c 31

<210> 32
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32

ctcataatca ggtactgata acattttgtt tgtttatgtg tgtttattc 49

<210> 33
<211> 49
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33

gaataaacac acataaacaa acaaaatgtt atcagtacct gattatgag
66

49
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<210> 34
<211> 48
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34

aatcataaat cataagaaat tcgcttactt taagaatgcc ttagtcat

<210> 35
<211> 48
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35

atgactaagg cattcttaaa gtaagcgaat ttcttatgat ttatgatt

<210> 36
<211> 36
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36

cactagtctc gagtgtggaa gaacgattac aacagg 36

<210> 37
<211> 31
<212> ADN

<213> artificial

48

48

67
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<220>
<223> cebador

<400> 37

cgagctcgtg ggtgtattgg attataggaa g 31

<210> 38
<211> 48
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38

ttgggctgtt tcaactaaat tcatttttag gctggtatct tgattcta

<210> 39
<211> 48
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39

48

tagaatcaag ataccagcct aaaaatgaat ttagttgaaa cagcccaa 48

<210> 40
<211> 48
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40

68



10

15

20

25

30

35

ES 2601052 T3

aatcataaat cataagaaat tcgctctaat atttgattgc ttgcccag

<210> 41
<211> 48
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41

ctgggcaagc aatcaaatat tagagcgaat ttcttatgat ttatgatt

<210> 42
<211> 31
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42

tgagctcgtg tggaagaacg attacaacag g 31

<210> 43
<211> 28
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43

acgcgtcgac tcgtaggaac aatttcgg 28

<210> 44
<211> 50

48

48
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<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44

cttcttgttt taatgcttct agcatttttt gattaaaatt aaaaaaactt

<210> 45
<211> 50
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 45

aagttttttt aattttaatc aaaaaatgct agaagcatta aaacaagaag

<210> 46
<211> 46
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46

ggtatatatt taagagcgat ttgtttactt gcgaactgca tgatcc

<210> 47
<211> 46
<212> ADN

<213> artificial

<220>

70

50

46
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<223> cebador

<400> 47

ggatcatgca gttcgcaagt aaacaaatcg ctcttaaata tatacc 46

<210> 48

<211>33

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

<400> 48

cgcagtcgac cttttaaaca gttgatgaga acc 33

<210> 49

<211> 676

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor

<400> 49
tcgagtttat cattatcaat actgccattt caaagaatac
attttecctaa ctttatttag tcaaaaaatt agcctittaa
gcccaaaata gggggegggt tacacagaat atataacatc
tttattcctyg geatccacta aatataatgg ageccgettt
aaaaagaatc ccagcaccaa aatattgttt tcttcaccaa
tctcttageg caactacaga gaacaggggce acaaacaggc
atggagtgat gcaacctgcc tggagtaaat gatgacacaa
atctatctca ttttcttaca cctictatta ccttctgctc
gaaadaaaag gttgaaacca gttccctgaa attattcccc
aaagacggta ggtattgatt gtaattctgt aaatctattt
cttttatagt tagtctttit tttagtitta aaacaccaag
cacataaaca aacaaa

71

gtaaataatt
rtetgetgta
gtaggtgtct
ttaagctgyc
ccatcagttec
aaaaaacggg
ggcaattgac
tctctgattt
tacttgacta
cttaaacttc

aacttagttt

aatagtagtg
acccgtacat
gggtgaacag
atccagaaaa
ataggtccat
cacaacctca
ccacgcatgt
ggaaaaagct
ataagtatat
ttaaattcta

Cgaataaaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
676
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<210> 50
<211> 326
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> terminador
<400> 50

gcgaatttct tatgatttat gattttitatt attaaataag ttataaaaaa aataagtgta

tacaaatitt aaagigactc ttaggtitia aaacgaaaat tcttattctt gagtaactct

ttcctgtagg tcaggttget ttctcaggta tagcatgagg tcgctcttat tgaccacacc
tctaccggca tgccgagcaa atgectgcaa atcgotccce atttcaccca attgtagata

tgctaactcc agcaatgagt tgatgaatct cggtgtgtat titatgtcct cagaggacaa

cacctgttgt aatcgttctt ccacac

<210> 51
<211> 374
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor

<400> 51

gtgygtgtat
ttttttgggt
atccattgac
ggttttacag
tcatatctta
tgcattcagt

ataccagcct

<210> 52
<211> 390

tgyattatag
ttgcaatcat
ggtattctat
acggaatttt
aaaaggtcct
gaattttaat

ddaa

gaagccacgc
caccatctgce
ttttttgcta
ccctatttgt
ttcttcataa

acatattcct

gctcaacctg
acgttgttat
ttgaaatgag
ttegteceat
tcaatgetit

ctagtcttye

72

gaattacagg
aatgtccegt
cgttttttgt
ttrtectttt
cttttactta

aaaatcgatt

aagctggtaa
gtctatatat

tactacaatt

ctcattgttc -

atatttitact

tagaatcaag

60
120

180
240
300
326

60
120
180
240
300
360
374
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<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor
<400> 52

ctcgtaggaa caatttcggyg ccectgegtg ttettotgag gttcatcttt tacatttget
tctgctggat aattttcaga ggcaacaagg aaaaattaga tggcaaaaag tcgtctttca
aggaaaaatc cccaccatct ttegagatee cctgtaactt attggcaact gaaagaatga
aaaggaggaa aatacaaaat atactagaac tgaaaaaaaa aaagtataaa tagagacgat
atatgccaat acttcacaat gticgaatct attcttcatt tgcagetatt gtaaaataat
dadacatcaa gaacaaacaa gctcaacttg tcttttctaa gaacaaagaa taaacacaaa

aacaaaaagt ttttttaatt ttaatcaaaa

<210> 53
<211> 302
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> terminador

<400> 53

acaaatcget cttaaatata tacctaaaga acattaaagc tatattataa gcaaagatac

gtaaattttg cttatattat tatacacata tcatatttct atatttttaa gatttggtta
tataatgtac gtaatgcaaa ggaaataaat tttatacatt attgaacagc gtccaagtaa
ctacattatg tgcactaata gtttagegte gtgaagactt tattgtgtcg cgaaaagtaa
azattttaaa aattagagca ccttgaactt gcgaaaaagg ttctcatcaa ctgtttaaaa

99

73

60

"~ 120

180
240
300
360
390

120
180
240
300
302
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de levadura capaz de expresar las siguientes secuencias de nucledtidos, en la que la expresion de
estas secuencias de nucledétidos confiere a la célula de levadura la capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-
arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en etanol, en cuya célula de levadura se expresan:

(a) una secuencia de nucleotidos que codifica una arabinosa isomerasa (araA), en la que dicha secuencia de
nucledtidos esta seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleétidos que codifican una araA, comprendiendo dicha araA una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1.

ii. secuencias de nucledtidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 80 % de
identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2;

iii. secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de acido nucleico
de secuencia de (i) o (ii);

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica una L-ribulocinasa (araB), en la que dicha secuencia de
nucledtidos esta seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleétidos que codifican una araB, comprendiendo dicha araB una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3.

ii. secuencias de nucleotidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 80 %
de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4.

iii. secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de acido nucleico
de secuencia de (i) o (ii); y

(c) una secuencia de nucleétidos que codifica una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa (araD), en la que dicha
secuencia de nucleotidos esta seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucledtidos que codifican una araD, comprendiendo dicha araD una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 5.

ii. secuencias de nucleotidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 80 %
de identidad de secuencias con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 6;

iii. secuencias de nucledtidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de acido nucleico
de secuencia de (i) o (ii),

en la que en los puntos iii. la hibridacién se determina bajo condiciones de hibridaciéon que permiten que una
secuencia de acidos nucleicos de 200 nucledtidos se hibride a una temperatura de 65 °C en una disoluciéon que
comprende sal aproximadamente 1 M, y lavar a 65 °C en una disolucion de aproximadamente 0,1 M, en la que la
hibridacion se realiza durante 10 horas y el lavado se realiza una hora con dos cambios de la disolucién de lavado.

2. Una célula de levadura segun la reivindicacion 1, en la que una, dos o tres de las secuencias de nucledtidos de
araA, araB y araD se originan a partir de un género de Lactobacillus, preferentemente una especie de Lactobacillus
plantarum.

3. Una célula de levadura segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la célula es una célula de levadura,
preferentemente que pertenece a uno de los géneros: Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces o Yarrowia.

4. Una célula de levadura segun la reivindicacion 3, en la que la célula de levadura pertenece a una de las especies:
S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis.

5. Una célula de levadura segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que las secuencias de
nucledtidos que codifican araA, araB y/o araD estan operativamente enlazadas a un promotor que produce
expresion suficiente de las secuencias de nucleétidos correspondientes en la célula para conferir a la célula la
capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en etanol.

6. Una célula de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la célula de levadura
presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa.
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7. Una célula de levadura segun la reivindicacion 6, en la que la célula de levadura comprende una modificacion
genética que aumenta el flujo de la via de pentosa fosfato.

8. Una célula de levadura segun la reivindicacion 6 o 7, en la que la modificacién genética comprende la expresion
en exceso de al menos un gen de la parte no oxidativa de la via de pentosa fosfato.

9. Una célula de levadura segun la reivindicacion 8, en la que el gen esta seleccionado del grupo que consiste en los
genes que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa.

10. Una célula de levadura segun la reivindicacion 8, en la que la modificacion genética comprende la expresion en
exceso de al menos los genes que codifican una transcetolasa y una transaldolasa.

11. Una célula de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que la célula de levadura
comprende ademas una modificacion genética que aumenta la actividad especifica de xilulosa cinasa.

12. Una célula de levadura segun la reivindicacion 11, en la que la modificacién genética comprende expresion en
exceso de un gen que codifica una xilulosa cinasa.

13. Una célula de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en la que el gen que se expresa en
exceso es endogeno a la célula.

14. Una célula de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en la que la célula de levadura
comprende una modificacion genética que reduce la actividad no especifica de aldosa reductasa en la célula de
levadura.

15. Una célula de levadura segun la reivindicacion 14, en la que la modificacion genética reduce la expresion de, o
inactiva un gen que codifica una aldosa reductasa no especifica.

16. Una célula de levadura segun la reivindicacion 15, en la que el gen se inactiva por delecién de al menos parte del
gen o por rotura del gen.

17. Una célula de levadura segun las reivindicaciones 14 o 15, en la que la expresion de cada gen en la célula de
levadura que codifica una aldosa reductasa no especifica se reduce o inactiva.

18. Una célula de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el producto de
fermentacion es etanol.

19. Una construccion de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una araA,
una secuencia de acidos nucleicos que codifica una araB y/o una secuencia de acidos nucleicos que codifica una
araD, todas como se define en la reivindicacion 1 o 2.

20. Un proceso de produccién de etanol, por el cual el proceso comprende:

a. fermentar un medio que contiene una fuente de arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula de levadura
modificada como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, por el cual la célula de levadura
fermenta arabinosa y opcionalmente xilosa a etanol; y opcionalmente,

b. recuperar el etanol.
21. Un proceso produccion de etanol, en el que el proceso comprende:

a. fermentar un medio que contiene al menos una fuente de L-arabinosa y una fuente de xilosa con una célula
de levadura como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 y una célula de levadura capaz de
usar xilosa y/o que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa, por el cual cada célula
de levadura fermenta L-arabinosa y/o xilosa en etanol; y opcionalmente,

b. recuperar el producto de fermentacion.
22. Un proceso segun la reivindicacion 20 o 21, en el que el medio también contiene una fuente de glucosa.

23. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 20-22, en el que la productividad volumétrica del etanol es
al menos 0,5 g de etanol por litro por hora.

24. Un proceso segun la reivindicacion 23, en el que el rendimiento del etanol es al menos el 30 %.
25. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, en el que el proceso es anaerobio.
26. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, en la que el proceso es aerobio, realizado

preferentemente bajo condiciones limitadas de oxigeno.
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Fig 4
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