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DESCRIPCION
Ingenieria metabdlica de células eucariotas que fermentan xilosa.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a modificaciones genéticas adicionales en células anfitrionas eucariotas que han
sido transformadas para expresar una xilosa isomerasa que confiere a la célula anfitriona la capacidad de isomerizar
la xilosa a xilulosa. Las modificaciones genéticas adicionales estan dirigidas a mejorar la eficiencia del metabolismo
de xilosa e incluyen, p. €j., la disminucidon de la actividad de la aldosa reductasa inespecifica, aumento de la
actividad de xilulosa cinasa y aumento del flujo de la ruta de la pentosa fosfato. Las células anfitrionas modificadas
de la invencién son adecuadas para la produccién de una amplia variedad de productos de fermentacién en
procedimientos que comprenden xilosa como fuente de carbono.

Antecedentes de la invencion

La produccion de etanol econémicamente viable a partir de la fraccion de hemicelulosa de la biomasa vegetal
requiere la transformacion simultanea tanto de pentosas como de hexosas a velocidades comparables y con altos
rendimientos. Las levaduras, en particular Saccharomyces spp., son las candidatas mas apropiadas para este
procedimiento ya que pueden crecer rapidamente en hexosas, tanto aerdbicamente como anaerdbicamente.
Ademas, son mucho mas resistentes al ambiente toxico de los hidrolizados de lignocelulosa que las bacterias
(modificadas genéticamente).

En estudios previos se ha proporcionado evidencia de que la ingenieria metabdlica de S. cerevisiae para la
utilizacion de xilosa, debe basarse en la introduccion de xilosa isomerasa (XI, EC 5.3.1.5) Bruinenberg et al. (1983,
Eur J. Appl. Microbiol. Biotechnol., 18: 287-292). A diferencia de las cepas basadas en xilosa reductasa (XR, EC
1.1.1.21) y xilitol deshidrogenasa (XD, EC 1.1.1.9), las cepas que expresan actividad XI presentan altos rendimientos
en alcohol y apenas producen xilitol como se ha demostrado recientemente en el documento WO 03/0624430 y
Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664). Desde un punto de vista tedrico, esto no es sorprendente ya que
la ruta a través de XR y XD conduce a una obstruccion en el equilibrio del NADH que en ausencia de oxigeno puede
ser aliviada, p. €j., a través de la formacion de xilitol.

El documento WO 03/0624430 divulga que la introduccion de Xl funcional de Piromyces en S. cerevisiae permite el
metabolismo lento de xilosa a través de la xilulocinasa endégena (EC 2.7.1.17) codificada por XKS1 y las enzimas
de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato y confiere a los transformantes de levadura la capacidad de
crecer en xilosa.

Kuyper et al. (supra) describen cepas de S. cerevisiae en las que se ha introducido XI de Piromyces y que después
se someten a evolucion dirigida en frascos agitados muestran velocidades mejoradas de fermentacion de xilosa,
pero todavia requieren oxigeno para el crecimiento. La seleccion posterior a través de un régimen de limitacion
extrema del oxigeno con exceso de xilosa, seguida de seleccidon anaerobia dio como resultado una cepa de
laboratorio (RWB202-AFX) que cumple al menos uno de los requisitos previos para la utilizaciéon de hemicelulosa, a
saber, un aceptable rendimiento de etanol en xilosa. Sin embargo, la velocidad especifica de produccién de etanol
en esta cepa es todavia inaceptablemente baja. En particular, la velocidad especifica de consumo de azucar durante
el crecimiento en xilosa (345 mg de xilosa/g de biomasa/h) es todavia diez veces menor que en glucosa. Los
intentos por mejorar ain mas la cepa RWB202-AFX a través de ingenieria evolutiva han fracasado hasta ahora.

El documento WO 03/0624430 enumera una serie de modificaciones genéticas alternativas que pueden dar como
resultado una mejora adicional de las velocidades especificas de produccion de etanol y/o de consumo de azucar en
xilosa en células anfitrionas que expresan el gen Xl de Piromyces a un nivel que seria necesario para la utilizacion
comercial de hemicelulosa. Estas alternativas incluyen: (a) aumentar el transporte de xilosa a la célula anfitriona; (b)
aumento de la actividad de xilulosa cinasa; (c) aumento del flujo de la ruta de la pentosa fosfato; (d) disminucion de
la sensibilidad a la represiéon catabdlica; (e) aumento de la tolerancia a etanol, a la osmolaridad o a los acidos
organicos; y (f) produccion reducida de subproductos (tales como, p. ej., xilitol, glicerol y/o acido acético). Mas
especificamente, el documento WO 03/0624430 sugiere sobreexpresar uno o mas de los genes que codifican un
transportador de hexosa o de pentosa, una xilulosa cinasa (tal como la S. cerevisiae XKS1) una enzima de la ruta de
la pentosa fosfato tal como las enzimas glicoliticas transaldolasa (TAL7) o transcetolasa (TKL7), enzimas
etanologénicas tal como alcohol deshidrogenasas, y/o para inactivar un gen de hexosa cinasa, por ejemplo el gen
HXK2 de S. cerevisiae, los genes MIG1 o MIG2 de S. cerevisiae, los genes de la aldosa reductasa (inespecifica) tal
como el gen GRE3 de S. cerevisiae, o los genes de enzimas implicadas en el metabolismo de glicerol tales como los
genes glicerol-fosfato deshidrogenasa 1 y/o 2 de S. cerevisiae. Sin embargo, el documento WO 03/0624430 no
divulga cudl de estas muchas alternativas producen realmente una mejora en las velocidades especificas de
produccion de etanol y/o de consumo de xilosa en células anfitrionas que transportan el gen Xl de Piromyces.

Karhumaa et al. (2004, "Development of a Xylose-growing Saccharomyces cerevisiae strain expressing bacterial
xilose isomerase", Presentacion en péster de la segunda reunion sobre Physiology of Yeasts and Filamentous Fungi;
24-28 de marzo de 2004, Anglet, Francia, pagina 43; y, 2004, "New Xylose-growing Saccharomyces cerevisiae strain
for biofuel ethanol production”, Presentacion oral en el 26° Simposio sobre Biotechnology for fuels and chemicals, 9-
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12 de mayo de 2004, Chattanooga (TN), EE. UU, pagina 19) divulgan una cepa de S. cerevisiae que expresa una Xl
bacteriana de Thermus Thermofilus. La cepa contiene ademas una serie de modificaciones genéticas sugeridas en
el documento WO 03/0624430: sobreexpresion de la xilulosa cinasa y las cuatro enzimas de la ruta de la pentosa
fosfato no oxidativa asi como la inactivacion del gen (GRE3) de la aldosa reductasa inespecifica de S. cerevisiae.
Sin embargo, a pesar de estas modificaciones genéticas esta cepa es incapaz de crecer sobre la xilosa. Sélo
después de la adaptacion al crecimiento aerdbico en xilosa se obtuvo una cepa TMB3050 que es capaz de crecer en
xilosa a baja velocidad (u = 0,04 h™) y con una baja velocidad especifica de consumo de xilosa de 4,3 mg de xilosa/g
de células/h. Dado que las modificaciones genéticas no definidas (acumuladas durante la adaptacion) son
claramente necesarias para el crecimiento en xilosa en primer lugar, no se puede deducir del trabajo de Karhumaa
et al., cuales, si las hubiera, de las modificaciones genéticas definidas (como la sobreexpresion de xilulosa cinasa o
de cualquiera de las enzimas de la ruta de la pentosa fosfato o la inactivacion del gen aldosa reductasa), si acaso,
contribuyen en realidad a la capacidad de que la cepa adaptada crezca en xilosa.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar células anfitrionas eucariotas, tales como células
anfitrionas fungicas, que son transformadas con un gen XlI que confiere la capacidad de crecer en xilosa y cuyas
células anfitrionas tienen velocidades especificas de consumo de xilosa y/o de formacion de producto (etanol) que
son compatibles con la aplicacién comercial de las células anfitrionas.

Descripcion de la invencion
Definiciones
Xilosa isomerasa

La enzima "xilosa isomerasa" (EC 5.3.1.5) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la
isomerizacion directa de D-xilosa en D-xilulosa y viceversa. La enzima también se conoce como una D-xilosa
cetoisomerasa. Algunas xilosa isomerasas son también capaces de catalizar la transformacién entre D-glucosa y D-
fructosa y, por lo tanto, se denominan a veces glucosa isomerasa. Las xilosa isomerasas requieren cationes
bivalentes como magnesio o manganeso como cofactor. Las xilosa isomerasas de la invencion pueden definirse
adicionalmente por su secuencia de aminoacidos como se describe en el presente documento mas adelante. Del
mismo modo, las xilosa isomerasas pueden definirse por las secuencias de nucleétidos que codifican la enzima, asi
como por las secuencias de nucleétidos que se hibridan con una secuencia de nucleétidos de referencia que
codifican una xilosa isomerasa como se describe en el presente documento mas adelante.

Una unidad (U) de actividad de xilosa isomerasa se define en el presente documento como la cantidad de enzima
que produce 1 nmol de xilulosa por minuto, en las condiciones descritas por Kuyper et al. (2003, FEMS Yeast Res.
4: 69-78).

Xilulosa cinasa

La enzima "xilulosa cinasa" (EC 2.7.1.17) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la
reaccion ATP + D-xilulosa = ADP + D-xilulosa 5-fosfato. La enzima también se conoce como una xilulocinasa
fosforilante, D-xilulocinasa o ATP: D-xilulosa 5-fosfotransferasa. Una xilulosa cinasa de la invencién puede definirse
ademas por su secuencia de aminoacidos como se describe en el presente documento mas adelante. Del mismo
modo, una xilulosa cinasa puede ser definida por las secuencias de nucledtidos que codifican la enzima asi como
por las secuencias de nucleétidos que se hibridan con una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una
xilulosa cinasa como se describe en el presente documento mas adelante. Una unidad de actividad de xilulocinasa
se define en el Ejemplo 1.13 del presente documento.

Ribulosa 5-fosfato epimerasa

La enzima "ribulosa 5-fosfato epimerasa" (5.1.3.1) se define en el presente documento como una enzima que
cataliza la epimerizaciéon de D-xilulosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también se conoce
como fosforribulosa epimerasa; eritrosa-4-fosfato isomerasa; fosfocetopentosa 3-epimerasa; xilulosa fosfato 3-
epimerasa; fosfocetopentosa epimerasa; ribulosa 5-fosfato 3-epimerasa; D-ribulosa fosfato-3-epimerasa; D-ribulosa
5-fosfato epimerasa; D-ribulosa-5-P 3-epimerasa; D-xilulosa-5-fosfato 3-epimerasa; pentosa-5-fosfato 3-epimerasa;
o D-ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa. Una ribulosa 5-fosfato epimerasa de la invencion se puede definir ademas por
su secuencia de aminoacidos como se describe en el presente documento mas adelante. Del mismo modo, una
ribulosa 5-fosfato epimerasa se puede definir por las secuencias de nucleétidos que codifican la enzima asi como
por las secuencias de nucleétidos que se hibridan con una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una
ribulosa 5-fosfato epimerasa como se describe en el presente documento mas adelante.

Ribulosa 5-fosfato isomerasa

La enzima "ribulosa 5-fosfato isomerasa" (EC 5.3.1.6) se define en el presente documento como una enzima que
cataliza la isomerizacion directa de D-ribosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también se
conoce como fosfopentosa isomerasa; fosforriboisomerasa; ribosa fosfato isomerasa; 5-fosforribosa isomerasa; D-
ribosa 5-fosfato isomerasa; D-ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa; o D-ribosa-5-fosfato aldosa-cetosa-isomerasa. Una
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ribulosa 5-fosfato isomerasa de la invencién se puede definir ademas por su secuencia de aminoacidos como se
describe en el presente documento mas adelante. Del mismo modo, una ribulosa 5-fosfato isomerasa se puede
definir por las secuencias de nucleétidos que codifican la enzima asi como por secuencias de nucleétidos que se
hibridan con una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una ribulosa 5-fosfato isomerasa como se
describe en el presente documento mas adelante.

Transcetolasa

La enzima "transcetolasa" (EC 2.2.1.1) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la
reaccion:

D-ribosa 5-fosfato + D-xilulosa 5-fosfato «» sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato

y viceversa. La enzima también se conoce como glicolaldehido transferasa o sedoheptulosa-7-fosfato:D-
gliceraldehido-3-fosfato glicolaldehido transferasa. Una transcetolasa de la invencion se puede definir ademas por su
secuencia de aminoacidos como se describe en el presente documento mas adelante. De manera similar, una
transcetolasa se puede definir por las secuencias de nucleétidos que codifican la enzima asi como por secuencias
de nucleétidos que se hibridan con una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una transcetolasa como
se describe en el presente documento mas adelante.

Transaldolasa

La enzima "transaldolasa" (EC 2.2.1.2) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la
reaccion:

sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato «» D-eritrosa 4-fosfato + D-fructosa 6-fosfato

y viceversa. La enzima también se conoce como dihidroxiacetona transferasa; dihidroxiacetona sintasa;
formaldehido transcetolasa; o sedoheptulosa-7-fosfato: D-gliceraldehido-3-fosfato glicerona transferasa. Una
transaldolasa de la invencion se puede definir ademas por su secuencia de aminoacidos como se describe en el
presente documento mas adelante. Del mismo modo, una transaldolasa se puede definir por las secuencias de
nucledtidos que codifican la enzima, asi como por las secuencias de nucleétidos que se hibridan con una secuencia
de nucledtidos de referencia que codifica una transaldolasa como se describe en el presente documento mas
adelante.

Aldosa reductasa

La enzima "aldosa reductasa" (EC 1.1.1.21) se define en el presente documento como cualquier enzima que es
capaz de reducir xilosa o xilulosa a xilitol. En el contexto de la presente invencion, una aldosa reductasa puede ser
cualquier aldosa reductasa inespecifica que se encuentre de forma natural (endégena) en una célula anfitriona de la
invencion y que sea capaz de reducir xilosa o xilulosa a xilitol. Las aldosas reductasas inespecificas catalizan la
reaccion:

Aldosa + NAD(P)H + H* « alditol + NAD(P)"

La enzima tiene una amplia especificidad y se conoce también como aldosa reductasa; poliol deshidrogenasa
(NADP+); alditol:NADP oxidorreductasa; alditol:NADP* 1-oxidorreductasa; NADPH-aldopentosa reductasa; o
NADPH-aldosa reductasa. Un ejemplo particular de una aldosa reductasa inespecifica de este tipo que es endégena
a S. cerevisiae y que esta codificada por el gen GRE3 (Traff et al., 2001, Appl. Environ. Microbiol., 67: 5668-74). De
este modo, una aldosa reductasa de la invencién se puede definir ademas por su secuencia de aminoacidos como
se describe en el presente documento mas adelante. Del mismo modo, una aldosa reductasa se puede definir por
las secuencias de nucleétidos que codifican la enzima asi como por secuencias de nucleétidos que se hibridan con
una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una aldosa reductasa como se describe en el presente
documento mas adelante.

Identidad y similitud de secuencia

La identidad de secuencia se define en el presente documento como una relacién entre dos 0 mas secuencias de
aminoacidos (polipéptido o proteina) o dos o mas secuencias de acidos nucleicos (polinucleétido), segun se
determina comparando las secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el grado de parentesco de las
secuencias entre las secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos, segun sea el caso, determinado por el
emparejamiento entre cadenas de tales secuencias. La "similitud" entre dos secuencias de aminoacidos se
determina comparando la secuencia de aminoacidos y sus sustitutos de aminoacidos conservados de un polipéptido
con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y la "similitud" se pueden calcular faciimente por
procedimientos conocidos, que incluyen pero que no se limitan a los descritos en Computational Molecular Biology,
Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith,
D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A. M., y
Griffin, HG, eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994. Sequence Analysis in Molecular Biology, Von Heine, G.,
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Academic Press, 1987, y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva
York, 1991, y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988).

Procedimientos preferidos para determinar la identidad se disefian para dar el mayor emparejamiento entre las
secuencias ensayadas. Procedimientos para determinar la identidad y similitud se codifican en programas
informaticos disponibles para el publico. Los procedimientos de los programas informaticos preferidos para
determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, p. €j., el paquete de programas GCG (Devereux, J.
et al., Nucleic Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol.
Biol. 215: 403-410 (1990) El programa BLAST X esta disponible para el publico a través del NCBI y otras fuentes
(BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-
410 (1990) EI conocido algoritmo de Smith Waterman también puede usarse para determinar la identidad.

Los parametros preferidos para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes: Algoritmo:
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de comparacion: BLOSSUM62 de Hentikoff y
Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89:10915-10919 (1992); Penalizacion por Hueco: 12; y la penalizacion por
la Longitud del Hueco: 4. Un programa util con estos parametros esta disponible para el publico como programa
"Ogap" de Genetics Computer Group, situado en Madison, WI. Los parametros mencionados anteriormente son
parametros por defecto para las comparaciones de aminoacidos (junto con ninguna penalidad para los huecos
terminales).

Los parametros preferidos para la comparacion de acidos nucleicos incluyen los siguientes: Algoritmo: Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de comparacién: emparejamientos = +10, desemparejamientos = 0;
Penalizacion por Hueco: 50; Penalizacion por Longitud de Hueco: 3. Disponible como programa “Gap” de Genetics
Computer Group, situado en Madison, Wis. Los parametros por defecto para las comparaciones de acidos nucleicos
se han dado anteriormente.

Opcionalmente, para determinar el grado de similitud de aminoacidos, la persona experta puede también tener en
cuenta las sustituciones de aminoacidos denominadas "conservadoras", como sera evidente para la persona
experta. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos 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 alifatico-hidroxilo es
serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparragina y
glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales con bases es lisina, arginina e histidina; y un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de sustituciones
conservadoras de aminoacidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-
valina y asparragina-glutamina. Las variantes de sustitucién de la secuencia de aminoacidos divulgada en el
presente documento son aquellas en las que se ha eliminado al menos un residuo en las secuencias divulgadas y se
ha insertado en su lugar un residuo diferente. Preferiblemente, el cambio de aminoacidos es conservador. Las
sustituciones conservadoras preferidas para cada uno de los aminoacidos de origen natural son las siguientes: Ala a
ser; Arg a lys; Asn a gln o his; Asp a glu; Cys a ser o ala; GIn a asn; Glu a asp; Gly a pro; His a asn o gln; lle a leu o
val; Leu a ile o val; Lys a arg; gln o glu; Met a leu o ile; Phe a met, leu o tyr; Ser a thr; Thra ser; Trp a tyr; Tyratrp o
phe;y, Val aile o leu.

Hibridacién de secuencias de acido nucleico

Las secuencias de nucleétidos que codifican las enzimas de la invencion también se pueden definir por su
capacidad para hibridarse con las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID NO. 9-16 y 18, respectivamente, en
condiciones de hibridacion moderada o preferiblemente rigurosas. Las condiciones de hibridaciéon rigurosas se
definen en el presente documento como las condiciones que permiten que una secuencia de acidos nucleicos de al
menos aproximadamente 25, preferiblemente aproximadamente 50 nucleétidos, 75 o 100 y lo mas preferiblemente
de aproximadamente 200 o mas nucledtidos, se hibride a una temperatura de aproximadamente 65 °C en una
solucién que comprenda aproximadamente sal 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solucidon que tenga una
fuerza i6nica comparable, y lavado a 65 °C en una solucidon que comprenda aproximadamente ,sal 0,1 M, o menos,
preferiblemente 0,2 x SSC o cualquier otra solucion que tenga una fuerza i6nica comparable. Preferiblemente, la
hibridacién se realiza durante la noche, es decir, al menos durante 10 horas y, preferiblemente, el lavado se realiza
durante al menos una hora con al menos dos cambios de la solucion de lavado. Estas condiciones permitiran
normalmente la hibridacion especifica de secuencias que tienen aproximadamente un 90 % o mas de identidad de
secuencia.

Las condiciones moderadas se definen en el presente documento como las condiciones que permiten que las
secuencias de acidos nucleicos de al menos 50 nucledtidos, preferiblemente de aproximadamente 200 o mas
nucledétidos, se hibriden a una temperatura de aproximadamente 45°C en una solucion que comprenda
aproximadamente sal 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier ofra solucién que tenga una fuerza idénica
comparable, y lavado a temperatura ambiente en una solucidon que comprenda aproximadamente sal 1 M,
preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solucién que tenga una fuerza idnica comparable. Preferiblemente, la
hibridacioén se realiza durante la noche, es decir, al menos durante 10 horas y, preferiblemente, el lavado se realiza
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durante al menos una hora con al menos dos cambios de la solucion de lavado. Estas condiciones permitiran
normalmente la hibridacién especifica de secuencias que tengan hasta un 50 % de identidad de secuencia. La
persona experta en la técnica podra modificar estas condiciones de hibridacion con el fin de identificar
especificamente secuencias que varian en identidad entre 50 % y 90 %.

Enlazado operativamente

Tal como se utiliza aqui, la expresion “enlazado operativamente” se refiere a un enlace de elementos polinucleétidos
en una relacién funcional. Un acido nucleico esta "enlazado operativamente" cuando se coloca en una relacion
funcional con ofra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta enlazado
operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia codificante. Enlazado
operativamente significa que las secuencias de ADN que estan enlazadas son tipicamente contiguas y, cuando es
necesario, unen dos regiones codificantes de proteinas, contiguas y en el marco de lectura.

Promotor

Tal como se usa en el presente documento, el término “promotor” se refiere a un fragmento de acido nucleico que
funciona para controlar la transcripcién de uno o mas genes, situados aguas arriba con respecto a la direccion de
transcripcion del sitio de inicio de la transcripcion del gen, y se identifica estructuralmente por la presencia de un sitio
de unién para la ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcion y cualquier otra de las
secuencias de ADN, que incluya pero que no se limite a los sitios de union al factor de transcripcion, sitios represor y
activadorde la union de las proteinas , y cualquier otra de las secuencias de nucleétidos conocidas por el experto en
la técnica para actuar directa o indirectamente para regular la cantidad de transcripcién desde el promotor. Un
promotor "constitutivo" es un promotor que es activo en la mayoria de las condiciones ambientales y de desarrollo.
Un promotor "inducible" es un promotor que es activo bajo regulacion ambiental o de desarrollo.

Homoélogo

El término "homodlogo" cuando se usa para indicar la relacion entre una determinada molécula de acido nucleico
(recombinante) o polipéptido y un determinado organismo anfitrién o célula anfitriona, se entiende que significa que
en la naturaleza la molécula de acido nucleico o de polipéptidos se produce por una célula anfitriona u organismos
de la misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa. Si es homdloga a una célula anfitriona, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido normalmente estara enlazada operativamente a otra
secuencia promotora o, si procede, otra secuencia de sefiales secretoras y/o secuencia terminadora que esté en su
entorno natural. Cuando se usa para indicar el parentesco de dos secuencias de acidos nucleicos, el término
“homologo” significa que una secuencia de acido nucleico monocatenario se puede hibridar con una secuencia de
acido nucleico monocatenario complementaria. El grado de hibridacién puede depender de una serie de factores que
incluyen la cantidad de identidad entre las secuencias y las condiciones de hibridacion tales como temperatura y
concentracion de sal como se discute mas adelante. Preferiblemente, la zona de identidad es mayor que
aproximadamente 5 pb, mas preferiblemente la zona de identidad es mayor que 10 pb.

Heterologo

El término "heterdlogo" cuando se usa con respecto a un acido nucleico (de ADN o ARN) o proteina se refiere a un
acido nucleico o proteina que no se da de forma natural 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 lugar o lugares en el genoma o secuencia
de ADN o ARN que difiere de aquella en la que se encuentra en la naturaleza. Los acidos nucleicos o proteinas
heterélogos no son endégenos a la célula en la que se introducen, sino que se han obtenido a partir de otra célula o
se han producido de forma sintética o recombinante. En general, aunque no necesariamente, tales acidos nucleicos
codifican proteinas que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o se expresa.
De forma similar, el ARN exdgeno codifica proteinas que no se expresan normalmente en la célula en la que esta
presente el ARN exdgeno. Los acidos nucleicos y proteinas heterélogos pueden también denominarse acidos
nucleicos o proteinas foraneos. Cualquier acido nucleico o proteina que el experto en la técnica reconozca como
heterdéloga o foranea a la célula en la que se expresa esta contemplado en el presente documento por el término
acido nucleico o proteina heterdlogo. El término heterélogo también se aplica a combinaciones no naturales de
secuencias de acido nucleico o aminoacidos, es decir, combinaciones donde al menos dos de las secuencias
combinadas son foraneas entre si.

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se utilizan en su sentido
no limitativo que significa que los articulos que siguen a la palabra estan incluidos, pero los articulos no
mencionados especificamente no estan excluidos. Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido
"un”, “una” o "uno" no excluye la posibilidad de que mas de uno de los elementos esté presente, a menos que el
contexto exija claramente que exista uno y sélo uno de los elementos. El articulo indefinido "un", “una” o "uno"
significa, por lo general, "al menos uno".

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a una célula anfitriona de levadura u hongo filamentoso transformada con un
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constructo de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa, cuya
xilosa isomerasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2, por lo que el constructo de acido nucleico, tras la transformacién de
la célula anfitriona, confiere a la célula anfitriona la capacidad de isomerizar directamente la xilosa a xilulosa, por lo
que la célula anfitriona comprende una modificacion genética que aumenta el flujo de la ruta de la pentosa fosfato, y
por lo que la modificacién genética comprende la sobreexpresion de al menos un gen de la parte no oxidativa de la
ruta de la pentosa fosfato en comparacion con una célula anfitriona que es genéticamente idéntica excepto para la
modificacion genética. La capacidad de la célula anfitriona transformada para isomerizar la 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 unica reaccion catalizada por una xilosa isomerasa, en oposicion a la transformacion en dos etapas de xilosa en
xilulosa a través de un intermedio de xilitol catalizado por xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, respectivamente.

De este modo, la expresién de la secuencia de nucleétidos en la célula anfitriona 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,
preferiblemente 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 anfitriona 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 anfitriona, p. €j.,
un lisado libre de células de levadura. La determinacion de la actividad de xilosa isomerasa, la cantidad de proteina
y la preparacion del lisado libre de células son como se describe en el Ejemplo 1.13. Por consiguiente, la expresion
de la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa en la célula anfitriona produce una xilosa isomerasa
con una actividad especifica de al menos 50 U de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteina a 30°C,
preferiblemente al menos 100, 200, 500, 750 o 1000 U por mg a 30 °C.

Preferiblemente, la expresion de la secuencia de nucledétidos que codifica la xilosa isomerasa en la célula anfitriona
produce una xilosa isomerasa con un Km para xilosa que es menor que 50, 40, 30 o 25 mM, mas preferiblemente, el
Km para xilosa es de aproximadamente 20 mM o menos. Una secuencia de nucleétidos preferida que codifica la
xilosa isomerasa puede seleccionarse del grupo que consiste en:
(a) secuencias de nucleétidos que comprenden una secuencia de nucledtidos que tiene al menos una identidad
de secuencia de 80, 90, 95, 97, 98 0 99 % con la secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO. 10.

La secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa puede codificar una xilosa isomerasa procariética o
una eucariota, es decir, una xilosa isomerasa con una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la de una xilosa
isomerasa que se da de forma natural en el organismo procariotico o eucarittico. Los autores de la presente
invenciéon han encontrado que la capacidad de una determinada xilosa isomerasa para conferir a una célula
anfitriona eucariota la capacidad de isomerizar la xilosa en xilulosa no depende tanto de si la isomerasa es de origen
procariético o eucariético. Mas bien esto depende del parentesco de la secuencia de aminoacidos de la isomerasa
con la de la secuencia de Piromyces (SEQ ID NO. 1). Sorprendentemente, la isomerasa eucariota Piromyces esta
mas relacionada con las isomerasas procarioticas que con otras isomerasas eucariotas conocidas. La isomerasa
Piromyces comparte 61 % de identidad de aminoacidos con una enzima Xanthomonas y 82 % con una enzima
Bacteroides (SEQ ID NO. 2), mientras que so6lo comparte una identidad del 49-52 % con varias xilosa isomerasas
vegetales. No se han publicado informes de una xilosa isomerasa vegetal que se exprese activamente en levadura.
Por el contrario, en el Ejemplo 3 del presente documento se describe que una xilosa isomerasa Bacteroides confiere
a una célula anfitriona eucariota la capacidad para isomerizar la xilosa en xilulosa y crecer en xilosa como Unica
fuente de carbono. Por lo 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 definié anteriormente. Una
secuencia de nucledtidos preferida codifica una xilosa isomerasa fungica (p. €j., a partir de un Basidiomycete), mas
preferiblemente una xilosa isomerasa de un hongo anaerdébico, p. €j., una xilosa isomerasa de un hongo anaerobio
que pertenezca a las familias Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces, Orpinomyces o Ruminomyces. Como
alternativa, una secuencia de nucleétidos preferida codifica una xilosa isomerasa bacteriana, preferiblemente una
bacteria Gram-negativa, mas preferiblemente una isomerasa de la clase Bacteroides, o del género Bacteroides, lo
mas preferiblemente de B. thetaiotaomicron (SEQ ID NO. 2).

Para aumentar la probabilidad de que la xilosa isomerasa se exprese en forma activa en una célula anfitriona
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 anfitriona eucariota. La adaptabilidad de una secuencia de nucleétidos
que codifica la xilosa isomerasa (u otras enzimas de la invencion, véase mas adelante) para el uso de codones de la
célula anfitriona puede expresarse como indice de adaptacion de codones (CAl). El indice de adaptacion de
codones se define en el presente documento como una medida de la adaptabilidad relativa del uso de codones de
un gen hacia el uso de codones de genes muy expresados. La adaptabilidad relativa (w) de cada coddn es la
relacion entre la utilizacion de cada coddn y la del codon mas abundante para el mismo aminoacido. El indice CAl se
define como la media geométrica de estos valores de adaptabilidad relativa. Se excluyen los codones no sinénimos
y los codones de terminacion (dependientes del codigo genético). Los valores de CAIl varian de 0 a 1, con los
valores mas altos indicando una mayor proporcién 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 nucleétidos adaptada tiene preferiblemente un CAl de al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6 0 0,7.

Una célula anfitriona para la transformacién con la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa como
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se describié anteriormente, es preferiblemente una anfitriona capaz del transporte activo o pasivo de xilosa dentro de
la célula. La célula anfitriona contiene preferiblemente glucdlisis activa. La célula anfitriona puede contener ademas
una ruta de la pentosa fosfato endégena y puede contener actividad de xilulosa cinasa endégena de manera que la
xilulosa isomerizada a partir de xilosa puede ser metabolizada a piruvato. La anfitriona contiene ademas,
preferiblemente, enzimas para la transformacion de piruvato en un producto de fermentaciéon deseado tal como
etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propionico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico,
aminoacidos, 1,3-propano- diol, etileno, glicerol, antibidticos p-lactamicos y cefalosporinas.

Una célula anfitriona preferida es una célula anfitriona que es capaz de fermentacion alcohdlica de forma natural,
preferiblemente fermentacion alcohdlica anaerobia. La célula anfitriona tiene ademas, preferiblemente, una gran
tolerancia a etanol, una gran tolerancia al pH bajo (es decir, capaz de crecer a un pH inferior a 5, 4, 3, 0 2,5) y a los
acidos organicos como acido lactico, acido acético o acido formico y productos de degradacion del azdcar tal como
furfural e hidroximetilfurfural, y una gran tolerancia a temperaturas elevadas. Cualquiera de estas caracteristicas o
actividades de la célula anfitriona puede estar presente de forma natural en la célula anfitriona o puede ser
introducida o modificada por modificacion genética. Una célula anfitriona adecuada es un microorganismo
eucariético como p. €j., un hongo, sin embargo, mas adecuadas como célula anfitriona son las levaduras o los
hongos filamentosos.

Las levaduras se definen en el presente documento como microorganismos eucaridticos e incluyen todas las
especies de la subdivision Eumycotina (Alexopoulos, C. J., 1962, en: Introductory Mycology, John Wiley & Sons,
Inc., Nueva York) que crecen, predominantemente, en forma unicelular. Las levaduras pueden crecer bien brotando
de un talo unicelular o bien pueden crecer por fision del organismo. Las levaduras preferidas como células
anfitrionas pertenecen a los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces,
Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia. Preferiblemente, la levadura es capaz de fermentacion
anaerobica, mas preferiblemente de fermentacién alcohdlica anaerébica.

Los hongos filamentosos se definen en el presente documento como microorganismos eucariéticos 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 morfolégicamente, fisioldgicamente y genéticamente distintos de las levaduras. El crecimiento vegetativo por
hongos filamentosos es por alargamiento hifal, y el catabolismo de carbono de la mayoria de los hongos
filamentosos es obligatoriamente aerdbico. Los hongos filamentosos preferidos como células anfitrionas pertenecen
a los géneros Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium y Penicillium.

A lo largo de los afios se han hecho sugerencias para la introduccion de diversos organismos para la produccién de
bioetanol a partir de azlcares de cultivo. En la practica, sin embargo, todos los principales procesos de produccion
de bioetanol han seguido utilizando las levaduras del género Saccharomyces como productor de etanol. Esto se
debe a las muchas caracteristicas atractivas de la especie Saccharomyces para los procesos industriales, es decir,
una gran tolerancia a acidos, a etanol y osmotolerancia, capacidad de crecimiento anaerdbico y, por supuesto, su
gran capacidad de fermentacion alcohdlica. Las especies de levadura preferidas como células anfitrionas incluyen S.
cenevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus; S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxiamus y K. fragilis.

La célula anfitriona de la invencién es, de este modo, una célula anfitriona que se transforma con un constructo de
acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa como se ha definido
anteriormente. El constructo de acido nucleico que comprende la secuencia que codifica xilosa isomerasa es,
preferiblemente, capaz de la expresion de la xilosa isomerasa en la célula anfitriona. Con este fin, el constructo de
acido nucleico puede construirse como se describe en, p. €j., el documento WO 03/0624430. La célula anfitriona
puede comprender una sola copia pero preferiblemente comprende multiples copias del constructo de acido
nucleico. El constructo de acido nucleico puede mantenerse de forma episémica y, con ello, comprender una
secuencia para la replicacién autbnoma, tal como una secuencia ARS. Los constructos de acido nucleico episémico
adecuados pueden, p. ej. basarse en los plasmidos de levadura 2y o pKD1 (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-
975). Preferiblemente, sin embargo, el constructo de acido nucleico esta integrado en una o mas copias en el
genoma de la célula anfitriona. La integracion en el genoma de la célula anfitriona puede ocurrir al azar por
recombinacion ilegitima, pero el constructo de acido nucleico se integra en el genoma de la célula anfitriona,
preferiblemente, por recombinaciéon homodloga como es bien sabido en la técnica de genética molecular fungica
(véanse, p. €j., los documentos WO 90/14423, EP-A-0 481 008, EP-A-0 635 574 y US 6.265.186).

En un primer aspecto de la invencion, la célula anfitriona de la invencion comprende una modificacién genética que
aumenta el flujo de la ruta de la pentosa fosfato. En particular, la modificacién genética provoca un aumento del flujo
de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato. Una modificacion genética que provoca un aumento del flujo
de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato se entiende, en el presente documento, que significa una
modificacion que aumenta el flujo en al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparacion con el flujo en
una cepa que sea genéticamente idéntica excepto por la modificacion genética que provoca el aumento del flujo. El
flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato puede medirse cultivando la anfitriona modificada en
xilosa como unica fuente de carbono, determinando la velocidad especifica del consumo de xilosa y substrayendo la
velocidad especifica de produccién de xilitol de la velocidad especifica del consumo de xilosa, en el caso de que se
produzca algo de xilitol. Sin embargo, el flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato es proporcional
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a la velocidad de crecimiento de la xilosa como Unica fuente de carbono, preferiblemente con la velocidad de
crecimiento anaerdbico en xilosa como Unica fuente de carbono. Existe una relacion lineal entre la velocidad de
crecimiento en xilosa como Unica fuente de carbono (Umax) y €l flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa
fosfato. La velocidad especifica del consumo de xilosa (Qs) es igual a la velocidad de crecimiento (u) dividida por el
rendimiento de biomasa en azucar (Yx) porque el rendimiento de la biomasa en el azicar es constante (en un
conjunto dado de condiciones: anaerdbico, medio de cultivo, pH, antecedentes genéticos de la cepa, etc., es decir,
Qs = plYxs). Por lo tanto, el aumento del flujo de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato puede
deducirse del aumento de la velocidad de crecimiento maximo en estas condiciones.

Las modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la ruta de la pentosa fosfato pueden ser introducidas en la
célula anfitriona de varias maneras. Estas incluyen, p. ej., alcanzar mayores niveles de actividad en estado
estacionario de la xilulosa cinasa y/o una o mas de las enzimas de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa
fosfato y/o un nivel reducido en estado estacionario de la actividad de la aldosa reductasa inespecifica. Estos
cambios en los niveles de actividad en estado estacionario pueden efectuarse mediante la seleccion de mutantes
(espontaneos o inducidos por productos quimicos o radiacion) y/o por tecnologia de ADN recombinante, p. €j., por
sobreexpresion o inactivacion, respectivamente, de genes que codifican las enzimas o factores que regulan estos
genes.

En una célula anfitriona preferida, la modificacion genética comprende la sobreexpresiéon de al menos una enzima de
la ruta de la pentosa fosfato (la parte no oxidativa). Preferiblemente, la enzima se selecciona del grupo que consiste
en las enzimas que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y
transaldolasa. Pueden sobreexpresarse varias combinaciones de enzimas de la ruta de la pentosa fosfato (la parte
no oxidativa). P. ej., las enzimas que son sobreexpresadas 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 son
sobreexpresadas en la célula anfitriona. Mas preferida es una célula anfitriona en la que la modificacion genética
comprende al menos la sobreexpresion tanto de las enzimas transcetolasa como de la transaldolasa, ya que dicha
célula anfitriona es ya capaz de crecimiento anaerdbico en xilosa. De hecho, en algunas condiciones los autores de
la invencion han encontrado que las células anfitrionas que sobreexpresan solo la transcetolasa y la transaldolasa
tienen ya la misma velocidad de crecimiento anaerdbico en xilosa que las células anfitrionas que sobreexpresan las
cuatro enzimas, es decir, ribulosa-5-fosfato isomerasa, la ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y
transaldolasa. Ademas, las células anfitrionas que sobreexpresan ambas enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y
ribulosa-5-fosfato epimerasa son preferibles a las células anfitrionas que sobreexpresan soélo la isomerasa o sélo la
epimerasa ya que la sobreexpresion de sélo una de estas enzimas puede producir desequilibrios metabdlicos.

Existen diversos medios disponibles en la técnica para la sobreexpresion de enzimas en las células anfitrionas de la
invencion. En particular, una enzima puede ser sobreexpresada aumentando el nimero de copias del gen que
codifica la enzima en la célula anfitriona, p. €j., integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula
anfitriona, expresando el gen de un vector de expresién multicopia episémico o introduciendo un vector de expresion
episdmico que comprende multiples copias del gen.

Como alternativa, se puede lograr la sobreexpresiéon de enzimas en las células anfitrionas de la invencion utilizando
un promotor que no sea nativo para la secuencia que codifica la enzima a sobreexpresar, es decir, un promotor que
sea heterdlogo con la secuencia codificante a la que esta enlazado operativamente. Aunque el promotor sea,
preferiblemente, heterdlogo con la secuencia codificante a la que esta enlazado operativamente, también se prefiere
que el promotor sea homdlogo, es decir, enddégeno con la célula anfitriona. Preferiblemente, el promotor heterélogo
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 el
promotor que es nativo de la secuencia codificante, preferiblemente en condiciones donde xilosa, o xilosa y glucosa,
estan disponibles como fuentes de carbono, mas preferiblemente como principales fuentes de carbono (es decir,
mas del 50 % de la fuente de carbono disponible consiste en xilosa, o en xilosa y glucosa), lo mas preferiblemente
como Unicas fuentes de carbono. Los promotores adecuados en este contexto incluyen tanto promotores naturales
constitutivos como inducibles, asi como promotores disefiados por ingenieria. Un promotor preferido para uso en la
presente invencion sera ademas insensible a la represion del catabolito (glucosa) y/o no requerira, preferiblemente,
xilosa para la induccién.

Los promotores que tienen estas caracteristicas estan ampliamente disponibles y son conocidos por el experto en la
materia. Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen p. ej., promotores de genes glicoliticos, tales como los
promotores 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 se pueden encontrar en el documento WO 93/03159. Otros promotores
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utiles son los promotores de genes que codifican la proteina ribosémica, el promotor del gen de la lactasa (LAC4),
promotores de alcohol deshidrogenasa (ADH1, ADH4 y similares) y el promotor de enolasa (ENO). Otros
promotores, tanto constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias activadoras aguas arriba seran
conocidos por los expertos en la técnica. Los promotores utilizados en las células anfitrionas de la invencién pueden
ser modificados, si se desea, para afectar sus caracteristicas de control.

La secuencia de codificacion utilizada para la sobreexpresion de las enzimas es preferiblemente homdloga a la
célula anfitriona de la invenciéon. Sin embargo, del mismo modo pueden aplicarse secuencias codificantes que sean
heterdlogas para la célula anfitriona de la invencion.

Una secuencia de nucleétidos utilizada para la sobreexpresion de ribulosa-5-fosfato isomerasa en la célula anfitriona
de la invencién es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-fosfato
isomerasa, por lo que preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 50, 60,
70, 80, 90 0 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 4 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de hibridarse
con la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 12, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones
rigurosas.

Una secuencia de nucledtidos utilizada para la sobreexpresion de la ribulosa-5-fosfato epimerasa en la célula
anfitriona de la invencién es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-
fosfato epimerasa, por lo que preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
50, 60, 70, 80, 90 0 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 5 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de
hibridarse con la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 13, en condiciones moderadas, preferiblemente en
condiciones rigurosas.

Una secuencia de nucleotidos utilizada para la sobreexpresién de transcetolasa en la célula anfitriona de la
invencion es una secuencia de nucleodtidos que codifica un polipéptido con actividad de transcetolasa, por lo que
preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 o0 95 % de
identidad con la SEQ ID NO. 6 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de hibridarse con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 14, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.

Una secuencia de nucledtidos utilizada para la sobreexpresién de transaldolasa en la célula anfitriona de la
invencion es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de transaldolasa, por lo que
preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 o0 95 % de
identidad con la SEQ ID NO. 7 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de hibridarse con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 15, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.

La sobreexpresién de una enzima, cuando se refiere a la produccion de la enzima en una célula anfitriona
genéticamente modificada, significa que la enzima se produce a un nivel mas alto de actividad enzimatica especifica
en comparacion con la célula anfitriona no modificada en idénticas condiciones. Generalmente esto significa que la
proteina (o proteinas en el caso de enzimas multi-subunidad) enzimaticamente activa se produce en mayores
cantidades, o mas bien a un nivel de estado estacionario mas elevado en comparaciéon con la célula anfitriona no
modificada en idénticas condiciones. De forma similar, esto generalmente significa que el ARNm que codifica la
proteina enzimaticamente activa se produce en mayores cantidades o mas bien, de nuevo, a un nivel de estado
estacionario mas elevado en comparaciéon con la célula anfitriona no modificada en idénticas condiciones. La
sobreexpresion de una enzima se determina preferiblemente midiendo el nivel de la actividad especifica de la
enzima en la célula anfitriona usando ensayos enzimaticos apropiados como se describe en el presente documento.
Como alternativa, la sobreexpresiéon de la enzima puede determinarse indirectamente cuantificando el nivel
especifico en estado estacionario de la proteina de la enzima, p. €j., utilizando anticuerpos especificos de la enzima,
o cuantificando el nivel estacionario especifico del ARNm que codifica la enzima. Este ultimo puede ser
particularmente adecuado para enzimas de la ruta de la pentosa fosfato para las que los ensayos enzimaticos no
son facilmente viables ya que los sustratos para las enzimas no estan comercialmente disponibles. Preferiblemente,
en las células anfitrionas de la invencion, una enzima a sobreexpresar se sobreexpresa mediante al menos un factor
1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparacion con una cepa que sea genéticamente idéntica excepto por la modificacion
genética que causa la sobreexpresion. Debe entenderse que estos niveles de sobreexpresion pueden aplicarse al
nivel de estado estacionario de la actividad de la enzima, al nivel de estado estacionario de la proteina de la enzima,
asi como al nivel de estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En un segundo aspecto de la invencion, la célula anfitriona de la invencion comprende una modificacion genética
que aumenta la actividad especifica de xilulosa cinasa. Preferiblemente, la modificacién genética provoca la
sobreexpresion de una xilulosa cinasa, p. €j., por sobreexpresion de una secuencia de nucleotidos que codifica una
xilulosa cinasa. El gen que codifica la xilulosa cinasa puede ser enddgeno a la célula anfitriona o puede ser una
xilulosa cinasa que sea heteréloga con la célula anfitriona. Una secuencia de nucleétidos utilizada para la
sobreexpresion de la xilulosa cinasa en la célula anfitriona de la invencién es una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido con actividad de xilulosa cinasa, por lo que preferiblemente el polipéptido tiene una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 o 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 3 o por lo que la
secuencia de nucleédtidos es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 11, en
condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.
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Una xilulosa cinasa particularmente preferida es una xilosa cinasa que esta relacionada con la xilulosa cinasa de
Piromyces (xylIB; véase el documento WO 03/0624430). Esta xilulosa cinasa Piromyces esta en realidad mas
relacionada con la cinasa procaridtica que con todas las cinasas eucariotas conocidas tales como la cinasa de
levadura (SEQ ID NO. 3). Las xilulosa cinasas eucariotas se han indicado como cinasas de azucares no especificas,
que tienen un amplio intervalo de sustratos que incluye xilulosa. Por el contrario, las xilulosa cinasas procaridticas,
con las que esta relacionada mas estrechamente la cinasa de Piromyces, han sido indicadas como cinasas mas
especificas para xilulosa, es decir, que tienen un intervalo de sustrato mas estrecho. Por lo tanto, una secuencia de
nucledtidos mas preferida para uso en la sobreexpresion de xilulosa cinasa en la célula anfitriona de la invencion es
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad xilulosa cinasa, por lo que preferiblemente el
polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 45, 50, 60, 65, 70, 80, 90 o0 95 % de identidad
con la SEQ ID NO. 17 o por lo que la secuencia de nucleétidos es capaz de hibridar con la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO. 18, en condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.

En las células anfitrionas 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 ruta de la pentosa fosfato
como se ha descrito anteriormente, pero esta combinacion no es esencial para la invencién. De este modo, se
incluye especificamente en la invencion una célula anfitriona de la invencién que comprende sélo una modificacion
genética que aumenta la actividad especifica de xilulosa cinasa. Los diversos medios disponibles en la técnica para
conseguir y analizar la sobreexpresion de una xilulosa cinasa en las células anfitrionas de la invencién son los
mismos que se han descrito anteriormente para las enzimas de la ruta de la pentosa fosfato. Preferiblemente, en las
células anfitrionas de la invencién, una xilulosa cinasa a sobreexpresar se sobreexpresa mediante al menos un
factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparacioén con una cepa que seas genéticamente idéntica excepto por la
modificacion genética que causa la sobreexpresion. Debe entenderse que estos niveles de sobreexpresion pueden
aplicarse al nivel de estado estacionario de la actividad de la enzima, al nivel de estado estacionario de la proteina
de la enzima, asi como al nivel de estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En un tercer aspecto de la invencion, la célula anfitriona de la invencion comprende una modificacion genética que
reduce la actividad de la aldosa reductasa inespecifica en la célula anfitriona. Preferiblemente, la actividad de la
aldosa reductasa inespecifica se reduce en la célula anfitriona mediante una o mas modificaciones genéticas que
reducen la expresion de o inactivan un gen que codifica una aldosa reductasa inespecifica. Preferiblemente, las
modificaciones genéticas reducen o inactivan la expresion de cada copia endégena de un gen que codifica una
aldosa reductasa inespecifica en la célula anfitriona. Las células anfitrionas pueden comprender multiples copias de
genes que codifican aldosa reductasas inespecificas como resultado de di-, poli- o aneu-ploidias, y/o la célula
anfitriona puede contener varias (iso)enzimas diferentes con actividad de la aldosa reductasa que difieren en la
secuencia de aminoacidos y que estan codificadas por un gen diferente. También en tales casos, preferiblemente, la
expresion de cada gen que codifica una aldosa reductasa inespecifica se reduce o se inactiva. Preferiblemente, el
gen se inactiva por eliminacion de al menos parte del gen o por interrupcién del gen, por lo que en este contexto el
término gen incluye también cualquier secuencia no codificante aguas arriba o aguas abajo de la secuencia
codificante, cuya eliminacion (parcial) o inactivacion da como resultado una reduccion de la expresion de la actividad
de la aldosa reductasa inespecifica en la célula anfitriona. Una secuencia de nucleétidos que codifica una aldosa
reductasa cuya actividad debe reducirse en la célula anfitriona de la invencion es una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido con actividad de aldosa reductasa, por la que preferiblemente el polipéptido tiene una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 50, 60, 70, 80, 90 0 95 % de identidad con la SEQ ID NO. 8 o por la
que la secuencia de nucledtidos es capaz de hibridar con la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 16 en
condiciones moderadas, preferiblemente en condiciones rigurosas.

En las células anfitrionas de la invencion, la modificacion genética que reduce la actividad de la aldosa reductasa
inespecifica en la célula anfitriona puede combinarse con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de
la ruta de la pentosa fosfato y/o con cualquiera de las modificaciones que aumentan la actividad de la xilulosa cinasa
especifica en las células anfitrionas como se ha descrito anteriormente, pero estas combinaciones no son esenciales
para la invenciéon. De este modo, se incluye especificamente en la invencion una célula anfitriona de la invencion
que comprende solo una modificacion genética que reduce la actividad de la aldosa reductasa inespecifica en la
célula anfitriona.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a células anfitrionas modificadas que estan adaptadas ademas a la
utilizacion de xilosa mediante la seleccion de mutantes, bien espontaneos o bien inducidos (por ejemplo por
radiacion o productos quimicos), para el crecimiento en xilosa, preferiblemente en xilosa como Unica fuente de
carbono, y mas preferiblemente en condiciones anaerobias. La seleccion de mutantes puede realizarse mediante el
paso en serie de cultivos como p. €j., el descrito por Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664) o mediante
cultivo bajo presion selectiva en un cultivo quimiostatico como se describe en el Ejemplo 4 del presente documento.

En una célula anfitriona preferida de la invencién al menos una de las modificaciones genéticas descritas
anteriormente, incluidas las modificaciones obtenidas mediante la seleccion de mutantes, confieren a la célula
anfitriona la capacidad de crecer en xilosa como fuente de carbono, preferiblemente como Unica fuente de carbono,
y preferiblemente bajo condiciones anaerobias. Preferiblemente, la célula anfitriona modificada no produce
esencialmente xilitol, p. €j., el xilitol producido esta por debajo del limite de deteccién o, p. €j., menor que 5, 2, 1, 0,5,
0 0,3 % del carbono consumido en una base molar.
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Preferiblemente, la célula anfitriona modificada tiene la capamdad de crecer en xilosa como Unica fuente de carbono
a una velocidad de al menos 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 0 0,3 h™" en condiciones aerobias o, si procede, a una velocidad de
al menos 0,03, 0,05, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,12, 0,15 0 0,2 h™" en condiciones anaerobias. Preferiblemente, la célula
anfitriona modificada tiene la capacidad de crecer en una mezcla de glucosa y xilosa (en una reIaC|on en peso de
1:1) como unica fuente de carbono a una velocidad de al menos 0,05, 0,1, 0,2, 0 25 0 0,3 h™ en condiciones
aerobias o, si procede, a una velocidad de al menos 0,03, 0,05, 0,1, 0,12, 0,150 0,2 h™ en condiciones anaerobias.

Preferiblemente, la célula anfitriona modificada tiene una velocidad especifica de consumo de xilosa de al menos
346, 350, 400, 500, 600, 750 o 1000 mg de xilosa/g de células/h. Preferiblemente, la célula anfitriona modificada
tiene un rendimiento de producto de fermentacion (tal como etanol) en xilosa que tiene al menos un 55, 60, 70, 80,
85, 90, 95 0 98 % de rendimiento del producto de fermentacioén (tal como etanol) de la célula anfitriona en glucosa.
Mas preferiblemente, el rendimiento de la célula anfitriona modificada de producto de fermentacion (tal como etanol)
en xilosa es igual al rendimiento de la célula anfitriona del producto de fermentacion (tal como etanol) sobre la
glucosa. Igualmente, el rendimiento de biomasa de la célula anfitriona modificada en xilosa tiene preferiblemente al
menos un 55, 60, 70, 80, 85, 90, 95 o0 98 % de rendimiento de biomasa de la célula anfitriona en glucosa. Mas
preferiblemente, el rendimiento de biomasa de la célula anfitriona modificada en xilosa es igual al rendimiento de
biomasa de la célula anfitriona en glucosa. Se entiende que en la comparacion de los rendimientos en glucosa y
xilosa ambos rendimientos se comparan en condiciones aerobias o ambos en condiciones anaerobias.

En un aspecto preferido, la célula anfitriona modificada de la invencion es una célula anfitriona para la produccién de
etanol. En otro aspecto, la invencién se refiere a una célula anfitriona transformada para la produccién de productos
de fermentacion distintos del etanol. Tales productos de fermentaciéon no etandlicos incluyen en principio cualquier
producto quimico masivo o fino que pueda obtenerse mediante un microorganismo eucariético tal como una
levadura o un hongo filamentoso. Tales productos de fermentacion incluyen p. €j., acido lactico, acido 3-hidroxi-
propidénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, aminoacidos, 1,3-propano-diol, etileno,
glicerol, antibidticos B-lactamicos y cefalosporinas. Una célula anfitriona modificada preferida de la invencion para la
produccién de productos de fermentacion no etandlicos es una célula anfitriona que contiene una modificacion
genética que da como resultado una actividad disminuida de alcohol deshidrogenasa.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a procesos de fermentacién en los que las células anfitrionas
modificadas de la invenciodn se utilizan para la fermentacion de una fuente de carbono que comprende una fuente de
xilosa, tal como xilosa. Ademas de una fuente de xilosa, la fuente de carbono en el medio de fermentacién puede
comprender también una fuente de glucosa. La fuente de xilosa o glucosa puede ser xilosa o glucosa como tal o
puede ser cualquier hidrato de carbono oligo- o polimero que comprende unidades de xilosa o glucosa, tal como p.
€j., lignocelulosa, xilanos, celulosa, almidén y similares. Para la liberacion de unidades de xilosa o glucosa a partir de
tales hidratos de carbono, pueden afiadirse carbohidrasas apropiadas (tal como xilanasas, glucanasas, amilasas y
similares) al medio de fermentacion o pueden ser producidas por la célula anfitriona modificada. En este ultimo caso,
la célula anfitriona modificada puede ser disefiada por ingenieria genética para producir y excretar tales
carbohidrasas. Una ventaja adicional de usar fuentes oligo- o poliméricas de glucosa es que permite mantener una
baja (0o mas baja) concentracion de glucosa libre durante la fermentacion, p. e€j., utilizando cantidades de las
carbohidrasas que limitan la velocidad. Esto, a su vez, evitara la represion de los sistemas requeridos para el
metabolismo y transporte de aztcares que no son glucosa como la xilosa. En un procedimiento preferido, la célula
anfitriona modificada fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferiblemente simultaneamente, en cuyo caso se
utiliza preferiblemente una célula anfitriona modificada que sea insensible a la represién de la glucosa para prevenir
el crecimiento diguxico. Ademas de una fuente de xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de
fermentacion comprendera ademas el ingrediente apropiado requerido para el crecimiento de la célula anfitriona
modificada. Las composiciones de medios de fermentacion para el crecimiento de microorganismos tales como las
levaduras son bien conocidas en la técnica.

El procedimiento de fermentacién es un procedimiento para la produccién de un producto de fermentacién tal como
p. €j., etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico,
aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, antibiéticos B-lactamicos tales como la Penicilina G o la Penicilina V y
derivados fermentativos de los mismos, y cefalosporinas. El procedimiento de fermentacion puede ser un
procedimiento de fermentacién aerdbico o anaerdbico. Un procedimiento de la fermentacion anaerdbico se define en
el presente documento como un procedimiento de fermentacion que se lleva a cabo en ausencia de oxigeno o en el
que no se consume sustancialmente oxigeno, preferiblemente menos que 5, 2,5 o 1 mmol/l/h, mas preferiblemente
0 mmol/l’h (es decir, el consumo de oxigeno no es detectable), y en el que las moléculas organicas sirven como
dadores de electrones y como aceptores de electrones. En ausencia de oxigeno, el NADH producido en la glucélisis
y formacién de biomasa, no puede ser oxidado por fosforilacion oxidativa. Para resolver este problema, muchos
microorganismos usan piruvato o uno de sus derivados como un electrén y un aceptor de hidrégeno, regenerando
de ese modo NAD". De este modo, en un procedimiento de fermentacién anaerdbica preferido, el piruvato se usa
como un electron (y aceptor de hidrégeno) y se reduce a productos de fermentacion tales como etanol, acido lactico,
acido 3-hidroxi-propidnico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, aminoacidos, 1,3-propanodiol,
etileno, glicerol, antibidticos B-lactamicos y cefalosporinas.

El procedimiento de fermentacién se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura que es 6ptima para la célula
anfitriona modificada. De este modo, para la mayoria de células anfitrionas levaduras u hongos, el procedimiento de
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fermentacioén se realiza a una temperatura que es inferior a 42 °C, preferiblemente inferior a 38 °C. Para las células
anfitrionas levaduras u hongos filamentosos, el procedimiento de fermentacion se realiza, preferiblemente, a una
temperatura que es menor que 35, 33, 30 o0 28 °C y a una temperatura que es mayor que 20, 22 o 25 °C.

Un procedimiento preferido es un procedimiento para la produccién de etanol, por lo que el procedimiento
comprende las etapas de: (a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula anfitriona
modificada como se ha definido anteriormente, por el que la célula anfitriona fermenta xilosa a etanol; y
opcionalmente, (b) recuperacion del etanol. El medio de fermentacién puede comprender también una fuente de
glucosa que también se fermenta a etanol. En el procedimiento, la productividad volumétrica de etanol es
preferiblemente al menos 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 5,0 0 10,0 g de etanol por litro y hora. El rendimiento de etanol
en xilosa y/o glucosa en el procedimiento es preferiblemente de al menos 50, 60, 70, 80, 90, 95 o 98 %. El
rendimiento de etanol se define en el presente documento como un porcentaje del rendimiento maximo tedrico, que,
para glucosa y xilosa es de 0,51 g. de etanol por g. de glucosa o xilosa.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un procedimiento para producir un producto de fermentacion
seleccionado del grupo que consiste en acido lactico, acido 3-hidroxi-propioénico, acido acrilico, acido acético, acido
succinico, acido citrico, aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, antibiticos p-lactamicos y cefalosporinas. El
procedimiento comprende, preferiblemente, las etapas de (a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa
con una célula anfitriona modificada como se ha definido anteriormente, por el que la célula anfitriona fermenta
xilosa al producto de fermentacion y, opcionalmente, (b) recuperacion del producto de fermentacién. En un
procedimiento preferido, el medio también contiene una fuente de glucosa.

Modificaciones genéticas

Para la sobreexpresion de enzimas en las células anfitrionas de las invenciones como se ha descrito anteriormente,
asi como para la modificacion genética adicional de las células anfitrionas, preferiblemente levaduras, las células
anfitrionas se transforman con los diversos constructos de acido nucleico de la invencién por procedimientos bien
conocidos en la técnica. Tales procedimientos son p. €j., conocidos a través de los manuales de normas, tales como
Sambrook y Russel (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 edicién), 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, Nueva York (1987). Procedimientos para la transformacion y maodificacion
genética de células anfitrionas fungicas se conocen, p. €j., a partir de los documentos EP-A-0 635 574, WO
98/46772, WO 99/60102 y WO 00/37671.

Anteriormente se han descrito los promotores para uso en los constructos de acido nucleico para la sobreexpresion
de enzimas en las células anfitrionas de la invencién. En los constructos de acido nucleico para la sobreexpresion, el
extremo 3' de la secuencia de acido nucleotidico que codifica la enzima (o enzimas) esta preferiblemente enlazado
operativamente a una secuencia terminadora de la transcripcion. Preferiblemente, la secuencia terminadora es
operable en una célula anfitriona de eleccién, tal como p. e€j., la especie de la levadura de eleccion. En cualquier
caso, la eleccidon del terminador no es critica; puede, p. ej., ser de cualquier gen de levadura, aunque los
terminadores a veces pueden funcionar si proceden de un gen eucariotico, no levadura. La secuencia de terminacion
de la transcripciéon comprende ademas, preferiblemente, una sefial de poliadenilacion.

Opcionalmente, un marcador seleccionable puede estar presente en el constructo de acido nucleico. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término marcador se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que
permite la seleccion, o el cribado, de una célula anfitriona que contiene el marcador. El gen marcador puede ser un
gen de resistencia a los antibiéticos por el que el antibiético apropiado puede usarse para seleccionar las células
transformadas de entre células que no se transforman. Ejemplos de marcadores adecuados de resistencia a los
antibioticos incluyen p. €j., dihidrofolato reductasa, higromicin-B-fosfotransferasa, 3'-O-fosfotransferasa Il (resistencia
a kanamicina, neomicina y a G418). Aunque los marcadores de resistencia a los antibiéticos pueden ser mas
convenientes para la transformacion de células anfitrionas poliploides, preferiblemente, sin embargo, se utilizan
marcadores no resistentes a los antibidticos, tales como marcadores auxotréficos (URA3, TRP1, LEU2) o el gen TPI
de S. pombe (descrito por Russell PR, 1985, Gene 40: 125-130). En una realizacion preferida, las células anfitrionas
transformadas con los constructos de acido nucleico estan libres de genes marcadores. En el documento EP-A-
0 635 574 se divulgan procedimientos para construir células anfitrionas microbianas libres de genes marcadores
recombinantes y se basan en el uso de marcadores bidireccionales tales como el gen amdS (acetamidasa) de A.
nidulans o los genes URA3 y LYS2 de levadura. Como alternativa, un marcador cribable como la Proteina
Fluorescente Verde, lacZ, luciferasa, cloranfenicol acetiltransferasa, beta-glucuronidasa se puede incorporar en los
constructos de acido nucleico de la invencion que permiten cribar las células transformadas.

Los elementos opcionales adicionales que pueden estar presentes en los constructos de acido nucleico de la
invencion incluyen, pero no se limitan a, una o mas secuencias lideres, potenciadores, factores de integracion y/o
genes reporteros, secuencias de intrones, centromeros, telédmeros y/o secuencias de unién a la matriz (MAR). Los
constructos de acido nucleico de la invencién pueden comprender ademas una secuencia para la replicacion
auténoma, tal como una secuencia ARS. Los constructos de acido nucleico episdmico adecuados pueden, p. €j.,
basarse en los plasmidos de levadura 2p o pKD1 (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975). Como alternativa, el
constructo de acido nucleico puede comprender secuencias para la integracion, preferiblemente mediante
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recombinacién homologa. Dichas secuencias pueden ser asi secuencias homadlogas al sitio diana para la integracion
en el genoma de la célula anfitriona. Los constructos de acido nucleico de la invencién pueden proporcionarse de
una manera conocida per se, que generalmente implica técnicas tales como restringir y enlazar secuencias de
acidos nucleicos/acido nucleico, para lo cual se hace referencia a los manuales estandar, tales como Sambrook y
Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbour Laboratory Press, o F. Ausubel et al, eds.,"Current protocols in molecular biology ", Green Publishing y
Wiley Interscience, Nueva York (1987).

Los procedimientos para la inactivacion y la interrupcion génica en levadura u hongos filamentosos son bien
conocidos en la técnica (véase, p. €j., Fincham, 1989, Microbiol Rev. 53(1): 148-70 y EP-A-0 635 574).

Descripcion de las figuras

Figura 1. Grafico tipico del crecimiento anaerdbico de la cepa RWB 212 en fermentadores en medio sintético con
2 % (p/v) de xilosa como fuente de carbono, los experimentos duplicados difiieron en menos del 5 %. Panel A:
Xilosa (e), etanol (0O), glicerol (m) y CO, acumulado producido por litro deducido del analisis de gas (-). Panel B: peso
en seco (e), acetato (0), xilitol (o), succinato (A), lactato (A)

Figura 2. Grafico tipico del crecimiento anaerdbico de la cepa RWB 212 en fermentadores en medio sintético con
glucosa al 2 % (p/v) y xilosa al 2 % (p/v) como fuente de carbono, los experimentos duplicados difirieron en menos
del 5 %. Panel A: Glucosa (), xilosa (O), etanol (m), glicerol (o) y CO2 acumulado producido por litro deducido del
analisis de gas (-). Panel B: peso en seco (e), acetato (0), xilitol (m), lactato (o) succinato (A ).

Ejemplos
1. Materiales y procedimientos
1.1. Construccién de plasmidos

Con el fin de integrar el promotor TPI/1 delante de varios de los genes diana se construyeron plasmidos. Primero se
cortd el promotor TPI1 como un fragmento Xhol-EcoRV de pYX012-Aat (A. A. Winkler, derivado de pYX012 (R& D
Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.)) y se ligé al corte de pUGB6 [3] con Sall-Pvull. Esto dio pUG6P+p;, que después
pudo utilizarse una casete de integracion Kanlox-Prp para la PCR.

En los casos en que los ORF supuestos se localizaban muy cerca del ATG de los genes diana, se clonaron esos
genes en pUG6P1p. Se aislaron un fragmento RPE1 de 0,8 kb y un fragmento TKL17 de 2,3 kb a partir del gel y se
cortaron con EcoRI y Xhol (presentes en los cebadores, véase la Tabla 3) y se ligaron en pUG6Pp digerido con
EcoRI-Sall, dando como resultado pUG6Pp-RPE1 y pUG6P1p-TKL1.

Con el fin de aumentar la actividad de la xilulocinasa, el gen XKS7 se amplific6 por PCR como un fragmento Spel-
Sall (sitios en los cebadores, véase la Tabla 3) y se cloné en corte de p415ADH [4] con Xbal-Xhol, dando como
resultado p415ADHXKS.

Se usaron endonucleasas de restriccion (New England Biolabs, Beverly, MA, EE. UU. y Roche, Basilea, Suiza) y
ADN ligasa (Roche) segun las especificaciones de los fabricantes. El aislamiento de plasmido de E. coli se realizé
con el kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemania). Los fragmentos de ADN se separaron en un 1 % de gel
agarosa (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) en 1xTBE [5]. El aislamiento de los fragmentos del gel se llevé a cabo con
el kit Qiaquick Gel Extraction (Qiagen). La amplificacion de RPE1, TKL1 y XKS1 se realizé con ADN polimerasa de
Vent® (New England Biolabs) segin la especificacion del fabricante. EI molde era ADN cromosomico de
CEN.PK113-7D (wt, tipo silvestre). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé en un Biometra
TGradient Thermocycler (Biometra, Gottingen, Alemania) con los siguientes ajustes: 30 ciclos de 1 min de recocido a
60 °C, 3 min de extension a 75 °C y 1 min de desnaturalizacion a 94 °C.

1.2. Cepas y medios

La cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada en este estudio es RWB212 (MATA ura3-52 leu2-112 loxP-Prp; ::
(-266,-1) TAL1 gre3::hphMX pUGP71p-TKL1 pUGPrp-RPE1 KanloxP-Prp:i(-?7,-1) RKI1), que se deriva de
CEN.PK102-3A (MATA ura3-52 leu2-112).

Durante la construccion, las cepas se mantuvieron en complejos (YP: 10 g I de extracto de levadura (BD Difco), 20
g I" de peptona (BD Difco)) o medio sintético (MY) [6] 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, los integrantes se seleccionaron
en placas sobre YPD que contenia geneticina (G418) (Invitrogen/GIBCO) a 200 pg/ml o higromicina B (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) a 300 pg/ml. Después de la transformacion con plasmidos, las cepas se
cultivaron en MYD. Las transformaciones de la levadura se realizaron segun Gietz y Woods [7].

Los plasmidos se amplificaron en cepa XL-1 azul de Escherichia coli (Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU.). La
transformacion se realizé segun Inoue et al. [8]. Se cultivé E. coli en placas LB (Luria-Bertani) o en medio liquido TB
(Terrific Broth) para el aislamiento de los plasmidos [5].
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1.3. Construccioén de la cepa

Para TAL1 y RKI1, la integracion del promotor 5° TP/1 del marco abierto de lectura se realizé6 amplificando un
fragmento de la PCR con el marcador KanMX y el promotor TPI/1 y dirigiéndolo a la posicion diana a través de
terminales homdlogos. La PCR se realizé con ADN polimerasa de Tag (Amersham Pharmacia, Piscataway, EE. UU.)
segun las especificaciones del fabricante. EI molde era pUG6P+p con PraldisA y PradisB o PriidisA y PrkidisB
(Tabla 3) como cebadores.

En el caso de TKL1 y RPE1, los plasmidos pUG6Pp-TKL1 y pUG6P1e-RPE1 se linealizaron con Pwull y Sall,
respectivamente, y se integraron en el genoma. La correcta integracion de los constructos se verifico en la PCR de
colonias con TAL1 interno + KanA para TAL17 y cebador Prp + "interno” para TKL1, RPE1y RPI1. Los cebadores
"internos" se recuecen aguas abajo de los constructos integrados, mientras que el cebador Ptp| se recuece en el
terminal 3' del promotor TPI1.

Después de la integracion de un constructo, se eliminé el marcador KanMX con la cre recombinasa. Con este fin, las
cepas se transformaron con pSH47 [3]. Las colonias con el plasmido se resuspendieron en YP con galactosa al 1 %
y se incubaron durante 1 hora a 30 °C. Después se depositaron alrededor de 200 células en placas sobre YPD. Las
colonias resultantes se comprobaron en cuanto a la pérdida del marcador KanMX 'y pSH47 (URA3).

Ademas, el gen GRE3 se reemplazé por la casete hphMX de pAG32, aportando resistencia a higromicina [9]. El
casete hphMX se amplificod utilizando 5'gre3::Kanlox y 3'gre3::Kanlox de oligo. La integracion correcta se verificd
utilizando PCR con 5'GRE3 + KanA y 3'GRE3 + KanB (Tabla 3). KanA y KanB se recuecen con el promotor y
terminador TEF de A. gossipi, respectivamente, mientras que los otros cebadores se recuecen fuera del marco
abierto de lectura de GRE3.

La PCR de colonias se realizé con ADN polimerasa Taq (Amersham Pharmacia, Piscataway, EE. UU.) segun las
especificaciones del fabricante. Como células de plantilla se resuspendieron en 2,5 ul de NaOH 0,02 M a los que se
afiadié la mezcla de reaccion de la PCR. La PCR se realizé en un Biometra TGradient Thermocycler (Biometra,
Gottingen, Alemania) con los siguientes ajustes: 30 ciclos de 1 min de recocido a 60 °C, 3 min de extensién a 72 °C
y 1 min de desnaturalizacion a 94 °C.

La cepa resultante RWB212 (MATA ura3-52 leu2-112 loxP-Prpi::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGP7p-TKL1
pUGP7p-RPE1 KanloxP-Prp;::(-?,-1) RKI1), se transformo después con pAKX002, un vector multicopia que contiene
el E2 XylA de Piromyces sp. detras del promotor TPI1, asi como p415ADHXKS. Lo cual da RWB217 (MATA ura3-52
leu2-112 loxP-Prpi::(-266,-1) TAL1 gre3::hphMX pUGPrp-TKL1 pUGP1e-RPE1 KanloxP-Prpi::(-?,-1) RKI1 {pAKX002,
p415ADHXKS}).

1.4. Mantenimiento de la cepa

Los cultivos de reserva se hicieron crecer a 30 °C en frascos agitados en medio sintético [6] complementado con 20
gl de glucosa. Cuando se alcanzo la fase estacionaria, se afiadio glicerol estéril al 30 % (vol/vol) y se almacenaron
alicuotas de 2 ml en viales estériles. a -80 °C.

1.5. Cultivo y medios

El cultivo en frascos agitados se realizé a 30 °C en un medio sintético [6]. El pH del medio se ajust6 a 6, 0 con KOH
2 M antes de la esterilizacion. Se prepararon precultivos inoculando 100 ml de medio que contenia 20 g I de xilosa
en un frasco agitado de 500 ml con un cultivo de material congelado. Después de 24 a 48 h de incubacién a 30 °C
en un agitador orbital (200 rpm), este cultivo se utilizd para inocular cultivos en frascos agitados o cultivos en
fermentadores. El medio sintético para el cultivo anaerébico se complementd con 0,01 g I de ergosterol y 0,42 g I
de Tween 80 disuelto en etanol [10, 11], esto dio como resultado etanol 11-13 mM en el medio de cultivo.

1.6. Cultivo discontinuo anaerobio en fermentadores

Los cultivos discontinuos anaerobios se llevaron a cabo en fermentadores de laboratorio de 2 litros (Applikon,

Schiedam, Holanda) equipados con tuberia de Norprene, con un volumen de trabajo de 1,5 litros, a 30 °C y a pH 5,0.

Los cultivos se agitaron a 800 rpm y se rocié con 0,5 | min™ de nitrégeno de alta calidad (<5 ppm de oxigeno). El

medlo sintético se complemento con Ios factores de crecimiento anaerobicos ergosterol y Tween 80 (0,01 y 0,42 g1
respectlvamente) asi como 100 pl I de antiespumante de silicona (BDH, Poole, Reino Unido).

1.7. Determinacién del peso en seco del cultivo

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

1.8. Analisis de gas
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El gas de escape se enfrié en un condensador (2 °C) y se seco con un secador Permapure de tipo MD-110-48P-4
(Permapure, Toms River, EE. UU.). Las concentraciones de O, y CO; se determinaron con un analizador NGA 2000
(Rosemount Analytical, Orrville, EE. UU.). El caudal del gas de escape y las velocidades del consumo especifico de
oxigeno y de la produccion de diéxido de carbono se determinaron como se ha descrito anteriormente [12, 13]. Al
calcular estas velocidades especificas de biomasa, se hizo una correccién para los cambios de volumen causados
por la retirada de muestras de cultivo.

1.9. Andlisis de metabolitos

Glucosa, xilosa, xilitol, acidos organicos, glicerol y etanol se detectaron por analisis con HPLC en una Waters
Alliance 2690 HPLC (Waters, Milford, EE. UU.) que contenia una columna Biorad HPX 87H (Biorad, Hercules,
EE. UU.). La columna se eluyo a 60 °C con 0,5 g I'' de H2SO4 a un caudal de 0,6 ml min™. La deteccion se realizo
por medio de un detector de indice de refraccion Waters 2410 y un detector por UV Waters 2487. La xilulosa se
determin6é enzimaticamente de la manera siguiente. La mezcla de reaccién consistié en tampon Tris-HCI 100 mM
(pH 7,5) con MgClz 10 mM, NADH 0,30 mM y una cantidad adecuada de muestra (1 ml de volumen total), el ensayo
se inicié mediante la adicién de 0,2 U de sorbitol deshidrogenasa (Sigma, St Louis, EE. UU.). La concentracion de
xilulosa se calculé usando un coeficiente de absorcion de 6,3 mM*' cm™ para NADH.

1.10. Recuperaciones de carbono y evaporacion de etanol

Las recuperaciones de carbono se calcularon como carbono en productos formados dividido entre la cantidad total
del carbono de azucares consumido y se basaron en un contenido de carbono de biomasa de 48 %. Para corregir la
evaporacion de etanol durante las fermentaciones, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la
producciéon acumulada medida de CO; menos la produccion de CO: producida por la sintesis de biomasa
(5,85 mmol de CO, por gramo de biomasa [14]) y el CO; asociado con la formacion de acetato como se ha descrito
anteriormente [2].

1.11 Analisis por micromatrices

El muestreo de células de quimiostatos, la preparacion de la sonda y la hibridacién con micromatrices Genechip® de
Affymetrix se realizaron como se ha descrito anteriormente [15]. Los resultados para cada estado de crecimiento se
obtuvieron a partir de tres réplicas cultivadas independientemente.

1.12. Adquisicion y analisis de los datos

La adquisicién y cuantificacion de las imagenes de matrices y el filtrado de los datos se realizaron utilizando los
paquetes de software Affymetrix: Microarray Suite v5.0, MicroDB v3.0 y Data Mining Tool v3.0.

Antes de la comparacion, todas las matrices se escalaron globalmente a un valor diana de 150 utilizando la sefial
media de todas las caracteristicas del gen utilizando Microarray Suite v5.0. De las 9.335 caracteristicas del transcrito
en las matrices YG-S98, se aplicéd un filtro para extraer 6.383 marcos de lectura abiertos de levadura de los que
habia 6.084 genes diferentes. Esta discrepancia se debia a varios genes que se representan mas de una vez
cuando se utilizaban conjuntos de sondas sub-6ptimas en el disefio de la matriz.

Para representar la variacion en las mediciones por triplicado, se calcul6 el coeficiente de variacion (C.V., desviacion
estandar dividida por la media) como se ha descrito previamente por Boer et al. [16].

Para analisis estadisticos adicionales, se utilizdé Microsoft Excel que llevd a cabo el analisis significativo de
micromatrices (SAM v1.12) en adicién [17] para posibles pares de comparaciones adecuadas de los ocho conjuntos
de datos. Se considerd que los genes se modificaban en expresion si se les llamaba significativamente cambiados
usando SAM (mediana esperada de la tasa de falso descubrimiento (FDR) de 1 %) al menos 2 veces de cada
condicién. El agrupamiento jerarquico de los conjuntos obtenidos de los niveles de expresion significativamente
cambiados se realiz6 posteriormente por Genespring (Silicon Genetics).

1.13 Ensayos de enzimas

La actividad de la xilosa isomerasa se ensay6 a 37 °C en una mezcla de reaccién que contenia tampon fosfato
50 mM (pH 7,0), xilosa 10 mM, MgCl, 10 mM y una cantidad adecuada de extracto libre de células. La cantidad de
xilulosa formada se determind mediante el procedimiento de cisteina-carbazol (9). Como alternativa, se ensayo la
actividad de xilosa isomerasa en un ensayo de enzimas a 30°C desarrollado por Kersters-Hildersson et al. (Kinetic
characterization of D-xylose isomerases by enzymatic assays using D-sorbitol dehydrogenase. Enz. Microb. Technol.
9 (1987) 145-148). La actividad in vitro de xilosa isomerasa en los extractos libres de células de cepas de S.
cerevisiae transformadas depende de cationes bivalentes (Mg** o Co?").

Las actividades de xilulosa cinasa y xilosa reductasa se ensayaron como se describié por Witteveen et al. (28). Una
unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que produce 1 nmol de xilulosa por minuto en las
condiciones de ensayo. La xilulosa formada se determind por el procedimiento de Dische y Borenfreund (Dische y
Borenfreund, 1951, J. Biol. Chem. 192: 583-587) o mediante HPLC usando una columna Biorad HPX-87N operada a

16



10

15

20

25

ES 2607 891 T3

80 °C y eluida a 0,6 ml/min usando Na,HPO4 0,01 M como eluyente. La xilosa y la xilulosa se detectaron mediante
un detector del Indice de Refraccion a una temperatura interna de 60°C.

La actividad especifica se expresa como unidades por mg de proteina. La proteina se determind con el reactivo de
proteinas Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EE. UU.) con y-globulina bovina como patrén.

2. Resultados
2.1 Sobreexpresion de los genes de la ruta de la pentosa fosfato (PPP)

Previamente los autores de la invencion han demostrado que expresar una xilosa isomerasa flungica en
Saccharomyces cerevisiae es en principio suficiente para permitir el crecimiento anaerébico de esta levadura en
xilosa como unica fuente de carbono siempre que se aplique una presién selectiva suficiente [2]. Sin embargo, la
cepa seleccionada todavia no cumplia con los requisitos industriales (Tabla 1).

Con el fin de investigar la posibilidad de etapas de limitacion de la velocidad en el metabolismo de la pentosa fosfato
se decidi6é construir una cepa que sobreprodujera todas las enzimas requeridas para transformar xilosa en fructosa-
6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato. Las enzimas sobreexpresadas fueron: xilosa isomerasa (XI), xilulocinasa (XKS),
ribulosa-5-fosfato isomerasa (R5PI), ribulosa-5-fosfato epimerasa (R5PE), transcetolasa (TKT) y transaldolasa (TAL).
Adicionalmente, se elimind la aldosa reductasa no especifica codificada por GRE3, que media la producciéon no
deseada de xilitol [18]. Dado que algunos de los sustratos de las enzimas en la PPP no estan disponibles
comercialmente, se decididé comprobar la sobreexpresion a través de matrices de ADN en lugar de a través de
mediciones de la actividad enzimatica. Los resultados enumerados en la Tabla 1 confirmaban ademas que la
transcripcion de los genes diana se modificaba con éxito en la cepa RWB 212.

Tabla 1. Niveles de ARNm de los genes estructurales que codifican las enzimas de la ruta xilulocinasa y pentosa-
fosfato en la cepa CEN.PK113-7D de S. cerevisiae de referencia y en la cepa RWB212 de S. cerevisiae de
ingenieria que expresa la xilosa-isomerasa. Ambas cepas se desarrollaron en cultivos aerobicos de quimiostatos,
limitados en glucosa (D = 0,10 h”). Los niveles de transcritos se determinaron con micromatrices GeneChip de
Affymetrix. Los datos son la media + desviaciéon media de la media de los analisis en tres cultivos independientes
para cada cepa. ACT1 (Ng y Abelson, 1980, Proc. Nat. Acad. Sci. EE. UU. 77: 3912-3916) y PDA1 (Wenzel et al.,
1995, Nucleic Acids Res. 23: 883-884) se incluyen como patrones internos.

Gen Nombre Nombre de la enzima Nivel del transcrito Veces de cambio
sistematico
CEN.PK113-7D RBW212 Mutante frente a
WT (tipo
silvestre)
XylA |- Xilosa isomerasa n.d. n.d.
XKS1 |YGR194C Xilulocinasa 917 321 +54 +3,5
TAL1 [YLR354C Transaldolasa 574 £ 49 959 + 91 +1,7
TKL1 |YPRO74C Transcetolasa 1 450 + 37 1.982+79 +44
RPE1 |YJL121C D-ribulosa-5-fosfato 3- 299 + 24 2.551 + 385 +8,5
epimerasa
RKI1 |YOR095C D-ribosa-5-fosfato cetol- 96 + 8 483 + 64 +5,0
isomerasa
GRE3 |YHR104w Aldosa reductasa 322 +6 12+0 -26,8
ACT1 |YFLO39C Actina 408 + 32 366 * 56 NC?
PDA1 |YER178W Subunidad E1a de complejo 2.901 £ 142 3.217 £ 182 NC
piruvato deshidrogenasa

n.d. = no determinado (no representado en las micromatrices de Affymetrix); °NC = no cambiado.

2.2 Caracterizacion fisiologica de la cepa de ingenieria
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Una de las propiedades sorprendentes de la cepa de ingenieria fue su capacidad para crecer de forma anaerobia en
xilosa (Fig. 1) sin que se requiera ninguna presion selectiva. El crecimiento anaerobio en xilosa en medio mineral
prosiguié con una velocidad de crecimiento tan alta como 0,09 h™'. Xilulosa no se acumulé, pero la formacién de
xilitol, aunque extremadamente pequefia, era detectable (Fig. 1), los rendimientos de biomasa, etanol y glicerol de la
cepa RWB 212 en xilosa eran comparables a los de RWB 202-AFX que se obtenian a través de ingenieria evolutiva
(Tabla 2). A partir de la Tabla 2 se puede calcular una velocidad especifica del consumo de xilosa de mas de 1,0 g
de xilosa/g de biomasa/h (Qs = 0,09/0,085 = 1,059 g Xyl/g X/h), comparado con 345 mg de xilosa/g de biomasa/h
para RWB 202-AFX mientras que se obtuvo un rendimiento al menos similar al rendimiento en glucosa.

2.3 Utilizacién de sustrato mixto

Como se sefiala en la introduccion: la transformacién econdémica de los hidrolizados de hemicelulosa en etanol
requiere la fermentacion tanto de glucosa como de xilosa, preferiblemente simultdneamente. Con el fin de verificar
las propiedades de la cepa RWB 212 con respecto a la utilizaciéon de azticar mezclado, la levadura se cultivd en una
mezcla de glucosa y xilosa (20 g I'" de cada una). Los resultados representados en la Fig. 2 muestran que ambos
azucares se consumieron completamente, pero la glucosa era el sustrato preferido. EI consumo de xilosa
comenzaba después de que se consumiera aproximadamente el 80 % de la glucosa.

3. Expresioén funcional de la xilosa isomerasa de B. thetaiotaomicron en levadura

Se cloné la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa VPI-5482 de B. thetaiotaomicron (nUmeros de
acceso AAO75900 o NP 809706; SEQ ID NO. 10) en un vector multicopia de expresion de levadura para dar
p426GPDBtXI. Este plasmido se utilizd para transformar RWB215 (MATa ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)
TAL1 gre3::hphMX pUGPrp-TKL1 pUGPrp-rRPE1 KanloxP-Prpi:(-?,-1) RKI1), que se transformé ademas con
p415ADHXKS para sobreexpresion de xilulocinasa. Se recogieron dos transformantes independientes y ambos
fueron capaces de crecer en medio minimo con xilosa como Unica fuente de carbono y en lisados de los
transformantes se midié6 una actividad de xilosa isomerasa especifica de 140 +/- 20 U por mg de proteina, en
comparacion con aproximadamente 1.300 U por mg de proteina para las cepas que expresan la xilosa isomerasa
Piromyces.

Tabla 3: cebadores utilizados en este estudio

Nombre del

Oligo

PraLdisA CCTTTCCAACGAATCGTATATACTAACATGCGCGCGCTTCCTATGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
PradisB AGAGAGTTGTTAGCAACCTTTTGTTTCTTTTGAGCTGGTTCAGACATGGTGAATTCCTGTATGTG
5'TAL1 CTGACTGAGCCATATTGAGG

TAL1 interno CACCAGTGTCGGCAACAACG

PrridisA TCTTGTAGAAAATTAACAACATCGTGTTACATAAACTTGGTTACGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

PrridisB TTGCCCAAAGATTCTAACGCATCAATTTTTGGGACACCGGCAGCCATGGTGAATTCCTGTATGTG

RKI1 interno CAGCTCTCTTGGCATCCTCC

EcoRI-5'TKL1 | GGAATTCATGACTCAATTCACTGACATTG

3'TKI1-Xhol GGCCTCGAGCTTGAATGGTGTGATTGTCT

TKL1 interno CCGCCATTGGTGATGTACAG

EcoRI-5'RPEI | GGAATTCATGGTCAAACCAATTATAGC

3'RPEI-Xhol CCGCTCGAGTTAGGCACTTACGTATCTTG

RPE1 interno GGAAGCCTTATGGAGTGTCA

cebador Prpiy TGGCATGTGAGATTCTCCGA
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Nombre del

Oligo

KanA CGCACGTCAAGACTGTCAAG
KanB TCGTATGTGAATGCTGGTCG

5'gre3::Kanlox | AAAATACTGTAATATAAATCGTAAAGGAAAATTGGAAATTTTTTCAGCTGAAGCTTCGTACGC

3'gre3::Kanlox | TGGATTTTACTGGCTGGATCAGGCAAAAGTGGGGAATTTACCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

5'GRE3 CCTGGTGGAACATCCTAGAA

3'GRE3 GGATGACACCACAGGCAGAA

Spel-5"XKS1 GACTAGTATGTTGTGTTCAGTAATTCAG

3'XKS1-Sal1 TGCAGTCGACATTTTAGATGAGAGTCTTTTCC

Tabla 4: plasmidos utilizados en este documento

pUG6 casete loxP-KanMX-loxP Guldener et al. [3]
pUG6Ppi1 pUGB6 con el promotor TPI1 este trabajo
pUG6P+pi1-RPE1 pUG6 con RPE1 detras del promotor TPI1 este trabajo
PUG6Ppi1-TKL1 pUG6 con TKL1 detras del promotor TPI1 este trabajo

pAG32 casete loxP-hphMX-loxP Goldstein y McCusker [9]
PAKX002 2y, URAS3, Piromyces XylA detras del promotor TPI1 Kuyper et al. [20]
P415ADH CEN, LEU2, promotor ADH1 Mumberg et al. [21]
p415ADHXKS1 CEN, LEU2, Papn1-XKS1 este trabajo

PSH47 CEN, URAS, Cre recombinasa detras de PgaL1 Guldener et al. [3]
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<120> Ingenieria metabdlica de células eucariotas que fermentan xilosa
<130> P214817EP

<140> P214817EP

< 141> 2004-07-07

<160> 18

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

< 211> 437

<212>PRT

< 213> Piromyces sp.

<220>

< 221> misc feature (caracteristicas diversas)
< 223> xilosa isomerasa

<400> 1

Met Ala Lys Glu Tyr Phe Pro Gln Ile Gln Lys Ile Lys Phe -Glu Gly
1 5 ‘ 10 . 15

Lys Asp Ser Lys Asn Pro Leu Ala Phe ﬁis Tyr Tyr As.p Ala Glu Lys
20 : 25 30

Glu val Met Gly Lys Lys Met Lys Asp Trp Leu Arg Phe Ala Met Ala
35 e 40 45

21



ES 2607 891 T3

Trp Trp His Thr Leu Cys Ala Glu Gly Ala Asp Gin Phe Gly Gly Gly
50 55 60

Thr Lys Ser Phe Pro Trp Asn Glu Gly Thr Asp Ala Ile Glu Ile Ala
65 70 75 80

Lys Gln Lys Val Asp Ala Gly Phe Glu Ile Met Gln Lys Leu Gly Ile

Pro Tyr Tyr Cys Phe His Asp Val Asp Leu Val Ser Glu Gly Asn Ser
100 105 110

Ile Glu Glu Tyr Glu Ser Asn Leu Lys Ala Val Val Ala Tyr Leu Lys
115 120 125

Glu Lys Gln Lys Glu Thr Gly Ile Lys Leu Leu Trp Ser Thr Ala Asn
130 ) 135 1490

Val Phe Gly His Lys Arg Tyr Met Asn Gly Ala Ser Thr Asn Pro Asp
145 150 155 160

Phe Asp Val val ARla Arg Ala Ile Val Gln Ile Lys Asn Ala Ile Asp
165 170 175

Ala Gly Ile Glu Leu Gly Ala Glu Asn Tyr Val Phe Trp Gly Gly Arg
. 180 185 190

Glu Gly Tyr Met Ser Leu Leu Asn Thr Asp Gln Lys Arg Glu Lys Glu
155 200 205

His Met Ala Thr Met Léu Thr Met Ala Arg &Asp Tyr Ala Arg Ser Lys
210 215 ) 220

Gly Phe Lys Gly Thr Phe lLeu Ile Glu Prc Lys Pro Met Glu Pro Thr
225 230 235 240

Lys His Gln Tyr Asp Val Asp Thr Gilu Thr Ala Ile Gly Phe Leu Lys
245 250 ) 258

Ala His Asn Leu Asp Lys Asp Phe Lys Val Asn Ile Glu Val Asn His
260 | 265 270

Ala Thr Leu Ala Gly His Thr Phe Glu His Glu Leu Ala Cys Ala Val
275 280 . 285
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Bsp Ala Gly Met Leu Gly Ser Ile Asp Ala Asn Arg Gly Asp Tyr Gln
290 295 300 '

bsn Gly Trp Asp Thr Asp Gln Phe Pro Ile Asp Gln Tyr Glu Leu Val
305 . 310 315 - ) 320

Gln BRla Trp Met Glu Ile TIle Arg Gly Gly Gly Phe Val Thr Gly Gly
325 330 . 335

Thr Asn Phe Asp Ala Lys Thr Arg.Arg Asn Ser Thr Asp Leu Glu Asp
340 345 350

Ile Ile Ile Rla His Val Ser Gly Met Asp Ala Met Ala Arg Ala Leu
' 355 360 : 365

Glu Asn Ala Ala Lys Leu Leu Giﬁ Glu Ser Pro Tyr Thr Lys Met Lys
370 - 375 380

Lys Glu Arg Tyr Ala Ser Phe Aép Ser Gly Ile Gly Lys Asp Phe Glu
385 - 3%0 385 . 400

Asp Gly Lys Leu Thr Leu Glu Gln-Val Tyr Glu Tyr Gly Lys Lys Asn
405 410 415

Gly Glu Pro Lys Gln Thr Ser Gly Lys Gln Glu Leu Tyr Glu Ala Ile
T 420 _ 425 , 430

Val Ala Met Tyr Gln
435

<210> 2

<211> 438

<212>PRT

< 213> Bacteroides thetaiotaomicron
<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilosa isomerasa

<400> 2

Met Ala Thr Lys Glu Phe Phe Pro Gly Ile Glu Lys Ile Lys Phe Glu
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Gly

Lys

Ela

Gly

65

Ala

Ile

Ser

Lys

Asn

145

Asp

asp

Glu

Arg
225

Thr

Lys

vVal

Trp

Thr

Lys

Glu

val

Gln

130

val

Phe

Als

Glu

His

210

Gly

Lys

Asp
Ile
35

Trp
Lys
Asp
Tyr
Glu
115
Lys
Phe
Asp
Thr
Gly
195
Leu
Phe

His

Ser

20

Asn

Eis

Gln

Lys

TYyY

100

Glu

Gln

Gly

Val

Ile

180

Tyx

Ala

Lys

Gln

Lys:

Gly
Thr
Phe
Met
85

Cys
Tyxr
Ala
His
Val
165
Glu
Met
Gln

Gly

Tyr
245

Asn

Lys

Leu

Pro

70

Asp

Phe

Glu

E1lu

Ala
150

Mla

Leu

Ser

Met

Thr

230

Rsp

Pro

Lys

Cys

535

Trp

Ala

His

Ala

Thr
135
Arg
Arg
Gly
Leu
Leu
215

Phe

val

Met
Met
40

Ala
Asn
Gly
Asp
Asn
120
Gly
Tyr
Mla
Gly
Leu
200
Thr

Leu

Asp

Bla

25

Lys

Glu

Gly

Phe

val

105

Leu

Ile

Met

Ala

Glu

185

Asn

Ile

Ile

Tar
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Phe

Asp

Gly

Asn

Glu

Asp

Lys

Lys

Asn

Val

170

Asn

Thr

Ala

Glu

Glu
250

Arg

Trp

Gly

Ala

75

Phe

Leu

Glu

Leu

Gly

155

Gln

Tyr

Asp

Arg

Pro

235

Thr

Tyr
Leu
Asp
Asp
Met
Val
Ile
Leu
140
Ala
Ile
Val
Gln
Asp
220

Lys

Val

24

Tyr

Arg

45

Gin

Ala

Gln

Val

125¢

Trp

Ala

Lys

Phe

Lys

205

Tyr

Pro

Ile

Asp

30

Phe

Phe

Ile

Lys

Glu

110

Ala

Gly

Thr

Asn

Trp

120

Arg

Met

Gly

15

Ala
Ala
Gly
Gln
Met
Gly
YT
Thr
Asn
Ala
175
Giy
Glu
Arg

Glu

Phe
255

Glua

Met

Gly
Ala
80

Gly
Ala
Ala
Ala
Pro
160
Ile
Gly
Lys
Ala
Pro

240

Leu
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Lys Ala His Gly Leu
260

His Ala Thr Leu Ala
275

Val Asp Asn Gly Met
290

‘Gln Asn Gly Trp Asp
305 .

Thr Gln Ala Me: Met
325

Gly Thr Asn Phe Asp
340

Asp Ile Phe Ile Ala
355

Leu Glu Ser Ala Ala
370

Leu Ala Asp Arg Tyr.

385

Glu Asp Gly Lys Leu
405

Lys Gly Glu Pro Lyé
420

Ile Leu Asn Met Tyr.

435

<210>3
< 211> 600
<212>PRT

Asp
Gly
Leu
Thr
310
Gln
Ala
His
Ala
Ala
390
Thr
Gln

Cys

Lys

His

Gly

295

Asp

Ile

Lys

Ile

Zeu

375

Ser

Leu

Thr

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
< 221> misc_feature
< 223> xilulocinasa

<400> 3

Asp

Thr

280

Ser

Gln

Ile

Thr

Ala

360

Leu

Phe

Glu

Ser

ES 2607 891 T3

Phe
265

Phe

Ile

Phe

Arg

Arg

345

Gly

Asp

Asp

Asp

Gly
425

Glu

Asp

Pro

Asn

330

Arg

Met

Glu

Gly

Val Asn

His Glu

Ala Asn
300

Ile Asp
315

Gly Gly

Asn Ser
Asp Ala
Ser Pro

380

Gly Lys

© 385

Val
410

Lys

Val Ala

Gln Glu

25

Ile
Leu
285
Arg
Asn
Leu
Thr
Met
365
Tyr
Gly
Tyx

Leu

Glu
270
Ala
Gly
Tyr
Gly
Asp
350
Ala
Lys
Lys

Bla

Tyr
430

Val

Val

Asp

Glu

Thr

335

Leu

Arg

Lys

Glu

Lys

415

Glu

Asn
Ala
Tyx
Leu
320
Gly
Glu
Als
Met
Phe
400

Thr

Ala



Met

Met

Leu

Thr

Val

€65

Glu

Leu

Val

Lys

Arg

145

Gln

Thr

Ile

Leu

Ser

Lys

Val
50

Tyr T

Ala

Asn

Tyy
Pro
130
Gln
Glu
Gly

Ala

Cys

Leu

Cys

35

Glu

Leu

Lys

Trp

115

Glu

Thr

Phe

Ser

Gln
195.

Ser

Asp

20

Leu

Phe

His

Asp

Val

100

Ser

Lys

Ala

Glu

Arg

180

Leu

Val

Ser

Ala

Glu

Gly

Leu

85

Met

Ser

Asp

Pro

Glu

165

Ala

Glu

Ile
Tyr
Ile
Ly_s
Asp
70

Val
Ala
Gln

Len

Asn
150

Cys

His

Pro

Gln

Tyr

Asn

Asp

55

Thr

Leu

Val

Ala

Leu

135

Trp

Ile

Phe

Glu

Arg

Leu

Gln

40

Leu

Ile

Ser

Ser

Glu

120

His

@ln

Gly

Arg

Ala
200
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Gln

Thr

10

Gly
25

Asp.

Pro
Glu
Lys
Gly
105
Ser
Tyr
Asp

Gly

Phe

Phe
Leu
His
Cys
Tyr
g0

Ser
Leu
val
His
Pro

170

Thr

185 .

Tyr

Glu

Arg

Asp

Lys

Tyr

Prd

75

Arg
Cys

Leu

Ser‘

Ser
155

Glu

Gly

Lys"

Glu
Leu
Ile
His
&0

Val
Glu
Gln
Glu
Ser
140
Thr
Lys
Pro

Thr

26

val

Ser

Val
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Thr

Ala

Ala
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Gin

125

Val

Ala

Met

Gln

Lys
205

Ser

Thx

30

His
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Met
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His

110

Leu

Ala

Lys

Ala
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130

Thr

Asn
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Gln
Ser
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Trp
Phe
Gly
Bsn
Phe
Gln
Gln
175

Leu

Ile

Thr

Gln

Glu

Gly

Leu

80

Pro

Ser

Lys

Ala.

Cys

160

Leu

Lys
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Arg

Asp

Ile

Thr

Cys

3056

Ser

Tyr
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Leu

Leu

385

Leu

Ile

Glu

Val

210

Glu

Lys

Lys

Ala

Asn

290

Sear

Thr

His

Cys

Asn

370

Phe

Gly

Asn

Val

Ser

Glu
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Thr

Gly

275

Cys

Leu

Thr

Leu

Tyr

355

Lys

Asn

Val
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Ala
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Asn

Ala

Ser

Ile

260

Thr

Lys

Pro

Val

FPhe
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Cys

Glu

Gln

Tyr

Axg

420

Lys

Phe

Asp

Asp

245

Arg

Ile

Val.

Leu

Leu

Ala

230

Glu
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Cys

Ser

Arg

© 310

Leu

325

Ile

Asn

Arg
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Val
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Leu
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Gly
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Val
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Pro
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215
Cys
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Ile

Met

His

Met

265

Phe

Thr

Asp

Asp

Leu

345

Ala

Tyr

Asp

Glu

Pro

425

Arg

Leu
Asn
Leu
250
Arg
Ile
Gly
Val
Lys
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Pro
Arg
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Leu
235
Ile
Ala
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Glu
Asp
465
Lys
- Pro
Val
Leu
Trp
545
Phe

vVal

Ser

Ser -

450

Ser

Phe

Glu

Lys

Gla

530

Ser

Leu

Asp

Glu

<210> 4

<211> 258

<212>PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

Gln

Asn

Bsp

Arg

Lys
515

Thy-

Leu

Asn

Asn

Leu
595

Ala

Ala

Tyr

Thr

500

Phe

Pro
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< 221> misc_feature

Len
Ser
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< 223> ribulosa 5-fosfato isomerasa

<400> 4

Arg
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520
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Trp

Arg

Ile
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vVal

Arg

Len

Gly.

505
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Leu

Lys

His

Tyr
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Arg

Leu

Arg

Ile

Asn
475

Asp
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Ala

Ala

Gly
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Val

570

Asn

Ser
Thr
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555
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Ser

Ser

460

Glu
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Lys

Lys
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540

Val

Glu

Lys

Pro
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Leu

Asn

Gly

525

Tyvr

Pro

Ser

‘Ile

Leu
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Asn
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510
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Phe
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Val
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Leu

Ile

Lys

495

Ala

Phe

Ala
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Ser
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Pro

Ser

Val

480

Arg

Tle

Arg

Met

Lys

560

Asp

Leu

Met Ala Ala Gly Val Pro Lys Ile Asp Ala Leu Glu Ser Leu Gly Asn
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Fro

Asn

Thr

Lys:

65

Gln

Glu

Glu

Ser

145

Val

Leu

Ser

Asp

Ile

225

Ala

Leu

Leu

Val

Phe

Ser

Gln

Glua

Lys

130

Arqg

Pro

Leu

Ala

Ala

210

Lys

Ser

Glu

Lys

35

val

Tyr

Arg

Tyr

Asn

115

Leu

Lys

Ile

Glu

Lys

195

Asp

Leu

Lys

Glu Lys

<210>5

<211> 238

<212>PRT

AsD
20

Phe

Tyr

Glu
Asn
Pro
100
Leu
Val
Lys
Glu
Gln
180
Ala
Phe

Leu

Ala

Ala

Asp

Val

Leu

85

Arg

Gln

Ser

Ser.

Ile

165

Leu

Gly

Gly

val

Tyr
245

Lys
Asp
Ala
Ala
70

Ile
Ile
Leu
Th=
‘Pro
150
Val
His
Pro
Glu
Gly

230

Phe

Arg

His

Glu

5

Ser

Leu

Asp

Ile

Ser

135

Lys

Pro

‘Ala

Val

ile
215

Val

Gly.

< 213> Saccharomyces cerevisiae

Ala
Lys
40

Arg
ys
Asp

Ile

Lj.'s

-120

Ala

His

Ser

Glu

Val

200

Ser

Val

Bsn
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Ala
25

Ile
Ile
Phe
Asn
Ala
105
Gly
Lys
Leu
Ser
Lys
185
Thr
Asp

Glu

Ser

10

Ala

Ile

Gly

Ile

Lys

S0

Phe

Gly

Thr

Gly

Tyxr

170
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Asp

Pro

Thr

Asp
250

Tyr
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Gln

Arg

Ile

Tyr

60

Cys
75
Leu
Asp
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Phe
Lys
155
Val
Asp
Asn
Arg
Gly .
2365

Gly

ile

Gln

Gly

Ala

Ile

140

Asn

Arg

Ile

Asn

Lys

220

Leu

Ser

29

Ala

Gly

45

Bro

Leu

Rla

Cys

iz25

Val

Trp

val

Arg

Asn

205

Leuw

Phe

Val

Vel

30

Ser

His

Thr

Gly

Asp

110

Leu

Val

Arg

Lys

Gln

190

Phe

‘His

Tle

Glu

15

Asp
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Asp

Phe

Ala

Gln
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175
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Ile
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255
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Il=

Val
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160

Asp
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Il=
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<220>

< 221> misc_feature

< 223> ribulosa 5-fosfato epimerasa

<400> 5

Met Val Lys Pro

Asn Leu Gly Cys
20

Leu His Ile Asp
' 35

Gly Gln Pro Ile
50,

Asp Ala Ser Asn
65 :

Met Met Val Glu ]

Gly Ala Asp Gln
100

His Leu Val Lys
115

Ile Lys Pro Gly
130

Leu Asp Met Ala
145

Lys Phe Met Glu

Phe Pro His Leu
180

Ile Pro Lys Ala
195

Ser Val Phe Thr
210 :

Glu Glu Val Ser
225

Ile

Glu

Val

Val

Thr

Aszn

Phe

Leu

Thr

Leu

Asp

165

Asn

Ala

Ala.

Lys

Ile
Cys
Met
Thr
Glu
70

Pro
Thr

Ile

Ser

Val
150
Met
Ile
Lys
Ala

Glu
230

Ala
His
Asp
Ser
55

Lys
Glu
Phe

Lys

Val
135

Met
Met
Gln
Ala
Asp

215

Leu

Pro

Lys

Gly

40

Leu

Lys

Lys

His

Ser

120

Asp

Thr

Pro

Val

Gly

200

Pro

Arg
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Ser
Val
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His
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Trp
Tyr
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Val

Val
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Thr
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Thr
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205
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Leu
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Asp
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Ile
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Asp
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Arg
Lys
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Phe
15

Asp
Thr
Pro
Cys
Lys
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Pro

Cys

Pro

Ala

Trp
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80
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Gly Gln
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175

160

Lys-
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éiy Thf

Met
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<210>6
<211> 680
<212>PRT

ES 2607 891 T3

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> transcetolasa

<400> 6

Met Thr Gln
1

Ile Leu Ala

Ala Pro Leu
a5

Arg Met Asn
50

Phe Thr Asp Ile Asp Lys
T g .

Val Asp Thr vVal Ser Lys
20 ) 25

Gly Met Ala Pro Ala Ala
40

Pro Thx Asn Pro Asp Trp
55

Leu Ala Val
10
Ala Asn Ser

His Val Leu

Ile Asn Arg
60

31

Ser Thr

Gly His

Trp Ser
45

Asp Arg

Ile Arg
15
Pro Gly

Gln Met

Pha Val
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Leu Ser Asn Gly His Ala Val Ala Leu Leu Tyr Ser Met Leu His Leu
65 70 75 80

Thr Gly Tyr Asp Leu Ser Ile Glu Asp Leu Lys Gln Phe Arg Glan Léu

85 90 a5

Gly Ser Arg Thr Pro Gly His Pro Glu Phe Glu Leu Fro Gly Val Glu
100 ) 108 - 110

val Thr Thr GlLy Pro Leu Gly Gln Gly Ile Ser Asn Ala val Gly Met
115 120 . 125

Bla Met Ala Gln Ala Asn Leu Ala Ala Thr Tyr Asn Lys Pro Gly Phe
130 135 140

Thr Leu Ser Asp Asn Tyr Thr Tyr Val Phe Leu Gly Asp Gly Cys Leu
145 150 155 160

Gln Glu Gly Ile Ser Ser Glu Ala Ser Ser Leu Ala Gly His Leu Lys
165, 170 175

Leu Gly Asn Leu Ile Ala Ile Tyr Asp Asp Asn Lys Ile Thr Ile Asp
180 183 120

Gly Ala Thr Ser Ile Ser Phe Asp Glu Asp Val Ala Lys Arg Tyr Glu
185 200 205

Ala Tyr Gly Trp Glu Val Leu Tyr Val Glu Bsn Gly Asn Glu Asp Leu
210 215 220

Ala Gly Ile Ala Lys Ala Ile Ala Gln BAla 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 Gly Ser His Ser Val His Gly Ala Pro Leu Lys Ala Asp Asp Val
260 265 270

Lys Gln Leu Lys Ser Lys Phe Gly Phe Asn Pro Asp Lys Ser Phe Val
275 280 285

val Pro Gln Glu val Tyr Asp His Tyr Gln Lys Thr Ile Leu Lys Pro
290 295 300

32
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305

Lys

Gln

Asp

val

Pro 8
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Ser
Arg
Ala
Ala
Trp
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His
Gln
Asn
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Val
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Ala
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Gln
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Glu

Pro
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Glu
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Glu
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Thr Arg
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Gly Asn
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Ser

Leu

Asp
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Glu

535

Asp

Trp
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Ser
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Leu
Lys
Ser
Ile
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Ser
Ile
Ala
Gly
Thr
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Gly

Val

Lsn

Glu

Lys
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Leu

ile

Glu

Gly

Met

425

Thr

Ala

Gly

His

Asn

505

Pro

Ser

Ala
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Lys

Leu
330

Ser

Gly

Ala

Arg

410

Asn

Phe

Leu

val

Phe

490

Glu

Ser

Ser

Asn

Lau

315

Ala

Pro

Glu

Gly

Léu

395

Tyr

Gly

Leu

Ser

Gly
475

Arg 3

val
Ile
Ile

Pro

Phe

Arg

Thr

Thx

Ser

380

Asp

Ile

Ile

Asn

Gly

460

Glu

Ser

Ile

Glu

540

Asp

33

Ser
Axrg
Tyf
Val
365
Ala
Phe
Arg
Se;
Pre

445

His

Leu
Ala
Ala
525

Ser

Tle

Glu

Leu

Thr

350

Leu

Asp

Gln

Tyr

RAla

430

Val

Pro

Gly

Pro

Ala

510

Leu

Ala

Ile

Tyr

Ser
335

Ala

Glu

Leu

Pro

Gly

415

Phe

Ser

Val,

Pro
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495

Ser

Ser

Leu

Gln

320

Gly

Lys

BAsp |

Thr

Ero

400

Ile

Gly

Tyr

Ile

Thr

480

Ile

Lys

‘Arg

Lys

Val
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Ala

Ala

Thr

Asn

Lys

625

Lys

Ala

Ile

Thr

Ala

Phe

Val
610
Tyr
Ala

Glu

Ser

<210>7

Gly

Lys

Bsp

Pro

Ala

Pro

Arg

Pro
675

<211> 335

<212>PRT

Ser

Asn
580

Lys

595

Ile

His

Glu

Ala

660

Leu

Glu
565
Ile
Gln
Met
Gln

Val

550

Val

Lys

Pro

Ser

Ser
630

Phe

645

Gln

Lys.

Lys

Lys

Ser

Ala

Leu

val
615

Phe

Lys

Thr .

Ala

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> transaldolasa

<400> 7

Leu

Arg

Glu
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Giu

Gly

Phe

ile

Phe
680
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Ser

Val

585

Ty
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Ala
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Val
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Pro
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Glu

FPhe

Ser

Asp

65

Gln

Ile

Leu

Lys

Ile

145
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Gly

Gly

Tyr

225

Ser
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Gly-Ser
35

Leu Ile
50

Val Ala

Val Glu
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315
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Alza Ser

Asp Gly

Val Ala

Arg Ile

195

Glu Ala
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Pro Ala

Lys
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Ile
Leu
Val
Asn
Ile
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Glu
Thr
Ile
Cys
180
Leu
Bsp

Tyr

Glu

Leu

Ala
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Ala

Glu

Ala

85

Val

Thr

Gln

Trp

His

165

Ala

Asp

Pro

Gly

Ile

245

Leu

Ser
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Tyr
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Val

Pro

Gln

Glu

Glu

150

Cys

Glu

Trp

Gly

Tyr

230

Lys
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Gly

Phe
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Gly

Asp

Gly

Ala

Gly

133

Gly

Asn
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Tyr

Val

215
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Asn

Lys

Thr
Gln
40

Lys

Lys

Arg

Thr
120
Val
Ile
Leu
Gln
Lys
200
Ile
Thr

Leu

Leu

val

25

Pro

Gln

Lys

Leu

Val
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Tle

Ser

Gln

Thr

Val

185

Ser

Ser

Ile

Ala
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Val
Gin
Pro
His
Leu
90

Ser
Glu
Lys
Ala
Leu
170
Thr
Ser
Val
Val
Gly

250

Asn

Val

Asp

Tkx

Gly.

75

Thr

Lys

Glu

Ala

155

Leu

Leu

Thr

Lys

Met

Ala

Ser

Tyr

60

Lys
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Glu

Ala

Arg

140

Lys

Phe

Ile

Gly

Lys

220

Gly

235

val

Ser

Asp

Thr

35

Thr
45

Ala

Thr.

Phe

Val

Arg

125

Val

Glu

Ser

Ser

Lys

205

Ile

Ala

Tyr

Glu

Thr
30

Thr
Lys
Thr
Gly
Asp
110

His

Leu

Leu

Phe

Pro

190

Asp

Tyr
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Leu

Pro

Gly

Leu
Glu
Lys
95
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Tle
Ile
Glu
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175
Phe
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260

Arg Val Leu Asp Pro Val
275

Ser Tyr Ile Ser Asp Glu
290

Ala Met Ala Thr Glu Lys
305 : . .310

Asp Ile Val Thr Leu Phe
: ©. 325

<210> 8
<211> 327
<212>PRT

Ser

Ser
295

Leu

Asp

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
< 221> misc_feature
< 223> aldosa reductasa

<400> 8

Met Ser Ser Leu Val Thr

Gly Leu Gly Cys Trp Lys
20

Tyr Glu Ala Ile Lys Léu
35

Tyr Gly Asn Glu Lys Glu

Glu Gly Leu Val Ser Arg
65 70

Asn Asn Phe His His Pro
o 85

Leu
Ile
Gly
val
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Lys

Asp

Ala
280
Lys

Ser

Leu

Asn

Asp

Tyr

40

Gly

Asp

His
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265

Lys

Phe

Glu

Tle

Asn
Lys
25

Arg
Glu

Ile

Val

Lys

Arg

Gly

Glu
330

Gly

10

Lys

Leu

Gly

Phe

Lys
90

Glu

Phe

Ile

Ala

Asp
300

Arg

315 .

Lys

Leu
Val
Phe
Ile
Val
&

Leu

Lys

Lys

Cys

Asp

Arg

60

Val

Ala

36

270

Gly Asp
285
Leu Asn

Lys Phe

val Thr

Met Pro

Ala Asn

30

Gly Ala

Lys Ala

Ser Lys

Leu Lys

Lys

Glu

Ser

Ile

Asp

Ala

. 320

Ala
335

Leu
15

Gln
Cys
Tle

Leu

Lys
95

Val

Ile

Asp

Ser

Trp

80

Thr



Leu

Pro

Phe

His

145

Glu

Tle

Ile

Lys

Ser

225

Phe

Thr

Val

Ile

Ala

305

Gly

Ser
Tle
Tyxr
130
Val
Gly
Gln-
Glu
Leu.
210
FPhe
Glu
Thr
Ile
Glu
290

Leu

Lys

Asp

Ala

i15

Thr

Pro

Leu

Asp

His
185
His
Ile
Asn
Ser
Pro
275
Lys

Asn

Phe

Met

100

Phe

Gly

Ile

Ile

Leu

180

His

Asp

Glu

Asp

Gln

260

Lys

Lys

Ala

Fro

Gly Leun
Lys Tyr
Ala Asp

Ile Asp
150

Lys Ser

165

Leu Arg
Pro Tyr
Ile Gln

Met Aép
230

Val Ile
245

Val Leu
Ser Ser
Phe Thr
Asn Ile

310

Thr Phe
325

Asp Tyr

Val Pro
120

Asp Glu
135

Thr Tyr
Tle Gly
Gly Cys

Leu Thr
200

Val val
215

Leﬁ Gln
Lys Lys
ieu Arg
Lys Lys

280

Leu Thr
295

Arg Phe

Ala
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Leu

105

Phe

Lys

Arg

Val

Arg

185

Gln

Ala

Leu

Val

Trp

265

Glu

Glu

Asn

Asp

Glu

Lys

Ala

Ser

170

Ile

Glu

Tyx

Ala

Ser

250

Ala

Arg

Gln

Bsp

Leu

Glu

Gly

Leu

155

Asn

Lys

His

Ser

Lys

235

Gln

Thr

Leu

Glu

Pro
315

Tyr

Lys

His

140

Glu

Phe

Pro

Leu

Ser

220

Thr

Asn

Gln

Leu

Leu

300

Trp

37

Tyr

Tyr

125

Ile

Glu

Gin

val

Val

205

Phe

Thr

His

Brg

Gly

285

Lys

Thr

Ile
110
Pro
Thr
Cys
Gly
Ala
190
Glu
Gly
Pro
Pro
Gly
270
Asn

Asp

Trp

His

Pro

Glu

Val

Ser

175

Leu

Phe

Pro

Thr

Gly

255

Ile

Leu

Tle

Leu

Phe
Gly
Ala

Asp
160

Leu

Gln

Cys

Gln

Leu

240

Ser

Ala

Glu

Ser

Asp
320
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<210>9
<211> 1669
< 212> ADN

< 213> Piromyces sp.

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilosa isomerasa

<400>9

gtaaatggct
60

taagaatcca
120

gaaggattgg
180

ccaatteggt
240

tgccaagcaa
300

ctgtttccac
360

ccttaagget
420

ctggagtact
480

agactttgat
540 ’

tgaacttgot
600

taacactgac
660

ctacgectcgt
120

aaccaagcac
780

cttagacaag
840

aaggaatatt
ttageccttee
ttacgttteg
ggaggtacaa
aaggttgatg
gatgttgatc
gtegtigett
gctaacétc£
gttgtegece
gctgaaaact
caaaagcgtg
tccaagggat
caatacgatg

gacttcaagg

tcccacaaat

'actactacga

ccatggectg

agtctttece

ctggtttcga
ttgtttecga
acctcaagga
tcggtcacaa
gtgctattgt
acgtcttetyg
aaaaggaaca
Fcaagggtac
ttgacactga

tcaacattga

ES 2607 891 T3

tcaaaagatt
tgctgaaaag
gtggcacact
atggaacgaa
aatcatgcaa
aggtaactet
aaagcaaaag
gcgttacatg
tcaéattaag
gogtggtegt
catggccact
ttteecteatt
aaccgctatt

agttaaccac

38

aagttcgaag
gaagtcatgyg
ctttgcgeeg
ggtactgatg
aagcttggta
attgaagaat
gaaaccggta
aacggtgcct
aacgccatag
gaaggttaca
atgcttacca
gaaccaaagc

ggtttcetta

gctactettg

gtaaggattc

gtaagaaaat

aaggtgctga

ctattgaaat

ttccatacta

acgaatccaa

ttaagcttct
ccactaacce
acgccggtat
tgagtcteet
tggctcgtga
caatggaacce
agécccacaa

ctggtcacac
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tttegaacac
900

ccgtggtgac

9640

cgtccaagct
1020

cgatgcocaag
1080

tggtatggat
1140

atécaccaag
1200

tgaagatggt
1260

aaagcaaact
1320

taatcgtagt
1380

aagtttaaaa
1440

aaaaaaaagt
1500

caatagataa
1560

aaaagaaagt
1620

tttatgcaaa
1669

<210> 10
<211> 1317
<212> ADN

gaacttgect
tacéaaaacg
tggatggaaa
actcgtcocgta

gctatggctce

‘dtgaagaagg

aagctcaccece

tctggtaage

taaattggta

gatcctatcet

ctaaaagacyg

atcctttata

aaataaaaca

tataaatata

gtgctgttga
gttgggatac
tcatcegtgg
actctactga
gtgct&tféé
aacgttacgce
tcgaacaagt
aagaactcta
aaataattgt
ctgtactaat
gaagaattta
ttaggaaaat
caagaggaaa

aataaaataa

< 213> Bacteroides thetaiotaomicron

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilosa isomerasa

<400> 10

ES 2607 891 T3

tgctggtatg
tgatcaattce
tggtggttte
cctcgaagac
ééaégctg@cA
tteccttegac
ttacgaatac
cgaagcfatt
aaaatcaata
taaaﬁatagt
atttagggasa
gtcccattgt
ttttcecttt

taaaaaaaaa

cteggtteca
ccaattgatce
gttactggtg
atcatcatty
a%gctccfcé
agtggtattg
ggtaagaaga
gttgecatgt
aacttgtcaa
acaaaaaaaa
aaaataaaaa
attattttca
tttttﬁtttt

dadadaaca

39

ttgatgctaa
aatacgaact
gtaccaactt
cecacgttte
ﬁagaatctcc
gtaaggactt
acgygtgaacce
accaataagt
tecectecaate
atgtataaac
taataatazaa
tttctactaa

tgtaataaat



atggcaacaa
60

aagaacecga
120

aaggattggce
180

cagttcggtg
240

gcaaaagata
300

tgecttecatg
360

ctgaaagaaa
420

tggggtactyg
480

gacttcgatyg
540

gaacttggeg
600

aacacagatc’

660

tatgeceeygtg
720

actaaacatc
780

ctggataagy
840

ttcgagecatg
800-

cgtggtgact
960

actcaggcta
1020

gatgctaaaa
1080

ggtatggacy
1140

tataagaaga
1200

gaagacggca
1260

aaacagacta
1317

aagaattttt
tggcattcecg

tgagattcge

gcggaacaaa

agatggatgce

acgtagactt
tcgtagetta
ctaatgtatt
tagtagctcg
gagagaatta
agaaacgtga
ccegtggttt
aatatgacgt
étttcaaagt
aattggctgt
atcagaatgg
tgatgcagat
ccegtegtaa

ctatggeceeg

tgctggetyga
agctgactct

gcggcaégca

tcegggaatt
ttattacgat
tatggeatgg
gcaattcceca
aggatttgaa
ggtttcggaa
tgcaaaacag
cggtcécgcc
tgctgctgtt
tgtgttttgg
éaaagaacac
caaaggtact
agatacggaa
aaatatcgag
agctgtagac
ctgggataca
tatccgtaat.
ttctactgat

tgcactcgaa

ccgttatget

ggaggatgtg

agaactttat

ES 2607 891 T3

gaaaagatta

gcagagaagyg

tggcacacat

tggaatggta

ttcafécaga
ggtgccagtg
aaacaggcag
cgctatgtga
cagatc;aaa
ggtggtegtg
cttgcacaga
ttcectgateg
actgtaateg
gtgaatcacg
aatggtatgt
gaccaatt;c
ggtggtcteg
ctggaagata

agtgcagcgyg

aatttgaagg
tgattaétgg
tgtgecgectga
atgcagétgc
agatgggtat
tagaagaata
aaaccggtat
acggtgeage
atgcgattga
aaggctatat
tgttgacgat
aaccgaaacc
gcttecctgaa
caactttgge
tgggctcaat
cgatcgacaa
gtaccggtgg
tctttattge

ctctgectega

taaagatagt
taaaéagatg

aggtggtgat

‘tatacaggea

cgaafactat
cgaégctaac
caaactactg
taccaatcct
tgcaacgatt

gtctcttctyg

tgctcgtgac

gatggaaccg

agctcatggt

aggtcacact

tgacgccaat

ttatgaactyg

tacgaacttt

tcacatcgeca

cgaatctcee

tcatttgatg ggggcaaagg tazaagaattt

gttgcttaty caaaaacaaa aggcgaaccg

gaggcaattc tgaatatgta ttgctaa

40



10

<210> 11
< 211> 2467
< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilulocinasa

<400> 11

ggatccaaga
60

ttcttctgag
120

acaaccccga
180

tteocagetta
240

tgaggtgecat
300

gggceccctete
360.

attcagagac
420

ttigatcttt
480

cattcagaaa
540

tatatacacg
600

gttetectega
660

ccattattec
cttctgctgt
tttaataaca
ctacttecta
aactétcact

gagaaaaaca

agacaagaga

cgacccaaca

cagtggaatt

gcgacactat

aatatcgcga

at;agaatgg
ccttgaéaac
ttgtcacagt
taateccteaa
tttcaatteg
aaaggaggat
ggtttccaac
actgaaatgt
tgaaaaggat
cgaatgtece

ggctaaattt

ES 2607 891 T3

daaaaagttt

aaattattcc

attagaaatt

tecttecageaa

gccaatgeaa
gagattagta
acaatgtett
ctegecatta
cttecgeatt
gtagcecatgt

ccattgaaca

aaaagatcac
gctggecgcee
ttetttttac
gcgacgcagg
tcteaggegg
cttitaatgtt
tagactcata
accaggacet
atcacacaaa
ggttagggge

aagttatgge

41

ggagattttyg
ccaaacaaaa
aaaftaccat
gaatagcecge
acgaataagg
gtgttcagta
ctatcttggg
aaaaattgtc
gaagggtgtc
tetagatctg

cgtetcaggg



tecetgecage
720

ttgaataaga
780

caaaccgecce
840

tgcataggtg
90¢C

actggtcctce
9860

accatttett
1020

gaggaggcag
1080

gagctaétac
1140

agagcaccea
1200

ggtttcaata
1260

tectttaceee
1320

ctggtcaccg
1380

ccaaaccatt
14490

agagacgagt
1500

tttaatcaag
15640

cctetggggg
1620

aaaacagggta
1680 '

aatattgtag
1740 '

tcaaacgcaa
1800

gaatctecge
i8e0

agcacgggtc
aaccggaaaa
ccaattggea
ggcctgaaaa
ééégfctgaa
tagtgtctaa
atgecctgtgg
atctaattga
tgaaaaattt
caaactgcaa
tgcggaagaa

ataagtatca

atatgggtat

taaécaaaga
ctgtgctaga
agategttce
tgattgaaag
aatcacaggc
gctcacaaca

tgecgggacta

tgtctactgg
agatttattg
agaccacagt
aatggctcaa
aéttgcacéé
ttttttgact
tatgaacctt
tagttcttet
gatagegggt
ggtctetece
tgacgttctce
cccetcteeg
gatttgttat
acgggaaaat
tgactcagaa
tagcgtaaaa
agaggtggecc
tttaagttgc
gagactgaac

cctaaataaa

ES 2607 891 T3

tecteccaag

cactacgtga

actgcaaagce

ttazacagggt

ftagaaccag

tetatcttag
tatgatatac
aaggataaaa
accatctgta
atgactgggg
gtttcecctag
aactatcatc
tgtaatggtt
aattatgaga
agtagigaaa
gccataaaca
aagttcaaag
agggtaagaa
gaagatacaa

aggccagaaa

ccgaatctet
gctectgtage
aatgtcaaga

ccagagccea

aaééttacgé

tgggcecatet

gtgaaagaaa

ctatcagaca

aatattttat

ataatttagc

gaacaagtac

ttttcattca

ctttggcaag

agactaacga

atgaattagg

aaagggttat

acaagaggca

tatctcececct

tcgtgaagtt

ggactttttt

42

gttagagcaa
atttgcaagg
gtttgaagag
ttttagattt
aaaéacaaaé
tgttgaatta
attcatgtat
aaaattaatg
tgagaagtad
cactatatagt
tacagttctt
tcecaactctg
gygagaggata
ttggactctt
tgtatatttt
cttcaatéca
cgatgccaaa
gctttcggaf
tgattacgat

tgtaggtyggy



10

gcttctazaa
15920

aattttagge
1980

tcattgttat
2040

tttccatgge
2100

.attccaagat.

2160

aatttatcat
2220

tatatcaccg
2280

aagtagtcat
2340

gagtaaazaa
2400

gcgettteca
2460

cgagetc
2467

<210> 12
<211>777
<212> ADN

acgatgctat
tagaaacacc
atgactctaa

atgtaatgga

tgtecectta

gccctgacaa
ttattatgeg
cattttgtt;
caéttﬁatga

gtgagaatat

tgtgaagaag
aaactcatgt
taaaattgea
aagcatatce
agcgaactgy
gtacacacaa
tgcacatgac
é;égttcgga
aagggtgagce

aagagagecat

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> ribulosa 5-fosfato isomerasa

<400> 12

ES 2607 891 T3

tttgctcaag

gececttggtg

gttecttttyg

gatgtggata

aaaagactct

acacagacac

aatgcccttg

aaatgacaaa

gaccagcaac

tgaaagagct

tcattggtac
gttgttataa
atagat£tct
atgaaaattg
catctaaaat
ataatataca
tatgtttegt
aagtaaaatc
gagagagaca

aggttattgt

tacaaagagt

ggccatgtgg

gaatgacaat

gatcgctata

atgtttgaat

tacatatata

atactgtagc

aataaatgaa

aatcaaatta

taaatcatct

atggetgeceg gtgtcccaaa aattgatgeg ttagaatctt tgggeaatce tttggaggat

60 i

gccaagagag ctgcagcata cagagcagtt gatgaazatt taaaatttga tgatcécaaa

120

attattggaa ttggtagtgg tagecacagtg gtttatgttg bégaaagaat tggacaatat

180

43



10

ttgecatgacc
240

caatcaagaa
300

cgcattgata
360

ggtggtggtg
420

gtegttgetyg
480

gtteccattg
540

tigcatgctg
600

éctgacaata
660

ttgcatagag
720

gcttcaaaag
777

<210> 13
<211>1328
<212> ADN

ctaaatttta
acttgatttt
tagcgtttga
cttgtctatt
é&@égaaa
aaattgtacc
aaaaagttga
ataacttcat
aaatcaaact

cctacticgg

tgaagtagcg
ggataacaag
cggkgctgat

tcaagaaaaa

aaagtcacca

ttcctcatae
catcagacaa
tatcgatgcg
gttagtgggce

taattctgac

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> ribulosa 5-fosfato epimerasa

<400> 13

ES 2607 891 T3

tectaaattca
ttgcaattag
gaagtggatg
ttggttagta
;aébétftag
gtgagggtca
ggaggttetg
gattfcggtg
gtggtggaaa

ggtagtgttg

tttgecattee
gctecattga
agaatttaca
ctagtgctaa
étaégaa&tg
agaatgatet
ctaaagcagg
aaatttcega
caggtttatt

aagttaccga

aacaggattc
acagtatcct
attaattaaa
aaccttcatt
gaégcaéggt
attagaacéa
tcctgttgta
tccaagaaaa
catcgacaac

aaagtga

gttaggcact tacgtatctt gtatagtagg aatggctcog tttatgtata ttaggagatc

60

aaaacgagaa aaaaatacez tatcgtatag tatagagagt ataaatataa gaaaﬁgccgc

120

atatgtacaa ctaatctagec aaatctctag aacgcaattc cttcgagact tcttctttca

180

44



tgaaggagat
240

cgttggeace
300

ggatallicaa
360

tgaatttttg
420

--gagctagttc
480

tgccettaga
540

acgtaaattg
600

ccatcatgtg
660

ggcgtggeac
720

caaaatgécc
780

gacattegea
340

tgaccattet
800

gaaattgtat
960

ttcctataac
1020

tatacaaaaa
.1080

gegacacatt
1140

aggacttgaa
1200

catttgatta
1260

cgtattarttg
1320

cgecgtttg
1328

<210> 14
< 211> 2046
<212> ADN

aacatcgtge
ggetttggeg

atgggggaac

gectccaaac

.azataaaacg

cttaatcaac
gtcagcacca
acaatcgaag
agaacgacgt
gtccatgaca
acccaagttg
ttcttgtgtg
cgégtttgct
agagatcatg
tctgattact
ttttgtttet
tgcaattacc
gaaaagcaga

tttattccac

gggtcagety

gcttteggga

ttggctctca

ccaggttceca

tcaacagaag

ttaactaaat

catttagecaa

aacgcagtgyg

acjggaggtaa

tcgatat.gta

gcgaagtcag

tttacctege

ttatttttet

aaagaagttc

ttcccagete

gaagccacgt

ggaagaagca

gaataaatag

gcaggeatcg

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

ES 2607 891 T3

cagtgaaaac
tggtctcétt
aagtttccac
cagtcataac
taccaggttt
gcaaagqgtc
aatcgtegac
gcttcftttc
caattggttg
accaatctgc
aagcaaggat

tecttggaatt

‘ttttacggygc

cagcttacgy

gacttggata

cctgotttat

accaaccggc

acatgatace

gtegttgget

actggtacca
geocaaacca
ttttggcatce
aagagcecata
gatggcgeet
ttgtgtggcc
ceatttttea
tgtgttg;ta
gcceagagta
gccggcgt;g
actgggaget
agcaaatyge
ggattctttc
atcaagaaag
gctgttettyg

aagaggacat

‘atggttcagce

tetekttttta,

gttgttatgt

45

gcgacaataa
ccategactt
atgtcttceca
tecasatgag
gcagétttga
tegtagtgga
ggattttcaa
geatcgecag
atgtttggaa
atgaccttat
ataattggtt
cttettgeat
tattctgget
tacctataca
ttttetettg
ttaaégttgc
atacaataca
tcctetgeoag

ctragataag



< 223> transcetolasa

<400> 14

atggcacagt
60 :

gaccagygtgg
120

gcccatgtaa
180

gacaggtttg
240

ttaggatacg
300

ccggétcatc
360

ggtatctcaa
420

gaggatggct
480

caagagggtyg
540

attaégtttt
600

gaagatgttt
660

gacgacgata
720

ccaaccataa
780

ggtgttcatg

840

teteoecgacat
aaagcgcac§
ttttcaagea
ttctgtcgaa
attactctat
Eagaattcca
atgcfgttgg
tteceattte

tttcttcgga

atgacagtaa
tgaagcgata
tggaatccat
tcaaggtaac

ggtccgettt

tgataaactt
étctggccac
actgegetgt
cggtcactca
cgaggacttg
ctéagoggéa
tatggcaata
cgactdatat

gacctcttcé

tagecatttce
cgaggcatat
ttctagecget
tactacaatt

gaaggcagat

ES 2607 891 T3

gcggtttceea
ccaggtgeac
aaccctagca
tgegetette
agacaattta
gtggaaatca
gegeaggeca
acgtttgcta

ttagcéggac

attgécggta
gyttgggaag
ttggaaaagyg
ggatttgggt

gatgttaaac

ctttaagatt
cactaggatt
atgaacatté
fgtactcaat
gacaagtaaa
cftccggtcc
actttgeecge

ttgtagggga

atctgcaatt

;aacctggta
tcatggaagt
caaaactatc
ccctacaaca

agttgaagaa

46

actttcecgtt
ggcaccagtt
gatcaataga
gctccapcta
ctcaaggaca

gctaggeccag

‘cacttataac

tggttgctta

gggtaacttg

ctcgttcgac
cgafaaagga
gaagéacaag
gggtactgct

gaggtggggg



tttgacccaa
900

gttgtggaac
960

accaaztttc
1020

ggttgggaaa
1080
acatcceage
1140

gccgattiga

1200

attacccaac

1260

atgggtgcca
1320

acctttttga
1380

aatccagtca
1440

caccaaccta
15C0

cectgctgatg
1560

ccatctgﬁtg
1620

aaagccttga
1680

tcaacaggat
1740

aaaatcaaag
1800

gaatacagat
1860

acttcaagct
1920

ggcaagggge
1280

gectygaaaaga
2040

ttctaa
2046

ataaatcatt
ccggtcaaaa
ccgagaaggyg
agcatttacc
éjgﬁgctgac

caccttegaa

taggtaacta

ttatgaacgg

acttcgtetc

tttgggttge”

ttgaaactct

gtaacgaaac
tggctttate
agggtggcta
cagaagtcte
caagagttgt
tctctgtfct
ggggtaagta

ctgaaattta

caatcaatta

tgtagtacct

acttaatgag

taaagaattg

gaagtttact

gaacatggtc

tetgacaagg

tgcaggaagy

tatctctgec

ttatgctgca

aacacatgac

ggctcacttg

ttectgetgeg

‘acgacagaat

tgtgatceat
catttctata
ttccetygcea
acqagacggt
tgotcatcaa
caaaétgttc

ctacaaagga

ES 2607 891 T3

caagaggtgt
gaatgggata
caaagaagat
ccggacgacg
ééag&fttéc
tgggaaggeg
tacattagat
tttggtgcaa
ggagccgtta
tctétcgggc
agggctatte
tattattcetg
cttectcaat
gacgtggaga
gatgcagcca
gacttttata
gttccgatca
tcgttcggac
gatttcacag

aagcagttge

acgattatta
ggatgtttga.
tgaatggtga
atgctctgge
'éﬁgaéttgét
cggtagattt
acggtgtgag
actacaagce
ggttagcege
ttggtgagga
caaacatgeca
ctatcaaate
tggagcatte
atcctgatat
aaaaattgta
cttttgacag
tgtectttga
tecgacgaatt
cggacggtgt

tttetectat

47

taagaagact
agaatacaaa
gttaccggaa
aacaagaaag
cggtggttct
ccaaccteoce
ggaacacgga
ttacggtggt
cttgtctggt
tggtccaacg
thatggaga
tggtcgaaca
ctetittgaa
tatcectggtyg
cgatactaaa
gcaaaétgaa
agtattggcet
tggtcgttca
tgegtcaagg

gggaagagcet
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<210> 15
<211> 1008
< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> transaldolasa

<400> 15

atgtctgaac
60

gectecggea
120

ccteaagact
180

gccaagttga
240

caagtcgaaa
300

gttcecaggea
360

attgaaaagg
420

gtccttatta
480

aaggacggta
540

gcegaggece
600

tccageactg
660

atctacaact
720

agcactgacy
780

ttggacaagt
840

aagaaggaaqg
200

ttgaatgaag
960

gatattgtta
1008

cagctcadaa
ctgtegttgt
ccécaactaa

tecgatgttge

atgctgtgga

gagtcteocac

ctagacatat .

aaattgette
tccactgtaa

aagttacttt

gtaaagatta

actacaagaa

aaatcaaaaa

tgatgaacag
ccggcgacaa
acgctatggc

ctectattega

gaaacaaaag
tgocgacact
ceeatcattyg
cgtggaatac
cagatfgtta
cgaagttygat
cattaaattg
cacttgggaa
tttgactcta
gatttcececa
caagggtgaa
gtacggttac

cttggctggt

tactgaacct
gatttcttac
cactgaaaaa

cttgattgaa

ES 2 607

gttgctaaca
ggtgattteg
atcttggety:
ggtaagaagc
gtcgaattcg
gctaggttgt
tttgaacaag
ggtattcaag
ttattctect
tttgttggta
gcegacecag
aagactattg

gttgactatc

ttccecaagag
atcagcgacg
ttgtccgaag

aagaaagtta

891 T3

actctctagsz
gctctattge
ctgecaagea
atggtaagac
gtaaggagat
cttttgacac
aaggtgtcte
ctgccaaaga
tcgttcaage
gaattctaga
gtgttattte
ttatgggtge

taacaatttc

acaattgaaa
caagttt?aa
accaacttace
caccg;agéa
cttaaagatt
tcaagctacce
caaggaaaga
attggaagaa
agttgcétgt
ctggtacaaa
cgtcaagaaa
tteotttcaga

tccagettta

ttttggacce tgtctccget

aatctaaatt cagattcgac

gtatcagaaa attctctgcc

ccgettaa

48
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<210> 16
<211> 984
< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

< 221> misc_feature

< 223> aldosa reductasa

<400> 16

atgtcttecac
60

tggaaaattg
120

cgtttatticg

180

aaagccatcet
240

aacaattttc
300

ggacttgatt
360

tttgaagaga
420
atcaccgaag

480

gaaggcttga
540

tggttactct
acaaaaaaght
atggtgettg
ccgaaggtet
accatecctga
atttagacct

aataccctecc

cacatgtace

ttaagtctat

faataacggt

ctgtgcegaat
cgactacgge
tgttté;aga
tcatgtaaaa
gtattatatt

aggattctat

aatcatagat

tggtgtttee

ES 2607 891 T3

ctgaaaatge

caaatttatg
aacgaaaagqg
aaggatatét
ttagetttaa

cacttcccaa

écgggcgcag
aéétacédég

aactttcagyg

ccctagtegg

aagctatcaa
aagttggtga
ttgttgtttc
aga;gacctt
tcgeetteaa

atgacgagaa

ctctggaaga

gaagcttgat

49

cttagggtge

‘attaggctac

aggtatcagg
aaagttatygg
aagcgatatg
atatgttcca

gaaaggtecac

atgtgttgat

tcaagattta



10

ttacgtggtt
600

caagaacacce
660
tteggtecte
720

ttegagaaty
780

gtattgetta

840

gaaaggttac
900

aaggatattt
360

ggtaaattce
984

<210> 17
< 211> 494
<212>PRT

gtagaatcaa

tagttgagtt

aatcattecat

‘atgtaatcaa

gatgggcaac

ttggcaacct
ctgcactaaa

ccacttttge

< 213> Piromyces sp.

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilulosa cinasa

<400> 17

Met Lys

Val Ile

Pro Met
35

Glu Trp
50

Thr

Tyr

Glu

Phe

Val Ala

Asp Tyr

20

Leu Tle

Asp Lys

Gly

Glu

Ser

Gly

geecgtgget

ttgtaaatta

tgagatggac

gaaggtctca

tcagagaggc.

agaaatcgaa

tgccaacatc

ctga

40

55

ES 2607 891 T3

ttgcaaattg

cacgatatcc

ttacagttgg

caaaaccatc

attgccgtea

aaaaagttca

agatttaatg

Ile Asp Leu Gly Thr

10

Lys Lys Glu Ile Ile
25

Glu Ser Asp Gly Thr

Leu Glu Val Cys Phe

aacaccatcc
aagtagttgc
caaaaaccac
caggcagtac
,ttp;aaaatq
ctttaacgga

atccatggac

Gln Ser

Glu Ser

30

Glu
45

Arg

Gly
60

Lys

50

Met

Ala

Gln

Leu

ttatttgact
ttactcgtcc
gccéactctg
cacttcccaa
ttccaagaag
gcaagéattg

cEggttggat

Lys

val
15 :

Ser Cys
Thr

Thr

Ser Ala



ES 2607 891 T3

Asp Asn Lys Lys Thr Ile Glu Ala Ile Gly Ile Ser Gly Gln Leu His
65 70 75 80

Gly Phe Val Pro Leu Asp Ala Asn Gly Lys Ala Leu Tyr Asn Ile Lys
85 20 85

Leu Trp Cys Asp Thr Ala Thr Val Glu Glu Cys Lys Ile Ile Thr Asp
100 108 ' . - 110

Ala. Ala Gly Gly Asp Lyé Ala Val_TIle Asp Ala Leu Gly Asn Leu Met
115 120 ] 125 '

Leu Thr Gly Phe Thr Ala Pro Lys Ile Leu Trp Leu Lys Arg Asn . Lys
130 : : 135 140

Pro Glu Ala Phe Ala Asn Leu Lys Tyr Ile Met Leu Pro His Asp Tyr
145 ) - 150 : 155 160

Leu Asn Trp Lys Leu Thr Gly Asp Tyr Val Met Glu Tyr Gly Asp Ala
' 165 170 175

Ser Gly Thr Ala Leu Phe Asp Ser Lys Asn Arg Cys Trp Ser Lys Lys
180 185 , 190

Ile Cys Asp Ile Ile Asp Pro Lys Leu Leu Asp Leu Leu Pro Lys Leu
185 200 205 .

Ile Glu Pro Ser Ala Pro Ala Gly Lys Val Asn Asp Glu Ala Ala Lys
210 ' 215 ) 220

Ala Tyr Gly Ile Pro Ala Gly Ile Pro Val Ser Ala Gly Gly Gly Asp
225 230 235 240

Asn Met Met Gly Ala Val ‘Gly Thr Gly Thr Val Ala Asp Gly FPhe Leu
245 250 255

Thr Met Ser Met Gly Thr Ser Gly Thr Leu Tyr Gly Tyr Ser Asp Lys
260 . 265 ' 270

Pro Ile Ser Asp Pro Ala Asn Gly Leu Ser Gly Phe Cys Ser Ser Thr
275 280 ' 285

Gly Gly Trp Leu Pro Leu Leu Cys Thr Met Asn Cys Thr Val Ala Thr
290 295 300
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Glu
305

Glu

Phe

- . Ile.

Ala-

Phe
385
Gly

Leu

Ala

Ile

Ala
465

Glu

Phe

Ala

Phe

Thr

Ser

‘370

Arg

Ser

Pro

val

Val

450

Asn

Tyr

<210> 18

< 211> 2041

<212> ADN

val

Ala

Asn

Gly

355

Phe

Lys

Lys

Ile

Gln

435

Glu

Pro

Cys

Arg

Lvys

Gly

340

Leu

Glu

Leu

Ser

Arg

Asn

sSer

325

Glu

Thr

Ser

Gly

Asp

405

Val

420

Ala

Leu

Ile

Lys.

< 213> Piromyces sp.

<220>

< 221> misc_feature

< 223> xilulosa cinasa

<400> 18

Leu

Cys

Ala

val
485

Leu

310

Pro

Arg

Ser

Ala

Phe

390

Leu

Pro

Trp

Lys

Glu
470

Val

Phe

Cys

Thr

Ala

val

375

Gln

Trp

Leu

Cys

Glu

455

Asn

Asn

Gln

Gly

Pro

Asn

360

Phe

Pro

Arg

Leu

Leu

440

His

Val

Thr
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Met Asp

Ser Glu
330

Asn Leu
345

Thr _Ser.

Ala Met
Lys Glu
Gln Tle
410
Glu Glu
425
Lys Asn
Ile Lys

Ala Val

Leu Ser
490

Tle
315
Gly
Pro
Arg
Arg
Ile
385
Ala
Ala
Gin
Ile
Tyr
475

Pro
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Lys

Val

Asn

Ala

Gly

380

Arg

Ala

Ala

Ser

Asp

460

Bsp

Len

Glu

Leu

Gly

Asn

365
Gly
Leu
Asp
Ala
Gly
445
Glu

Lys

Tyr

Leu

vVal

Arg

350

Ile

Leu

Ile

Ile

Leu

430

Lys

Ser

Ala

Ala

Asn

Ile
335

Ala

Ala

Asp

Gly

Met

415

Gly

Cys

Lys

Tyr

vVal
320

Pro

Ser

"Arg

Ala
Gly
400
Asn
Gly
Asp

Asn

hsp
480



attatataaa
60

aattaaagta
120
gttgctggté
180

aaadgaaatta
240

cgtgaacaaa
300

gctgataaca
360

cctettgatg
420

gttgaagaat
480

cttggtaace
540 :

aagccagaag
600

aagcttactg
660

tctaagaacce
720

ttacttccaa
780

aaggcttacg
840

ggtgetgttg
900

ggtactettt
960

ttctgttett
1020

actgaatteg
1080

ataactttaa
aaagaaaaat
Fgatcrtag
ttgaaagtgce
ccactgaatyg
aaaagactat
ctaacggtaa
gtaagattat
ttatgetcac
ctttegetaa
gtgattacgt
gttgctggte
agttaattéa
gtattccagé
gtactggtac
acggttacag

ctactggtgg

ttcgtaacct

ataaaacaat

aatacagtag

éa&tcaaééf
tagctg;cca
gfttgacaag
&gaaqcﬁatt
ggctttatac
cactgatget
cggtttecace
ctfaaagtac
tatggaatac
taag;agatt
accaagcgct
cggtattcca
tgttgctgat
tggcaagcca
atggctteca

cttcecaaatg

ES 2607 891 T3

ttttatttgt
aacaatagta
étééaagﬁcg_
atggaattga
ggtcttgaag
ggtatttctg.
aacatcaaac
geeggtggtyg
gctccaaa?a
attatgcttc
ggtgatgecet
tgcgatatca
ccagctggta
gtttceogetg
ggtttcctta
attagtéaéc
ttactttgta

gatattaagg

ttatttaatt

ataatatcaa

ttatttacga

tttcecgaaag
tttagttttgg
gtcaattaca
tttggtgtga
acaaggctgt
tcctectgget
cacacgat;a
¢tggtaccge
ttgacécaaa
aggttéatga
gtggtggtga

ccatgtetat

.cagctaatgg'

ctatgaactg

aacttaatgt
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attcaaaaaa
aatgaagact
cﬁatgaaaég
tgacggtace
taagctﬁagt
cggttttgtt
tactgctace
téttgatgcc
caagcgcéac
cttaaactygg
tectettegat
acttttagat
tgaégchct
taacatgatg
gggtacttet
tttaaéfggt
tactgttgee

tgaagctgee



aagtctccat
1140 -

ccaaacttac
1200

gctaacattg
1260

gctttcegta
1320

tctgatetet
1380

ttagaagaag
1440

tctggtaagt
1500

aatgctaacc
1560

aaggttgtaa
1620

atgccatata
1680

tttacaaggt
1740

aagattagac
1800

aatagtcteg
1860

taaaaacaaa
1920

aagtaatata
1880

taaataaata
2040

a
2041

gtggtagtyga

caaacggtcg

ctcgtgetag

agttaggttt

ggagacaaat.

ctgectgetet

gtgatattgt

caattgcecga

atactctttco

attgeecttgt

ttatacaatt

gaaacaattc

tatttatgece

ataaataaat

aaaaaaaagt

‘aataazaatat

aggtgtttta
tgctagtatt
tttcgaatce

ccaaccaaaqg

tgcegetgat.

'tggtggtgct

tgaactttge
aaatgttgct.
teccattatat
cagtacactg
aatatctatt
ttggttectt
caataatcag
tazataaaca
aaataaataa

aaaaataatt
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gttatteccat
actggtctta
gecegtttteg
gaaattcgte
atcétgaacg
gftgaagctt
aaagaacaca
gtt?acgaca
gcttaaattg
ttcatgttca
atcatattat
gcaétataca
gaaaattacc
aataaaaatt
ataaataaat

tagcaaataa

tcttcaatgg

cttctgctaa

ctatgecgtgg

ttattggtgg

ttceaatcag

tatggtgtct
ttaagattga
aggcttacga
ccaatgtaaa
tataatcata
tatacagcat
aaatttécat
taatgctgga
ataagtaaat
aaaaatfttt

attaaaaaaa
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tgaaagaact
caccagccgt
tggtttagat
?ggttctaag
agttccactt
taagaaccaa
tgaatctaag
tgaatactgc
aaazaatata
ggacattgaa
ttecattttet
gaatttttag
ttettgttaa
ataaatatat

tgcaaatata

daagaaaaaaa
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REIVINDICACIONES

1. Una célula anfitriona de levadura u hongos filamentosos transformada con un constructo de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa, cuya xilosa isomerasa comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO. 2, por la que el constructo de acido nucleico, tras la transformacién de la célula anfitriona, confiere a la
célula anfitriona la capacidad de isomerizar directamente xilosa a xilulosa, por la que la célula anfitriona comprende
una modificacioén genética que aumenta el flujo de la ruta de la pentosa fosfato y la modificacion genética comprende
la sobreexpresion de al menos un gen de la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato en comparacion con
una célula anfitriona que es genéticamente idéntica excepto por la modificacion genética.

2. Una célula anfitriona segun la reivindicacién 1, en donde la secuencia de nucledtidos codifica una xilosa
isomerasa obtenible a partir de una bacteria de la clase Bacteroides.

3. Una célula anfitriona segun la reivindicacion 1 o 2, por la que el gen de la parte no oxidativa de la ruta de la
pentosa fosfato se selecciona del grupo que consiste en los genes que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa,
ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa.

4. Una célula anfitriona segun la reivindicacion 3, por la que la modificacion genética comprende la sobreexpresion
de al menos los genes que codifican una transcetolasa y una transaldolasa.

5. Una célula anfitriona segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, por la que la célula anfitriona comprende
ademas una modificacion genética que aumenta la actividad de la xilulosa cinasa especifica.

6. Una célula anfitriona segun la reivindicacion 5, por la que la modificacion genética comprende la sobreexpresion
de un gen que codifica una xilulosa cinasa que es sobreexpresada.

7. Una célula anfitriona seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, por la que el gen que esta sobreexpresado
es endogeno a la célula anfitriona.

8. Una célula anfitriona segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, por la que la célula anfitriona comprende
una modificaciéon genética que reduce la actividad de la aldosa reductasa inespecifica en la célula anfitriona.

9. Una célula anfitriona segun la reivindicacion 8, por la que la modificacion genética reduce la expresion de, o
inactiva un gen que codifica una aldosa reductasa inespecifica.

10. Una célula anfitriona segun la reivindicacion 9, por la que el gen es inactivado por la eliminacion de al menos
parte del gen o por interrupcion del gen.

11. Una célula anfitriona segun las reivindicaciones 8 o 9, por la que la expresion de cada gen en la célula anfitriona
que codifica una aldosa reductasa inespecifica se reduce o se inactiva.

12. Una célula anfitriona segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula anfitriona es
una levadura, preferiblemente una levadura que pertenece a uno de los géneros: Saccharomyces, Kluyveromyces,
Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia.

13. Una célula anfitriona segun la reivindicacién 12, en donde la levadura pertenece a una de las especies: S.
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus, y K. fragilis.

14. Una célula anfitriona segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la célula anfitriona es un
hongo filamentoso, preferiblemente un hongo filamentoso que pertenece a uno de los géneros: Aspergillus,
Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium y Penicillium.

15. Una célula anfitriona segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, por la que la célula anfitriona
expresa una 0 mas enzimas que confieren a la célula anfitriona la capacidad de producir al menos un producto de
fermentacion seleccionado del grupo que consiste en etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico,
acido aceético, acido succinico, acido citrico, aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, antibiéticos B-lactamicos
y cefalosporinas.

16. Un procedimiento para producir etanol, por el que el procedimiento comprende las etapas de:
(a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula anfitriona modificada como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, por el que la célula anfitriona fermenta xilosa a etanol,
y opcionalmente,
(b) recuperacion del etanol.

17. Un procedimiento segun la reivindicacion 16, por el que el medio contiene también una fuente de glucosa.
18. Un procedimiento segun las reivindicaciones 16 o 17, por el que la productividad volumétrica de etanol es al

menos de 0,5 g de etanol por litro y hora.
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19. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 16-18, por el que el rendimiento de etanol es al
menos del 50 %.

20. Un procedimiento para producir un producto de fermentacion seleccionado del grupo que consiste en acido
lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, aminoacidos, 1,3-
propanodiol, etileno, glicerol, antibidticos B-lactamicos y cefalosporinas, por el que el procedimiento comprende las
etapas de: (a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula anfitriona modificada como se
define en la reivindicacion 15, por el que la célula anfitriona fermenta la xilosa hasta el producto de fermentacion, y
opcionalmente, (b) recuperacion del producto de fermentacion.

21. Un procedimiento segun la reivindicacion 20, por el que el medio contiene también una fuente de glucosa.
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