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DESCRIPCION
Célula adecuada para la fermentacién de una composicién de azlcares mixtos

Campo de la invencién

La invencion se refiere a una célula (también designada en el presente documento una célula de azdcares mixtos),
adecuada para la fermentacién de una composicién de azicares que comprende multiples azicares C5 y/o C6 (tal
composicion también se designa en el presente documento composicion de azucares mixtos). La composicion de
azucares mixtos puede originarse a partir de material lignocelul6sico. La invencion también se refiere a un proceso
para la produccién de producto de fermentacién a partir de la composicion de azlcares mixtos usando la célula de
azucares mixtos.

Antecedentes de la invencion

La mayor parte del etanol producido como alternativa a los combustibles fésiles es actualmente a partir de la
fermentacion de sacarosa basada en almiddon de maiz y cafia de azucar. Con el fin de alcanzar los ambiciosos
objetivos de producir combustibles renovables, estan siendo desarrolladas nuevas tecnologias para convertir
biomasa no alimentaria en productos de fermentacion tales como etanol. Saccharomyces cerevisiae es el organismo
de eleccion en la industria del etanol, pero no puede utilizar azicares de cinco carbonos contenidos en el
componente de hemicelulosa de las materias primas de biomasa. La hemicelulosa puede constituir hasta el 20-30 %
de la biomasa, siendo la xilosa y arabinosa los azucares C5 mas abundantes. La expresion heteréloga de una xilosa
isomerasa (XI) es una opcion para permitir que las células de levadura se metabolicen y fermenten xilosa. Asimismo,
la expresion de los genes bacterianos araA, araB y araD en cepas de S. cerevisiae produce la utilizacion y eficiente
fermentacion alcohdlica de arabinosa. La galactosa es un azicar C6 que también es un azuicar que esta
frecuentemente presente en lignocelulosa, frecuentemente en cantidades (~4 % de azucares totales) que no deben
ser rechazados por motivos econémicos.

J. van den Brink et al., Microbiology (2009)155, 1340-1350, desvelan que la glucosa es la fuente de carbono
favorecida para Saccharomyces cerevisiae y que tras el cambio de las condiciones de fermentacion de glucosa
limitada a condicion de exceso de galactosa en condicidn anaerobia, no se consumié galactosa.

Hasta la fecha no se ha desvelado proceso para convertir glucosa, arabinosa, xilosa y galactosa en un producto de
fermentacion en el mismo proceso con glucosa.

Sumario de la invencién

Es un objeto de la invencion proporcionar una célula capaz de convertir glucosa, xilosa y galactosa y manosa, es
decir, una mezcla de cuatro azucares, en un producto de fermentacion. Es otro objeto de la invencién tal célula que
es capaz de convertir glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa y manosa, es decir, una mezcla de cinco azucares, en un
producto de fermentacion. Es un objeto adicional de la invencion proporcionar tal célula anteriormente definida que
es estable. Es un objeto adicional de la invencion proporcionar tal cepa anteriormente definida que esta libre de
marcador. Es un objeto adicional de la invencion proporcionar un proceso en el que la glucosa, xilosa, arabinosa y
galactosa se convierten simultaneamente en un producto de fermentacion. Uno o mas de estos objetos se obtienen
segun la invencion.

La presente invencion proporciona una célula adecuada para la produccién de uno o mas productos de fermentacion
a partir de una composicion de azlcares que comprende glucosa, galactosa, xilosa, arabinosa y manosa, en la que
la célula comprende dos a quince copias de uno o mas genes de xilosa isomerasa o dos a quince copias de uno o
mas genes de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, y dos a diez copias de cada uno de araA, araB'y araD, en la
que estos genes estan integrados en el genoma de la célula.

La invencion proporciona ademas un proceso para la produccion de uno o mas productos de fermentacién a partir de
una composicion de azlcares que comprende glucosa, arabinosa y xilosa y opcionalmente galactosa y/o manosa
que comprende las siguientes etapas:

a) fermentacion de la composicion de azucares en presencia de una célula adecuada para la produccion de
uno o mas productos de fermentacion a partir de una composicion de azucares que comprende glucosa,
galactosa, xilosa, arabinosa y manosa, en la que la célula comprende dos a quince copias de uno o mas genes
de xilosa isomerasa o dos a quince copias de uno o mas genes de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, y
dos a diez copias de cada uno de araA, araB 'y araD, en la que estos genes estan integrados en el genoma de
la célula; y

b) recuperacion del producto de fermentacion.

En una realizacion, la célula de azicares mixtos es del género Saccharomyces. En una realizacion, la célula de
azucares mixtos es de la especie Saccharomyces cerevisiae. En una realizacion, el producto de fermentacion es
etanol.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2651076 T3

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 expone un mapa fisico del plasmido pPWTO006.
La Figura 2 expone un mapa fisico del plasmido pPWTO018.

La Figura 3 expone una autorradiograma de transferencia Southern. Se digiri6 ADN cromosoémico de la cepa no
mutada CEN.PK113-7D (carril 1) y BIE104A2 (carril 2) con tanto EcoRl como Hindlll. La transferencia se
hibridé con una sonda SIT2 especifica.

La Figura 4 expone un mapa fisico del plasmido pPWTO080, cuya secuencia de da en SEQ ID NO: 8

La Figura 5 expone una curva de crecimiento en condiciones aerobias de BIE104P1A2 sobre diferentes
medios. Se precultivo la cepa BIE104A2P1 sobre YNB con 2 % de galactosa. La curva de crecimiento empez6
con 2% de galactosa y 1% de arabinosa, seguido del evento indicado en el grafico por el numero (1)
transferencia a YNB con 2 % de arabinosa como Unica fuente de carbono. Después de alcanzar una DO 600
superior a 1, el cultivo se transfirié a medio fresco con una DO 600 inicial de 0,2. Tras tres transferencias sobre
medio de arabinosa puro, la cepa resultante se designé BIE104P1A2c.

La Figura 6 expone una curva de crecimiento en condiciones anaerobias de BIE104P1A2c sobre YNB con 2 %
de arabinosa como Unica fuente de carbono. Después de alcanzar una DO 600 superior a 1, el cultivo se
transfirio a medio fresco con una DO 600 inicial de 0,2. Después de varias transferencias, la cepa resultante se
llamo BIE104P1A2d (= BIE201).

La Figura 7 expone un mapa fisico del plasmido pPWT042, cuya secuencia de da en SEQ ID NO: 14.

La Figura 8 expone una curva de crecimiento en condiciones aerobias de una mezcla de transformacion. La
cepa BIE201X9 se transformé con el fragmento X18-Ty1 y la mezcla de transformacion se usé para inocular
medio Verduyn complementado con 2 % de xilosa. Después de alcanzar una DO 600 de aproximadamente 35,
se uso una alicuota del cultivo para inocular un segundo matraz con medio fresco. A partir del segundo matraz,
se aislaron colonias para analisis adicional.

La Figura 9 expone el crecimiento de cepas aisladas individuales sobre medio Verduyn complementado con ya
sea 2 % de glucosa, 0 2 % de xilosa, 0 2 % de arabinosa o 2 % de galactosa.

La Figura 10 expone el crecimiento de cepas aisladas individuales seleccionadas sobre medio Verduyn
complementado con ya sea 2 % de xilosa 0 2 % de arabinosa.

La Figura 11 expone la conversion de azucar y formacion de producto de un cultivo mixto de cepas
BIE104P1Y9mc y BIE201 sobre medio sintético, en un experimento de lotes alimentados. Se midié la
produccion de CO; constantemente. El crecimiento se monitorizé siguiendo la densidad optica del cultivo. El
precultivo se cultivo sobre 2 % de glucosa.

La Figura 12 expone la conversion de azucar y formacion de producto de la cepa BIE252 sobre medio sintético,
en un experimento de lotes alimentados. Se midié la produccién de CO; constantemente. El crecimiento se
monitorizé siguiendo la densidad optica del cultivo. El precultivo se cultivé sobre 2 % de glucosa.

La Figura 13 expone el CO- total que se produjo en los experimentos de lotes alimentados.

La Figura 14 expone la conversion de azucar y formacion de producto de un cultivo mixto de cepas
BIE104P1Y9mc y BIE201 sobre medio sintético, en un experimento discontinuo. Se midié la produccién de CO,
constantemente. El crecimiento se monitorizé siguiendo la densidad éptica del cultivo. El precultivo se cultivd
sobre 2 % de glucosa.

La Figura 15 expone la conversion de azucar y formaciéon de producto de un cultivo mixto de la cepa BIE252
sobre medio sintético, en un experimento discontinuo. Se midié la producciéon de CO, constantemente. El
crecimiento se monitoriz6 siguiendo la densidad 6ptica del cultivo. El precultivo se cultivd sobre 2 % de glucosa.

La Figura 16 expone el CO- total que se produjo en los experimentos discontinuos.

La Figura 17 expone el rendimiento de la cepa BIE252 en fibra de maiz hidrolizada al 13,8 % de m.s. Se
muestran la tasa de produccion de CO, produccién de etanol y conversion de azucar.

La Figura 18 expone el rendimiento de la cepa BIE252 en hojas y tallos de maiz hidrolizados al 10 % de m.s.
Se muestran la tasa de produccion de CO», produccion de etanol y conversion de azucar.

La Figura 19 expone el rendimiento de la cepa BIE252 en paja de trigo hidrolizada al 10 % de m.s. Se muestran
la tasa de produccion de CO», produccion de etanol y conversion de azucar.

La Figura 20a expone la conversion de azucar (tasa) de la cepa BIE252.
3
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La Figura 20b expone la conversion de azucar (tasa) de una cepa aislada de colonias individuales de la cepa
BIE252 después de cultivo durante mas de 100 generaciones en medio YEP con 2 % de glucosa.

La Figura 20c expone la conversiéon de azucar (tasa) de una cepa aislada de colonias individuales de la cepa
BIE252 después de cultivo durante mas de 100 generaciones en medio YEP con 2 % de glucosa.

La Figura 21 expone el mapa fisico del plasmido pPWT148.
La Figura 22 expone el mapa fisico del plasmido pPWT152.

La Figura 23 expone un gel de CHEF, tefiido con bromuro de etidio. Los cromosomas se separaron por su
tamafio usando la técnica de CHEF. Las cepas analizadas son BIE104 (célula de levadura no transformada),
BIE104A2P1a (transformante primario incapaz de consumir arabinosa, sinonimo de BIE104A2P1),
BIE104A2P1c, una cepa derivada de BIE104A2P1 por evolucién adaptativa, que es capaz de crecer sobre
arabinosa, cepa BIE201, derivada de BIE104A2P1c por evoluciéon adaptativa, que puede crecer sobre
arabinosa en condiciones anaerobias y cepa BIE252, que es una cepa de azucares mixtos. Se observa
desplazamiento en los cromosomas (véase el texto). La cepa YNN295 es una cepa marcadora (Bio-Rad),
usada como referencia para el tamafo de los cromosomas.

Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 expone la secuencia del plasmido pPWT018
SEQ ID NO: 2 expone la secuencia del cebador para comprobar la integracion de pPWT018

SEQ ID NO: 3 expone la secuencia del cebador para comprobar la integracion de pPWT018 (con
SEQ ID NO: 2) y para comprobar el nimero de copias de pPWT018 (con SEQ ID NO: 4)

SEQ ID NO: 4 expone la secuencia del cebador para comprobar el nimero de copias de pPWT018

SEQ ID NO: 5 expone la secuencia del cebador para comprobar la presencia de pPWT018 en el genoma en
combinacion con SEQ ID NO: 4

SEQ ID NO: 6 expone la secuencia del cebador directo para generar la sonda SIT2
SEQ ID NO: 7 expone la secuencia del cebador inverso para generar la sonda SIT2
SEQ ID NO: 8 expone la secuencia del plasmido pPWT080

SEQ ID NO: 9 expone la secuencia del cebador directo para comprobar la correcta integracion de pPWT080 en
el extremo del locus GRES3 (con SEQ ID NO: 10) y para comprobar el nimero de copias del plasmido pPWT080
(con SEQ ID NO: 11)

SEQ ID NO: 10 expone la secuencia del cebador inverso para comprobar la correcta integraciéon de pPWT080
en el extremo del locus GRE3

SEQ ID NO: 11 expone la secuencia del cebador inverso para comprobar el nimero de copias del plasmido
pPWTO080

SEQ ID NO: 12 expone la secuencia del cebador directo para generar una sonda RKI1

SEQ ID NO: 13 expone la secuencia del cebador inverso para generar una sonda RKI1

SEQ ID NO: 14 expone la secuencia del plasmido pPWT042

SEQ ID NO: 15 expone la secuencia del cebador para comprobar la integracion de pPWT042

SEQ ID NO: 16 expone la secuencia del cebador para comprobar la integracion de pPWT042

SEQ ID NO: 17 expone la secuencia del cebador para comprobar la integracion de pPWT042

SEQ ID NO: 18 expone la secuencia del cebador para comprobar la pérdida de marcador de pPWT042
SEQ ID NO: 19 expone la secuencia del cebador para la amplificacion del casete con xylA

SEQ ID NO: 20 expone la secuencia del cebador para la amplificacion del casete con xylA

SEQ ID NO: 21 expone la secuencia del cebador para la amplificacion del casete con kanMX

SEQ ID NO: 22 expone la secuencia del cebador para la amplificacion del casete con kanMX

4



10

15

20

25

30

35

40

ES 2651076 T3

SEQ ID NO: 23 expone la secuencia del cebador para PCR cuantitativa
SEQ ID NO: 24 expone la secuencia del cebador para PCR cuantitativa.
SEQ ID NO: 25 expone la secuencia del cebador para PCR cuantitativa
SEQ ID NO: 26 expone la secuencia del cebador para PCR cuantitativa.

Descripcion detallada de la invenciéon

En toda la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprender" e "incluir", y
variaciones tales como "comprende", "que comprende”, "incluye" y "que incluye", deben interpretarse de forma
incluyente. Es decir, estas palabras pretenden expresar la posible inclusién de otros elementos o numeros enteros
no especificamente citados, donde lo permita el contexto.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a uno o
al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" puede significar un elemento o
mas de un elemento.

Las diversas realizaciones de la invencién descritas en el presente documento pueden ser combinadas de forma
cruzada.

La composicién de azucares

La composicidon de azucares segun la invencion comprende glucosa, arabinosa y xilosa. Puede usarse cualquier
composicion de azucares en la invencién que cumpla aquellos criterios. AzUcares opcionales en la composicion de
azucares son galactosa y manosa. En una realizacion preferida, la composicion de azucares es un hidrolizado de
uno o mas materiales lignocelulésicos. Lignocelulosa en el presente documento incluye hemicelulosa y partes de
hemicelulosa de biomasa. Lignocelulosa también incluye fracciones lignoceluldsicas de biomasa. Materiales
lignoceluldsicos adecuados pueden encontrarse en la siguiente lista: iniciadores de huerta, chaparral, desechos de
molino, desechos de madera urbanos, residuos municipales, residuos de podas, materiales de poda de bosques,
cultivos de arbolados de rotacién corta, residuos industriales, paja de trigo, paja de avena, paja de arroz, paja de
cebada, paja de centeno, paja de lino, cascaras de soja, cascaras de arroz, paja de arroz, pienso de gluten de trigo,
cascaras de avena, cafia de azucar, tallos y hojas de maiz, cafias de maiz, mazorcas de maiz, vainas de maiz,
pasto varilla, miscanthus, sorgo dulce, tallos de colza, tallos de soja, pasto de pradera, pasto gama, cola de zorro;
pulpa de remolacha dulce, pulpa de frutas citricas, cascaras de semillas, residuos animales celuldsicos, recortes de
césped, algodoén, algas marinas, arboles, madera blanda, madera dura, alamo, pino, arbustos, hierbas, trigo, paja de
trigo, bagazo de cafia de azlcar, maiz, vainas de maiz, mazorcas de maiz, grano de maiz, fibra de granos,
productos y subproductos de la molienda en seco o hiumedo de granos, residuos soélidos municipales, papel residual,
residuos de jardineria, material herbaceo, residuos agricolas, residuos forestales, residuos sélidos municipales,
papel residual, pulpa, residuos de molienda de papel, ramas, arbustos, cafias, maiz, vainas de maiz, un cultivo
energético, bosque, una fruta, una flor, un grano, una hierba, un cultivo herbaceo, una hoja, corteza, una espina, un
tronco, una raiz, un arbol joven, un matorral, pasto varilla, un arbol, una verdura, piel de fruta, una vid, pulpa de
remolacha azucarera, cascarillas de trigo, cascaras de avena, madera dura o blanda, material de residuos organicos
generado de un proceso agricola, residuos de madera de silvicultura, o una combinacién de cualesquiera dos o mas
de los mismos.

Una vision general de algunas composiciones de azlcares adecuadas derivadas de lignocelulosa y la composicion
de azucares de sus hidrolizados se da en la Tabla 1. Las lignocelulosas enumeradas incluyen: mazorcas de maiz,
fibra de maiz, cascaras de arroz, cascaras de meldn, pulpa de remolacha azucarera, paja de trigo, bagazo de cana
de azucar, madera, pasto y prensados de aceituna.

Tabla 1: Vision general de las composiciones de azicares de materiales lignoceluldsicos. Gal=galactosa, Xil=xilosa,
Ara=arabinosa, Man=manosa, Glu=glutamato, Ram=ramnosa. Se da el porcentaje de galactosa (% de Gal) y la
fuente bibliografica.

Material lignocelulésico Gal | Xil | Ara | Man | Glu | Ram | Suma | %de Gal. | Bibl.
Mazorca de maiz a 10 | 286 | 36 227 11 570 1,7 (1)
Mazorca de maiz b 131 | 228 | 160 144 663 19,8 (1)
Cascaras de arroz a 9 122 | 24 18 234 10 417 2,2 (1)
Cascaras de arroz b 8 120 | 28 209 12 378 2,2 (1)
Cascaras de melon 6 120 | 11 208 16 361 1,7 (1)
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Material lignocelulésico Gal | Xil | Ara | Man | Glu | Ram | Suma | %de Gal. | Bibl.
Pulpa de remolacha azucarera 51 17 | 209 11 211 24 523 9,8 (2)
Paja de trigo Idaho 15 | 249 | 36 396 696 2,2 (3)
Fibra de maiz 36 | 176 | 113 372 697 5,2 (4)
Bagazo de cafia de aztcar 14 180 | 24 5 391 614 2,3 (5)
Hojas y tallos de maiz 19 | 209 | 29 370 626 (6)
Athel (madera) 5 118 7 3 493 625 0,7 (7)
Eucalipto (madera) 22 105 8 3 445 583 3,8 (7)
CWR (pasto) 8 165 | 33 340 546 1,4 (7)
JTW (pasto) 7 169 | 28 311 515 1,3 (7)
MSW 4 24 5 20 | 440 493 0,9 (7)
Vegetacion de pasto alpiste 16 117 | 30 6 209 1 379 4,2 (8)
Semilla de pasto alpiste 13 163 | 28 6 265 1 476 2,7 9)
Residuos del prensado de aceitunas 15 | 111 24 8 329 487 3,1 9)

Es evidente de la Tabla 1 que en estas lignocelulosas una alta cantidad de azlcar esta presente en forma de
glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa. La conversion de glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa en el producto de
fermentacion es asi de gran importancia econdmica. También esta presente manosa en algunos materiales de
lignocelulosa, aunque normalmente en cantidades mas bajas que los azUcares previamente mencionados.
Ventajosamente, por tanto, también se convierte manosa por la célula de azticares mixtos.

La célula de azucares mixtos

La célula de azicares mixtos comprende dos a quince copias de uno o mas genes de xilosa isomerasa o dos a
quince copias de uno o mas genes de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, y dos a diez copias de araA, araBy
araD, en la que estos genes estan integrados en el genoma de la célula.

En una realizacion, la célula de azucares mixtos comprende aproximadamente ocho copias u ocho copias de xilosa
isomerasa, en la que estos genes estan integrados en el genoma de la célula de azicares mixtos. En otra
realizacion, la célula de azicares mixtos comprende ocho copias de una xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, en
la que estos genes estan integrados en el genoma de la célula de aztcares mixtos.

El nimero de copias puede ser determinado por el experto por cualquier método conocido. En los ejemplos se
describe un método adecuado.

La célula de aztcares mixtos comprende dos a diez copias de genes araA, araB'y araD, en la que estos genes estan
integrados en el genoma de la célula. Es capaz de fermentar glucosa, arabinosa, xilosa y galactosa.

En una realizacion, la célula de azlcares mixtos comprende dos copias, tres copias, cuatro copias cinco copias, seis
copias, siete copias, ocho copias, nueve copias o diez copias, dos a diez, dos a nueve, dos a ocho, dos a siete, dos
a seis, dos a cinco, dos a cuatro, tres a diez, tres a nueve, tres a ocho, tres a siete, tres a seis, tres a cinco, cuatro a
diez, cuatro a nueve, cuatro a ocho, cuatro a siete o cuatro a seis copias de cada uno de los genes araA, araB 'y
araD, en la que estos genes estan integrados en el genoma de la célula. En una realizacion, la célula de azucares
mixtos comprende aproximadamente cuatro, o cuatro copias de cada uno de los genes araA, araBy araD, en la que
estos genes estan integrados en el genoma de la célula.

En una realizacion, el nimero de copias de gen de xilosa isomerasa o xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa en la
célula de azucares mixtos es ocho o nueve. En una realizacion, el nUmero de copias de los genes araA, araB 'y araD
en la célula de azlcares mixtos es 3 0 4.

En una realizacion, la célula es capaz de convertir el 90 % o mas de glucosa, xilosa arabinosa, galactosa y manosa
disponible en un producto de fermentacion. En una realizacion, la célula es capaz de convertir el 91 % o mas, el
92 % o mas, el 94 % o mas, el 95 % o mas, el 96 % o mas, el 97 % o mas, el 98 % o mas o el 100 % de toda la
glucosa, xilosa arabinosa, galactosa y manosa disponible en un producto de fermentacion.
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En una realizacion, la célula tiene una interrupcion o delecion del gen GALS0.

En una realizacién de la invencioén, la célula de azicares mixtos es capaz de fermentar uno o mas azucares
adicionales, preferentemente azucar C5 y/o C6, por ejemplo, manosa. En una realizaciéon de la invencion, la célula
de azucares mixtos comprende uno o mas de: un gen xylA, gen XYL1y gen XYL2 y/o gen XKS1, para permitir que la
célula de azucares mixtos fermente xilosa; delecion del gen de aldosa reductasa (GRES3); expresion en exceso de
los genes de PPP TAL1, TKL1, RPE1 y RKI1 para permitir el aumento del flujo a través de la via de la pentosa
fosfato en la célula.

En una realizacion, la célula de azlUcares mixtos es una célula industrial, mas preferentemente una levadura
industrial. Una célula industrial y célula de levadura industrial puede definirse del siguiente modo. Los entornos vivos
de células (de levadura) en procesos industriales son significativamente diferentes de aquellos en el laboratorio.
Células de levadura industriales deben ser capaces de rendir bien en multiples condiciones medioambientales que
pueden variar durante el proceso. Tales variaciones incluyen cambio en las fuentes de nutriente, pH, concentracion
de etanol, temperatura, concentracion de oxigeno, etc., que juntos tienen el potencial de tener un impacto sobre el
crecimiento celular y la produccién de etanol de Saccharomyces cerevisiae. En condiciones industriales adversas,
las cepas tolerantes medioambientales deben permitir el crecimiento y la produccidon robustos. Las cepas de
levadura industriales son generalmente mas robustas hacia estos cambios en condiciones medioambientales que
pueden producirse en las aplicaciones en las que se usan, tales como en la industria de la panaderia, industria
cervecera, viticultura y la industria del etanol. En una realizacion, la célula de azicares mixtos industrial se construye
basandose en una célula hospedadora industrial, en la que la construccidon se realiza como se describe en lo
sucesivo. Ejemplos de levadura industrial (S. cerevisiae) son Ethanol Red® (Fermentis), Fermiol® (DSM) y
Thermosacc® (Lallemand).

En una realizacién, la célula de azuicares mixtos es tolerante a inhibidor. La tolerancia a inhibidor es resistencia a
inhibir compuestos. La presencia y nivel de compuestos inhibidores en lignocelulosa puede variar ampliamente con
la variacion de materia prima, proceso de hidrélisis del método de pretratamiento. Ejemplos de categorias de
inhibidores son acidos carboxilicos, furanos y/o compuestos fendlicos. Ejemplos de acidos carboxilicos son acido
lactico, acido acético o acido férmico. Ejemplos de furano son furfural e hidroximetilfurfural. Ejemplos de compuestos
fendlicos son vainillina, acido siringico, acido ferdlico y acido cumarico. Las cantidades tipicas de inhibidores son
para acidos carboxilicos: varios gramos por litro, hasta 20 gramos por litro o mas, dependiendo de la materia prima,
el pretratamiento y las condiciones de hidrolisis. Para furanos: varios cientos de miligramos por litro hasta varios
gramos por litro, dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las condiciones de hidrdlisis. Para fendlicos:
varias decenas de miligramos por litro, hasta un gramo por litro, dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y
las condiciones de hidrdlisis.

Las cepas de azucares mixtos segun la invencién son tolerantes a inhibidor, es decir, pueden resistir a inhibidores
comunes al nivel que normalmente tienen con condiciones de pretratamiento e hidrélisis comunes, de manera que
las cepas de azlcares mixtos pueden encontrar una amplia aplicacién, es decir, tiene alta aplicabilidad para
diferente materia prima, diferentes métodos de pretratamiento y diferentes condiciones de hidrolisis.

En una realizacion, la célula de azlcares mixtos industrial se construye basandose en una célula hospedadora
tolerante a inhibidor, en la que la construccién se realiza como se describe en lo sucesivo. Pueden seleccionarse
células hospedadoras tolerantes a inhibidor seleccionando cepas para el crecimiento sobre inhibidores que
contienen materiales, tal como se ilustra en Kadar et al., Appl. Biochem. Biotechnol. (2007), Vol. 136-140, 847-858,
en el que se seleccioné una cepa de S. cerevisiae tolerante a inhibidor ATCC 26602.

En una realizacion, la célula de azliicares mixtos esta libre de marcador. Como se usa en el presente documento, el
término "marcador” se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que permite la seleccién de, o el cribado
de, una célula hospedadora que contiene el marcador. Libre de marcador significa que los marcadores estan
esencialmente ausentes en la célula de azlicares mixtos. El estar libre de marcador es particularmente ventajoso
cuando se han usado marcadores de antibiético en la construccion de la célula de azlicares mixtos y se eliminan a
partir de aqui. La eliminacién de marcadores puede hacerse usando cualquier técnica del estado de la técnica
adecuada, por ejemplo, recombinacién intramolecular. Un método adecuado de la eliminacién de marcadores se
ilustra en los ejemplos.

Una célula de azlcares mixtos puede ser capaz de convertir biomasa de planta, celulosas, hemicelulosas, pectinas,
ramnosa, galactosa, fructosa, maltosa, maltodextrinas, ribosa, ribulosa, o almidén, derivados de almidon, sacarosa,
lactosa y glicerol, por ejemplo en azucares fermentables. Por consiguiente, una célula de azlicares mixtos puede
expresar una o mas enzimas tales como una celulasa (una endocelulasa o una exocelulasa), una hemicelulasa (una
endo- o exo-xilanasa o arabinasa) necesaria para la conversion de celulosa en mondmeros de glucosa y
hemicelulosa en xilosa y monémeros de arabinosa, una pectinasa capaz de convertir pectinas en acido glucurénico y
acido galacturénico o una amilasa para convertir almidén en monémeros de glucosa.

La célula de azucares mixtos puede comprender ademas aquellas actividades enzimaticas requeridas para la
conversién de piruvato en un producto de fermentacién deseado, tal como etanol, butanol, acido lactico, acido 3-
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hidroxipropiénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido fumarico, acido malico, acido
itaconico, un aminoacido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibidtico $-lactamico o una cefalosporina.

En una realizacién, la célula de azlUcares mixtos es una célula que es naturalmente capaz de fermentacion
alcohdlica, preferentemente, fermentacién alcohdlica anaerobia. Una célula de azlcares mixtos tiene
preferentemente una alta tolerancia a etanol, una alta tolerancia a pH bajo (es decir, capaz de crecimiento a un pH
inferior a aproximadamente 5, aproximadamente 4, aproximadamente 3, o aproximadamente 2,5) y hacia productos
organicos y/o una alta tolerancia a temperaturas elevadas.

Cualquiera de las caracteristicas o actividades anteriores de una célula de azlcares mixtos puede estar
naturalmente presente en la célula o puede introducirse o modificarse por modificacion genética.

Construccién de la cepa de azucares mixtos

Segun una realizacion, los genes pueden introducirse en la célula de azucares mixtos introduciendo en una célula
hospedadora:

a) una agrupacion que consiste en los genes araA, araB y araD bajo el control de un promotor constitutivo
fuerte

b) una agrupacion que consiste en los genes de PPP TAL1, TKL1, RPE1y RKI1, opcionalmente bajo el control
de promotor constitutivo fuerte; y delecion de un gen de aldosa reductasa;

C) una agrupacion que consiste en un gen xyl/A y un gen XKS1 bajo el control de promotor constitutivo fuerte;

d) una construccion que comprende un gen xy/A bajo el control de un promotor constitutivo fuerte, que tiene la
capacidad de integrarse en el genoma en multiples loci;

y evolucién adaptativa para producir la célula de azicares mixtos. La célula anterior puede construirse usando
técnicas de expresion recombinante.

Expresién recombinante

La célula de azucares mixtos es una célula recombinante. Es decir, una célula de azlcares mixtos comprende, o se
transforma con o se modifica genéticamente con una secuencia de nucleétidos que no se produce en la célula en
cuestion.

Técnicas para la expresion recombinante de enzimas en una célula, ademas de para las modificaciones genéticas
adicionales de una célula de azucares mixtos, son muy conocidas para aquellos expertos en la materia.
Normalmente, tales técnicas implican la transformacién de una célula con construcciéon de acidos nucleicos que
comprende la secuencia relevante. Tales métodos se conocen, por ejemplo, de manuales estandar, tales como
Sambrook y Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al., eds., "Current protocols in molecular biology", Green
Publishing and Wiley Interscience, New York (1987). Métodos para la transformacion y modificacion genética de
células hospedadoras fungicas se conocen de, por ejemplo, los documentos EP-A-0635 574, WO 98/46772,
WO 99/60102, WO 00/37671, WO90/14423, EP-A-0481008, EP-A-0635574 y US 6.265.186.

Normalmente, la construccion de acidos nucleicos puede ser un plasmido, por ejemplo, un plasmido de copia baja o
un plasmido de copia alta. La célula segun la presente invencion puede comprender una Unica copia o multiples
copias de la secuencia de nucleétidos que codifica una enzima, por ejemplo, por multiples copias de una
construccion de nucleétidos o por el uso de la construccién que tiene multiples copias de la secuencia de enzima.

La construcciéon de acidos nucleicos puede mantenerse episémicamente y asi comprender una secuencia para la
replicacién autdbnoma, tal como una secuencia de secuencia de replicaciéon autosémica. Una construccién episémica
adecuada de acidos nucleicos puede basarse, por ejemplo, en los plasmidos 2y o pKD1 de levadura (Gleer et al.,
1991, Biotechnology 9:968-975), o los plasmidos AMA (Fierro et al.,, 1995, Curr Genet. 29:482-489).
Alternativamente, cada construccion de acidos nucleicos puede integrarse en una o mas copias en el genoma de la
célula. La integracion en el genoma de la célula puede producirse al azar por recombinacién no homologa, pero
preferentemente, la construccion de acidos nucleicos puede integrarse en el genoma de la célula por recombinacion
homologa como es muy conocido en la técnica (véanse, por ejemplo, los documentos W090/14423, EP-A-0481008,
EP-A-0635 574 y US 6.265.186).

La mayoria de los plasmidos episémicos o 2u son relativamente inestables, perdiéndose en aproximadamente 10%0
mas células después de cada generacion. Incluso en condiciones de crecimiento selectivo, solo del 60 % al 95 % de
las células retienen el plasmido episémico. El nimero de copias de la mayoria de los plasmidos episémicos oscila de
20-100 por célula de hospedadores cir’. Sin embargo, los plasmidos no estan igualmente distribuidos entre las
células, y hay una alta varianza en el nimero de copias por célula en las poblaciones. Cepas transformadas con
plasmidos integrativos son extremadamente estables, incluso en ausencia de presion selectiva. Sin embargo, puede
producirse pérdida de plasmidos en aproximadamente 10 a 10™ frecuencias por recombinacién homoéloga entre
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ADN repetido en tandem, conduciendo a pérdida por formacion de bucle de la secuencia del vector.
Preferentemente, el disefio del vector en el caso de integracion estable es tal que, ante la pérdida de los genes de
marcadores de seleccion (que también ocurre mediante recombinaciéon homologa intramolecular), esa pérdida por
formacién de bucle de la construccion integrada ya no es posible. Preferentemente, los genes estan, por lo tanto,
integrados de forma estable. La integracion estable se define en el presente documento como la integraciéon dentro
del genoma, en el que ya no es posible la pérdida por formacion de bucle de la construccion integrada.
Preferentemente, los marcadores de seleccidon estan ausentes. Normalmente, la secuencia codificante de la enzima
estara operativamente unid a una o mas secuencias de acidos nucleicos, capaces de proporcionar o ayudar en la
transcripcion y/o traduccion de la secuencia de la enzima.

El término "operativamente unido" se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar en la manera esperada. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta
operativamente unido a una secuencia codificante de modo que dicho promotor o potenciador afecte la transcripcion
de la secuencia codificante.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" se refiere a un fragmento de acido nucleico que
funciona para controlar la transcripcion de uno o mas genes, localizado en la direccién 5' con respecto a la direccion
de transcripcion del sitio de iniciacion de la transcripcion del gen, y esta estructuralmente identificado por la
presencia de un sitio de union para la ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcion y
cualquier otra secuencia de ADN conocida por un experto en la materia. Un promotor "constitutivo" es un promotor
que esta activo bajo la mayoria de las condiciones medioambientales y de desarrollo. Un promotor "inducible" es un
promotor que esta activo bajo regulacion medioambiental o del desarrollo.

El promotor que podria usarse para lograr la expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima
segun la presente invencion puede no ser nativo a la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima que va a
expresarse, es decir, un promotor que es heterdlogo a la secuencia de nucleétidos (secuencia codificante) a la que
esta operativamente unido. Sin embargo, el promotor puede ser homodlogo, es decir, enddgeno, a la célula
hospedadora.

Los promotores estan ampliamente disponibles y son conocidos para el experto. Ejemplos adecuados de tales
promotores incluyen, por ejemplo, promotores de genes glucoliticos, tales como los promotores de fosfofructocinasa
(PFK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPD, TDH3 o GAPDH), piruvato
cinasa (PYK), fosfoglicerato cinasa (PGK) de levaduras u hongos filamentosos; mas detalles sobre tales promotores
de levadura pueden encontrarse en (documento WO 93/03159). Otros promotores utiles son los promotores de
genes que codifican proteinas ribosémicas, el promotor del gen de 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 de activacion en la direccion 5' seran conocidos por aquellos
expertos en la materia. Los promotores usados en las células hospedadoras de la invenciéon pueden modificarse, si
se desea, para afectar sus caracteristicas de control. Promotores adecuados en este contexto incluyen tanto
promotores naturales constitutivos como inducibles, ademas de promotores modificados por ingenieria, que son muy
conocidos por el experto en la materia. Promotores adecuados para células hospedadoras eucariotas pueden ser
GAL7, GAL10, o GAL1, CYC1, HIS3, ADH1, PGL, PH05, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO1, TPI1y AOX1.
Otros promotores adecuados incluyen PDC1, GPD1, PGK1, TEF1y TDH3.

En una célula de azlcares mixtos, el extremo 3' de la secuencia de acidos nucleicos que codifica la enzima esta
preferentemente unido operativamente a una secuencia terminadora de la transcripcién. Preferentemente, la
secuencia terminadora es operable en una célula hospedadora de eleccion, tal como, por ejemplo, las especies de
levadura de eleccion. En cualquier caso, la eleccion del terminador no es critica; puede ser, por ejemplo, de
cualquier gen de levadura, aunque los terminadores pueden funcionar algunas veces si son de un gen eucariota
distinto de levadura. Normalmente, una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima comprende un terminador.
Preferentemente, tales terminadores se combinan con mutaciones que previenen el decaimiento del ARNm mediado
por elementos sin sentido en la célula hospedadora de azlcares mixtos (véase, por ejemplo: Shirley et al., 2002,
Genetics 161:1465-1482).

La secuencia de terminacién de la transcripcion comprende preferentemente ademas una sefial de poliadenilacion.

Opcionalmente, puede estar presente un marcador de selecciéon en una construccion de acido nucleico adecuada
para su uso en la invencién. Como se usa en el presente documento, el término "marcador” se refiere a un gen que
codifica un rasgo o un fenotipo que permite la seleccion de, o el cribado de, una célula hospedadora que contiene el
marcador. El gen marcador puede ser un gen de resistencia a antibidticos por el cual puede usarse el antibiético
apropiado para seleccionar células transformadas de entre células que no estan transformadas. Ejemplos de
marcadores de resistencia a antibiético adecuados incluyen, por ejemplo, dihidrofolato reductasa, higromicina-B-
fosfotransferasa, 3'-O-fosfotransferasa Il (resistencia a kanamicina, neomicina y G418). Los marcadores de
resistencia a antibiético pueden ser mas convenientes para la transformaciéon de células hospedadoras poliploides.
También pueden usarse marcadores no de resistencia a antibidtico, tales como marcadores auxotréficos (URA3,
TRP1, LEU2) o el gen TPI de S. pombe (descrito por Russell P R, 1985, Gene 40: 125-130). En una realizacion
preferida, las células hospedadoras transformadas con las construcciones de acido nucleico estan libres de genes
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marcadores. Métodos de construccion de células hospedadoras microbianas recombinantes libres de genes
marcadores se desvelan en el documento EP-A-0 635 574 y se basan en el uso de marcadores bidireccionales tales
como el gen de A. nidulans amdS (acetamidasa) o los genes de levadura URA3 y LYS2. Alternativamente, puede
incorporarse un marcador de selecciéon tal como proteina verde fluorescente, lacL, luciferasa, cloranfenicol
acetiltransferasa, beta-glucuronidasa en las construcciones de acido nucleico de la invencion, que permite cribar las
células transformadas.

Elementos adicionales opcionales que pueden estar presentes en las construcciones de acido nucleico adecuadas
para su uso en la invencion incluyen una o mas secuencias conductoras, potenciadores, factores de integracion, y/o
genes indicadores, secuencias intrénicas, centromeros, telomeros y/o secuencias de unién a matriz (MAR). Las
construcciones de acido nucleico de la invenciéon pueden comprender ademas una secuencia para replicacion
autéonoma, tal como una secuencia ARS.

El proceso de combinacién puede asi ejecutarse con técnicas de recombinacion conocidas. Diversos medios son
conocidos por aquellos expertos en la materia para la expresion y expresion en exceso de enzimas en una célula de
azucares mixtos. En particular, una enzima puede expresarse en exceso aumentando el nimero de copias del gen
que codifica la enzima en la célula hospedadora, por ejemplo, mediante la integracion de copias adicionales del gen
en el genoma de la célula hospedadora, mediante la expresion del gen desde un vector de expresion multicopia
episdomico o mediante la introduccién de un vector de expresion episdmico que comprende multiples copias del gen.

Alternativamente, la expresion en exceso de enzimas en las células hospedadoras de la invencion puede lograrse
usando un promotor que no es nativo a la secuencia que codifica la enzima que va a expresarse en exceso, es decir,
un promotor que es heterdlogo a la secuencia codificante a la que esta operativamente unido. Aunque el promotor es
preferentemente heterélogo a la secuencia codificante a la que esta operativamente unido, también se prefiere que
el promotor sea homologo, es decir, enddgeno a la célula hospedadora. Preferentemente, el promotor heterélogo es
capaz de producir un mayor nivel de 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 a la secuencia codificante. Promotores adecuados en este contexto incluyen tanto promotores
naturales constitutivos como inducibles, ademas de promotores modificados por ingenieria.

En una realizacion, la célula de azicares mixtos esta libre de marcadores, que significa que no estan presentes
marcadores auxotroficos o dominantes, en particular marcadores de resistencia a antibioticos, en el genoma o
extracromosémicamente.

La secuencia codificante usada para la expresion en exceso de las enzimas mencionadas anteriormente puede
preferentemente ser homologa a la célula hospedadora. Sin embargo, pueden usarse secuencias codificantes que
son heterdlogas al hospedador.

La expresion en exceso de una enzima, cuando se refiere a la produccion de la enzima en una célula genéticamente
modificada, significa que la enzima se produce a un nivel mayor de actividad enzimatica especifica en comparacion
con la célula hospedadora sin modificar en condiciones idénticas. Normalmente, esto significa que la proteina
enzimaticamente activa (o proteinas en el caso de enzimas con multiples subunidades) se produce en cantidades
mayores, o bien a un nivel de estado estacionario mayor en comparacion con la célula hospedadora sin modificar, en
condiciones idénticas. Similarmente, esto normalmente significa que el ARNm que codifica la proteina
enzimaticamente activa se produce en cantidades mayores, o nuevamente a un nivel de estado estacionario mayor,
en comparacién con la célula hospedadora sin modificar en condiciones idénticas. Preferentemente, en un
hospedador, una enzima que va a expresarse en exceso se expresa en exceso al menos un factor de
aproximadamente 1,1, aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,5, aproximadamente 2, aproximadamente 5,
aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparacion con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto
por la modificacion genética que causa la expresion en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresion en
exceso pueden aplicarse al nivel de estado estacionario de la actividad de la enzima, al nivel de estado estacionario
de la proteina de la enzima, ademas de al nivel de estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

Adaptacién

La adaptacion es el proceso evolutivo por el cual una poblacién se vuelve mas adecuada (adaptada) para su habitat
o habitats. Este proceso tiene lugar durante de varias a muchas generaciones, y es uno de los fendmenos basicos
de la biologia.

El término adaptacion también se puede referir a una caracteristica que es especialmente importante para la
supervivencia de un organismo. Tales adaptaciones se producen en una poblacion variable por las formas mejor
adecuadas que se reproducen mas satisfactoriamente, mediante seleccién natural.

Los cambios en las condiciones medioambientales alteran el resultado de la seleccidon natural, que afecta los
beneficios selectivos de adaptaciones posteriores que mejoran la aptitud de un organismo bajo las nuevas
condiciones. En el caso de un cambio medioambiental extremo, la aparicion y fijacion de adaptaciones beneficiosas
puede ser esencial para la supervivencia. Un gran numero de factores diferentes, tales como, por ejemplo,
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disponibilidad de nutrientes, temperatura, la disponibilidad de oxigeno, etcétera, pueden impulsar la evolucion
adaptativa.

Aptitud

Hay una clara relacion entre la adaptabilidad (el grado al cual un organismo es capaz de vivir y reproducirse en un
grupo dado de habitats) y la aptitud. La aptitud es una estimacion y un factor prondstico de la tasa de seleccion
natural. Mediante la aplicacién de la seleccién natural, las frecuencias relativas de fenotipos alternativos variaran con
el tiempo, si son heredables.

Cambios genéticos

Cuando la seleccidon natural actia sobre la variabilidad genética de la poblacién, los cambios genéticos son el
mecanismo subyacente. Por este medio, la poblacion se adapta genéticamente a sus circunstancias. Los cambios
genéticos pueden producir estructuras visibles, o pueden ajustar la actividad fisiolégica del organismo en un modo
que se adecue al habitat cambiado.

Puede ocurrir que los habitats cambien frecuentemente. Por tanto, de esto resulta que el proceso de adaptacion
nunca esta finalmente completo. Con el tiempo, puede ocurrir que el entorno cambie gradualmente, y la especie
llegue a adaptarse a su entorno cada vez mejor. Por otra parte, puede ocurrir que los cambios en el entorno ocurran
con relativa rapidez, y entonces la especie se vuelva cada menos bien adaptada. La adaptacion es un proceso
genético, que esta ocurriendo todo el tiempo de algun modo, también cuando la poblacion no cambia el habitat o
entorno.

La evolucion adaptativa

Las células de azucares mixtos pueden someterse en su preparacion a evolucion adaptativa. Una célula de azucares
mixtos puede adaptarse a la utilizacion de azucares mediante seleccion de mutantes, ya sean espontaneos o
inducidos (por ejemplo, mediante radiacion o productos quimicos), para crecer sobre el azlcar deseado,
preferentemente como Unica fuente de carbono, y mas preferentemente en condiciones anaerobias. Puede
realizarse seleccion de mutantes por técnicas que incluyen transferencia en serie de cultivos como, por ejemplo, se
describe por Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664) o por cultivo bajo presion selectiva en un cultivo
quimiostatico. Por ejemplo, en una célula hospedadora preferida, al menos una de las modificaciones genéticas
descritas previamente, que incluye las modificaciones obtenidas por seleccion de mutantes, confiere a la célula
hospedadora la capacidad de crecer sobre xilosa como fuente de carbono, preferentemente como Unica fuente de
carbono, y preferentemente en condiciones anaerobias. Cuando se usa XI como gen para convertir xilosa,
preferentemente la célula esencialmente no produce xilitol, por ejemplo, el xilitol producido esta por debajo del limite
de deteccion o, por ejemplo, es inferior a aproximadamente el 5, aproximadamente el 2, aproximadamente el 1,
aproximadamente el 0,5, o aproximadamente el 0,3 % del carbono consumido en base molar.

La evolucion adaptativa también se describe, por ejemplo, en Wisselink HW. et al., Applied and Environmental
Microbiology Aug. 2007, p. 4881-4891

En una realizacion de la evolucion adaptativa se aplica un régimen que consiste en cultivo discontinuo repetido con
ciclos repetidos de crecimiento consecutivo en diferentes medios, por ejemplo, tres medios con diferentes
composiciones (glucosa, xilosa y arabinosa; xilosa y arabinosa. Véase Wisselink et al. (2009) Applied and
Environmental Microbiology, Feb. 2009, p. 907-914.

Transformacion de levaduras y estabilidad genética

La ingenieria genética, es decir, la transformacion de células de levadura con ADN recombinante, fue posible por
primera vez en 1978 [Beggs, 1978; Hinnen et al., 1978]. La tecnologia de ADN recombinante en levadura se ha
establecido desde entonces. Estan disponibles una multitud de diferentes construcciones de vector. Generalmente,
estos vectores plasmidicos, denominados vectores lanzadera, contienen material genético derivado de vectores de
E. coli que consiste en un origen de replicacion y un marcador de seleccion (frecuentemente el gen de R-lactamasa,
ampR), que les permite propagarse en E. coli antes de la transformaciéon en células de levadura. Ademas, los
vectores lanzadera contienen un marcador de seleccién para seleccion en levadura. Los marcadores pueden ser
genes que codifican enzimas para la sintesis de un aminoacido o nucleétido particular, de manera que las células
que llevan la delecion gendmica correspondiente (o mutacién) se complementan para auxotrofia o autotrofia.
Alternativamente, estos vectores contienen marcadores de resistencia dominantes heterélogos, que proveen a las
células de levadura recombinantes (es decir, las células que han incorporado el ADN y expresan el gen marcador)
resistencia hacia ciertos antibiéticos, como g418 (Geneticin), higromicina B o fleomicina. Ademas, estos vectores
pueden contener una secuencia de sitios de restriccion (combinados) (sitio de clonacion multiple o MCS) que
permitira clonar ADN foraneo en estos sitios, aunque también existen métodos alternativos.

Tradicionalmente, pueden distinguirse cuatro tipos de vectores lanzadera por la ausencia o presencia de elementos
genéticos adicionales:
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o Plasmidos integrativos (Ylp) que se integran por recombinacion homologa dentro del genoma del hospedador
en el locus del gen marcador u otro gen, cuando éste se abre por restriccion y se usa el ADN linealizado para la
transformacion de las células de levadura. Esto generalmente resulta en presencia de una copia del ADN
foraneo insertado en este sitio particular en el genoma.

. Plasmidos episémicos (YEp) que llevan parte de la secuencia de ADN del plasmido 2 y necesaria para la
replicacion auténoma en células de levadura. Se propagan multiples copias del plasmido transformado en la
célula de levadura y se mantienen como episomas.

. Plasmidos de replicacion auténoma (YRp) que llevan un origen de replicacion para levaduras (ARS, secuencia
replicada auténomamente) que permite que los plasmidos transformados se propaguen varios cientos de
veces.

. Plasmidos CEN (YCp) que llevan, ademas de una secuencia ARS, una secuencia centromérica (derivada de
uno de los cromosomas nucleares) que normalmente garantiza la segregacion mitética estable y normalmente
reduce el nUmero de copias de plasmido autoreplicado a solo una.

Estos plasmidos se introducen en las células de levadura por transformacion. La transformacion de células de
levadura puede lograrse por varias técnicas diferentes, tales como permeabilizacion de las células con acetato de
litio (Ito et al., 1983) y métodos de electroporacion.

En la aplicacion comercial de microorganismos recombinantes, la inestabilidad del plasmido es el problema mas
importante. La inestabilidad es la tendencia de las células transformadas a perder sus propiedades modificadas por
ingenieria debido a cambios o a perdida de plasmidos. Este problema se trata en detalle por Zhang et al (Plasmid
stability in recombinant Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology Advances, Vol. 14, N.° 4, pp. 401-435, 1996). Las
cepas transformadas con plasmidos integrativos son extremadamente estables, incluso en ausencia de presion
selectiva (Sherman, F. http://dbb.urmc.rochester.edu/labs/sherman f/yeast/9.html y referencias en la misma).

El ADN heterélogo normalmente se introduce en el organismo en forma de plasmidos extracromosomicos (YEp, YCp
y YRp). Desafortunadamente, se ha encontrado, tanto con bacterias como con levaduras, que no pueden ser
retenidas las nuevas caracteristicas, especialmente si la presién de seleccién no se aplica continuamente. Esto es
debido a la inestabilidad segregacional del plasmido hibrido cuando las células recombinantes crecen durante un
largo periodo de tiempo. Esto conduce a heterogeneidad de la poblacién y variabilidad clonal, y eventualmente a una
poblacion celular en la que la mayoria de las células han perdido las propiedades que se introdujeron por la
transformacion. Si se usan vectores con marcadores auxotroficos, el cultivo en medios ricos frecuentemente
conduce a una perdida rapida del vector, debido a que el vector solo se retiene en medio minimo. La alternativa, el
uso de marcadores de resistencia a antibiéticos dominantes, frecuentemente no es compatible con los procesos de
produccion. El uso de antibidticos puede ser no deseable desde el punto de vista del registro (la posibilidad de que
cantidades traza del antibiético terminen en el producto final) o por motivos econdmicos (costes del uso de
antibioticos a escala industrial).

La pérdida de vectores conduce a problemas en situaciones de produccidon a gran escala. Existen métodos
alternativos para la introduccion de ADN para levaduras, tales como el uso de plasmidos integrativos (Ylp). EI ADN
se integra en el genoma hospedador mediante recombinacién, produciendo alta estabilidad (Caunt, P. Stability of
recombinant plasmids in yeast. Journal of Biotechnology 9(1988) 173 -192). Los presentes inventores han
encontrado que es una buena alternativa un método de integraciéon que usa los transposones del hospedador.

Transposones

Segun la invencion, se integran dos a quince genes de xilosa isomerasa o genes de xilosa reductasa y xilitol
deshidrogenasa en el genoma de la célula de azicares mixtos. En una realizacion, la introduccion inicial (es decir,
antes de la evolucién adaptativa) de multiples copias, puede ejecutarse de cualquier modo conocido en la técnica
que conduzca a la introduccion de los genes. En una realizacion, esto puede llevarse a cabo usando un vector con
partes homologas a secuencias repetitivas (transposones), de la célula hospedadora. Cuando la célula hospedadora
es una célula de levadura, secuencias repetidas adecuadas son las repeticiones terminales largas (LTR) del
elemento Ty, conocido como secuencia delta.

Los elementos Ty se clasifican en dos subfamilias bastante similares denominadas Ty1 y Ty2. Estos elementos son
de aproximadamente 6 kilobases (kb) de longitud y estan unidos mediante repeticiones terminales largas (LTR),
secuencias de aproximadamente 335 pares de bases (Boeke JD et al., The Saccharomyces cerevisiae Genome
Contains Functional and Nonfunctional Copies of Transposon Ty1. Molecular and Cellular Biology, Apr. 1988, p.
1432-1442 Vol. 8, N.° 4). En la cepa totalmente secuenciada de S. cerevisiae, S288c, los transposones mas
abundantes son Ty1 (31 copias) y Ty2 (13 copias) (Gabriel A, Dapprich J, Kunkel M, Gresham D, Pratt SC, et al.
(2006) Global mapping of transposon location. PLoS Genet 2(12): €212.doi:10.1371/journal.pgen.0020212). Estos
transposones consisten en dos marcos de lectura abiertos solapados (ORF), cada uno de los cuales codifica varias
proteinas. Las regiones codificantes estan flanqueadas por las LTR casi idénticas anteriormente mencionadas. Otros
elementos Ty, pero menos abundantes y mas distintos, en S. cerevisiae comprenden Ty3, Ty4 y Ty5. Para cada

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2651076 T3

familia de elementos Ty de longitud completa hay un orden de magnitud mas de elementos LTR solos dispersos a lo
largo del genoma. Se cree que éstos surgen de la recombinacion LTR-LTR de elementos de longitud completa, con
una escision por formacion de bucle de las regiones internas que codifican proteinas.

Se ha usado el mecanismo de retrotransposicion del retrotransposén Ty para integrar multiples copias a lo largo del
genoma (Boeke et al., 1988; Jacobs et al., 1988). Las repeticiones terminales largas (LTR) del elemento Ty,
conocido como secuencias delta, también son buenas dianas para la integracion por recombinacion homologa ya
que existen en aproximadamente 150-200 copias que estan o bien asociadas a Ty o a sitios solos (Boeke, 1989;
Kingsman and Kingsman, 1988). (Parekh R.N. (1996). An Integrating Vector for Tunable, High Copy, Stable
Integration into the Dispersed Ty DELTA Sites of Saccharomyces cerevisiae. Biotechnol. Prog. 1996, 12, 16-21). Por
adaptacion evolutiva, puede cambiar el nUmero de copias.

La célula hospedadora

La célula hospedadora puede ser cualquier célula hospedadora adecuada para la producciéon de un producto util.
Una célula hospedadora puede ser cualquier célula adecuada, tal como una célula procariota, tal como una bacteria,
0 una célula eucariota. Normalmente, la célula sera una célula eucariota, por ejemplo, una levadura o un hongo
filamentoso.

Las levaduras se definen en la presente como microorganismos eucariotas 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 ya sea por gemacion de un tallo unicelular o pueden crecer por fisién del organismo.
Una levadura preferida como célula de azucares mixtos puede pertenecer a los géneros Saccharomyces,
Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces o Yarrowia.
Preferentemente, la levadura es una capaz de fermentacion anaerobia, mas preferentemente una capaz de
fermentacion alcohdlica anaerobia.

Los hongos filamentosos se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas que incluyen todas
las formas filamentosas de la subdivision Eumycotina. Estos hongos se caracterizan por un micelio vegetativo
compuesto de quitina, celulosa y otros polisacaridos complejos. Los hongos filamentosos que son adecuados para
su uso como una célula de la presente invencion son morfolégicamente, fisioldgicamente y genéticamente distintos
de las levaduras. Pueden usarse ventajosamente células de hongos filamentosos debido a que la mayoria de los
hongos no requieren condiciones estériles para la propagacion y son insensibles a las infecciones por bacteriéfagos.
El crecimiento vegetativo por hongos filamentosos es por elongacion de hifas y el metabolismo del carbono de la
mayoria de los hongos filamentosos es aerobio estricto. Hongos filamentosos preferidos como célula hospedadora
pueden pertenecer al género Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremoniurra, Fusarium o Penicillium. Mas
preferentemente, la célula de hongo filamentoso puede ser una célula de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, un
Penicillium chrysogenum, o Rhizopus oryzae.

En una realizacién, la célula hospedadora puede ser levadura.

Preferentemente, el hospedadora es un hospedador industrial, mas preferentemente una levadura industrial. Un
hospedador industrial y una célula de levadura industrial pueden definirse como sigue. Los entornos vivos de las
células de levadura en procesos industriales son significativamente diferentes de los del laboratorio. Las células de
levadura industriales deben ser capaces de rendir bien bajo multiples condiciones medioambientales que pueden
variar durante el proceso. Tales variaciones incluyen cambios en las fuentes de nutrientes, pH, concentracion de
etanol, temperatura, concentracion de oxigeno, etc., que juntos tienen un posible impacto sobre el crecimiento
celular y la produccion de etanol de Saccharomyces cerevisiae. En condiciones industriales adversas, las cepas
tolerantes al entorno deben permitir un crecimiento y produccion robustos. Las cepas de levaduras industriales son
generalmente mas robustas a estos cambios en las condiciones medioambientales que pueden producirse en las
aplicaciones en las que se usan, tales como en la industria de la panaderia, industria cervecera, viticultura y la
industria del etanol. Ejemplos de levaduras industriales (S. cerevisiae) son Ethanol Red® (Fermentis) Fermiol®
(DSM) y Thermosacc® (Lallemand).

En una realizacion, el hospedador es tolerante a inhibidor. Pueden seleccionarse células hospedadoras tolerantes a
inhibidor mediante el cribado de cepas para crecimiento sobre materiales que contienen inhibidores, tal como se
ilustra en Kadar et al., Appl. Biochem. Biotechnol. (2007), Vol. 136-140, 847-858, en el que se seleccion6 una cepa
tolerante a inhibidor de S. cerevisiae ATCC 26602.

Genes araA, araBy araD

Una célula de azlcares mixtos es capaz de usar arabinosa. Una célula de azucares mixtos es, por tanto, capaz de
convertir L-arabinosa y L-ribulosa y/o xilulosa 5-fosfato y/o en un producto de fermentacién deseado, por ejemplo,
uno de aquellos mencionados en el presente documento.
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Pueden producirse organismos, por ejemplo cepas de S. cerevisiae, capaces de producir etanol a partir de L-
arabinosa modificando una célula por introduccion de los genes araA (L-arabinosa isomerasa), araB (L-ribulocinasa)
y araD (L-ribulosa-5-P4-epimerasa) a partir de una fuente adecuada. Tales genes pueden introducirse en una célula
de azucares mixtos con el objetivo de que sea capaz de usar arabinosa. Un enfoque tal se da se describe en el
documento WO2003/095627. Pueden usarse genes araA, araB 'y araD de Lactobacillus plantanum y se desvelan en
el documento WO02008/041840. Pueden usarse el gen araA de Bacillus subtilis y los genes araB y araD de
Escherichia coli y se desvelan en el documento EP1499708. En otra realizacién, los genes araA, araB 'y araD
pueden derivar de al menos uno del género Clavibacter, Arthrobacter ylo Gramella, en particular uno de Clavibacter
michiganensis, Arthrobacter aurescens y/o Gramella forsetii, como se desvela en el documento WO 2009011591.

Genes de PPP

Una célula de azucares mixtos puede comprender una o mas modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la
via de la pentosa fosfato. En particular, la(s) modificacion (modificaciones) genética(s) puede(n) conducir a un
aumento del flujo a través de la parte no oxidativa de la via de la pentosa fosfato. Una modificacion genética que
produce un aumento del flujo de la parte no oxidativa de la via de la pentosa fosfato se entiende en el presente
documento que significa una modificacion que aumenta el flujo al menos un factor de aproximadamente 1,1,
aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,5, aproximadamente 2, aproximadamente 5, aproximadamente 10 o
aproximadamente 20 en comparacion con el flujo en una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la
modificacion genética que causa el aumento de flujo. El flujo de la parte no oxidativa de la via de la pentosa fosfato
puede medirse cultivando el hospedador modificado sobre xilosa como Unica fuente de carbono, determinando la
tasa de consumo especifico de xilosa y restando la tasa especifica de produccion de xilitol de la tasa especifica de
consumo de xilosa, si es que se produce xilitol. Sin embargo, el flujo de la parte no oxidativa de la via de la pentosa
fosfato es proporcional a la tasa de crecimiento sobre xilosa como Unica fuente de carbono, preferentemente con la
tasa de crecimiento anaeroébico sobre xilosa como Unica fuente de carbono. Hay una relacién lineal entre la tasa de
crecimiento sobre xilosa como Unica fuente de carbono (Umsx) Yy €l flujo de la parte no oxidativa de la via de la
pentosa fosfato. La tasa especifica de consumo de xilosa (Qs) es igual a la tasa de crecimiento (u) dividida entre el
rendimiento de biomasa en azicar (Y,) debido a que el rendimiento de biomasa en azlcar es constante (en un
grupo de condiciones dadas: anaerobias, medio de crecimiento, pH, antecedentes genéticos de la cepa, etc.; es
decir, Qs = Y/ Yxs). Por lo tanto, el aumento de flujo de la parte no oxidativa de la via de la pentosa fosfato puede
deducirse a partir del aumento de la tasa de crecimiento maxima en estas condiciones a pesar del transporte (la
captacion es limitante).

Pueden introducirse una o mas modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la via de la pentosa fosfato en la
célula hospedadora de diversas formas. Estas incluyen, por ejemplo, conseguir mayores niveles de actividad de
estado estacionario de xilulosa cinasa y/o una o mas de las enzimas de la parte no oxidativa de la via de la pentosa
fosfato y/o un nivel en estado estacionario reducido de la actividad inespecifica de aldosa reductasa. Estos cambios
en los niveles de actividad de estado estacionario pueden estar afectados por la seleccion de mutantes
(espontaneos o inducidos por productos quimicos o radiacion) y/o por tecnologia de ADN recombinante, por ejemplo,
por expresion en exceso o inactivacion, respectivamente, de genes que codifican para las enzimas o factores que
regulan estos genes.

En una célula hospedadora preferida, la modificacion genética comprende la expresion en exceso de al menos una
enzima de la (parte no oxidativa) de la via de la pentosa fosfato. Preferentemente, 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 expresarse en exceso diversas combinaciones de las enzimas de la (parte no oxidativa) via
de la pentosa fosfato. Por ejemplo, las enzimas que se expresan en exceso pueden ser al menos las enzimas
ribulosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y
transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-
5-fosfato epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al
menos las enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa,
transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y transaldolasa; o
al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, y transaldolasa; o al menos las
enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa. En una realizacion de la
invencion, cada una de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y
transaldolasa se expresan en exceso en la célula hospedadora. Se prefiere mas una célula hospedadora en la que la
modificacion genética comprenda al menos la expresion en exceso de ambas enzimas transcetolasa y transaldolasa
de modo que una célula hospedadora ya sea capaz de crecimiento anaerobio sobre xilosa. En realidad, en algunas
condiciones, las células hospedadoras que expresan en exceso solo la transcetolasa y la transaldolasa ya tienen la
misma tasa de crecimiento anaerobio sobre xilosa que las células hospedadoras que expresan en exceso las cuatro
enzimas, es decir, la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa.
Ademas, se prefieren las células hospedadoras que expresan en exceso ambas enzimas ribulosa-5-fosfato
isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa con respecto a las células hospedadoras que expresan en exceso solo la
isomerasa o solo la epimerasa ya que la expresion en exceso de solo una de estas enzimas puede producir
desequilibrios metabdlicos.
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La enzima "ribulosa 5-fosfato epimerasa" (EC 5.1.3.1) se define en el presente documento como una enzima que
cataliza la epimerizacion de D-xilulosa 5-fosfato a 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 también puede definirse ademas por su
secuencia de aminoacidos. Asimismo, una ribulosa 5-fosfato epimerasa puede definirse por una secuencia de
nucleétidos que codifica la enzima, ademas de por una secuencia de nucleétidos que se hibrida con una secuencia
de nucleétidos de referencia que codifica una ribulosa 5-fosfato epimerasa. La secuencia de nucleétidos que codifica
ribulosa 5-fosfato epimerasa se designa en el presente documento RPET.

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 fosfopentosisomerasa; 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
ribulosa 5-fosfato isomerasa también puede definirse por su secuencia de aminoacidos. Asimismo, una ribulosa 5-
fosfato isomerasa puede definirse por una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima, ademas de por una
secuencia de nucleétidos que se hibrida con una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una ribulosa 5-
fosfato isomerasa. La secuencia de nucleétidos que codifica ribulosa 5-fosfato isomerasa se designa en el presente
documento RKI1.

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 glicolaldehidotransferasa o sedoheptulosa-7-fosfato:D-gliceraldehido-
3-fosfato glicolaldehidotransferasa. Una transcetolasa también puede definirse por su aminoacido. Asimismo, una
transcetolasa puede definirse por una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima, ademas de por una
secuencia de nucledtidos que se hibrida con una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una
transcetolasa. La secuencia de nucleétidos que codifica transcetolasa se designa en el presente documento TKL1.

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 dihidroxiacetonatransferasa; dihidroxiacetona sintasa; formaldehido
transcetolasa; o sedoheptulosa-7-fosfato: D-gliceraldehido-3-fosfato glicerina transferasa. Una transaldolasa también
puede definirse por su secuencia de aminoacidos. Asimismo, una transaldolasa puede definirse por una secuencia
de nucledtidos que codifica la enzima, ademas de por una secuencia de nucleétidos que se hibrida con una
secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una transaldolasa. La secuencia de nucleétidos que codifica
transcetolasa se designa en el presente documento TAL1.

Genes de xilosa isomerasa o xilosa reductasa

Segun la invencion, se introducen dos a quince copias de uno o mas genes de xilosa isomerasa y/o uno o mas
genes de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa en el genoma de la célula hospedadora. La presencia de estos
dos a quince elementos genéticos confiere a la célula la capacidad de convertir xilosa por isomerizacion o reduccion.

En una realizacion, las dos a quince copias de uno o mas genes de xilosa isomerasa se introducen en el genoma de
la célula hospedadora.

Una "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/o viceversa. La enzima también se conoce como una D-xilosa
cetoisomerasa. Una xilosa isomerasa en el presente documento también puede ser capaz de catalizar la conversién
de D-glucosa y D-fructosa (y, por consiguiente, puede, por tanto, denominarse una glucosa isomerasa). Una xilosa
isomerasa en el presente documento puede requerir un catién bivalente, tal como magnesio, manganeso o cobalto
como cofactor.

Por consiguiente, una célula de azucares mixtos tal es capaz de isomerizar xilosa en xilulosa. La capacidad de
isomerizar xilosa en xilulosa se confiere a la célula hospedadora por la transformacién de la célula hospedadora con
una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa
definida. Una célula de azlcares mixtos isomeriza xilosa en xilulosa por la isomerizacién directa de xilosa en
xilulosa.

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

El gen de xilosa isomerasa puede tener diversos origenes, tales como, por ejemplo, de Pyromyces sp. como se
desvela en el documento W02006/009434. Otros origenes adecuados son Bacteroides, en particular Bacteroides
uniformis como se describe en el documento PCT/EP2009/52623, Bacillus, en particular Bacillus stearothermophilus
como se describe en el documento PCT/EP2009/052625.
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En otra realizacion, las dos a quince copias de uno o mas genes de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa se
introducen en el genoma de la célula hospedadora. En esta realizacion, la conversion de xilosa se realiza en una
conversion de dos etapas de xilosa en xilulosa a través de un producto intermedio de xilitol como se cataliza por
xilosa reductasa vy xilitol deshidrogenasa, respectivamente. En una realizaciéon de la misma, pueden expresarse en
exceso xilosa reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa (XDH) y xilocinasa (XK), y opcionalmente se regulan por
incremento uno o mas de genes que codifican enzimas productoras de NADPH y se regulan por incremento uno o
mas de los genes que codifican enzimas consumidoras de NADH, como se desvela en el documento
WO 2004085627.

Gen XKS1

Una célula de aztcares mixtos puede comprender una o mas modificaciones genéticas que aumentan la actividad
especifica de xilulosa cinasa. Preferentemente, la modificacién o modificaciones genéticas producen la expresion en
exceso de una xilulosa cinasa, por ejemplo mediante expresion en exceso de una secuencia de nucleétidos que
codifica una xilulosa cinasa. El gen que codifica la xilulosa cinasa puede ser endégeno a la célula hospedadora o
puede ser una xilulosa cinasa que es heterdloga a la célula hospedadora. Una secuencia de nucledtidos usada para
la expresién en exceso de xilulosa cinasa en la célula hospedadora es una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de 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 también puede
definirse por su secuencia de aminoacidos. Asimismo, una xilulosa cinasa puede definirse por una secuencia de
nucledtidos que codifica la enzima, ademas de por una secuencia de nucleétidos que se hibrida con una secuencia
de nucledtidos de referencia que codifica una xilulosa cinasa.

En una célula de azucares mixtos, puede combinarse una modificacién o modificaciones genéticas que aumenta(n)
la actividad especifica de xilulosa cinasa con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de la via de la
pentosa fosfato como se describié anteriormente. Esto no es, sin embargo, esencial.

Asi, una célula hospedadora puede comprender solo una modificacion o modificaciones genéticas que aumentan la
actividad especifica de xilulosa cinasa. Los diversos medios disponibles en la materia para conseguir y analizar la
expresion en exceso de una xilulosa cinasa en las células hospedadoras de la invencion son los mismos que se
describieron anteriormente para enzimas de la via de la pentosa fosfato. Preferentemente, en las células
hospedadoras de la invencién, una xilulosa cinasa que va a expresarse en exceso se expresa en exceso al menos
un factor de aproximadamente 1,1, aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,5, aproximadamente 2,
aproximadamente 5, aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparacidon con una cepa que es
genéticamente idéntica, excepto por la(s) modificacion (modificaciones) genética(s) que causan la expresion en
exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresion en exceso pueden aplicarse al nivel de estado estacionario
de la actividad de la enzima, al nivel de estado estacionario de la proteina de la enzima, ademas de al nivel de
estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

Deleciéon del gen de aldosa reductasa (GRES3)

En una realizaciéon, donde XI se usa como gen para convertir xilosa, puede ser ventajoso reducir la actividad de
aldosa reductasa. Una célula de azucares mixtos puede, por tanto, comprender una o mas modificaciones genéticas
que reduzcan la actividad inespecifica de aldosa reductasa en la célula hospedadora. Preferentemente, la actividad
inespecifica de aldosa reductasa se reduce en la célula hospedadora mediante una o mas modificaciones genéticas
que reducen la expresion o inactivan un gen que codifica una aldosa reductasa inespecifica. Preferentemente, la(s)
modificacion (modificaciones) genética(s) reducen o inactiva la expresion de cada copia enddégena de un gen que
codifica una aldosa reductasa inespecifica en la célula hospedadora (denominada en el presente documento
delecion de GRE3). Las células de azucares mixtos pueden comprender multiples copias de genes que codifican
aldosas reductasas inespecificas como resultado de di-, poli-o aneuploidia, y/o la célula hospedadora puede
contener varias (iso)enzimas diferentes con actividad de aldosa reductasa que se diferencian en la secuencia de
aminoacidos y que son cada una codificadas por un gen diferente. También en dichas casos se reduce o inactiva
preferentemente la expresion de cada gen que codifica una aldosa reductasa inespecifica. Preferentemente, el gen
se inactiva mediante delecién de al menos parte del gen o mediante interrupcion del gen, por lo que en este contexto
el término gen también incluye cualquier secuencia no codificante en la direccion 5' o 3' de la secuencia codificante,
cuya delecién (parcial) o inactivacion produce una reduccion de la expresion de la actividad inespecifica de aldosa
reductasa en la célula hospedadora.

Una secuencia de nucledtidos que codifica una aldosa reductasa cuya actividad va a reducirse en la célula
hospedadora es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de aldosa reductasa.

Asi, una célula hospedadora que comprende solo una modificacion o modificaciones genéticas que reduzca(n) la
actividad inespecifica de aldosa reductasa en la célula hospedadora esta especialmente incluida en la invencién.
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La enzima "aldosa reductasa" (EC 1.1.1.21) se define en el presente documento como una 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 sea nativa (endégena) a una célula hospedadora de la invencion y que sea capaz
de reducir xilosa o xilulosa a xilitol. Las aldosa reductasas inespecificas catalizan la reaccion:

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

La enzima tiene una amplia especificidad y también se conoce 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 tal que es enddogena a S. cerevisiae y que esta
codificada por el gen GRE3 (Traff et al., 2001, Appl. Environ. Microbiol. 67: 5668-74). Asi, una aldosa reductasa de la
invencion también puede definirse por su secuencia de aminoacidos. Asimismo, una aldosa reductasa puede
definirse por la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima, ademas de por una secuencia de nucledtidos que
se hibrida con una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una aldosa reductasa.

Identidad de secuencia

Se dice que secuencias de aminoacidos o de nucledtidos son homodlogas cuando presentan un cierto nivel de
similitud. Dos secuencias que son homologas indican un origen evolutivo comun. Si dos secuencias homologas
estan estrechamente relacionadas o mas distantemente relacionadas, se indica por el "porcentaje de identidad" o
"porcentaje de similitud”, que es alto o bajo, respectivamente. Aunque se cuestiona, la indicacion de "porcentaje de
identidad" o "porcentaje de similitud”, "nivel de homologia" o "porcentaje de homologia" se usan frecuentemente
indistintamente.

Los términos "homologia", "porcentaje de homologia", "porcentaje de identidad" o "porcentaje de similitud" se usan
indistintamente en el presente documento. Con el fin de la presente invencion, se define aqui que con el fin de
determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acidos nucleicos,
se alinean las secuencias completas para fines de comparacion éptima. Con el fin de optimizar el alineamiento entre
las dos secuencia, pueden introducirse huecos en cualquiera de las dos secuencias que se comparan. Tal
alineamiento se lleva a cabo a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se estan comparando.
Alternativamente, el alineamiento puede llevarse a cabo a lo largo de una longitud mas corta, por ejemplo a lo largo
de aproximadamente 20, aproximadamente 50, aproximadamente 100 o mas acidos nucleicos/bases o aminoacidos.
La identidad es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias a lo largo de la regién alineada
informada.

Puede llevarse a cabo una comparacién de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos
secuencias usando un algoritmo matematico. El experto conocera el hecho de que estan disponibles varios
programas informaticos diferentes para alinear dos secuencias y determinar la homologia entre dos secuencias
(Kruskal, J. B. (1983) An overview of squence comparison In D. Sankoff y J. B. Kruskal, (ed.), Time warps, string
edits and macromolecules: the theory and practice of sequence comparison, pp. 1-44 Addison Wesley). Puede
determinarse el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos usando el algoritmo de Needleman y
Wunsch para el alineamiento de dos secuencias. (Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-
453). El algoritmo alinea secuencias de aminoacidos, ademas de secuencias de nucleétidos. El algoritmo de
Needleman-Wunsch se ha implementado en el programa informatico NEEDLE. Con el fin de la presente invencion
se uso el programa NEEDLE del paquete EMBOSS (version 2.8.0 o superior, EMBOSS: The European Molecular
Biology Open Software Suite (2000) Rice, P. Longden, |. and Bleasby, A. Trends in Genetics 16, (6) pp 276-277,
http://emboss.bioinformatics.nl/). Para secuencias de proteinas, se usa EBLOSUM®62 para la matriz de sustitucion.
Para secuencias de nucleétidos, se us6 EDNAFULL. Pueden especificarse otras matrices. Los parametros 6ptimos
usados para el alineamiento de secuencias de aminoacidos son una penalidad por abertura de hueco de 10 y una
penalidad por extensiéon de hueco de 0,5. El experto apreciara que todos estos parametros diferentes daran
resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje de identidad global de dos secuencias no se altera
significativamente si se usan diferentes algoritmos.

Definicién de homologia global

La homologia o identidad es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias completas a lo largo
de la region alineada total que incluye cualquier hueco o extensidon. La homologia o identidad entre las dos
secuencias alineadas se calcula como sigue: Numero de posiciones correspondientes en el alineamiento que
muestran un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido entre la longitud total del alineamiento incluyendo
los huecos. La identidad definida como en el presente documento puede obtenerse de NEEDLE y se etiqueta en la
salida del programa como "IDENTITY".

Definiciéon de identidad mas larga

La homologia o identidad entre las dos secuencias alineadas se calcula como sigue: NUmero de posiciones
correspondientes en el alineamiento que muestran un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido entre la
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longitud total del alineamiento después de la resta del numero total de huecos en el alineamiento. La identidad
definida como en el presente documento puede obtenerse de NEEDLE usando la opciéon NOBRIEF y se etiqueta en
la salida del programa como "identidad mas larga". Para los fines de la invencion, el nivel de identidad (homologia)
entre dos secuencias (aminoacidos o nucledtidos) se calcula segun la definicion de "identidad mas larga" como
puede llevarse a cabo usando el programa NEEDLE.

Las secuencias de proteinas usadas en la presente invencién pueden usarse ademas como una "secuencia de
consulta" para realizar una busqueda por comparacion con bases de datos de secuencias, por ejemplo para
identificar otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Tales busquedas pueden realizarse usando los
programas BLAST. El software para realizar analisis por BLAST esta publicamente disponible a través del Centro
Nacional para Informacion Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). BLASTP se usa para secuencias de
aminoacidos y BLASTN para secuencias de nucleétidos. El programa BLAST usa como parametros por defecto:

- Coste por hueco abierto: por defecto = 5 para nucleétidos/ 11 para proteinas

- Coste por extension de hueco: por defecto = 2 para nucleétidos/ 1 para proteinas

- Penalizacién por no coincidencia de nucledétido: por defecto = -3

- Recompensa por coincidencia de nucleétido: por defecto = 1

- Valor esperado: por defecto = 10

- Tamanio de palabra: por defecto = 11 para nucleétidos/ 28 para megablast/ 3 para proteinas

Ademas, el grado de identidad local (homologia) entre la consulta de secuencia de aminoacidos o la consulta de
secuencia de nucledtidos y las secuencias homologas recuperadas se determina mediante el programa BLAST. Sin
embargo, solo se comparan aquellos segmentos de secuencia que dan una coincidencia por encima de un cierto
umbral. Por consiguiente, el programa calcula la identidad solo para estos segmentos coincidentes. Por tanto, la
identidad calculada de esta forma se denomina identidad local.

Produccién de bioproductos

A lo largo de los afios se han hecho sugerencias para la introduccién de diversos organismos para la produccién de
bioetanol a partir de azicares de cultivo. En la practica, sin embargo, todos los procesos de bioproduccion de etanol
han continuado usando las levaduras del género Saccharomyces como productor de etanol. Esto es debido a las
muchas caracteristicas atractivas de las especies de Saccharomyces para los procesos industriales, es decir, una
alta capacidad de crecimiento anaerobio con tolerancia a acido, etanol y osmolaridad, y, por supuesto, su alta
capacidad fermentativa alcohdlica. Las especies de levadura preferidas como células hospedadoras incluyen S.
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis.

Una célula de azucares mixtos puede ser una célula adecuada para la produccién de etanol. Una célula de azucares
mixtos puede, sin embargo, ser adecuada para la produccién de productos de fermentacion distintos de etanol

Tales productos de fermentacion no etandlicos incluyen en principio cualquier producto quimico a granel o refinado
que pueda ser producido mediante un microorganismo eucariota tal como una levadura o un hongo filamentoso.

Una célula de azlcares mixtos que puede usarse para la produccion de productos de fermentacién no etandlicos es
una célula hospedadora que contiene una modificacion genética que produjo una actividad de alcohol
deshidrogenasa reducida.

En una realizacion, la célula de aztcares mixtos puede usarse en un proceso en el que los azlcares que se originan
a partir de lignocelulosa se convierten en etanol.

Lignocelulosa

La lignocelulosa, que puede considerarse como una materia prima potencialmente renovable, generalmente
comprende los polisacaridos celulosa (glucanos) y hemicelulosas (xilanos, heteroxilanos y xiloglucanos). Ademas,
algo de la hemicelulosa puede estar presente como glucomananos, por ejemplo en materias primas derivadas de
madera. La hidrdlisis enzimatica de estos polisacaridos en azucares solubles, que incluyen tanto monémeros como
multimeros, por ejemplo glucosa, celobiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, fructosa, manosa, ramnosa, ribosa, acido
galacturonico, acido glucurodnico y otras hexosas y pentosas, se produce bajo la accion de diferentes enzimas que
actuan en concierto.

Ademas, pectinas y ofras sustancias pécticas tales como arabinanos pueden constituir una proporcion considerable
de la masa seca de paredes celulares tipicas de tejidos vegetales distintos de madera (aproximadamente entre un
cuarto y la mitad de la masa seca puede ser pectinas).
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Pretratamiento

Antes del tratamiento enzimatico, el material lignocelulésico puede ser pretratado. El pretratamiento puede
comprender exponer el material lignocelulésico a un acido, una base, un disolvente, calor, un perdxido, ozono,
ruptura mecanica, trituracion, molienda o despresurizacion rapida, o una combinaciéon de dos o mas cualquiera de
los mismos. Este pretratamiento quimico se combina frecuentemente con pretratamiento con calor, por ejemplo entre
150-220 °C durante 1 a 30 minutos.

Hidrélisis enzimatica

El material pretratado cominmente se somete a hidrélisis enzimatica para liberar los azlcares que pueden ser
fermentados segun la invencion. Esto se puede llevar a cabo con métodos convencionales, por ejemplo poniendo en
contacto con celulasas, por ejemplo celobiohidrolasa(s), endoglucanasa(s), beta-glucosidasa(s) y opcionalmente
otras enzimas. La conversion con las celulasas puede llevarse a cabo a temperatura ambiente o a temperaturas mas
altas, a un tiempo de reaccion para liberar cantidades suficientes de azucar(es). El resultado de la hidrdlisis
enzimatica es un producto de hidrdlisis que comprende azicares C5/C6, designados en el presente documento
como la composicién de azlcares.

Fermentacién

El proceso de fermentacion puede ser un proceso de fermentacion aerobio o anaerobio. Un proceso de fermentacion
anaerobio se define en el presente documento como un proceso de fermentacion realizado en ausencia de oxigeno
o en el que sustancialmente no se consume oxigeno, preferentemente se consume menos de aproximadamente 5,
aproximadamente 2,5 o aproximadamente 1 mmol/l’lh, mas preferentemente 0 mmol/l/h (es decir, el consumo de
oxigeno no es detectable), y en el que las moléculas organicas sirven tanto de donante de electrones como de
aceptores de electrones. En ausencia de oxigeno, el NADH producido en la glicolisis y formacion de biomasa no
puede ser oxidado mediante la fosforilacion oxidativa. Para resolver este problema, muchos microorganismos usan
piruvato o uno de sus derivados como aceptor de electrones y de hidrégeno, regenerando asi NAD".

Asi, en un proceso de fermentacion anaerobio preferido se usa piruvato como aceptor de electrones (y de hidrogeno)
y se reduce a productos de fermentacion tales como etanol, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propionico, acido
acrilico, acido aceético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, un aminoacido, 1,3-propano-diol,
etileno, glicerol, un antibiodtico B-lactamico y una cefalosporina.

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

El rendimiento de etanol sobre xilosa y/o glucosa en el proceso es preferentemente de al menos aproximadamente
el 50, aproximadamente el 60, aproximadamente el 70, aproximadamente el 80, aproximadamente el 90,
aproximadamente el 95 o aproximadamente el 98 %. El rendimiento de etanol se define en el presente documento
como un porcentaje del rendimiento tedrico maximo.

La invencion también se refiere a un proceso de produccion de un producto de fermentacion.

El proceso de fermentacion segun la presente invencion puede realizarse en condiciones aerobias y anaerobias. En
una realizacion, el proceso se lleva a cabo bajo condiciones microaerdfilas o de oxigeno limitado.

Un proceso de fermentacion anaerobio se define en el presente documento como un proceso de fermentacion
realizado en ausencia de oxigeno o en el que sustancialmente no se consume oxigeno, preferentemente menos de
aproximadamente 5, aproximadamente 2,5 o aproximadamente 1 mmol/l’h, y en el que las moléculas organicas
sirven de donante de electrones como de aceptores de electrones.

Un proceso de fermentacion de oxigeno limitado es un proceso en el que el consumo de oxigeno esta limitado por la
transferencia de oxigeno del gas al liquido. El grado de limitacién de oxigeno se determina por la cantidad y
composicion del flujo de gas entrante, ademas de las propiedades de mezcla/transferencia de masa reales del
equipo de fermentacion usado. Preferentemente, en un proceso en condiciones de oxigeno limitado, la tasa de
consumo de oxigeno es de al menos aproximadamente 5,5, mas preferentemente al menos aproximadamente 6, tal
como al menos 7 mmol/l/h. Un proceso de la invencion puede comprender la recuperaciéon del producto de
fermentacion.

En un proceso preferido, la célula fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferentemente simultaneamente, en
cuyo caso preferentemente se usa una célula que no es sensible a la represidon por glucosa para prevenir el
crecimiento diauxico. Ademas de una fuente de xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de fermentacion
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comprendera ademas el componente apropiado requerido para el crecimiento de la célula. Composiciones de medio
de fermentacion para el crecimiento de microorganismos tales como levaduras son muy conocidas en la técnica.

Los procesos de fermentacion pueden llevarse a cabo en modo discontinuo, de lotes alimentados o continuo.
También puede aplicarse un proceso de hidrdlisis y fermentacion (SHF) separado o un proceso de sacarificacion y
fermentacion (SSF) simultaneo. También es posible una combinacién de estos modos de procesos de fermentacion
para una productividad optima. Estos procesos se describen mas adelante en mas detalle.

Modo SSF

Para el modo de sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF), el tiempo de reaccidon para la etapa de
licuefaccion/hidrdlisis o presacarificacion depende del tiempo para lograr un rendimiento deseado, es decir, el
rendimiento de conversion de celulosa a glucosa. Tal rendimiento es preferentemente tan alto como sea posible,
preferentemente 60 % o mas, 65 % o mas, 70 % o mas, 75 % o mas 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o
mas, 96 % o mas, 97 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, incluso 99,5 % o mas 0 99,9 % o mas.

Segun la invencion, se logran concentraciones de azicar muy altas en el modo SHF y concentraciones de producto
muy altas (por ejemplo, etanol) en el modo SSF. En la operacion de SHF, la concentracion de glucosa es 25 g/l o
mas, 30 g/l o mas, 35 g/l o mas, 40 g/l o mas, 45 g/l o mas, 50 g/l o mas, 55 g/l o mas, 60 g/l o mas, 65 g/l 0 mas,
70 g/l o mas, 75 g/l o mas, 80 g/l o mas, 85 g/l o mas, 90 g/l o mas, 95 g/l o mas, 100 g/l o mas, 110 g/l o mas,
120 g/l o mas o puede ser, por ejemplo, 25 g/I-250 g/l, 30 g/I-200 g/I, 40 g/I-200 g/I, 50 g/I-200 g/I, 60 g/I-200 g/l,
70 g/1-200 g/l, 80 g/I-200 g/l, 90 g/l, 80 g/I-200 g/l.

Concentraciéon de producto en modo SSF

En la operacién de SSF, la concentracion de producto (g/l) depende de la cantidad de glucosa producida, pero esto
no es visible debido a que los azucares se convierten en producto en SSF, y las concentraciones de productos
pueden relacionarse con la concentracion de glucosa subyacente por multiplicacion con el rendimiento maximo
tedrico (Yps maximo en g de producto por gramo de glucosa)

El rendimiento maximo tedrico (Yps maximo en g de producto por gramo de glucosa) de un producto de
fermentacion puede derivar de textos de bioquimica. Para etanol, 1 mol de glucosa (180 gramos) da segun la via
normal de fermentacioén por glicolisis en levadura 2 moles de etanol (= 2x46 = 92 g de etanol. El rendimiento maximo
tedrico de etanol en glucosa es, por tanto, 92/180 = 0,511 g de etanol/g de glucosa.

Para butanol (MW 74 g/mol) o isobutanol, el rendimiento teérico maximo es 1 mol de butanol por mol de glucosa.
Asi, el Yps maximo para (iso-)butanol = 74/180 = 0,411 g de (iso-)butanol/g de glucosa.

Para el acido lactico, el rendimiento de fermentacion para la fermentacidon homolactica es 2 moles de acido lactico
(MW = 90 g/mol) por mol de glucosa. Segun esta estequiometria, el Yps maximo = 1 g de acido lactico/g de glucosa.

Para otros productos de fermentacién puede hacerse un calculo similar.

Modo SSF

En la operacion SSF, la concentracion de producto es 25 g * Yps g/l/l o mas, 30 * Yps g/l o mas, 35 g * Yps g/l o
mas, 40 * Yps g/l o mas, 45 * Yps g/l o mas, 50 * Yps g/l o mas, 55 * Yps g/l o mas, 60 * Yps g/l o mas, 65 * Yps g/l o
mas, 70 * Yps g/l o mas, 75 * Yps g/l o mas, 80 * Yps g/l o mas, 85 * Yps g/l o mas, 90 * Yps g/l o mas, 95 * Yps g/l o
mas, 100 * Yps g/l o mas, 110 * Yps g/l o mas, 120 g/l * Yps o mas o pude ser, por ejemplo, 25 * Yps g/I-250 *
Yps g/l, 30 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 40 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 50 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 60 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 70
*Yps g/l-200 * Yps g/l, 80 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 90 * Yps g/l, 80 * Yps g/I-200 * Yps g/l

Por consiguiente, la invencién proporciona un método para la preparacion de un producto de fermentacion, método
que comprende:

a. degradar lignocelulosa usando un método como se describe en el presente documento; y
b. fermentar el material resultante,
preparando asi un producto de fermentacion.

Producto de fermentacién

El producto de fermentaciéon de la invencién puede ser cualquier producto Gtil. En una realizacion, es un producto
seleccionado del grupo que consiste en etanol, n-butanol, isobutanol, acido lactico, acido 3-hidroxipropionico, acido
acrilico, acido acético, acido succinico, acido fumarico, acido malico, acido itacénico, acido maleico, acido citrico,
acido adipico, un aminoacido, tal como lisina, metionina, triptéfano, treonina y acido aspartico, 1,3-propano-diol,
etileno, glicerol, un antibidtico B-lactamico y una cefalosporina, vitaminas, productos farmacéuticos, suplementos
para piensos para animales, especialidades quimicas, materias primas quimicas, plasticos, disolventes,
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combustibles, que incluyen biocombustibles y biogas o polimeros organicos, y una enzima industrial, tal como una
proteasa, una celulasa, una amilasa, una glucanasa, una lactasa, una lipasa, una liasa, una oxidorreductasa, una
transferasa o una xilanasa. Por ejemplo, los productos de fermentacion pueden ser producidos por células segun la
invencion, siguiendo métodos de preparacion de células del estado de la técnica y procesos de fermentacion, cuyos
ejemplos, sin embargo, no deben interpretarse como limitantes en el presente documento. Puede producirse n-
butanol mediante células como se describe en los documentos W0O2008121701 o W02008086124; acido lactico
como se describe en los documentos US2011053231 o US2010137551; acido 3-hidroxipropidnico como se describe
en el documento W02010010291; acido acrilico como se describe en el documento W02009153047; acido acético
como se describe en..., acido succinico como se describe en..., las células del mutante deficiente en fumarasa que
fermentan glucosa acumularon acido fumarico extracelular (***Nota todavia por afiadir.._

Recuperacion del producto de fermentacion

Para la recuperacion del producto de fermentacion se usan tecnologias existentes. Para diferentes productos de
fermentaciéon son apropiados diferentes procesos de recuperacién. Los métodos existentes de recuperacion de
etanol de mezclas acuosas comunmente usan técnicas de fraccionamiento y adsorcion. Por ejemplo, todavia puede
usarse una cerveza para procesar un producto fermentado, que contiene etanol en una mezcla acuosa, para
producir una mezcla enriquecida que contiene etanol que luego se somete a fraccionamiento (por ejemplo,
destilacion fraccionada u ofras técnicas similares). A continuacion, las fracciones que contienen las concentraciones
de etanol mas altas pueden pasarse a través de un adsorbente para eliminar la mayoria, sino toda el agua
remanente del etanol.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion:
EJEMPLOS

A menos que se indique lo contrario, los métodos descritos aqui son técnicas bioquimicas convencionales. Ejemplos
de textos adecuados de metodologia general incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual
(1989), y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc.

Composiciéon del medio

Experimentos de crecimiento: Se cultivan cepas de Saccharomyces cerevisiae en un medio que tiene la siguiente
composicion: 0,67 % (p/v) de base nitrogenada o medio sintético para levaduras (Verduyn et al., Yeast 8:501-517,
1992) y glucosa, arabinosa, galactosa o xilosa, o una combinacion de estos sustratos, en concentraciones variables
(véanse los ejemplos para detalles especificos; concentraciones en % en peso con respecto al volumen (p/v)). Para
las placas con agar, el medio se complementa con 2 % (p/v) de agar bacterioldgico.

Produccién de etanol

Se prepararon precultivos inoculando 25 ml de medio de Verduyn (Verduyn et al.,, Yeast 8:501-517, 1992)
complementado con 2 % de glucosa en un matraz oscilante 100 ml, con un cultivo madre congelado o una colonia
individual de una placa con agar. Después de la incubacion a 30 °C en un agitador orbital (280 rpm) durante
aproximadamente 24 horas, se recogié este cultivo y se us6 para la determinacion de experimentos de
desprendimiento de CO, y de produccion de etanol.

Se realizaron cultivos para la produccion de etanol a 30 °C en 100 ml de medio modelo sintético (medio de Verduyn
(Verduyn et al., Yeast 8:501-517, 1992), con 5 % de glucosa, 5 % de xilosa, 3,5 % de arabinosa y 1 % de galactosa),
en BAM (monitor de la actividad biolégica, Los Paises Bajos). El pH del medio se ajusté a 4,2 con NaOH/H,SO4 2 M
antes de la esterilizacion. Se complementé el medio sintético para el cultivo anaerobio con 0,01 g I de ergosterol y
0,42 g I de Tween 80 disuelto en etanol (Andreasen y Stier. J. Cell Physiol. 41:23-36, 1953; y Andreasen y Stier. J.
Cell Physiol. 43:271-281, 1954). El medio se inocul6 a una DO60O inicial de aproximadamente 2. Los cultivos se
agitaron con un agitador magnético. Las condiciones anaerobias se desarrollaron rapidamente durante la
fermentacién, ya que los cultivos no fueron aireados. Se monitorizé constantemente la produccion de CO,. La
conversion de azucar y la formacion de productos (etanol, glicerol) por RMN. El crecimiento se monitorizé siguiendo
la densidad éptica del cultivo a 600 nm en un espectrofotémetro LKB Ultrospec K.

Transformacion de S. cerevisiae

La transformacion de S. cerevisiae se hizo como se describe por Gietz y Woods (2002; Transformation of the yeast
by the LiAc/SS carrier DNA/PEG method. Methods in Enzymology 350: 87-96).

PCR de colonias

Se recogidé una cepa aislada de colonias individuales con un palillo de plastico y se resuspendié en 50 yl de agua
MilliQ. La muestra se incubd durante 10 minutos a 99 °C. Se usaron 5 pl de la muestra incubada como molde para la
reaccion de PCR, usando ADN polimerasa Phusion® (Finnzymes) segun las instrucciones proporcionadas por el
proveedor.
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Condiciones de la reaccion de PCR:

etapa 1 3' 98 °C
etapa 2 10" 98 °C
etapa 3 15" 58 °C Repetir la etapa 2 a 4 durante 30 ciclos
etapa 4 30" 72°C
etapa 5 4 72°C
etapa 6 30" 20 °C

Aislamiento de ADN cromosdmico

Se cultivaron células de levadura en medio YEP que contenia 2 % de glucosa en un agitador rotatorio (durante la
noche, a 30 °C y 280 rpm en un agitador orbital). Se transfirieron 1,5 ml de estos cultivos a un tubo Eppendorf y se
centrifugaron durante 1 minuto a velocidad maxima. El sobrenadante se decantd y el sedimento se resuspendié en
200 pl de YCPS (0,1 % de SB3-14 (Sigma Aldrich, Los Paises Bajos) en Tris.HCI 10 mM a pH 7,5; EDTA 1 mM) y
1 yl de RNasa (20 mg/ml de RNasa A de pancreas bovino, Sigma, Los Paises Bajos). La suspension de células se
incubd durante 10 minutos a 65 °C. La suspension se centrifugd en una centrifuga Eppendorf durante 1 minuto a
7000 rpm. El sobrenadante se desechd. El sedimento se disolvié cuidadosamente en 200 pl de CLS (EDTA 25 mM,
2 % de SDS) y 1 yl de RNasa A. Después de la incubacion a 65 °C durante 10 minutos, la suspension se enfrié
sobre hielo. Después de la adicion de 70 pyl de PPS (acetato de amonio 10 M), las disoluciones se mezclaron
minuciosamente en una mezcladora con vortex. Después de la centrifugacion (5 minutos en centrifuga Eppendorf a
velocidad maxima), el sobrenadante se mezclé con 200 pl de isopropanol helado. EI ADN precipité facilmente y se
sedimenté por centrifugacion (5 minutos, velocidad maxima). El sedimento se lavd con 400 pl de 70 % de etanol
helado. El sedimento se seco a temperatura ambiente y se disolvié en 50 yl de TE (Tris.HCI 10 mM a pH 7,5, EDTA
1 mM).

Transformacion de células de levadura por electroporacion

Se cultivaron células de levadura inoculando 25 ml de medio YEP que contenia 2 % de glucosa con una colonia de
levadura individual. El matraz se incubd durante la noche a 30 °C.

Se determind la densidad éptica a 600 nm y se transfirio la cantidad necesaria para obtener una densidad éptica de
0,2 a 100 ml de medio YEP con 2 % de glucosa. Las células se cultivaron durante 4 a 5 horas, con el fin de alcanzar
una densidad o6ptica de aproximadamente 1,2 a 1,3, que se corresponde con 2 a 3 generaciones. Se recogieron las
células por centrifugacion y se suspendieron en 28 ml de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5). Se afiadieron
3 ml de una disolucion 1 M de LIAC (establecida a pH 7,5 con HAc concentrado). Las células se agitaron
suavemente en una estufa de incubacion rotatoria (150 rpm, 30 °C) durante 45 minutos. Después de la adicion de
500 pl de una disolucion 1 M de DTT (ditiotreitol), las células se incubaron una vez mas bajo estas condiciones,
durante 15 minutos. El volumen se enrasé a 100 ml con agua MilliQ helada estéril. Las células se recogieron por
centrifugacion.

Se desechd el sobrenadante y las células sedimentadas se lavaron con 50 ml de agua MilliQ helada estéril, y se
recogieron por centrifugacion. Se hizo un tratamiento de lavado posterior con 30 ml de una disoluciéon 1 M helada de
sorbitol. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se desechd y el sedimento de células se resuspendio en 4 ml
de una disolucién 1 M helada de sorbitol. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se desech6 y el sedimento
de células se resuspendié en 300 ul de una disolucién 1 M helada de sorbitol.

Para cada transformacion, se transfieren 40 ul de la suspensién de células a tubos Eppendorf helados. Se afiaden el
ADN transformante y 5 ug de ADN de esperma de salmén (como ADN vehiculo), juntos en un volumen maximo de
20 pl. EI ADN debe disolverse en TE. Se golpea cuidadosamente el tubo Eppendorf con el fin de mezclar el
contenido suavemente. Transferir el contenido a una cubeta de electroporacion previamente enfriada (sobre hielo)
con un hueco de 0,2 cm. Aplicar un pulso (usando, por ejemplo, un dispositivo de electroporacion BioRad) a 1,5 kV,
200 Ohm y 25 pF. La duracién del pulso deberia ser de aproximadamente 5 ms.

Transferir las células inmediatamente a 200 pl de sorbitol 1 M. Afadir 4 ml de YEP con 2 % de glucosa e incubar a
30 °C durante 1 hora. Recoger las células por centrifugacion, desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento
en 4 ml de sorbitol 1 M. Recoger las células por centrifugacion, desechar el sobrenadante y resuspender el
sedimento en 300 pl de sorbitol 1 M. Diluir las células segin convenga y extenderlas sobre placas selectivas o
usarlas en medios selectivos.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2651076 T3

Prueba de aplicacion de la levadura sobre hidrolizados reales

Se hidrolizaron enzimaticamente muestras pretratadas con acido diluido de hojas y tallos de maiz y paja de trigo
usando una preparacion de celulasa de amplio espectro experimental a 60 °C durante 3 dias (72 horas). El pH al
comienzo de la hidrdlisis fue 5,0. El contenido de materia seca al comienzo de la hidrolisis fue 10 % p/p.

Las condiciones para la hidrdlisis de las muestras de fibra de maiz pretratadas fueron esencialmente las mismas,
excepto que la temperatura de hidrdlisis fue 50 °C y el contenido de materia seca al comienzo de la hidrdlisis fue del
13,8 %.

Después de la hidrdlisis (72 h), se dejo que las muestras se enfriaran a temperatura ambiente. El pH se ajusté a 5,5
usando 10 % de NaOH. Posteriormente, se afiadio 1 mililitro de 200 gramos por litro de (NH4)2SO4 y 1 mililitro de 100
gramos por litro de KH2PO4. Finalmente, se afiadieron muestras de levadura correspondientes a un contenido de
materia seca de levadura de 1 gramo de levadura por kilogramo de hidrolizado. Se sigui6 el desprendimiento de CO;
con el tiempo usando el AFM (monitor de fermentacion de alcohol; HaloteC Instruments BV, Veenendaal, Los Paises
Bajos). Los experimentos se realizaron al menos por triplicado, durante 72 horas a 33 °C. Uno de estos se muestrea
a intervalos regulares con el fin de ser capaz de analizar la formacién de etanol y concentraciones de azucar
residual. Estos datos pueden usarse para calcular los rendimientos de fermentacion. No se muestrea el caldo de los
otros dos experimentos. En su lugar, al final de la fermentacion, el caldo se destila usando una unidad de destilacion
Buchi K-355 al 45 % de vapor durante 15 minutos. El alcohol producido se determina usando un medidor de
densidad Anton Paar DMA 5000 (Anton Paar Benelux BVBA, Dongen, Los Paises Bajos).

PCR cuantitativa

Se realizaron reacciones de PCR cuantitativa para determinar el nimero de copias de los genes que estaban
presentes en el genoma, especialmente en el caso de los genes de xilosa isomerasa. Para este fin, se uso el
sistema Bio-Rad iCycler iQ de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Se us6 iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad). Los experimentos se configuraron como se sugeria en el manual del proveedor. Como
cebadores para la deteccion del gen de xilosa isomerasa se usaron los cebadores de SEQID NO: 23 y
SEQ ID NO: 24.

Las condiciones de PCR fueron del siguiente modo:
incubacion de 3 minutos a 95 °C
40 ciclos: 10 segundos a 95 °C
45 segundos a 58 °C
45 segundos a 72 °C
incubacion de 1 minuto a 95 °C
incubacion de 1 minuto a 65 °C

La curva de fusion se determina empezando a medir la fluorescencia a 65 °C durante 10 segundos. La temperatura
se aumenta cada 10 segundos con 0,5 °C, hasta que se alcanza una temperatura de 95 °C. A partir de las lecturas,
puede calcularse y/o estimarse el nimero de copias del gen de interés. El método tiene sus limitaciones con
respecto a una determinacién precisa del nUmero de copias por encima de un cierto umbral, como sera apreciado
por aquellos expertos en la materia.

Ejemplo 1
Construccion de la cepa BIE104A2P1

1.1 Construccién de un vector de expresién que contiene los genes para la via de arabinosa

Se construyd el plasmido pPWTO018, como se expone en la Figura 2, del siguiente modo: Se digirid el vector
pPWTO0O06 (Figura 1, que consiste en un locus SIT2 (Gottlin-Ninfa y Kaback (1986) Molecular and Cell Biology, vol. 6,
N.° 6, 2185-2197) y los marcadores que permiten la seleccion de transformantes en el antibidtico G418 y la
capacidad para cultivar en acetamida con las enzimas de restriccion BsiWl y Mlul. El marcador kanMX, que confiere
resistencia a G418, se aislé de p427TEF (Dualsystems Biotech) y un fragmento que contiene el marcador amdS se
ha descrito en la bibliografia (Swinkels, B.W., Noordermeer, A.C.M. y Renniers, A.C.H.M (1995) The use of the amdS
cDNA of Aspergillus nidulans as a dominant, bidirectional selection marker for yeast transformation. Yeast, volumen
11, ndmero 1995A, pagina S579; y documento US 6051431). Se sintetizaron los genes que codifican arabinosa
isomerasa (araA), L-ribulocinasa (araB) y L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa (araD) de Lactobacillus plantarum, como
se desvela en la solicitud de patente W02008/041840, por BaseClear (Leiden, Los Paises Bajos). Se sintetizé un
fragmento grande que alojaba los tres genes de arabinosa mencionados anteriormente, bajo el control de (o unidos
operativamente a) promotores fuertes de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH3 que controla la expresion del gen
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araA, el promotor ENO1 que controla el gen araB 'y el promotor PGI1 que controla el gen araD. Este estaba rodeado
por las enzimas de restriccion Unicas Acc65l y Mlul. La clonacién de este fragmento en pPWTO006 digerido con Miul y
BsiWI produjo el plasmido pPWT018 (Figura 2). La secuencia del plasmido pPWT018 expone en SEQ ID NO: 1.

1.2 Transformacion de levadura

Se transformé CEN.PK113-7D (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC?2) con el plasmido pPWT018, que habia
sido previamente linealizado con Sfil (New England Biolabs), segun las instrucciones del proveedor. Se disefi¢ un
sitio Sfil sintético en el flanco 5' del sitio SIT2 (véase la Figura 2). Se sembraron mezclas de transformacion en YPD-
agar (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa,
20 gramos de agar) que contenia 100 uyg de G418 (Sigma Aldrich) por ml. Después de dos a cuatro dias,
aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (es decir, sin adicion de ADN en el
experimento de transformacioén) produjo placas YPD/G418 vacias. La integracion del plasmido pPWTO018 se dirige al
locus SIT2. Se caracterizaron los transformantes usando PCR y técnicas de transferencia Southern.

Se realizaron reacciones de PCR, que son indicativas de la correcta integracion de una copia de plasmido
pPWTO018, con los cebadores indicados por SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, y SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4. Con
los pares de cebadores de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, se comprob6 la correcta integracion en el locus SIT2. Si
el plasmido pPWTO018 se integré en multiples copias (integracion de cabeza a cola), el par de cebadores de
SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 dara un producto de PCR. Si el ultimo producto de PCR esta ausente, esto es
indicativo de una integracion de una copia de pPWTO018. Una cepa en la que se integré una copia del plasmido
pPWTO018 en el locus SIT2 se designé BIE104R2.

1.3 Rescate de los marcadores

Con el fin de ser capaces de transformar la cepa de levadura con otras construcciones usando los mismos
marcadores de seleccion, es necesario eliminar los marcadores de seleccion. El disefio del plasmido pPWT018 fue
tal que tras la integracion de pPWT018 en el cromosoma, las secuencias homologas estan en estrecha proximidad
entre si. Este disefio permite que los marcadores de seleccidon sean perdidos por recombinacion intramolecular
espontanea de estas regiones homadlogas.

Tras el crecimiento vegetativo, tendra lugar la recombinacion intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia
de esta recombinacion depende de la extension de la homologia y el locus en el genoma (resultados no publicados).
Tras la transferencia secuencial de una subfraccién del cultivo a medio fresco, se acumularan recombinantes
intramoleculares con el tiempo.

Para este fin, se cultivd la cepa BIE104R2 en medio YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos
por litro de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa), a partir de una cepa aislada de colonias individuales. Se
usaron 25 pl de un cultivo durante la noche para inocular medio YPD fresco. Después de al menos cinco de tales
transferencias en serie, se determiné la densidad 6ptica del cultivo y las células se diluyeron a una concentracion de
aproximadamente 5000 por ml. Se sembraron 100 pl de la suspensiéon de células sobre medio de carbono basico
para levadura (Difco) que contenia KPi 30 mM (pH 6,8), 0,1 % de (NH4)2SO4, fluoroacetamida 40 mM (Amersham) y
1,8 % de agar (Difco). Células idénticas a las células de la cepa BIE104R2, es decir, sin recombinacion intracelular,
todavia contienen el gen amdS. Para aquellas células, la fluoroacetamida es toxica. Estas células no seran capaces
de crecer y no formaran colonias sobre un medio que contiene fluoroacetamida. Sin embargo, si ha ocurrido
recombinacion intramolecular, variantes de BIE104R2 que han perdido los marcadores de selecciéon seran capaces
de crecer en el medio de fluoroacetamida, ya que son incapaces de convertir fluoroacetamida en compuestos
inhibidores del crecimiento. Aquellas células formaran colonias sobre este medio de agar.

Las colonias resistentes a fluoroacetamida obtenidas se sometieron a un analisis de PCR usando cebadores de
SEQID NO: 2y SEQ ID NO: 3, y SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5. Los cebadores de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3
daran una banda si la recombinacion de los marcadores de seleccion ha tenido lugar como era previsto. Como
resultado, el casete con los genes araA, araB 'y araD bajo el control de los promotores fuertes de levadura ha sido
integrado en el locus SIT2 del genoma de la cepa hospedadora. En ese caso, una reacciéon de PCR usando
cebadores de SEQ ID NO: 4 y SEQI ID NO: 5 no debe producir un producto de PCR, ya que el cebador 4 sensibiliza
en una region que debe ser perdida debido a la recombinacién. Si se obtiene una banda con los ultimos cebadores,
esto es indicativo de la presencia del plasmido pPWT018 completo en el genoma, por lo que no ha tenido lugar
recombinacion.

Si los cebadores de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 no producen un producto de PCR, la recombinacién ha tenido
lugar, pero de tal forma que el plasmido pPWT018 completo se ha eliminado del genoma por recombinacion. No solo
se han perdido los marcadores de seleccion, sino también los genes de arabinosa. En realidad, se ha recuperado
levadura no mutada.

Las cepas aisladas que mostraron resultados de PCR segun la integracién de una copia de pPWT018 se sometieron
a analisis de transferencia Southern. EI ADN cromosoémico de las cepas CEN.PK113-7D y los recombinantes
correctos se digirieron con EcoRIl y Hindlll (digestion doble). Se prepard una sonda de SIT2 con cebadores de
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SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7 usando ADN cromosémico de la cepa CEN.PK113-7D como molde. El resultado del
experimento de hibridacion se muestra en la Figura 3.

En la cepa no mutada, se observa una banda de 2,35 kb, que es segun el tamafio esperado del gen no mutado. Tras
la integracion y pérdida parcial por recombinacion del plasmido pPWTO018, era de esperar una banda de 1,06 kb. De
hecho, esta banda se observa, como se muestra en la Figura 3 (carril 2).

Una de las cepas que mostro el patron correcto de bandas en la transferencia Southern (como puede deducirse de
la Figura 3) es la cepa designada BIE104A2.

1.4 Introduccidn de cuatro genes expresados constitutivamente de la via de la pentosa fosfato no oxidativa

Se transformé Saccharomyces cerevisiae BIE104A2, que expresa los genes araA, araB y araD constitutivamente,
con el plasmido pPWTO080 (Figura 4). La secuencia del plasmido pPWT080 se expone en SEQ ID NO: 8. El
procedimiento para la transformacion y seleccion, después de seleccionar un transformante de integracion de una
copia, es el mismo que se ha descrito anteriormente en las Secciones 1.1, 1.2 y 1.3. En resumen, se transformé
BIE104A2 con pPWTO080 digerido con Sfil. Se sembraron mezclas de transformacién en YPD-agar (por litro: 10
gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar)
que contenia 100 pg de G418 (Sigma Aldrich) por ml.

Después de dos a cuatro dias, aparecieron colonias en las placas, mientras que el control negativo (es decir, sin
adicion de ADN en el experimento de transformacion) produjo placas YPD/G418 vacias.

La integracion del plasmido pPWTO080 se dirige al locus GRE3. Se caracterizaron transformantes usando PCR vy
técnicas de transferencia Southern. Se comprobé la correcta integracion del plasmido pPWT080 en el locus GRE3
por PCR usando los pares de cebadores de SEQID NO: 9 y SEQID NO: 10, y el par de cebadores de
SEQID NO: 9 y SEQ ID NO: 11 se usoO para detectar integracion de una copia o multiples copias del plasmido
pPWTO080. Para el analisis de Southern, se prepar6é una sonda por PCR usando SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13,
amplificando una parte del gen RKI1 de S. cerevisiae. A continuacion del gen RKI1 nativo, se obtuvo una sefial
adicional resultante de la integracion del plasmido pPWTO080 (datos no mostrados)

Un transformante que mostro la correcta integracion de una copia del plasmido pPWT080, segun el patron de
hibridacion esperado, se designé BIE104A2F1. Con el fin de eliminar los marcadores de seleccion introducidos por la
integracion del plasmido pPWTO080, se cultivé la cepa BIE104A2F1 en medio YPD, a partir de una cepa aislada de
colonia. Se usaron 25 ul de un cultivo durante la noche para inocular medio YPD nuevo. Después de cinco
transferencias en serie, se determind la densidad éptica del cultivo y las células se diluyeron a una concentracion de
aproximadamente 5000 por ml. Se sembraron 100 ul de la suspension de células en medio de carbono basico para
levadura (Difco) que contenia KPi 30 mM (pH 6,8), 0,1 % de (NH4)2SO,, fluoroacetamida 40 mM (Amersham) y
1,8 % de agar (Difco). Colonias resistentes a fluoroacetamida se sometieron a un analisis de PCR usando los
cebadores de SEQ IDNO:9 y SEQ ID NO: 10. En caso de perfiles de PCR correctos, se realizé analisis de
transferencia Southern con el fin de verificar la correcta integracion, otra vez usando la sonda del gen RKI/1. Una de
las cepas que mostré el patrén correcto de bandas en la transferencia Southern es la cepa designada BIE104A2P1.

Ejemplo 2
Evolucién adaptativa en matraz oscilante que conduce a BIE104A2P1c y BIE201.

2.1 Evolucién adaptativa (aerobia)

Se us6 una cepa aislada de colonias individuales de la cepa BIE104A2P1 para inocular medio YNB (Difco)
complementado con 2 % de galactosa. El precultivo se incubé durante aproximadamente 24 horas a 30 °C y 280 rpm
en un agitador orbital. Se recogieron las células y se inocularon en medio YNB que contenia 1 % de galactosay 1 %
de arabinosa a una DO inicial de 0,2 (Figura 5). Las células se cultivaron a 30 °C y 280 rpm en un agitador orbital.
Se monitorizé regularmente la densidad optica a 600 nm.

Cuando la densidad 6ptica alcanzé un valor de 5, se transfirié una alicuota del cultivo a medio YNB fresco que
contenia el mismo medio. La cantidad de células afiadidas fue tal que la DO inicial del cultivo fue 0,2. Después de
alcanzar una DO de 5 otra vez, se transfirid una alicuota del cultivo a medio YNB que contenia 2 % de arabinosa
como Unica fuente de carbono (evento indicado por (1) en la Figura 5).

Tras la transferencia a YNB con 2 % de arabinosa como Unica fuente de carbono, pudo observarse el crecimiento
después de aproximadamente dos semanas. Cuando la densidad 6ptica a 600 nm alcanzé un valor al menos de 1,
se transfirieron células a un matraz oscilante con medio YNB fresco complementado con 2 % de arabinosa a una
DO inicial de 0,2 (Figura 5, dia 28).

Se repitid tres veces la transferencia secuencial, como se expone en la Figura 5. La cepa resultante que fue capaz
de crecer rapido en arabinosa se design6 BIE104A2P1c.
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2.2 Evolucién adaptativa (anaerobia)

Después de la adaptacioén al crecimiento en arabinosa en condiciones aerobias, se inoculé una colonia individual de
la cepa BIE104A2P1c en medio YNB complementado con 2 % de glucosa. El precultivo se incubé durante
aproximadamente 24 horas a 30 °C y 280 rpm en un agitador orbital. Se recogleron las células y se inocularon en
medio YNB que contenia 2 % de arabinosa, con una densidad 6ptica inicial DO®® de 0,2. Los matraces se cerraron
con tapones impermeables, asegurando condiciones de crecimiento anaeroblas después de que el oxigeno se
agotara del medio y el espacio de cabeza. Después de alcanzar una DO minima de 3, se transflrlo una alicuota
del cultivo a medio YNB nuevo que contenia 2 % de arabinosa (Figura 6), cada vez a un valor de DO® inicial de 0,2.
Después de varias transferencias la cepa resultante se designé BIE104A2P1d (=BIE201).

Ejemplo 3
Construccion de la cepa BIE201X9

3.1 Transformacion de la cepa BIE201

Se transformé la cepa BIE201 con el plasmido pPWT042. El mapa fisico del plasmido pPWT042 se expone en la
Figura 7. El plasmido pPWT042 (SEQ ID NO: 14) contenia una insercién de 4630 pb que contenia un gen xylA
optimizado en el par de codones de Bacteroides uniformis bajo el control del promotor TPI1 y el gen XKS1 de
S. cerevisiae bajo el control del promotor TDH1. Antes de la transformacion de BIE201, se linealiz6 pPWT042
usando la enzima de restriccion Sfil, segun las instrucciones proporcionadas por el proveedor. Se sembraron las
mezclas de transformacion en YPD-agar (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro de
peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar) que contenian 100 pug de G418 (Sigma Aldrich) por ml.

Después de dos a cuatro dias, aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (es decir, sin
adicion de ADN en el experimento de transformacion) produjo placas YPD/G418 vacias.

Tras la digestion del plasmido pPWT042 con Sfil, su integracion se dirige al locus SIT4 (Gottlin-Ninfa y Kaback
(1986) Molecular and Cellular Biology Vol. 6, N.° 6, 2185-2197) en el genoma. Se caracterizaron transformantes
usando PCR y técnicas de transferencia Southern. Se realizaron reacciones de PCR, usando ADN polimerasa
Phusion® (Finnzymes), que son indicativas de la correcta integracion de una copia de plasmido pPWT042, con los
cebadores indicados por SEQ ID NO: 15 y 16 (integracion correcta de pPWT042 en el locus SIT4) y SEQ ID NO: 16
y 17 (la banda solo aparece en caso de integracion de multiples copias). Una cepa con una copia de plasmido
pPWTO042 integrado en el genoma se designé BIE201Y9.

3.2 Rescate de marcadores

Con el fin de eliminar los marcadores de seleccion introducidos por la integracion del plasmido pPWT042, se realizé
el siguiente procedimiento. El disefio del plasmido pPWT042 es tal que, tras la integracion de pPWT042 en el
cromosoma, secuencias homaologas estan en estrecha proximidad entre si. Este disefio permite que los marcadores
de seleccion sean perdidos por recombinacion intramolecular espontanea de estas regiones homoélogas. Tras el
crecimiento vegetativo, tendra lugar la recombinacién intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia de
esta recombinacion depende de la extension de la homologia y el locus en el genoma (resultados no publicados).
Tras la transferencia secuencial de una subfraccién del cultivo a medio fresco, se acumularan recombinantes
intramoleculares con el tiempo.

Para este fin, se cultivd la cepa BIE201Y9 en YPD-2 % de glucosa, a partir de una cepa aislada de colonias
individuales. Se usaron 25 yl de un cultivo durante la noche para inocular medio YPD-2 % de glucosa fresco.
Después de cinco transferencias en serie, se determiné la densidad 6ptica del cultivo y las células se diluyeron a una
concentracion de aproximadamente 5000 por ml. Se sembraron 100 pl de la suspension de células sobre medio de
carbono basico para levadura (Difco) que contenia KPi 30 mM (pH 6,8), 0,1 % de (NH4)2SO4, fluoroacetamida 40 mM
(Amersham) y 1,8 % de agar (Difco). Células idénticas a las células de la cepa BIE201Y9, es decir, sin
recombinacion intracelular, todavia contienen el gen amdS. Para aquellas células, la fluoroacetamida es toxica.
Estas células no seran capaces de crecer y no formaran colonias sobre un medio que contiene fluoroacetamida. Sin
embargo, si ha ocurrido recombinacion intramolecular, variantes de BIE201Y9 que han perdido los marcadores de
seleccion seran capaces de crecer en el medio de fluoroacetamida, ya que son incapaces de convertir
fluoroacetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Aquellas células formaran colonias sobre este medio de
agar.

Las colonias resistentes a fluoroacetamida asi obtenidas se sometieron a analisis de PCR usando cebadores de
SEQIDNO:15 y SEQIDNO: 16, y SE IDNO: 17 y SEQID NO: 18. Los cebadores de SEQID NO: 15 y
SEQ ID NO: 16 daran una banda si la recombinacion de los marcadores de seleccion ha tenido lugar como era
previsto. Como resultado, los genes xylA y XKS1 han sido integrados en el locus SIT4. En ese caso, una reaccion de
PCR usando cebadores de SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 no debe producir un producto de PCR, ya que el
cebador 17 sensibiliza en una regién que debe ser perdida debido a la recombinacién. Si se obtiene una banda con
estos cebadores, esto es indicativo de la presencia del plasmido pPWT042 completo en el genoma, por lo que no ha
tenido lugar recombinacion.
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Si los cebadores de SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 no producen un producto de PCR, la recombinacion ha tenido
lugar, pero de tal forma que el plasmido pPWT042 completo se ha eliminado del genoma por recombinacion. No solo
se han perdido los marcadores de seleccion, sino también el gen xylA y XKS1. En realidad, se ha recuperado
levadura no mutada.

Las cepas aisladas que presentaron los resultados de PCR esperados se sometieron a analisis de transferencia
Southern (véase arriba). Una de las cepas que mostro el patron correcto de bandas en la transferencia Southern es
la cepa designada BIE201X9.

Ejemplo 4

Construccion y seleccién de la cepa BIE252

4.1 Amplificacion del casete con xyl/A

Con el fin de introducir copias adicionales del gen xylA en el genoma, se realizé una reaccién de PCR usando ADN
polimerasa Phusion® (Finnzymes) con el plasmido pPWT042 como molde y los oligonucleétidos con SEQ ID NO: 19
y SEQ ID NO: 20 como cebadores. Con estos cebadores, se amplifica el casete con xylA, que comprende el
promotor TPI1, el gen xylA optimizado en el par de codones y el terminador PMA1. El primer disefio es tal que los
flancos del fragmento de PCR son homologos a la secuencia consenso de las delta-secuencias del transposon de
levadura Ty-1. Estas secuencias pueden obtenerse de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) y alinearse usando un
paquete de software que permite hace esto como, por ejemplo, Clone Manager 9 Professional Edition (Scientific &
Educational Software, Cary, EE.UU.).

El casete con xylA no contiene un marcador de seleccion con el que pueda seleccionarse la integracion en el
genoma. Con el fin de estimar la frecuencia de transformacion, se hizo una segunda transformacion de control con el
marcador kanMX. Para este fin, se amplifico el casete con kanMX del plasmido p427TEF (Dualsystems Biotech) en
una reaccion de PCR usando los cebadores correspondientes a SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22.

4.2 Transformacién de BIE201X9

Se transformé BIE201X9 segun el protocolo de electroporacion (como se ha descrito anteriormente) con los
fragmentos que comprenden ya sea 30 ug del casete con xylA (designado X18-Ty1) o 10 ug del casete con kanMX.
La mezcla de transformacion con kanMX se sembré en YPD-agar (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20
gramos por litro de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar) que contenia 100 ug de G418
(Sigma Aldrich) por ml. Después de dos a cuatro dias, aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control
negativo (es decir, sin adiciéon de ADN en el experimento de transformacion) produjo placas YPD/G418 vacias. La
frecuencia de transformacion parecié ser superior a 600 colonias por ug de casete con kanMX.

Se us6 la mezcla de transformacion de X18-Ty1 para inocular un matraz oscilante que contenia 100 ml de medio de
Verduyn, complementado con 2 % de xilosa. Como control, se usé el control negativo de la transformacion (es decir,
sin adicion de ADN en el experimento de transformacion). Los matraces oscilantes se incubaron a 30 °C y 280 rpm
en un agitador orbital. El crecimiento fue seguido de medicion de la densidad éptica a 600 nm regularmente.

El resultado de la curva de crecimiento se representa en la Figura 8. Como puede apreciarse, entre los dias 20 y 25,
la densidad optica del matraz oscilante con X18-Ty1 aumentd espectacularmente, mientras que el crecimiento en el
control negativo estuvo todavia ausente. En el dia 25, se inoculé un matraz que contenia medio de Verduyn fresco
complementado con 2 % de xilosa del cultivo X18-Ty1 a una densidad 6ptica inicial a 600 nm de 0,15. A partir de la
Figura 8 es evidente que tras la re-inoculaciéon el cultivo empez6 a crecer sobre xilosa inmediatamente y
rapidamente. Como es probable que el cultivo consista en una mezcla de subcultivos, consistiendo asi en células
con diferencias en el nimero de copias del casete X18-Ty1 y en la tasa de crecimiento sobre xilosa, se diluyeron
células en agua MilliQ y se sembraron en placas de YPD-agar con el fin de conseguir cepas aisladas de colonias
individuales. Las cepas aisladas de colonias individuales se probaron para su capacidad para utilizar diferentes
fuentes de carbono.

4.3 Seleccién de la cepa BIE252

Con el fin de seleccionar una cepa que hubiera adquirido crecimiento sobre xilosa como Unica fuente de carbono sin
perder su capacidad para utilizar los otros azucares importantes (glucosa, arabinosa y galactosa), se volvieron a
cultivar en linea diez cepas aisladas de colonias individuales del cultivo de evolucion adaptativa sobre YPD-agar.
Posteriormente, se hizo un precultivo en medio YPD complementado con 2 % de glucosa. Los diez cultivos se
incubaron durante la noche a 30 °C y 280 °C. Se usaron alicuotas de cada cultivo para inocular medio de Verduyn
fresco complementado con ya sea 2 % de glucosa, o 2 % de xilosa, 0 2 % de arabinosa o 2 % de galactosa, a una
densidad o6ptica inicial de 0,15. Como controles, se incluyeron cepas BIE201, BIE201X9 y la poblacion mixta (de la
que se recuperaron las diez cepas aisladas de colonias individuales) en el experimento. Se cultivaron células a 30 °C
y 280 rpm en un agitador orbital. El crecimiento se evalué basandose en las medidas de densidad 6ptica a 600 nm.
Los resultados de la densidad 6ptica a 600 nm después de 19 horas de incubacion se presentan en la Figura 9.
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Los resultados de la Figura 9 muestran que tanto el cultivo mixto como las diez cepas aisladas de colonias
individuales presentan una densidad optica final mas alta a 600 nm en xilosa. Aunque estas cepas crecieron sobre
arabinosa como Unica fuente de carbono, la densidad 6ptica final a 600 nm fue menor en comparacion con las cepas
parentales, BIE201 y BIE201X9, 19 horas después de la inoculaciéon. Después del crecimiento prolongado, durante
varios dias, se selecciond la colonia 3 debido a que habia alcanzado la densidad éptica mas alta en comparacion
con las otras cepas aisladas de colonias individuales (datos no mostrados). El crecimiento en xilosa no fue diferente
en todas las colonias probadas.

El cultivo de la colonia 3 se diluyé y se sembré en YPD-agar. Se probaron once cepas aisladas de colonias
individuales para su capacidad para crecer en medio de Verduyn, complementado con ya sea 2 % de arabinosa o
2 % de xilosa. Para este fin, se hizo un precultivo en Verduyn con 2 % de glucosa. Las células se cultivaron durante
la noche a 30 °C y 280 rpm en un agitador orbital. Se transfirié una alicuota a medio de Verduyn, complementado
con ya sea 2 % de arabinosa o 2 % de xilosa, a una densidad 6ptica inicial de 0,15. El cultivo de colonia 3 se incluy6
como control en esta prueba. Las células se cultivaron durante la noche a 30 °C y 280 rpm en un agitador orbital. El
crecimiento se evalué basandose en las mediciones de densidad 6ptica a 600 nm. Los resultados de la densidad
optica a 600 nm después de 4 dias de incubacion se presentan en la Figura 10.

Los resultados muestran que la colonia 3,7 ha alcanzado una densidad 6ptica similar al cultivo del control, la colonia
3, en xilosa. Ademas, su capacidad para crecer en arabinosa como uUnica fuente de carbono ha mejorado
ampliamente en comparaciéon con el cultivo de la colonia 3. Las otras cepas aisladas de colonias individuales
también muestran un crecimiento mejorado en arabinosa, aparentemente a costa de la capacidad para crecer en
xilosa. El cultivo de la cepa aislada de colonias individuales 3,7 se designd la cepa BIE252. Se determinaron SNP y
la amplificacién en BIE252 siguiendo los mismos procedimientos que se describen en la solicitud de patente en
tramitacion junto con la presente PCT, presentada el 19 de abril de 2011, que reivindica prioridad del documento
EP10160647.3. Esta prueba mostré que BIE252 tiene los SNP: G1363T en el gen SSY1, A512T en el gen YJR154w,
A1186G en el gen CEP3y A436C en el gen GALS80. Estos son los mismos que en BIE201. También la amplificacion
en el cromosoma VII que existe en BIE201 esta presente en BIE252. Esto se muestra en la Figura 23.

Ejemplo 5

Prueba de rendimiento en BAM

Con el fin de probar el rendimiento de la cepa BIE252 seleccionada, la cepa se inoculé en medio de Verduyn,
complementado con 2 % de glucosa. Como controles, se incluyeron las cepas BIE201 y BIE104P1Y9mc. La primera
es una cepa capaz de fermentar glucosa, galactosa y arabinosa (véase arriba), y la Ultima es una cepa capaz de
fermentar glucosa, galactosa y xilosa.

Después de la incubacion durante la noche a 30 °C y 280 rpm en un agitador rotatorio, se recogieron las células por
centrifugacion y se realizaron cultivos para la produccion de CO; a 33°C en 100 ml de medio de Verduyn
complementado con 5 % de glucosa, 5 % de xilosa, 3,5 % de arabinosa y 1 % de galactosa en BAM (monitor de la
actividad bioldgica). En un experimento, el experimento discontinuo, las células se afiadieron a 100 ml de medio de
Verduyn complementado con los azicares. En un segundo experimento, el experimento de lotes alimentados, los
100 ml de medio de Verduyn complementado con los azucares se afadieron a las células a una tasa de 3 ml por
minuto. La produccion de CO; se monitorizd constantemente a intervalos, y se tomaron muestras para el analisis
(densidad optica a 600 nm, etanol, azlcares residuales). Las cepas BIE201 y BIE104P1Y9mc se mezclaron en una
relacion 1:1, basada en la densidad 6ptica, justo antes del experimento de BAM.

Los resultados del experimento de BAM se muestran en las Figuras 11, 12, 13, 14, 15y 16.

El rendimiento de las cepas mixtas (BIE201 y BIE104P1Y9mc) en el modo de lotes alimentados (Figura 11) muestra
que a pesar de que la xilosa y arabinosa se acumulan a un cierto grado con el tiempo, ya antes del final de la
alimentacion (a aproximadamente 33 h) la tasa de consumo es mas rapida que la tasa de alimentacion. Después de
72 h, toda la arabinosa se ha convertido, mientras que la xilosa no se ha consumido completamente. La glucosa y
galactosa estan siempre en o cerca del nivel de deteccion, que indica que estos azlcares son preferidos con
respecto a las pentosas arabinosa y xilosa.

El rendimiento de la cepa BIE252, como se prueba en el modo de lotes alimentados en el BAM (véase Figura 12),
muestra esencialmente las mismas caracteristicas que el cultivo de cepas mixtas. Sin embargo, se acumulan xilosa
y arabinosa a concentraciones mas altas, pero la posterior conversion en etanol tiene lugar a una tasa mas alta, que
produce el mismo titulo de etanol y producciéon de CO; acumulada idéntica después de 120 h (Figura 13).

En el modo discontinuo, el rendimiento de las cepas mixtas (BIE201 y BIE104P1Y9mc) en el modo discontinuo
muestra que la glucosa es facilmente consumida después del comienzo del experimento de fermentacion (Figura
14). Posteriormente, se cofermentan la galactosa, arabinosa y xilosa. Después de aproximadamente 30 h, se
consumié la galactosa. Después de aproximadamente 72 horas, también se consumié completamente la arabinosa.
Ambas contribuyeron significativamente a la formacién de CO- y etanol. El consumo de xilosa, y asi de etanol y la
produccion de CO», se ralentizaron significativamente después del agotamiento de la arabinosa. La cepa BIE252
rindié mejor en ese respecto (Figura 15). Inmediatamente después del agotamiento de glucosa en el plazo de 10
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horas, la galactosa, arabinosa y xilosa se cofermentaron rapidamente y eficientemente. Incluso después del
agotamiento de galactosa, ambas pentosas arabinosa y xilosa se co-fermentaron completamente, contribuyendo
ambas a la produccion de CO, y formacion de etanol. La fermentacién de todos los azucares estuvo completa
después de aproximadamente 72 horas, en caso de la cepa BIE252. Esto produjo una producciéon de CO;
acumulada mas alta de la cepa BIE252 en comparacion con el cultivo de cepas mixtas (BIE201 y BIE104P1Y9mc)
como se expone en la Figura 16.

Ejemplo 6

Prueba de rendimiento en hidrolizados reales

Se realizo la prueba de rendimiento en hidrolizados reales usando la cepa BIE252 que se cultivé durante la noche en
matraces oscilantes que contenian medio YEP complementado con 2 % de glucosa. Se recogieron las células por
centrifugacion y se resuspendieron a una concentracion de 50 gramos de materia seca por litro.

Las materias primas que se probaron consistieron en lotes de fibra de maiz, tallos y hojas de maiz y paja de trigo. Se
realizaron la hidrolisis y fermentacion como se describe en la seccidon de materiales y métodos.

Los resultados se presentan en las Figuras 17 (fibra de maiz), 18 (tallos y hojas de maiz) y 19 (paja de trigo). En
caso de tallos y hojas de maiz y paja de trigo, materias primas con una cantidad relativamente baja de galactosa y
arabinosa, pero que principalmente consisten en glucosa y xilosa, todos los azlcares se convirtieron en 72 horas en
CO, y etanol. En caso de fibra de maiz (Figura 17), queda una baja cantidad residual de arabinosa, galactosa y
xilosa.

En las tablas a continuacion se calculd el rendimiento de la fermentacion, basandose en los azucares liberados al
final de la hidrdlisis y la cantidad de etanol que se produjo al final de la fermentacion.

Tabla 2: Azucar total liberado (g/l), etanol producido (g/l) y rendimiento de etanol (getanoi/Gazicar) de fermentacion en
BAM de BIE252, para diferente materia prima lignoceluldsica

Materia prima lignocelulésica Azucar total* (g/l) | EtOH producido (g/l) Rendimiento de EtOH (Getanol/Jazicar)

Tallos y hojas de maiz 45,4 22,7 0,50
Paja de trigo 42,7 20,7 0,48
Fibra de maiz 58,1 27,4 0,47

*(azuicar monomérica liberada al comienzo de la fermentacion)

Basandose en la cantidad de etanol producida al final de la fermentacion, como se ha determinado por la medicion
del medidor de densidad Anton Paar DMA 5000, y la cantidad de materia prima pretratada que se estaba usando, se
calcularon los rendimientos de la hidrdlisis global y fermentacion, por duplicado. Estas cifras se explican en la Tabla
3.

Tabla 3: Rendimiento global de la hidrdlisis y fermentacion (galones de etanol por tonelada de materia seca) de
fermentacion en BAM de BIE252, para diferente materia prima lignoceluldsica

Materia prima Rendimiento global de la hidrdlisis y Rendimiento global de la hidrdlisis y

lignocelulosica fermentacion (galones de etanol por tonelada | fermentacién (galones de etanol por tonelada
de materia seca) 12 fermentacion de materia seca) 22 fermentacion

Tallos y hojas de 81 81

maiz

Paja de trigo 72 73

Fibra de maiz 67 69
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Ejemplo 7
Prueba de estabilidad de la cepa BIE252

7.1 Estabilidad de la cepa BIE252

Con el fin de probar la estabilidad de la cepa BIE252, se us6 una cepa aislada de colonias individuales para inocular
25 ml de YEP con 2 % de glucosa. La densidad 6ptica del cultivo se midié a 600 nm. El cultivo se incub6 durante la
noche a 30 °C y 280 rpm en un agitador rotatorio.

Después de la incubacién durante la noche, se determind la densidad éptica. Basandose en los valores de DO%
antes y después de la incubacion, se calculd el nimero de generaciones hechas durante las incubaciones. Se
usaron 25 ul del cultivo durante la noche para inocular un matraz que contenia 25 ml de medio fresco. El cultivo se
incubo otra vez bajo las mismas condiciones que se han descrito anteriormente. Este procedimiento se repitio hasta
que se obtuvo un cultivo en el que las células estuvieron al menos cien generaciones separadas de la cepa aislada
de colonias individuales inicial. Se eligid6 medio YEP complementado con 2 % de glucosa, debido a que bajo estas
condiciones no se aplica presion de seleccion para mantener los genes introducidos en la cepa BIE252, necesaria
para la conversion de arabinosa y xilosa.

Se diluyd el cultivo celular obtenido después de al menos 100 generaciones y se sembré en YPD-agar. Se
inocularon dos cepas aisladas de colonias individuales en medio Verduyn con 2 % de glucosa. Como control, se
incluyd la cepa parental BIE252. Los cultivos se incubaron durante la noche a 30 °C y 280 rpm en un agitador
rotatorio. Se usé una alicuota del cultivo durante la noche para inocular un matraz que contenia 25 ml de medio de
Verduyn complementado con 1 % de glucosa, 1 % de xilosa, 0,7 % de arabinosa, 0,3 % de galactosa y 0,1 % de
manosa a una densidad optica inicial de 0,15. A intervalos regulares, se tomaron muestras para el analisis:
mediciones de densidad éptica a 600 nm, y para la determinacion de azucares residuales por RMN. Los resultados,
como se representa en las Figuras 20a (cultivo de BIE252 antes de la prueba de estabilidad), 20b (cultivo de la
colonia de BIE252 después de mas de 100 generaciones) y 20c (cultivo de la segunda colonia de BIE252 después
de mas de 100 generaciones), muestran que el comportamiento de los tres cultivos de cepas es practicamente
idéntico en las condiciones probadas. En otras palabras, el rendimiento en este medio de crecimiento no ha
cambiado; la cepa es todavia capaz de utilizar cinco azlcares diferentes con las mismas tasas después de cultivar
durante mas de 100 generaciones, que indica que la cepa es genéticamente estable.

Ademas, se hizo un experimento de PCR cuantitativa (Q-PCR) para evaluar el nimero de copias de BIE252 antes y
después del cultivo de 100 generaciones en medio YEP complementado con 2 % de glucosa. El analisis de Q-PCR
se realiz6 usando el sistema Bio-Rad iCycler iQ de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Se us6
iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Los experimentos se configuraron como se sugirié en el manual del proveedor.

Se evalud la estabilidad de la cepa BIE252 determinando el niumero de copias del gen xylA que codifica xilosa
isomerasa. Como gen de una sola copia de referencia, se eligié el gen ACT1.

Los cebadores para la deteccion de los genes xylA y ACT1 son:
cebador directo para xylA SEQ ID NO 23
cebador inverso para xylA SEQ ID NO 24
cebador directo para ACT1  SEQ ID NO 25
cebador inverso para ACT1 SEQ ID NO 26

Los resultados indicaron que el nimero de copias de BIE252 es aproximadamente 8 copias del gen xylA, con
respecto al gen ACT1. El nimero de copias se determiné antes y después del cultivo de 100 generaciones en medio
YEP complementado con 2 % de glucosa, y parecié que era esencialmente el mismo, teniendo en cuenta las
limitaciones del analisis de PCR cuantitativa.

Se aislo el ADN cromosomico de varias colonias, antes y después del cultivo de 100 generaciones en medio YEP
complementado con 2 % de glucosa. Se corta el ADN cromosdmico por Xbal. Se realiza un andlisis de transferencia
Southern usando el producto de PCR del par de cebadores SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24 como sonda. El
autorradiograma resultante esta mostrando que el patron de bandas no ha cambiado, que indica que la cepa es
genéticamente estable después de 100 generaciones de crecimiento bajo condiciones no selectivas.

Experimento comparativo A

7.2 Estabilidad de BIE201X9 transformada con vectores YEp y YCp

Se transformo la cepa BIE201X9 con los vectores pPWT148 (un plasmido YCp) y pPWT152 (un plasmido YEp). El
mapa fisico del plasmido pPWT148 se expone en la Figura 21. El mapa fisico del plasmido pPWT152 se expone en
la Figura 22. Se sembraron mezclas de transformacion en YPD-agar (por litro: 10 gramos de extracto de levadura,
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20 gramos por litro de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar) que contenia 100 pug de G418
(Sigma Aldrich) por ml. Después de dos a cuatro dias, aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control
negativo (es decir, sin adicién de ADN en el experimento de transformacion) produjo placas YPD/G418 vacias.

Se usaron tres colonias de cada transformaciéon como una mezcla para probar la estabilidad. Para este fin, se usaron
las colonias mixtas para inocular medio YEP, complementado con 2 % de glucosa y 100 ug de G418/ml. Las células
se incubaron durante la noche a 30 °C y 280 rpm en un agitador rotatorio. La densidad éptica se midié a 600 nm. El
cultivo durante la noche se us6 para inocular medio YEP nuevo, complementado con 2 % de glucosa, y el mismo
medio complementado con 100 ug de G418/ml, a una densidad 6ptica inicial a 600 nm de 0,02. Basandose en lo que
se informa en la bibliografia (véase arriba), la esperanza es que las células que se cultivaron en presencia de G418
(es decir, se aplica presion selectiva), la mayoria de las células retendra el plasmido dentro de la célula. Sin
embargo, en ausencia de G418, se espera que las células pierdan su plasmido rapidamente.

Se incubaron los cultivos durante la noche a 30 °C y 280 rpm en un agitador rotatorio. La densidad 6ptica se midi6 a
600 nm. Basandose en las mediciones de densidad optica, se calculd que el cultivo habia hecho 8 generaciones en
ambos medios (es decir, con y sin G418). Se hicieron diluciones y se sembraron en placas de YPD con y sin 100 ug
de G418/ml. Las placas se incubaron a 30 °C durante aproximadamente dos dias, 0 mas, segun se necesite para
producir colonias visibles y contables.

Ademas, se usaron 25 pl del cultivo durante la noche para inocular 25 ml de medio YEP fresco, complementado con
2 % de glucosa, y el mismo medio complementado con 100 pg de G418/ml. Los cultivos se incubaron durante la
noche a 30°C y 280 rpm en un agitador rotatorio. La densidad Optica se midié6 a 600 nm. Basandose en las
mediciones de densidad éptica, se calculd que el cultivo habia hecho 8 generaciones adicionales en ambos medios
(es decir, con y sin G418). Se hicieron diluciones y se sembraron en placas de YPD con y sin 100 ug de G418/ml.
Las placas se incubaron a 30 °C durante aproximadamente dos dias, o mas, segun se necesite para producir
colonias visibles y contables.

Basandose en las colonias que se contaron en YDP-agar con y sin G418, la estabilidad podria calcularse después
de 8 y 16 generaciones en presencia o ausencia de G418. Los resultados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4: Estabilidad de las cepas del experimento comparativo A (% de clones resistentes a G418)

BIE201X9-pPWT148 | BIE201X9-pPWT152

% de clones resistentes a G418 después de 8 generaciones de 4 12
crecimiento en YEP con 2 % de glucosa

% de clones resistentes a G418 después de 16 generaciones de 1 5
crecimiento en YEP con 2 % de glucosa

% de clones resistentes a G418 después de 8 generaciones de 9 33
crecimiento en YEP con 2 % de glucosa y 100 ug de G418/ml

% de clones resistentes a G418 después de 16 generaciones de 28 40
crecimiento en YEP con 2 % de glucosa y 100 ug de G418/mi

A partir de la tabla, puede observarse que tanto los plasmidos YCp como YEp (es decir, pPWT148 y pPWT152,
respectivamente) no son establemente mantenidos en las células de levadura transformadas, aunque la presion de
seleccion esta siendo aplicada durante el cultivo, en este caso mediante la adicién de G418 al medio de cultivo.
Debe observarse, sin embargo, que la pérdida de plasmido es mucho mas severa en ausencia de presion de
seleccion.

Este experimento en combinacién con el Ejemplo 7 proporciona el conocimiento de que la integracion cromosémica
de los genes de xilosa isomerasa en el genoma es necesaria para obtener transformantes de levadura estables.

Ejemplo 8

La delecién de GAL80 conduce a una mejor conversion de arabinosa

En el Ejemplo 4 se mostré que el SNP identificado en el gen GAL80 tiene un efecto aditivo positivo sobre el
crecimiento en arabinosa, si también esta presente la amplificacion de una parte del cromosoma VII.

GALS80 codifica un represor transcripcional implicado en la regulacion transcripcional en respuesta a galactosa
(Timson DJ, et al. (2002) Biochem J 363(Pt 3):515-20). Conjuntamente con Gal4p y Gal3p, Gal80p regula
coordinadamente la expresion de genes que contienen un sitio de activacion GAL en la direccion 5' en su promotor
(UAS-GAL), que incluye los genes metabodlicos de GAL GAL1, GAL10, GAL2 y GALY (revisado en Lohr D, et al.
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(1995) FASEB J 9(9):777-87). Células nulas para gal80 expresan constitutivamente genes GAL, incluso en medios
no inductores (Torchia TE, et al. (1984) Mol Cell Biol 4(8):1521-7).

La hipotesis es que el SNP que se identificé en el gen GALS80 influye en la interaccion entre Gal80p, Gal3p y Gal4p.
De ahi que la expresion de los genes metabdlicos de galactosa, que incluyen galactosa permeasa que codifica
GAL2, se cambie también en comparacion con una célula de levadura con un alelo GAL80 no mutado. Gal2p
(galactosa permeasa) es el principal transportador de azucar para arabinosa (Kou et al (1970) J Bacteriol.
103(3):671-678; Becker y Boles (2003) Appl Environ Microbiol. 69(7): 4144-4150).

Aparentemente, el SNP en el gen GAL80 tiene un efecto positivo sobre la capacidad de convertir L-arabinosa. Con el
fin de investigar si el fenotipo de crecimiento de arabinosa podria mejorarse adicionalmente, se deleciond la
secuencia codificante del gen GAL80 en su totalidad, usando una estrategia de sustitucién génica mediada por PCR.

8.1 Alteracién del gen GAL80

Se usaron cebadores de SEQID NO 58 y 59 (los cebadores directos e inversos, respectivamente) para la
amplificacion del marcador kanMX del plasmido p427-TEF (Dualsystems Biotech, Schlieren, Suiza). Los flancos de
los cebadores son homologos a la region 5'y la region 3 del gen GAL80. Tras la recombinacion homoéloga, el ORF
del gen GALB8O se sustituira por el marcador kanMX, similar a como se describe por Wach (Wach et al (1994) Yeast
10, 1793-1808). El fragmento obtenido se designa el fragmento GAL80::kanMX.

Se hizo una transformacion de levadura de la cepa BIE252 con el fragmento GAL80::kanMX purificado segun el
protocolo descrito por Gietz y Woods (2002), Methods in Enzymology 350: 87-96). La construccion de la cepa
BIE252 se ha descrito en el documento EP10160622.6. La cepa BIE252 es una cepa fermentadora de xilosa y
arabinosa de S. cerevisiae, que es un derivado de BIE201. La cepa BIE252 también contenia el SNP de GALS80.

Se sembraron las células transformadas en YEPD-agar que contenia 100 pg/ml de G418 para la seleccion. Las
placas se incubaron a 30 °C hasta que las colonias fueron visibles. Se incluy6 el plasmido p427-TEF como control
positivo y dio muchas colonias. Se incluyd MilliQ (es decir, sin ADN) como control negativo y no dio colonias. El
fragmento GAL80::kanMX dio muchas colonias. Se probaron dos colonias independientes por transferencia Southern
con el fin de verificar la correcta integracion (datos no mostrados). Una colonia con la delecion correcta del gen
GALB8O0 se designé BIE252AGALS0.

8.2 Efecto de la sustitucion del gen GAL80 sobre el rendimiento en BAM

Se realizd un experimento de BAM (monitor de la actividad bioldgica; Halotec BV, Veenendaal, Los Paises Bajos).
Se usaron cepas aisladas de colonias individuales de la cepa BIE252 y cepa BIE252AGALB80 (un transformante en el
que el ORF del gen GAL8O0 se sustituyd correctamente por el marcador kanMX) para inocular medio de Verduyn
(Verduyn et al., Yeast 8:501-517, 1992) complementado con 2 % de glucosa. Los precultivos se incubaron durante
aproximadamente 24 horas a 30 °C y 280 rpm. Se recogieron las células y se inocularon en un medio modelo
sintético (medio de Verduyn complementado con 5 % de glucosa, 5 % de xilosa, 3,5 % de arabinosa, 1 % de
galactosa y 0,5 % manosa, pH 4,2) a una densidad celular de aproximadamente 1 gramo de peso seco por kg de
medio. Se monitorizé constantemente la produccion de CO,. Se analizé la conversion de azucar y la formacion de
producto por RMN. Los datos representan la cantidad residual de azlcares en los momentos de tiempo indicados
(glucosa, arabinosa, galactosa, manosa y xilosa en gramos por litro) y la formacién de (sub)productos (etanol,
glicerol). Se monitorizé el crecimiento siguiendo la densidad 6ptica del cultivo a 600nm. El experimento se realizé
durante aproximadamente 72 horas.

Los graficos se presentan en la Figura 23 (BIE252) y 24 (BIE252AGALS80).

Los experimentos muestran claramente que la cepa BIE252 de referencia convirtié glucosa y manosa rapidamente.
Después del agotamiento de glucosa (aproximadamente 10 horas), comenzé la conversion de xilosa y arabinosa.
Algo de galactosa ya estaba siendo fermentado aproximadamente en el momento de tiempo de 10 horas, que podria
ser debido al SNP de GAL80 en esta cepa, que permitiria la utilizacién simultanea (parcial) de glucosa y galactosa.
Al final del experimento, aproximadamente 72 horas, se habian convertido casi todos los azlcares
(aproximadamente el 99 %). Se obtuvo un rendimiento de etanol de 0,37 gramos de etanol por gramo de azucar.

La cepa BIE252AGALB80 presenta capacidad de conversion de azlcar mas rapida que la cepa BIE252. También en
el caso de esta cepa, se convierten manosa y glucosa en las primeras horas de la fermentacion. Sin embargo, a
diferencia de la cepa BIE252, en este transformante hay algo de co-consumo de glucosa, galactosa y manosa con
arabinosa y especialmente xilosa. En general, el consumo de azicar es mas rapido, conduciendo a un uso mas
completo de todos los azucares disponibles. Esto también es evidente del desprendimiento de CO; con el tiempo. En
el caso de BIE252, se observa un primer pico, que es basicamente el CO, formado a partir de glucosa y manosa.
Después de alcanzar un minimo de justo por encima de 10 ml/h (Figura 20), se observa un segundo pico mas plano.
En caso de BIE252AGAL80, sin embargo (Figura 21), el segundo pico aparece como una cola del primer pico,
debido a un co-uso intensificado de glucosa, xilosa, arabinosa, manosa y galactosa, como es evidente del analisis de
azucares por RMN. En la cepa parental BIE252, el uso de los diferentes azlicares es mas secuencial. De ahi que el
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rendimiento de la cepa BIE252AGAL80 sea mas alto al final del experimento (72 h): 0,40 gramos de etanol por

gramo de azucar.

En conclusion, la delecion del ORF del gen GAL80 produjo un rendimiento mejorado adicional, como se probo en la

cepa BIE252.
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taaagacggt
acttttatag
acacataaac
cacaacacct
cggataaatt
cgacggctga
gtgttattac
tgttacaaaa
acattgactt
acattaacgc
atgtgcaaga
aagttaaggt
aggttgagge
ttgaagagat
ctcggtatga
ttcaattggc
ttaccacgaa

tattaattcg

agccttgace
caaatatttt
tatatattaa
aaatgtgcgt
ttttaaaata
aatcaaataa
tttaatctaa
gegtacetta
agggggcggy
ggcatccact
cccageacca
goaactacag
tgcaacctge
attttettac
ggttgaaacc
aggtattgat
ttagtetttt
aaacaaaatg
ttatggtgaa
gaatgcaago
aagtatcacc
ttoggatgcac
accattatta
tgattacatg
ccggttgcag
gcagattgea
tgetegoettt
tocaaattaag
caataaggtt
aatggtccaa
acaatatctg
ctttgaagat

tgatgggtat

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



ggttttggtg

tctcacaaca
gaagcgatct
cgggtegaag
actggttcag
atgattagct
gctaagcaat
getggtggtyg
tatgcaacca
ttgcatttaa
tttaatgaca
cattgttett
atgctgagtyg
tttttttttt
cagatattca
aaaaagaaaa
cacccaaaca
teteoccegeoce
gcagcatgag
tggaaacctt
gtgatteoeta
catgatctece
tattttactt
cataaaaaac
gaaacagccc
cgaattaaag
tgggaaaacce
attcaacaaa
aagcatatca
caagegaaat
gatgaattga

taccaggcaa

ctgaaggtga
agcaaaccgc
taggttcaca
ttecatccatt
aaggtgaage
acgcggtaga
tatggacccc
gteaccacac
tggttggecat
ataaatttte
ttttcgattc
gtettttteg
aaattttagt
aaagtttaca
ttacttgacg
ataccgcttc
cctgcatatt
ctgataacgt
acttgcatac
gtcacctcac
gccacctecaa
acgatttcaa
ctttcttgta
caagcaactg
aagcgattaa
ccgttttgat
aatttgttga
gttatacgca
atgctattgg
tattagttecc
ccgaattatt

tcttaaataa
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ctggaagacg
ctttatggaa
catgttggaa
ggatattggg
aattgatgte
tgcgaataag
aaagatggge
gatgetgtee
gactaaggca
tttttatage
attgattgaa
cecacatgtaa
taataatgga
aatgaatttt
caaaagcgtt
taggcgggtt
tggacgacct
ccactaattg
tgcaaatcgt
ttaattctag
ggtatgeoete
catataaata
acatctctct
cttatcaaca
aactggcaaa
cacggacgat
tggtacttgg
attagcagca
cattagtgcc
gttteggact
tgatttcaac

tgaagcgcac

getgetttag
gactacacgt
gttgatcegt
ggtaaagatg
accgttgeeg
ccagaagccg
ttaaagaaag
ttetogttaa
ttecttaaagt
tttatgactt
agctttgtgt
tatctgtagt
ggcgetetta
ttecegecagg
tgaaataatg
atctactgat
ttacttacac
agecgattacc
aagtagcaac
ctagcctacce
tecccggaaa
gcttttgata
tgtaatccct
cacaaacact
gtttctttag
tttaatacga
acttacgcac
gatgtccgeca
atgatgcacyg
tggegtaata
attccacaac

gttaaacagg
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gacgggttat
tagacttgeg
ctatcgcaag
atectgeteg
atttccgtga
aaacacctaa
gtgcactaga
ctgaagaaca
aagtgaattt
agtttcaatt
tttttcttga
agatacctga
ataattttgg
ategtacgcee
acgaaaaaga
ccgagctteo
caccaaaaac
tgagecggteco
gtctcaaggt
ctgcaagtca
ctgtggectt
atggcaatat
tattccttot
aaatcaaaat
gaattgagct
ttgcttcgag
ttgaagatgt
gtaaatatca
gatacctage
acattacggg
ggtggagtat

tggacttcat

gaagattatg
tcatggteat
tgataaacca
cctagtattt
tgggttcaag
tttaccagtt
atggatgcaa
aatggaagac
actttaaatce
tatatactat
tgegetattg
tacattgtgg
ggatattgge
geggaacege
aggaagaaaa
actaggatag
cactttcgec
tettttgttt
caaaactgta
agaggtctee
ttetggeaca
taatcaaatt
agctattttt
gaatttagtt
tggctcaact
aagttacgtt
ctggaccgga
catgagtttg
atttgatcaa
geaagcagea
cgcacactta

aacaacgctg

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4880
5040
5100
5160

5220



gctggetatg
ggegtttteco
agccaacttg
ttaccagegg
ageggeacge
atggtcggta
ttttegatga
atgacgacag
aatgegtggg
gatcgattat
ttggetaatt
ctatttgtac
tatgcggegt
caaacggacg
gtattggcca
ccatgggygga
gatttettag
gaacgggtag
gcagcggetg
acacgttttt
tcacgaatgt
aacaatttca
tggtcaccca
tttacatace
taccttacge
acttaatteg
aggacacgtt
aaaaatcacg
tggaattaca
ataatgtecce
agcgtttttt
atttttcectt

ttettttact

taacctggaa
caattgatga
acaaagkttaa
gagccattge
tcegacgotgg
cgaacagcgt
acgttctaga
atgggtcoace
caacgatttt
atgaaacgtt
atagttateca
ggacaccaaa
tcgcacocct
ttatgattge
acgcactgaa
tggcagtgtt
atcaagaagt
ceggatateg
ggcaagcaat
ttgteattta
tttatgattc
ggtttacctt
tgtatttaat
tctecatttet
ttatatctct
tttttegttyg
ctgteacegt
atctgggtgg
ggaagctggt
gtgtctatat
gttactacaa
ttcteattgt

taatatttta
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attgtegggt
aacgactgac
accgtattca
tggaaagtta
cagtgttatt
ccgtaaacge
taaaccattg
agttgeaatg
tecatgagttt
attcttggaa
atoccggtgag
cagtaaattt
ccaacttggt
acagggtgga
cattccgatt
agecaacttt
ctttaaagag
tgaatttatt
caaatattag
tttcatttte
tatatagggt
ttattctget
tgcataaata
catttectee
cattggaata
aactatgttg
cagaaaaata
gtgtgggtgt
aattttttgg
atatccattg
ttggttttac
tctcatatet

cttgeattca

gagaaagttc
acatacaatc
tgggatatcc
acggctgecg
gcaccgecaqg
acgggtaaca
tctaaagtet
gtgecatgtta
gcagcceggt
tcaactcegey
aatattacta
agtttaccga
atggatattc
ttgtteegaa
actgtaatga
gcettgtogge
ccagaaagta
caacgttate
agcttttgat
ttagaatagt
tgcaaacaag
tgtggtgacy
attcttaaaa
actagtagag
tcgttttotg
tgccagegta
tgtcaatgag
attggattat
gtttgcaatc
acggtattct
agacggaatt
taaaaaggtc

gtgaatttta

37

taggaategg
agacgatgtt
ggcatatttt
gggcgagett
aaggggatgce
tcteggtgag
atcgegatat
ataattgtte
tgggaatgga
ctgatgcgga
agattcaage
actttatgtt
ttgttaacga
cgceggtaat
gtactgctgg
aaactgcaat
tgacgttgag
aagctggett
taagcecttet
ttagtttatt
catttttcat
cgggtatceg
gtggagctag
aattttgecea
attaaaacac
acattaaaaa
gaaagaaceqg
aggaagccac
atcaccatct
atttttttge
ttcectattt
ctttecttcat

atacatatte

tgatgcgtet
aaccaagttt
accgcgggtt
acttgatcag
tggaacagga
aacctcagca
tgatattgtt
atcagatatt
attgaaaccg
tgctggaggy
tggteggecg
gactcaatta
agaacatgtt
tggccaacaa
tgaaggecggce
gaacctagaa
tccagaaceg
accagttgaa
agtccaaaaa
cattttatag
tttatgttaa
cecegetettt
tctatttcta
teggacatge
ggaagtaaga
agagtgtaca
ggatggtaac
gogetcaaco
gcacgttgtt
tattgaaatg
gtttcgtecceco
aatcaatgect

ctetagtett

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200



gcaaaatega
gtttatgagg
gtctegggea
ggtgaattaa
aaactaaatc
attggcggaa
gatgtgccag
gatgoegetga
gtgaagacgt
cagcacggec
ttggaagtgg
ttaccacaat
ggtcaaaata
atatatacct
attattatac
gcaaaggaaa
taatagttta
gagcaccttg
gtttcagttc
gtctacgtat
agtctgttga
attttaggtt
ccaacaacaa
tatccttatt
tataatgata
tgtcatcgag
atgggaagga
tgtattacga
taatgtagca
gaattteetg
aaactttagt

tttctegeta

tttagaatca
ctaacatgca
ttgaccggga
aaccaagega
cgtetagtga
ttgtccatac
ctatgaacac
ctaaggaaga
tccaagaacg
catttgettg
ttgcegaaga
atttattaga
atgcgcatte
aaagaacatt
acatatcata
taaattttat
gcgtcgtgaa
aacttgcgaa
agggecttttce
tttcacttce
caacecgacte
tttattattt
aaaaggggygy
atgtaatgga
gtcgaggtca
gtctecttttg
tgecagcaaat
ccagaaagaa
tagataaaat
aataattttg
tottttectg

acttcaaaag
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agataccagc
gcttccaaag
aaaaggccta
tttagtogtt
tacgccgact
tcattcgecea
gacccatgct
aattgaagea
gggcctegat
gggaccaacg
agattatcat
taagcattat
taaggatcat
aaagctatat
tttctatatt
acattattga
gactttattg
aaaggttcte
ggaggatgtg
tcagcgaatc
cettttgact
atttatttat
aaaaagatgt
ataactcata
gacacactta
tgtcgctaac
ggcaaactaa
cgaatggttt
ctttgtactyg
ttaateteat
ttccatttet

gtattagata

ctaaaaatgc
ctgggectgg
ttegtgatca
gttaacttac
catacggtgt
tgggcagttg
gatacgttct
gattatgaag
tatgaagetg
ccagctaaag
actgcgcaat
ttacgtaage
gcagttcgeca
tataagcaaa
tttaagattt
acagcgtecca
tgtcgcgaaa
atcaactgtt
aatcgacggce
cagagactat
teataataaa
ttctgttaat
ataatctaaa
taaatgtaaa
taatacatta
saaacatcac
cgggccattg
tcatcaatga
tatggttgca
tagecaaact
gtttataaac

teocctagttet

38

tagaagcatt
ttacttttac
agccatctgg
agggtgaagt
tatataacge
cctatgcage
atggtgacgt
graacacggg
taccagectc
cegtttacaa
tgacccgtge
atggtgcaag
agtaaacaaa
gatacgtaaa
ggttatataa
agtaactaca
agtaaaaatt
taaaaacgeg
gtactgtcct
cttgggaaat
aattcaatga
tgatcctttt
agacactaat
atagaacttc
agtaaagaaa
taaatacgaa
attggtttac
ggtaggaaac
atgcettctt
aacgectcaa
tcagcatatt

tgaagtgagt

aaaacaagaa
ctggggcaat
tgttgattat
ggttgaaggt
ttttectaat
tgctcaaatg
gcecggeegeg
taaaacceatt
attagtcage
tgctaaagtg
aagtagcgaa
tgcctattat
tegetcttaa
ttttgettat
tgtacgtaat
ttatgtgcac
ttaaaaatta
tgtettetgt
tgggaacttt
tegacaggac
cgcaaaagga
cttteccacta
ctgctcttga
aaattaatat
aaaaaatgtc
gacactttgc
ctettetatt
gacctaaata
gattagtatc
cgaatttate
ggtcaaatgt

tatgaaattc

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7820
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8840
9000
9060

9120



gcttacagaa
tttcactcett
accaaataaa
ttgtagtaag
atgaaatagc
aggtgcaact
agaggaagct
tataggectg
cgtatgtett
gtttttgtta
ttgtgettga
cccoteacag
taggatttgce
agttctcaca
ggcegegatt
atgtegggea
tgtttetgaa
taaactggcet
atgatgecatg
aatatcctga
attcgattce
cgcaatcacyg
gctggectgt
cagtegtecac
taggttgtat
tatggaactg
gtattgataa
aatcagtact
ttatattgta
cgacatcatc
tatgtgaatg
ccatcectttt

catacatcegg

atggtgageg
ttgtataggg
tttatcageg
ttotgtagtt
tgtgtggcca
ttcttcaaga
atcegttgag
caetgetggtt
ggagaataac
tattgagttt
gtaaccggta
tegegttgaa
cactgaggtt
tcacatecga
aaattccaac
atcaggtgeg
acatggcaaa
gacggaattt
gttactcace
ttecaggtgaa
tgtttgtaat
aatgaataac
tgaacaagtc
tcatggtgat
tgatgttgga
ccteggtgag
tactgatatg
gacaataaaa
gttgttctat
tgceoecagatg
ctggtcgcta
gttgttteeg

gattectata
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atccgttgat
cgatgaattc
catctactga
cctcagetgt
cttgeatgte
gttgtgcagg
cggaagtgtt
taetgtgagat
tttggggaga
gtaagggaat
ccacggeteoe
ttgtcoeccoecac
cttctttecat
acataaacaa
atggatgctg
acaatctatc
ggtagegttg
atgccteotte
actgcgatce
aatattgttg
tgtcctttta
ggtttggttyg
tggaaagaaa
ttotcacttg
cgagtcggaa
ttttetectt
aataaattge
agattcttgt
tttaatcaaa
cgaagttaag
tactgctgtc
ggtgtacaat

ataccttegt

atcattgtcee
tgcctggttg
tgatatacaa
cagtcggttt
tcgtacatct
cactgcttga
caagttgtta
aacattatat
accataggag
tggagctgay
togetgeoaga
gccgegecca
atacttcectt
ccatgggtaa
atttatatgg
gattgtatgg
ccaatgatgt
cgaccatcaa
ccggcaaaac
atgegetgge
acagcgatcg
atgcgagtga
tgcataagct
ataaccttat
tcgeagaccg
cattacagaa
agtttcattt
ttteaagaac
tgttagegtyg
tgcgcagaaa
gattcgatac
atggacttcc

tggtcteocct

39

acataaactt
acagtgccaa
aaatgggagt
ttgcccttta
tctetgetat
ttgtgaatta
taatgggttg
ctaggateca
tggtgaccgt
tggactctag
cotgogagea
tgtagagaaa
ttaaaatctt
ggaaaagact
gtataaatgg
gaagceccgat
tacagatgag
gcattttate
agcattccag
agtgttcctyg
cgtatttegt
ttttgatgac
tttgccattc
ttttgacgag
ataccaggat
acggettttt
gatgcetogat
ttgtcatttg
atttatattt
gtaatatcat
taacgccgece
tottttotgg

aacatgtagg

ttctecaact
acctggaagc
tgtcgtegtt
catcatggtt
cgaacgaagce
ggggaggagg
gcgetggagg
caggtgtttt
tttctgetet
tgttgggagt
gggaaacget
tataaaaggt
gctaggatac
cacgtttega
gctcgegata
gogecagagt
atggtcagac
cgtactectg
gtattagaag
cgecggttge
ctegetcagg
gagcgtaatg
tcaccggatt
gggaaattaa
cttgceatcao
caaaaatatg
gagtttttet
tatagttttt
tttttcgeet
gcgtcaateg
atccagggta
caaccaaacc

tggcagagyyg

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100



gagatataca
ttacactgcc
gccatcatca
taggegeatg
catatceogea
acagcaccaa
ctttttectt
ttecagttac
acctgcaatt
tetttttetg
tgcctcaatc
ctgatgaatg
aatcggggat
tgtccaaget
gggcagcaat
tcgcgcagge
tcecatggect
tgggctacat
tccgcaaage
gcgagacagt
geggeggeag
taggaacgga
taaggccgag
agacggtgca
ccaaatcegt
ggcgccagtc
gctactacaa
ccaccgtecge
acgatttcegy
tgegegatat
cgaacatcaa

accagatgga

atagaacaga
tcattgatgg
tatcgaagtt
caacttettt
atgacaaaaa
cagatgtcgt
ccttcattca
ttgaatttga
attaatettt
cacaatattt
ctgggaagaa
gaaagtccag
cctttcagag
ggeggccegga
cgcccagcag
aagggaactc
ccccatctet
ctcatggcta
cggtgcegte
caacaacatc
ttetggtggt
tatcggtgge
tcatgggcgy
cagegttgte
ccteggteag
cgagtcggac
cttegacgge
cgcactcgee
ccacgatctce
cagtgeatee
agetgttaac

gtaccttgag
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taccagacaa
tggtacataa
tecactacect
tetttttttt
aaatgatgga
tgttccagag
cgcacactac
aataaaaaaa
tgttteecteg
caagctatac
ctggcecgetg
acgetgeetg
geccgaactga
gagttgacct
ttaacaaact
gatgaatact
ctcaaagacc
aacaagtacg
ttctacgtca
atcgggegea
gagggtgcega
teocgattogag
ctgccgtatg
gggccgatta
gagccatgga
attattgcct
aatgteotte
aaagccggtce
atcteccata
ggcgageegg
atgaacgagce

aaatggcggg

gacataatgg
cgaactaata
ttttccattt
tettttetet
agacactaaa
ctgatgaggg
tctctaatga
gtttgecget
tcattgttet
caagcataca
ataagcgege
cggaagacag
agatcacaga
eggtggaagt
gcgcccacga
acgcaaagca
agcttcgagt
acgaagggga
agacctctgt
cegtcaaccc
tegttgggat
tgccggoocge
caaagatggc
cgcactctgt
aatacgactc
ccaagatcaa
cacaccctec
acaccgtgac
tctacgegge
egattccaaa
tetgggacac

aggctgaaga

40

gctaaacaag
ctgtagcccet
gccatctatt
ctececeegtt
ggaaaaaatt
gtatcttcga
gcaacggtat
ttgotateaa
cgtteceocttt
atcaactatc
ccgectegea
cgttattgat
ggeccteceget
tacgetagea
gttcttceoect
caagagaccc
caagggctac
cteggttcotg
ccogeagace
acgcaacaag
tegtggtgge
gttcaacttc
gaacagcatg
tgaggacctc
caaggtcatc
gaacggcgayg
tatecectgege
ccecgtggacg
tgacggcage
tatcaaagac
gcatcteocag

daaggccgygy

actacaccaa
agacttgata
gaagtaataa
gttgtecteac
aacgacaaag
acacacgaaa
acggccttee
gtataaatag
cttecttgtt
tecatatacaa
aaaaccatcc
ttcccaaaga
gcagatcttg
ttetgtaaac
gacgccgctc
gttggtccac
gaaacatcaa
acaaccatge
ctgatggtct
aactggtegt
gtecateggtg
ctgtacggtc
gagggtcagyg
cgcctcttca
ccecatgecect
ctcaatatcg
ggcegtggaaa
ccatacaagc
gecgacgtaa
ctactgaace
aagtggaatt

aaggaactgg

11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11540
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12%60

13020



acgccateat
atgggtatge
ttgcggataa
cectegtgea
ttateggacg
tgctgggaaa
caggtatatt
gtgeegattyg
acatgggecca
tatccgttag
cttggatgee
cagtgtateca
tggaacatta
acaacaggtt
acataggtaa
ttecttegatyg
cgtggaagaa
ceggetacat
tttecttgatg
ttgecetttac
gccatttett
atgttcecac
agtatgtttt
atcagegatt
atgtatgcag
aagatgcett
ctegagagag
cggataagtt
ctatttagge
ttcaaaaaat
agttctctta
ttcgecactge

cectggectt

cgegecgatt
ctctgtgate
gaacatcgat
ggaagagtat
gagactcagt
tgtggtgact
tetatgagat
taettgtgega
agaaaatatt
attatgecatg
aataaasaaa
aagtaaaaaa
gatttacaaa
attagtacag
atecgaatace
ttgtatacgt
aggtagtaaa
actagagaag
cattataata
tttttataca
ttgttttcaa
tgaaaatcat
tttttctcta
acatgcatat
gcaaatattt
cgaagagatt
agggcegaaag
cggaaatgta
aaaaagacga
gggaatagta
agatttcaat
aaagctaget

acccaactta
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acgcctaceg
aacctgctgg
aagaagaatg
gatceggagg
gaagagagga
ccataggtcg
actgatgtat
taatgacgtt
ttecgaacttg
attcattecet
aaaaacatcg
aagatttteg
aatttaacca
agaaagcatt
atcatactat
tggagcatag
agtagtagta
cacgtacaca
gtgtattaga
tagaacattg
cacttagaca
gtacctgecag
ctcattttta
tgtgtgttet
ctcagaatga
totegatatg
geaatttaat
agtcacaget
gtggggaaat
tataacctte
attttgettt
tggcactgge

ategocttge

ctgeggtacyg
atttcacgag
agagtttcaa
cgtaccatgg
cgttggegat
agaatttata
acatgcatga
ccetatcaaag
tttagaatat
acaacttttt
agaaaattte
ctacatgtte
ccgctgatta
ctgtggtgtt
cttttccaat
ggcaagaatt
taagtagtaa
aaaactcata
tattttecaga
gcagatttac
agttgttgag
gataataacc
cctgaagata
agaattgegg
aaaatagaga
caaggegtge
geattgette
aatgacaaat
aacaaacgct
cggttegtta
cttgaagaaa
cgtegtttta

agcacateocs

41

gcatgaccag
cgtggttgtt
ggcggttagt
ggcaccggtt
tgcagaggaa
cttagataag
taatatttaa
caatacactt
tagcacagag
cgtagecataa
agcatgetea
cttttgaaga
acgattagac
gcocceggact
gactccctaa
gtggettgay
aaagaggtaa
ggcacttcat
aatatgcata
ttacactact
aaccggacta
ccctaattcet
gagcttctaa
atcaccagat
aaaggaaacg
atcagggtga
tacattgact
ccactttagg
caaacatatt
ataaatcaaa
gaatctactc
caacgtcgtg

cetttegeca

ttcoceggtact
ceggttacct
gagcttgatg
gcagtgcagg
gtggggaagt
tatgtactta
acggttatta
accacctatt
tatatgatga
ggattaatta
gaaacaattg
aagaaaatca
cgttaagecge
ttettttgeg
agaaagactc
atctagatta
aaagagaaaa
catacgacag
gaacctctte
ttgtttetac
ctaaaaagca
gcatcgatce
aacaaaaaaa
cgecattaca
aaaattctgt
tccaaaggaa
totagttgag
tttegaggea
agcatatacc
tettteatet
tecteceeeca
actgggaaaa

getggogtaa

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000



tagcgaagag
ggaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
cccccgattt
agegaaagga
cacaccegec
tgtgegegga
gagacaataa
acatttecegt
cccagaaacyg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagac
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggctgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
ageggtggtt
cagcagageqg

caagaactct

gcccgcaceg
aacgttaata
caataggccg
agtgttgtte
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gegggegeta
gcgcttaatg
acccctattt
ccctgataaa
gtegeccetta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtce
gaaaagcatc
agtgataaca
gottttttge
aatgaagcca
ttgegecaaac
tggatggagy
tttattgctyg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttctge
tgtttgeegg
cagataccaa

gtagcaccge
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atcgecectte
ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
cegtetatea
cgaggtgccg
ggggaaagcc
gggegetgge
cgcocgctaca
gtttattttt
tgcttcaata
ttoccttttt
taaaagatgc
geggtaagat
aagttctgct
gccgcataca
ttacggatgg
ctgeggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctc
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtce
gegtaatetyg
atcaagaget
atactgtect

ctacatacct

ccaacagttg
attcgegtta
aatcccttat
caagagtecca
gggegatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtageqg
gggegegtea
ctaaatacat
atattgaaaa
tgeggcattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcogeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttetg
ggatcatgta
cgagcegtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
cegtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cetttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accacctett
tectagtgtag

cgctectgeta

42

cgcagcctga
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gteaegetge
ggtggecactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgecttcetg
ttgggtgcac
tttegeeceg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgateg
actcgecttyg
accacgatgce
agtctagett
cttctgeget
cgtgggtctc
gttatctaca
ataggtgccet
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
ttteegaagg
ccegtagttag

atcctgttac

atggcgaatg
aaatcagctc
aatagaccga
acgtggacte
aaccatcacce
ctaaagggag
aagggaagaa
gegtaaccac
ttcggggaaa
atccgeteat
tgagtattca
tttttgctea
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacge
ttgagtactc
gcagtgectge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cocggcaaca
cggeecttec
goggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcee
aaggatcttc
caccgctace
taactggett
gecaccactt

cagtggetge

15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
159800
15%60
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860

16520



10

15

tgccagtgge
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttecaggg
tgagcgtcga
cgeggoecttt
gttatccecet
cogcagoaoga
acgcaaaccy
tceccgactgg
ggcaccccag
ataacaattt
agggaattag
gatgtgaacg
taacagettg
ttgttcaatc
aaattttgaa
agttataaat
ttcatagcac
ctccaaaaat

ggcotttaat

gataagtcgt
tcgggetgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttec
gattctgtgg
acgacagago
cctctocecg
aaagcgggea
gctttacact
cacacaggaa
cttgegogaa
tttactaaag
tattccaagt
tcttggttaa
atttctectgt
tcaggatcee
ttgtaatttt
ttectttgtt

agcctagtte

<210> 2
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 2

tgatcttgta gaaagtaccg agg

<210> 3
<211> 24
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gtcttacegg
cggggggttc
tacagegtga
cggtaagegg
ggtatcttta
gctcgtcagg
tggcettttyg
ataaccgtat
gcagegagtco
cgcgttggee
gtgagcgcaa
ttatgettee
acagctatga
attattgget
tagcactatc
cctgacatte
aattctcttg
tggacagctc
attctgtagce
tgagtttgtt
cttecegttat

ttagcattte

23

gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagteoctgte
ggggcggage
ctggectttt
taccgecottt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctegtatg
catgattacg
tttttttttt
tgtggaatgg
cagttgtaag
ttccatgaat
gttgaatttt
caccttatee
ttectegatt
gtcaacactt

agatc

43

agacgatagt
cccagettgg
agcgccacge
acaggagage
gggtttegee
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctyg
gaagcggaag
tgcagetgge
gtgagttagc
ttgtgtggaa
aatttaatac
tttaattaat
ctgttggaac
ttttecaact
aggctctttt
ttcttagett
atgaccgttt
tcatcgaagt

ttegttgtta

taccggataa
agcgaacgac
ttccecgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tectttectge
ataccgetceg
agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg
gactcacaat
actacetttt
tttttcecgat
tgtgattcaa
tccagtcteg
ctaattgtcet
tattaattat
teoatttette

agcaatctet

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18215



10

15

20

25

30

35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 3

ggaaacagct atgacatgat tacg

<210> 4
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 4

ggaaacagct atgacatgat tacg

<210> 5
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 5

ctttgttctt ccgttatgtc aacac

<210> 6
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

25

24

24
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44



10

15

20

25

<223> Cebador sintético

<400> 6

ttccaagaag aacaacctga tag 23

<210>7
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 7

tgatgtgaac gtttactaaa g 21

<210> 8
<211> 16176
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido sintético

<400> 8

tegegegttt cggtgatgac ggtgaaaace tcottgacaca tgeagetcoce ggagacggte

acagcttgte tgtaagecgga tgoccgggage agacaagecce gtcagggege gtcagegggt

ES 2651076 T3

45

60

120



gttggegggt
caccatatge
cattcgeccat
ttacgeccage
ttttececagt
gcggecgcat
taaaagggag
tgtttgtttt
actctagatt
atacgtcata
gaagttacta
agggatatag
aggtaccgga
taatgecatt
aggaccttaa
tatectaggaa
tattgatgtt
gtgagattect
gaaactgaca
ggetgetgta
atttactatt
caattttttg
aactaaaaat
aattgaaage
agtttcaacc
caacttacge
ccgaagaaca
taaagattgt
aagctaccat
aggaaagagt
tggaagaaaa
ttgectgtge

ggtacaaate

gteggggetyg
ggtgtgaaat
tcaggctgeg
tggcgaaagg
cacgacgttg
attttttgta
cccaaggaaa
ctttacacat
ctatacttgt
aaagggaaaa
ctteotagggg
aagcaaatag
gacctaacta
tttttgagtt
tacattcaga
cocatcaggt
acacctggac
ccgaaattaa
ggtggtttgt
acagggaata
ttccettett
tttgtattct
gtctgaacca
cteeggeact
tcaagactcc
caagttgate
agtogaaaat
tecaggecaga
tgaaaaggct
ccttattaaa
ggacggtatc
cgaggccocaa

cagcactggt

ES 2651076 T3

gcttaactat
accgcacaga
caactgttgg
gggatgtget
taaaacgacg
actgtaattt
actcctecage
teactgttta
ttecccaattg
gecacatgeg
gactatcaag
ttgtcagtge
catagtgttt
ataataatcc
cacttctgeg
tggtggaaga
accceotttte
ttaaagcaat
tacgcatget
taaagggcag
acgtaaatat
tttcttgett
gctcaaaaga
gtogttgttg
acaactaacc
gatgttgeeg
getgtggaca
gtectcocaceg
agacatatca
attgcttcea
cactgtaatt
gttactttga

aaagattaca

gocggeateayg
tgcgtaagga
gaagggcygat
gcaaggcgat
gccagtaage
cactcatgca
atatatttag
ataaaacttt
ggecgatcegg
gaagaatttt
taaattacte
aatccttcaa
aaagattacg
tacgttagtg
gtatcaccct
ttaccegtte
tggeatccag
cacacaatte
aatgcaaagg
cataatttag
ttttettttt
aaatctataa
aacaaaaggt
ccgacactgg
catcattgat
tggaatacgg
gattgttagt
aagttgatge
ttazattgtt
cttgggaagg
tgactctatt
tttecccecatt

agggtgaage

46

agcagattgt
gaaaataccg
cggtgcggyge
taagttgggt
ttgeatgeet
caagaaaaaa
aagtctccte
tataatattt
gecttgetgg
atggaaaaaa
ctggtacact
gacgattggg
gatatttaac
tgagcegggat
acttattcece
taagactttt
tttttaatet
teteggatac
agcctatata
gagtttagtg
aattctaaat
ctacaaaaaa
tgctaacaac
tgattteogge
cttggctget
taagaagecat
cgaattoggt
tagattgtot
tgaacaagaa
tattcaaget
attctccttce
tgttggtaga

cgacccaggt

actgagagtg
catcaggege
ctcttcgeta
aacgccaggg
gcaggtegac
aaaactggat
agcatatagt
cattatagga
tagtaaacgt
aaaaaacctec
gaagtatata
aaaatactgt
ttacttagaa
ttaaactgtg
ttcgagatta
cagottecte
teagtggeat
caccteggtt
cctttggete
aacttgoaac
caatcttttt
cacatacata
tctctagaac
tetattgeca
gccaagcoaac
ggtaagacca
aaggagatct
tttgacactc
ggtgtctcca
gccaaagaat
gttcaagcag
attctagact

gttatttceg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



tcaagaaaat
ctttcagaag
cagctttatt
tetcegetaa
gattegactt
tctctgecega
gtatctcgga
gtacatgtac
tgactttaac
tettattecac
gtttcggcag
atgaatcett
agacataatg
acgaactaat
tttttccatt
ttcttttcte
agacactaaa
ctgatgaggg
tctctaatga
agtttgetgt
gtecattgtte
ccaagcatac
gccgtctcca
ccaggtgctc
aacccaacca
gtcgotttgt
aaacagtteca
gttgaagtta
gctcaageta
acctatgttt
ttggetggtce

atcgatggtg

ctacaactac
cactgacgaa
ggacaagttg
gaaggaagcc
gaatgaagac
tattgttact
aatattaatt
acaagtatat
gagacagaac
gtgttatacc
ccectaagat
gcagcaaagc
ggctaaacaa
actgtagece
tgccatctat
tctcececgt
ggaaaaaatt
gtatcteogaa
gcaacggtat
cttgctatca
tagttoocott
aatcaactat
ccataagaat
cattgggtat
acccagactg
tgtattctat
gacagttggg
ctaccggtce
acctggetge
tettgggtga
atttgaaatt

ctaccagtat
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tacaagaagt
atcaaaaact
atgaacagta
ggcgacaaga
getatggeca
ctattcgact
taggccatgt
ctatatatat
agttttttat
cacaccaaat
cagacaaaac
cgctegtace
gactacacca
tagacttgat
tgaagtaata
tgttgtctca
aacgacaaag
gcacacgaaa
acggecttee
agtataaata
tettacttgt
ctcatataca
tttggctgtg
ggcaccagct
gatcaacaga
gctacatttg
ttocagaaca
attaggtcaa
cacttacaac
cggttgtttg
gggtaacttg

ctcattcgat

acggttacaa
tggctggtgt
ctgaaccttt
tttecttacat
ctgaaaaatt
tgattgaaaa
ccttatgeac
aaattaatga
tttttateet
ccaatagcaa
atccggaacc
ggagatatac
attacactgc
agccatcatce
ataggcgcat
ccatatcege
acagcaccaa
cttttteoctt
ttccagttac
gacctgcaat
ttetttttet
atgactcaat
gacaccgtat
gcacacgttc
gatagatttg
actggttacg
cecaggtceate
ggtatctceca
aagecggget
caagaaggta
attgcoccatet

gaagatgttg

47

gactattgtt
tgactatcta
cccaagagtt
cagcgacgaa
gtccgaaggt
gaaagttacc
gtttcttttg
aaatecccta
atttgatgaa
taccggecat
accttaaatc
aatagaacag
ctcattgatg
atatecgaagt
gcaacttctt
aatgacaaaa
cagatgtcgt
cattecattea
ttgaatttga
tattaatctt
gcacaatatt
tcactgacat
ccaaggccaa
tatggagtca
tcttgtctaa
atctgtctat
ctgaatttga
acgetgttgg
ttaccttgtce
tttetteaga
acgatgacaa

ctaagagata

atgggtgcett
acaatttcte
ttggaccctg
tetaaattea
atcagaaaat
gcttaaggaa
atacttacgg
tttatatata
tgatacagtt
cacaatcact
aacgtcccat
ataccagaca
gtggtacata
ttecactacce
ttottttttt
aaatgatgga
tgttccagag
cgcacactac
aataaaaaaa
ttgtttecte
tcaagctata
tgataagcta
ctcaggtcac
aatgcgecatg
cggtcacgeg
tgaagacttg
gttgecaggt
tatggccatg
tgacaactac
agettcoetee
caagatcact

cgaagcctac

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3%60

4020



ggttgggaag
attgctcaag
ggttacggtt
gatgttaaac
caagaagttt
aagtggaaca
gctagaagat
gacaaggact
aatcaattge
tggaaggaag
tacattaggt
tteggtgcea
ggtgcegtta
tetateggtg
agatccctac
tacaagaact
ttgeecacaat
gatgttgeta
gaagctgcta
ttetteactt
ccaatcatgt
ttcggtattg
ttcaccccag
aagctaattt
tatgatatta
tataaacgat
cttttectte
tttettttte
acaccattca
tgctacctta
agaacttaat
acaaggccac

aacaaaaakc

ttttgtacgt
ctaagttate
ccttgocatge
aactaaagag
acgaccacta
agttgttcag
tgageggcca
ctgecgtgge
cagagttgat
ceocttgactt
acggtattag
actacaaacc
gattgtocge
teggtgaaga
caaacattca
ctttagaate
tggaaggtag
acccagatat
agactttgge
ttgacasaca
ctgttgaagt
acagatttgg
aaggtgttge
ctectttgaa
tttgtgaaaa
taagcaaaaa
ttatattata
cttgtaccag
agtataaage
cgcttatate
tegttttteg
gttetgtcac

acgatctggyg
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agaaaatggt
caaggacaaa
cggctctcac
caaattcggt
ccaaaagaca
cgaataccaa
actacccgea
cactagaaaa
tggtggttcet
ccaaccteet
agaacacgct
atacggtggt
tttgtctgge
tggtccaaca
agtttggaga
caageatact
ctctattgaa
tattttagtg
cgcaaagaac
acccctagaa
tttggectace
tgcctecggt
tgaaagagct
aaaagcttte
aatgaaataa
aatagtttea
ggtgtacgta
cacatggceg
caataaagaa
tctcattgga
ttgaactatg
cgtcagaaaa

tgggtygtggyg

aacgaagatc
ccaactttga
tctgtgeacyg
ttcaacccag
attttaaagce
aagaaattcc
aattgggaat
ttatecagaaa
gccgatttaa
tctteooggtt
atgggtgcoca
actttettga
cacccagtta
catcaaccta
ccagctgatg
ccaagtatca
agcgctteta
gctactggtt
atcaaggctc
tacagactat
acatgttggg
aaggcaccag
caaaagacca
taaattetga
aactttatac
aacttttaac
ttatagaaaa
agcttgaatg
tatcgtacca
atatcgtttt
ttgtgcecage
atatgtcaat

tgtattggat

48

tagcocggtat
tcaaaatgac
gtgccccatt
acaagtcctt
caggtgtcga
cagaattagg
ctaagttgee
ctgttettga
caccttctaa
caggtaacta
taatgaacgg
acttogttte
tttgggttygc
ttgaaacttt
gtaacgaagt
ttgetttgte
agggtggtta
cegaagtgte
gtgttgtttc
cagtcttace
gcaaatacgc
aagtcttcaa
ttgcattcta
taegtagatea
aacttaaata
aatattccaa
atttcaatga
ttaaaccctt
gagaattttg
ctgattaaaa
gtaacattaa
gaggcaagaa

tataggaage

tgccaagget
cacaaccatt
gaaagcagat
tgttgttcca
agccaacaac
tgctgaattg
aacttacacc
ggatgtttac
cttgaccaga
ctctggtaga
tatttecaget
ttatgotget
tacacatgac
agcacacttc
ttetgecegeco
cagacaaaac
cgtactacaa
tttgagtgtt
tctaccagat
agacaacgtt
tcatcaatece
gttctteoggt
taagggtgac
tecagatttga
caactttttt
acactcagte
ttacttttte
cgagagaatc
ccatcggaca
cacggaagta
aaaagagtgt
ccgggatggt

cacgegetea

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

3700

5760

5820

5880

5940

6000



acctggaatt
gttataatgt
atgagcgttt
cccattttte
getttetttt
cttgcaaaat
cccagtatcc
gecggegeayg
ctgggccaac
aacacagaaa
aaatgggtcg
acacaagacc
gccatcaaac
getcttgtta
ccaaaagtgg
ttgggcaagg
accagtgttt
tcgaaggaat
atttatactc
cataaaccga
ggcogoocag
caatgacact
tcactttctt
ttcattactt
aaaaataccg
aacacctgca
gceccctgata
tgagacttgce
ccttgtcace
cctagecace
ctoccacgatt

acttctttcet

acaggaagct
ccegtgtcta
tttgttacta
cttttcteat
acttaatatt
cgatttagaa
ttgcttctga
attggttaca
caattgttac
agaagccecac
acgattttgc
ctttgcattt
ctggtacttc
tgactgtgga
aaactttgag
agaccatccc
tcactgcagc
tgegtteotag
tctatactat
gccattecta
ggtggtgect
ccataagget
accgccatct
gacgcaaaag
cttctaggeg
tatttggacg
acgtccacta
atactgcaaa
tecacttaatt
tcaaggtatg
tcaacatata

tgtaacatct
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ggtaattttt
tatatatcca
caattggttt
tgttetcata
ttacttgeat
tcaagatacc
cttcgecaac
tategatgte
cteocctacgt
tgegttette
taaatgtggt
agttaagttg
tgttgacgtt
acctgggttt
agccaagttc
gaaagccgcc
tgacccgeac
agatttgcta
acgatatggt
ctatacaaga
tgteegtttt
tccttaacca
agatcaatat
cgtttgaaat
ggttatctac
acctttactt
attgagogat
tecgtaagtag
ctagctagece
coteteceeg
aatagetttt

ctcttgtaat

tgggtttgea
ttgacggtat
tacagacgga
tettaaaaag
tecagtgaatt
agcctaaaaa
ttgggttgeg
atggacggece
cgtteotgtge
gattgtcaca
gctgaccaat
attaagtcta
ttatttgaac
ggaggccaaa
ccccatttga
aaagccggtg
gatgttatct
gattagttgt
attttttteot
tacgtaagtg
cgatgatcaa
aagtcaaaga
ccatttcgta
aatgacgaaa
tgatccgage
acaccaccaa
tacctgageg
caacgtctca
taccctgcaa
gaaactgtgg
gataatggeca

ceecttattece

49

atcatcacca
tctatttttt
attttcccta
gtectttett
ttaatacata
tggtcaaacc
aatgtcataa
attttgttee
cacgecectgg
tgatggttga
ttacgttcca
agggcatcaa
tagctcectcea
aattcatgga
atatccaagt
ccaacgttat
ccttcatgaa
acatatgogg
cgttttgatc
cctaactcat
teecetgggat
actcttettt
coccgeggaa
aagaaggaag
ttecactagg
aaaccacttt
gtectetttt
aggtcaaaac
gtcaagaggt
cettttetgg
atattaatca

ttctagectat

tetgecacgtt
tgctattgaa
tttgtttegt
cataatcaat
ttectetagt
aattatagct
ggtcatcaac
aaacattact
cgatgectage
aaatcctgaa
ctacgaggcee
agctgecatge
tttggatatg
agacatgatg
cgatggtggt
tgtcgctgga
agaagaagtc
catttcttat
tcctaatata
gggaaaaatg
gcagtategt
tecattctctt
cogeccagata
aaaaaaaaag
atagcaccca
cgcctctece
gtttgecagea
tgtatggaaa
ctecgtgatt
cacacatgat
aatttatttt

ttttcataaa

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6500

6560

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7820



aaaccaagca
aaaattgatg
tacagagcag
ggtagcacag
tatgaagtag
ttggataaca
gacggtgetg
tttecaagaaa
aaaaagtcac
ccttecteat
gacatcagac
attategatg
ctgttagtgg
ggtaattctg
aaaccgtagt
aagetattta
aatccagtaa
atgtttattt
cctgtecgga
tgaaggatat
atggtaaatt
gaacaaattt
ttagacacag
ccacgetttt
acggtaattg
acaccaagag
gtttectgtyg
aaagtgtaaa
actgcceget
cgcggggaga
gcgecteggtce
atccacagaa

caggaacegt

actgettate
cgttagaatec
ttgatgaaaa
tggtttatgt
cgtctaaatt
agttgcaatt
atgaagtgga
aattggttag
caaaacattt
acgtgagggt
aaggaggtte
cggatttcgg
gogt.ggtgga
acggtagtgt
aaaggttgac
gttatttgga
aaatgaagga
ctttggaacyg
taaggcgtta
ttetgoacta
ccccactttt
cceteattee
aacagcttta
aattecatcte
aaattaaaag
agcaaagegyg
tgaaattgtt
gectggggtg
ttccagtcgg
ggcggtttge
gttcggetge
tcaggggata

aaaaaggecy
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aacacacaaa
tttgggcaat
tttazaattt
tgccgaaaga
catttgeatt
aggctccatt
tgagaattta
tactagtget
aggtaagaac
caagaatgat
tgctaaagea
tgaaatttec
aacaggttta
tgaagttacc
ttttcacaac
tactgttttt
tgaacaateg
tttgtgttgt
ctaccgatga
aatgccaaca
gcctgatcca
gatgctgtat
aataaaatgt
ttgtatggtt
ggaaacgagt
toocagogge
atcocgetoac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa

cgttgetgge

cactaaatca
cctttggagg
gatgatcaca
attggacaat
ccaacaggat
gaacagtatc
caattaatta
aaaaccttea
tggaggcaag
ctattagaac
ggtectgttyg
gateccaagaa
ttcatcgaca
gaaaagtgag
agtgtctcca
tttecagaag
gtgtatgeag
tcgaaatcca
cacaccaagc
tcagatttaa
gccagtaaaa
atgtgtataa
tggatatact
gacaatttgg
gggggcgatg
cgcgaatteg
aattccacac
gagectaacte
gtgccagetyg
ctectteeget
atcagctcac
gaacatgtga

gtttttecat

50

aaatggctge
atgccaagag
aaattattgg
atttgcatga
tccaatcaag
ctcgecattga
aaggtggtgg
ttgtegttge
gtgttecccat
aattgecatgce
taactgacaa
aattgcatag
acgcttcaaa
cagatcaaag
ttttttatat
ttttetttet
attcaacacc
ggataatcet
tcgagtaacg
tgatccatgg
tccatactca
atttttacat
ttttctgect
ctatttttta
agtgagtgat
gogtaateat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
toctegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggec

aggetecgee

cggtgtecea
agctgcagca
aattggtagt
ccctaaattt
aaacttgatt
tatagcgttt
tgottgtcta
tgatteaaga
tgaaattgta
tgaaaaagtt
taataactte
agaaatcaaa
agcctactte
gcaaagacag
tgtattatta
agtaaagtac
aataaatgca
tcaacaagac
gagcaagaat
acctggttgyg
acgacgatat
getcttectgt
gtggtgtcat
acagaaccca
actaaaatag
ggtcataget
coggaageat
cgttgegete
tcggeccaacg
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggc

cocctgacga

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900



gcatcacaaa
ccaggcogttt
cggatacctg
taggtatetce
cgtteagecee
acacgactta
aggcggtgct
atttggtate
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcett
ttggtctgac
tegtteatee
accatctggc
atcagcaata
cgccteocatce
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcecgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggeg
catttatcag
acaaataggyg
tgacaagtte
agcatcaaat

agccgtttct

aatcgacget
ccccctggaa
tecegecttte
agtteggtgt
gaccgctgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgegetetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgect
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctecyg
gcggttaget
ctecatggtta
totgtgactyg
tgctcttgee
ctcatcattg
tccagttega
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttcegegea
ttgaaaacaa
gaaactgcaa

gtaatgaagg
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caagtcagag
gctcecctegt
teeccttcggg
aggtegtteg
cettatoegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagecagt
ctggtagegg
aagaagatce
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactecececegt
caatgatacc
ccggaaggge
attgttgecg
ccattgctac
gttcccaacg
cetteggtee
tggecagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccecg
gaatettttt
tttattcata

agaaaactca

gtggcgaaac
gegctctect
aagcgtggeg
cteccaagetg
taactategt
tggtaacagg
gcctaactac
tacettogga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
egtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatogtg
atcaaggcga
tccgategtt
gecataattect
aaccaagtca
acgggataat
tteggggega
tegtgcacec
sacaggaagyg
catactcette
atacatattt
aaaagtgeca
attgtecagta
tcaggattat

ccgaggeagt

51

ccgacaggac
gttecegacce
ctttctcaat
ggctgtgtge
cttgagtccea
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgecaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacget
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtea
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
cttttteaat
gaatgtattt
cetgacgtca
ctgattagaa
caataccata

tccataggat

tataaagata
tgcegettac
gctcacgcetg
acgaaccecee
acceggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagetettyg
agcagattac
ctgacgctea
ggatcttcac
atgagtaaac
tetgtetatt
gggagggett
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccccatgtt
agttggcege
tgaecatcegt
agtgtatgeg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
actatacaaa
aaactcateg
tttttgaaaa

ggcaagatcc

9860
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820
10880
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760

11820



tggtatceggt
tcaaaaataa
ggcaaaagct
tcaaaatcac
aatacgegat
aacactgcca
aatgctgttt
aaatgettga
tctgtaacat
ggctteceat
ttataccecat
ttttecttac
ttttaaaagg
tetacagggg
atatgcatgt
tagagaaaaa
atgattttca
ttgaaaacaa
tgtataaaaa
tattataatg
cttctetagt
tttactacct
acgtatacaa
ggtattegat
ctgtactaat
tttgtaaate
ttttttactt
tttttttatt
catgcataat
aatattttct
tcgracaaga
atctcataga

agtcaccaca

ctgecgattee
ggttatcaag
tatgecatttce
tcegeatcaac
cgctgttaaa
gcgecatcaac
tgcecggggat
tggteggaag
cattggcaac
acaatcgata
ataaatcage
ccatggttgt
aagtatatga
cgeggegtgg
aatcgctgat
aazacatact
gtgggaacat
aagaaatgge
gtaaaggcaa
catcaagaaa
atgtagccgg
ttcttecacyg
catcgaagaa
ttacctatgt
aacctgttgt
taatgttcea
tgatacactg
ggcatccaag
ctaacggata
tggceccatgt
caatcggcac
aatatacctg

tttecoagea
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gactcogteea
tgagaaatca
tttccagact
caaaccgtta
aggacaatta
aatattttca
cgeagtggtg
aggcataaat
getacctttg
gattgtegea
atccatgttg
ttatgttogg
aagaagaacc
ggacaattca
tttttttgtt
ggatogatge
tgeotttttag
gtagaaacaa
gaagaggttc
ctgtegtatg
ttttctettt
taatctagat
gagtctttet
cgcaaaagaa
gegettaacg
tgatttteott
caattgttte
taattaatecc
tcatcatata
aataggtggt
taataaccgt
taagtacata

acttacccac

acatcaatac
ccatgagtga
tgttcaacag
ttcattcegtg
caaacaggaa
cctgaatcag
agtaaccatg
tecgtcagee
ccatgtttca
cctgattgee
gaatttaate
atgtgatgtg
tcagtggcaa
acgcgactgt
ttagaagctc
agaattaggg
tagtceggtt
agtagtgtaa
tatgcatatt
atgaagtgce
ttacctcttt
ctcaagccac
ttagggagtc
agtcegggge
gtctaatcgt
tecttcaaaag
tgagcatget
ttatgectacg
ctctgtgeta
aagtgtattg
ttaaatatta
cttatctaag

ttcctetgea

52

aacctattaa
cgactgaatc
gccagccatt
attgcgeoctg
tcgaatgcaa
gatattcttc
catcatcagg
agtttagtet
gaaacaactc
cgacattatce
goggaectaega
agaactgtat
atcctaacct
gacgegttet
tatcttcagg
ggttattate
ctcaacaact
gtaaatctge
tctgaaaata
tatgagtttt
ttactactta
aattcttgee
attggaaaag
aacaccacag
taatcagcgg
gaacatgtag
gaaattttet
aaaaagttgt
atattctaaa
ctttgatagg
tcatgcatgt
tataaattct

ategecaacy

tttceceteg
cggtgagaat
acgctcgtea
agcgagacga
ceggegoagy
taatacctgg
agtacggata
gaccatatea
tggegeateg
gecgagcocecat
aacgtgagte
cctagcaaga
tttatattte
agaacacaca
taaaaatgag
ctgoaggtac
tgtctaagtg
caatgttcta
tctaatacac
tgtgtacgtyg
tactactact
ctatgctcca
atagtatgat
aatgcttteot
tggttaaatt
cgaaaatctt
cgatgttttt
aggaatgaat
caagttcgaa
aacgtcatta
atacatcagt
cgacctatgg

teetetette

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800



actgagtctce
atactettee
atcgatgttc
gatcacagag
aatcggegeg
ctcaaggtac
gttaacagct
ggatgeactyg
gagatcgtgg
ggcgagtgeg
gccgtcegaag
gtocgacteg
ctgaccgagyg
gacaacgcetg
ccgcccatga
gccaccgata
accaccagaa
gatgttgttg
gacggcaccy
tagccatgag
agagatgggg
gagttccctt
ctgetgggcy
tececggeoeogee
ctctgaaagg
ctggactttc
ttettoccag
aaatattgtg
aaagattaat
tcaaatteaa
tgaatgaagg

acgacatctg

cgtcegataa
tgcacgaggg
ttatccgeaa
gcatacccat
atgatggcgt
tccatctggt
ttgatgttcg
atategegea
ccgaaategt
gcgacggtgg
ttgtagtagc
gactggecgece
acggatttgg
tgecacegtet
ctcggectta
tcegttecta
ctgccgecge
actgtcteoge
gotttgegga
atgtagccca
aggccatgga
goetgocgega
attgctgccce
agcttggaca
atccccogatt
cattcatcag
gattgaggeca
cagaaaaaga
aattgcaggt
gtaactggaa
aaggaaaaag

ttggtgectgt

ES 2651076 T3

cetgecactge
catcaagctc
aggtaaccgg
agtacecggaa
ccagttoctt
aattccactt
ggttcagtag
ttacgtegge
gettgtatgg
tttcecacgee
cgatattgag
agggcatggg
tgaagaggcg
cotgacecte
gaccgtacag
caccgatgac
acgaccagtt
agaccatcag
gecatggttgt
ttgatgttte
gtggaccaac
gagcggogtc
gtttacagaa
caagatctge
teotttgggaa
ggatggtttt
ttgtatatga
aacaaggaag
ctatttatac
ggaaggecegt
tttecgtgtgt

ctttgtegtt

aaccggtgec
actaaccgec
aacaaccacg
etggteatge
ceecggecttt
ctggagatgc
gtctttgata
getgoogtea
cgtccacggg
gcgcaggata
ccegeegtte
gatgaccttg
gaggtcctca
catgetgtte
gaagttgaac
gccaccacga
cttgttgegt
ggtctgoggg
cagaaccgag
gtagcccttg
gggtctettg
agggaagaac
tgctagcgta
agcggaggcc
atcaataacg
tgcgaggegg
gatagttgat
aaagggaacg
ttgatagcaa
atacegttge
tegaagatac

aattttttece

53

ccatggtacg
ttgaaactct
ctegtgaaat
cgtacegeag
tettecagecet
gtgtcccaga
tttggaatcg
geegegtaga
gtcacggtgt
ggagggtgtyg
ttgatcttgg
gagtcgtatt
acagagtgcg
gcecatctttg
gcggecggea
atcccaacga
gggttgacgy
acagaggtct
teoeoccttegt
actcgaaget
tgetttgogt
tegtgggege
acttccaccyg
tctgtgatct
ctgtctteeg
gcgcgettat
tgtatgettg
agaacaatga
ageggcaaac
tcattagaga
ccetecatecag

tttagtgtect

cecteecggate
cattettett
ccagcaggtt
cggtaggegt
ccegecattt
gctcgttcat
ceggectegec
tatgggagat
gaccggettt
gaaggacatt
aggcaataat
tceatggete
taatcggecce
catacggeag
ctcgaatcga
tegecaccctc
tgcgecegat
tgacgtagaa
cgtacttgtt
ggtetttgag
agtattcatc
agtttgttaa
aggtcaactc
tcagttcgge
caggcagcgt
cagcggccag
gtatagettg
cgaggaaaca
tttttttatt
gtagtgtgeg
ctetggaaca

tocatcattt

13860
13820
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14540
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660

15720



10

15

20

25

tttttgtecat
aaagaagttg
aacttcgata
ccatcaatga
tctgttetat
tataggaatc
cggaaacaac

cctataaaaa

tgcggatatg
catgcgccta
tgatgatgge
ggcagtgtaa
tgtatatcte
cecgatgtatg
aaaaggatgg

taggcgtate

<210>9
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 9

acgccagggt tttcccagtc ac

<210> 10
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 10

ccagcaccct aagccgacta gg

<210> 11
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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gtgagacaac
ttattacttc
tatcaagtcet
tttgtgtagt
cecteegeca
ggtttggttyg
gcccatgacg

acgaggccct

22

22

aacgggggag
aatagatggc
agggctacag
cttgtttage
cctacatgtt
ccagaaaaga
tctaagaaac

ttegte

54

agagaaaaga
aaatggaaaa
tattagtteg
ccattatgte
agggagacca
ggaagtccat

cattattatc

adaaaaaaga
agggtagtga
ttatgtacca
ttgtctggta
acgaaggtat
attgtacace

atgacattaa

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16176



10

15

20

25

30

35

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 11

caccaacctg atgggttcct ag

<210> 12
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 12

acggtgctga tgaagtggat g

<210> 13
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 13

accacgccca ctaacagttt g

<210> 14
<211> 16580
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido sintético

<400> 14
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22

55



taaaagaaaa
tctgtgaact
atcgttgage
ttatgtttca
ataactgacce
gaaaatcctt
ccactcattce
ttgctgttag
tcaacaagag
agtagaatga
tggccgatca
tgtcaaattt
aacctggtge
acacacatga
ataatgagga
taaaaaatat
cttttactct
aactgctcce
cacctaacct
ctgtegatat
accttategt

aaataataaa

cattetctag
cagttggaat
atgttcgaca
ctecgatgec
agtgtteogee
tgataaaata
ctgataaccc
acctgaacte
gaattgaage
ctatgacacce
ttctgacgtt
aacgctgecga
aatacatgat
ttaccttagt
tggagecoga
aaaagagact
taaatgtgga
cattggaata
cggaagatcg
acaacaaaaa
aaagagttct

aatecgatage
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ggattacgag
attaagggac
ttgegtatce
gtacattceg
ggtgccaact
cactttaaaa
tggaaggttyg
attcttagaa
cattttecaa
cgacttgatt
ggtggaggtt
tggattttag
ttegetaccea
ttcaactcac
gaggataaat
agattgaget
catgcaaata
cgaatggaaa
tcgacaagct
ggaaccattt
tggaccettg

gacaaaaact

gtaaagatac
aggttgttte
ttggatgaaa
aaactatttt
tctaatgeat
agtggcgeac
ttatcgagca
ggtaattcat
cttecaateta
gaaaaatggt
gggcgeectga
cagaggcaat
aacacactte
caaagaaatg
ctggcagaaa
tgaaagatga
aatttatgag
ataaagaagg
tgtggagagyg
tecatcttgat
gatggagtgt

gtcaatttea

56

attttcaagg
cttgcaccca
gacgtggaaa
cattgacata
taatgogtga
attctattag
aaagcgagga
acgcgagaga
tccaaggeag
ttocaggtga
ctgtgagaca
caaatttggt
gattggatct
ttcecctacta
tgagagaatyg
aaaagaaaaa
attggtgtgg
aaagtggcaa
tgacttcatg
ggacaacatg
aaaccatgat

atattcttta

cttattcgat
gagaagcaat
attcaagcag
ttgtaatcat
tctaacceeg
taatcecttet
aactacagag
tacagaatgt
cggtacatea
toggecatet
gaagagaact
gttaaattca
ttattegeag
ggagtgagtg
gaagattgte
gtgaaggatg
tgggtattgg
aattttcata
aaccaagtgt
tgcatcaaaa
ttaaaacagc

tatttgttga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ctgcttagat
tgtttaaata
ccgggcaaat
catagegeca
acgecettagt
ttgtttgett
tatttegegg
tecatatttte
gtctgtatgg
ttaaagtatt
aagacgattc
ctactecaata
agaattagac
aattgtgcte
aaccaagaaa
cagettoeggt
taaggtgtgt
gtegegaceg
gaagtttgct
ttaccatctt
atcttettgt
acatccatac
gtcttagecat
atagettgag
tagtcaccte
tegtgttega
tecttgtaca
tggtgcttgg
gcacgagegt
tggtcagtgt
ccacctaatt
acatcgaaat

geagtacece

attttgagaa
agtattcaac
ttegecggte
gggtagtata
agcttttaca
tcttgtgatg
aggcggectt
aagtagtgtt
gcgecataaac
atagaagagc
tttgteoccte
aaaaattaat
taaataaagt
tattagaata
gaaaaagtac
gtgtgtgtgt
gtgtggataa
cggcettaaca
ttggttcace
caaattcctt
aaggagattc
cggcaatgtyg
cgaagttggt
tcaattcaaa
tgttagcatc
aagtgtgace
agttgtgage
ttggttecat
agtcacgage
tcaacaagga
caatggtagc
ctgggttggt

ataatagett
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aattcagegg
tactattgaa
ccggaatttt
ctatagaagg
tottcataag
aagaaatttc
caatcatcga
agtaaatttg
gtaagcgaga
tgggcaggaa
tatacaaaca
gaataaatta
gtttctaaaa
attatgactt
catccagaga
gtgtgaaget
aatattagaa
gtacatgttg
gttagecttg
acccttacea
ttccaataat
agcgatgaag
accaccgtta
gttgtegatt
aatggaaccc
ggccaaagta
cttcaagaaa
tggctttggt
aatggtcaac
catgtaacct
atcgatggceg
agcggcaceg

gataccagtt

aaacagcgtyg
gccgactcat
cgtttccgca
tcagactaaa
aaaaggaaac
gatgcgatta
atactacgtc
tatacgttea
cttecaaatg
ctattatgac
tottgeaaag
gtgtgtgtge
aaatattaaa
gtgtgegttt
aaccaattat
aagagttgat
tgacaattce
acaatggett
gcgtaagcaa
gagtcgaaag
ttagcagcag
atatcttcca
ccgaaaccac
gggaattggt
aacataccgt
gegtggttga
cegatgacag
tcaatcaaga
atttgageca
tctetaceac
ttcttgattt
ttcatgtatc

tcagettget
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atgagtgagt
gaagccggtt
ataaaagaac
ctgagtcate
ttgtagaatg
accggcaaaa
ttaatatgat
tgtaagtgtyg
gagcaaacga
gtaaagectt
ataccaaata
attatatata
gttgaaatgt
catattttaa
atcaaatcaa
gecatttaat
ceggaattge
cgtacaatte
ccaaatctte
aagcgtatet
attccaaage
agtcagtaga
cgtttctgat
cggtgtocea
tgtcgacage
cttegatgtt
ttteggtote
aagtaccctt
agtgttcecctt
cccagaaaac
ggatggcage
tggcatgace

tttgcttage

taagttetge
acggacaaaa
cgctcatcat
tagagtaatg
gecctggegat
tcagtaaagg
gtactgtggt
tatettgagt
gaagagatct
gaccataata
ttttcaaate
ttaaaaatta
gegtgttgtyg
aataggaaat
ataaaacaac
ctaaaaattt
gtacgcecegg
ttgettacea
caaagtcaac
gtcagccaac
tctggecatg
gtttcttctg
gatttgcatc
accgttttgg
aacagccaat
gaccttgaag
aacatcgtat
gaaacctetg
ttctctettt
gtagttggaa
tctggcaaca
aaagacgtta

gtaagcaaca

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



atttecttea
tcgtggaaac
ttgttcttag
ccaccgaatt
aaccattcag
attgggttct
ttggtagcca
gaatacaaac
agaagggaaa
attccctgtt
caaaccacct
taatttecgga
tccaggtgta
cctgatgggt
ctgaatgtat
actcaaaaaa
agttaggtct
acaagcctac
ataggatatg
tctgettget
cgagacagcea
ggatctttac
ccacgtgcag
agtaagagct
tattttecaca
ttcatcaaga
tttacacaca
acacaatgtc
gtctcgecat
atcttecgea
ccgtagecat

ttccattgaa

agttagcette
agtagtattc
cagcttggac
ggtecaccacc
acatcttett
tggattcoctt
tttttagttt
aaaaaattga
atagtaaatg
acagcagecg
gtcagtttca
gaatctcaca
acatcaatag
tcoctagatat
taaggtcctc
atggcattat
cgggccccag
atgacteccac
cgacgaagac
tcoctttactg
aacaggaage
aatacagtaa
aacaacatag
tggtgataat
caatgagatt
acttggtttg
aaacaaaatg
tttagactca
taaccaggac
ttatcacaca
gtggttagag

caaagttatg
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gtattetteg
aatacccatc
cttgtcaget
tteocagecacac
acccatgata
accttcgaat
atgtatgtgt
aaaagattga
ttgcaagttc
agccaaaggt
accgaggtgg
tgccactgaa
aggaagctga
aatctegaag
acagtttaaa
tctaagtaag
cgccagtagg
gtcacatgaa
gettctgeott
tcacgagegg
tegggtttca
ggcaagccac
tctgaagaag
gaccaaaact
tgtagtacag
atatttcacc
ttgtgttecag
tactatcttg
ctaaaaattyg
aagaagggtg
getctagate

gecgtectcag

atggtttecag
ttttgcataa
tcaccgttec
aaggtatgee
accttgtecag
ttgatcttac
ttttactagt
tttagaatta
actaaactcc
atataggctc
tatccgagag
gattaaaaac
aaagtcttag
ggaataagta
tceccgeteac
ttaaatatcc
gttgttgagc
accacaccgt
agtaaccaca
cccataatcg
acctteggag
catctgettce
ggggggagga
ggagtctcga
ttctattete
sacacacaca
taattcagag
ggtttgatct
teccattcaga
tetatataca
tggttctetc

ggtcectgeca
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cttctteaca
attegaaacc
atgggaattt
accaagecat
catcgtagta
caatacctgg
tatagattta
aaaagaaaaa
taaattatgc
ctttgcatta
aattgtgtga
tggatgcecag
aacgggtaat
gggtgatacc
actaacgtag
gtaatcttta
ttagtaaaaa
ggggecttgt
ccacattttce
cgettttttt
tggtegcaga
ttaggtgcat
gcatgttcat
aatcatataa
tctettgeat
aaaaacagta
acagacaaga
ttcgacccaa
aacagtggaa
cggegacact
gaaatatcge

gcagcacgygg

caagtcaaca
agcgtccate
cttggtacca
agcogaacttt
teotgaaggee
gaagtattcc
agcaagaaaa
tatttacgta
tgcoecctttat
gecatgcgtaa
ttgctttaat
aaaaggggtg
cttccaccaa
geagaagtgt
gattattata
aacactatgt
tgtgcgcacc
tgecgcotagga
agggggtcga
ttaaaaggcg
tetggagact
gegacggtat
toctctgtage
atagacaata
aaataagaaa
cttcactaaa
gaggtttcea
caactgaaat
tttgaaaagy
ategaatgte
gaggctaaat

tetgtetact

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4880
5040
5100
5160

5220



ggtecteeca
tgcactacgt
gtactgcaaa
aattaacagg
aattagaacc
cttectatcett
tttatgatat
ctaaggataa
gtaccatctg
ccatgactgyg
tegtttocct
cgaactateca
attgtaatgg
ataattatga
aaagtagtga
aagocataaa
ccaagttcaa
gcagggtaag
acgaagatac
aaaggodaga
agtttgctca
gtgececttgyg
cagttccttt
cegatgtgga
tggaaaagac
caaacacaga
gacaatgaoca
ggaaaatgac
agcgaccage
cattgaaaga
acattggtca
ggaatatgta

ttcaaataaa

agccgaatct
gagctctgta
gcaatgtcaa
gtccagagee
agaagcttac
agtgggccat
acgtgaaaga
aactatcaga
taaatatttt
ggataattta
aggaacaagt
tctttteatt
ttctttggea
gaagactaac
aaatgaatta
cazaagggtt
agacaagagg
aatatctcee
aatcgtgaag
aaggactttt
agtcattggt
tggttgttat
tgataaattt
taatgaaaat
tctcatctaa
cacataatat
ttgtatgttt
aaaaagtaaa
aacgagagag
gctaggttat
gtctattgga
aggcaattgt

tatgataage
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ctgttagage
gcatttgcoaa
gagtttgaag
cattttagat
gaaaaaacaa
cttgttgaat
aaattcagtg
caaaaattaa
attgagaagt
gecactatat
actacagtte
catccaacte
agggagagga
gattggactc
ggtgtatatt
atottcaatce
cacgatgcea
ctgctttegg
tttgattacg
tttgtaggtg
gctacaaagg
aaggccatgt
ctgaatgaca
tgggatoget
aatatgtttyg
acatacatat
cgtatactgt
atcaataaat
acaaatcaaa
acgcgtgaag
gaattaagtt
tccaagattt

aagataatag

aattgaataa
ggcaaaccgc
agtgcatagg
ttactggtcce
agaccattte
tagaggaggc
atgagctact
tgagageace
acggtttcaa
gttectttace
ttetggteac
tgccaaacca
taagagacga
tttttaatca
ttcctetggg
caazaacggy
aaaatattgt
attcaaacge
atgaatctcc
gggettotaa
gtaattttag
ggtcattgtt
attttccatg
ataattccaa
aataatttat
atatatatca
agcaagtagt
gaagagtaaa
ttagcgcttt
atctegttat
tgatcgtagg
ggaaggtatt

caacgggagt
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gaaaccggaa
cccecaattgg
tgggcctgaa
tcaaattctg
tttagtgtet
agatgcetgt
acatctaatt
catgaaaaat
tacaaactge
cctgeggaay
cgataagtat
ttatatgggt
gttaaacaaa
agctgtgcta
ggagatcgtt
tatgattgaa
agaatcacag
aagctcacaa
gctgegggac
aaacgatget
gctagaaaca
atatgactect
gcatgtaatg
gattgtccee
catgcecctga
cegttattat
catcattttg
aaacaattta
ccagtgagaa
gtacccgaat
tatagaccgg
gatttaaaaa

gaaatcaatg

aaagatttat
caagaccaca
aaaatggctc
aaaattgcac
aattttttga
ggtatgaacc
gatagttctt
ttgatagegy
aaggtctcte
aatgacgtte
caccecctete
atgatttgtt
gaacgggaaa
gatgactcag
cctagcgtaa
agagaggtgy
getttaagtt
cagagactga
tacctaaata
attgtgaaga
ccaaactcat
aataaaattg
gaaagcatat
ttaagecgaac
caagtacaca
gegtgeacat
ttecceogtte
tgaaagggtg
tataagagag
atgtcagttt
acaatatgcc
gtaataaagt

ggggottttt

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200



tgataatgag
atacaattca
ggatagtaat
atcogetttag
tacatatata
aatcttctgc
agaaaagaag
geagataaat
agtagtaata
ttctccatat
ttttegttec
atttcaaaat
aaaaatcaaa
acaaacctaa
taagggggca
acagaaccaa
aatacccagc
cttcaaageg
aatgaacaca
taaattaact
aaaggtttct
aaagtaagca
atttggggtc
ctcctegetg
ccacgcegeg
tcatatactt
acaaccatgg
gctgatttat
tatcgattgt
gttgccaatg
cttcogacca

atcccoccggea

gaagggcagg

agattatttg
tecetggacag
cattaaaaaa
aaaatactte
ttctggacat
gataaggcag
aaaggaatat
aataggtcca
tgtataagaa
tttttgageg
tettaggtta
ataagggtga
ccaacaatga
ggtcecctttc
ccaccaaaat
ataattaacc
gacatatcca
ggcttacctt
tcaactttag
acggttgatt
taagaacggc
ctgtacgtgg
cagacctgcg
ccectgtaga
ccttttaaaa
gtaaggaaaa
atgggtataa
atgggaagcc
atgttacaga
tcaagcattt

aaacagcatt
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aactccacat
acagtaaata
atattccaga
accecttegg
aatcattttt
caatattcaa
gacgagggaa
caaatattat
aatcttettt
tatattetta
taatceccttce
gttgtatagt
aacaaataga
cottatcace
tgattctacc
caccggctte
attgagggtc
cactgttgge
gocatttgac
ccatagccaa
tggecacctge
ctttatcage
atttgctagce
agcagggaaa
gaaatataaa
tcttgctagg
gactcacgtt
atgggctecge
cgatgecgeca
tgagatggtce
tatccgtact

ccaggtatta

gggtcaaaaa
ctceccaatta
tgatttaaaa
tacgtaatat
acaatcttgt
atacaggcca
gataaatagt
gaatagaaaa
atttcceett
ggaaaatcaa
gagactgtga
tcecegtteat
caataaagat
atcgaattca
ggaaatatca
accaattgga
tttgactectg
tteoctgaatt
aaccacgttt
aacatcggca
agatgacaaa
atcgttattt
cagcaaagat
cgctcocceocte
aggttaggat
atacagttct
tegaggeege
gataatgtcg
gagttgtttc
agactaaact
cetgatgatg

gaagaatatc
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gcaagttatt
aaaaagaaat
atatacctac
aaaaaatttt
atactttata
atcttaggta
ttcgttaatt
agaagatggt
tettttetta
cagggaatac
tgttgattat
aacataatgg
gtagttttceg
taagcaggaa
taatgtgaac
acacaaccta
tcagcatcgg
tcatgaggag
ttacccaatg
gtagcggtca
agacccatag
tcectttaaaa
tgagaaatca
acagtcgogt
ttgccactga
cacatcacat
gattaaatte
ggcaatcagg
tgaaacatgg
ggetgacgga
catggttact

ctgattcagg

ttgcaacgac
tcatggactg
agcaagatga
ataggtaata
caacatgtga
aaacatttgg
ataaatacat
gagacaaaaa
toottttgtt
agtatagtga
ttttgttgtg
atagtaaatg
aggacgaaaa
tttctaagtt
catggcaagg
agtgagtaca
totgtgggte
ttotgtgtcot
ggatagccge
tagatgaaat
caccgaccat
cgtcatcaaa
ggtaccacgg
tgaattgtcc
ggttcttett
ccgaacataa
caacatggat
tgcgacaatc
caaaggtage
atttatgect
caccactgeg

tgaaaatatt

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7820
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8840
9000
9060

9120



gttgatgege
tttaacageg
gktgatgcga
gaaatgcata
cttgataacc
ggaatcgcag
ccttcattac
ttgeagttte
ttgttttecaa
caaatgttag
taagtgogea
tgtegatteg
caatatggac
tegttggtet
acaagacata
ataacgaact
cectttttece
tttttetttt
tggaagacac
agagctgatyg
ctactctcta
aaaagtttge
ctecgtcattg
ataccaagca
gctgataage
cctgeggaag
ctgaagatca
accteggtgg
aactgcgcece
tactacgecaa
gaccagcttc
tacgacgaag

gtcaagacct

tggcagtgtt
atcgegtatt
gtgattttga
agcttttgee
ttatttttga
accgatacca
agaaacggct
atttgatget
gaacttgteca
cgtgatttat
gaaagtaata
atactaacge
ttcctoctttt
ccctaacatg
atgggctaaa
aatactgtag
atttgccate
ctetetocee
taaaggaaaa
aggggtatct
atgagcaacg
cgctttgeta
ttctegttee
tacaatcaac
gageecgect
acagegttat
cagaggccte
aagttacgect
acgagttctt
agcacaagag
gagtcaaggyg
gggacteggt

ctgtecegea
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cctgegecgg
tegtcteget
tgacgagcgt
attctcacecg
cgaggggaaa
ggatcttgece
ttttcaaaaa
agatgagttt
tttgtatagt
atttttttte
teatgegtea
cgcecatacag
ctggcaacca
taggtggcegg
caagactaca
ccctagactt
tattgaagta
cgttgttgte
aattaacgac
tegaacacac
gtatacggce
tcaagtataa
ctttcttecet
tatctcatat
cgcaaaaacc
tgattteocea
cgetgecagat
agcattectgt
ccctgacgec
acccgttggt
ctacgaaaca
tetgacaacc

gaccotgatyg

ttgeattega
caggcgcaat
aatggctgge
gattcagtcg
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtattg
ttetaatcag
ttttttatat
gcctogacat
atcgtatgtg
ggtaccatce
aacccataca
aggggagata
caaattacac
gatagecate
ataataggcg
tcaccatate
aaagacagca
gaaacttttt
ttcctteeag
atagacctge
tgtttectttt
acaatgcecte
atcceotgatg
aagaaatcgg
cttgtgteca
aaacgggcag
gctctegege
ccacteccatg
tcaatgggct
atgcteoagea

gtcetgegaga

61

ttcoctgtttyg
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgg
gtattgatgt
actgcctcgg
ataatcctga
tactgacaat
tgtagttgtt
catctgccca
aatgetggte
ttttgttgtt
tcgggattee
tacaatagaa
tgecteattg
atcatateoga
catgcaactt
cgcaatgaca
ccaacagatg
cettecttea
ttacttgaat
aattattaat
tctgcacaat
aatcctggga
aatggaaagt
ggatcettte
agetggegge
caatecgoceoa
aggcaaggga
goctceoccat
acatctcatg
aagceggtge

cagtcaacaa

taattgtcet
taacggtttg
agtctggaaa
tgatttctca
tggacgagtce
tgagttttct
tatgaataaa
aaaaagatte
ctattttaat
gatgcgaagt
gctatactge
toecgggtgta
tataatacct
cagataccag
atggtggtac
agtttcacta
cttttetttt
aaaaaaatga
tegttgttee
ttoacgoaca
ttgaaataaa
cttttgttte
atttcaagct
agaactggece
ccagacgctg
agaggccgaa
cggagagttyg
goagttaaca
actcgatgaa
ctoctecteaaa
gctaaacaag
cgtcettetac

catcateggg

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100



cgcaccgtea
gcgategttg
cgagtgecegg
tatgcaaaga
attacgcact
tggaaatacg
gcctccaaga
ettecacace
ggtcacaccg
catatctacg
ccggegatte
gagctctggg
cgggaggctyg
accgetgegg
ctggatttca
aatgagagtt
gaggcgtacc
aggacgttgg
gtcgagaatt
gtatacatgc
egttectate
cttgtttaga
tcctacaact
atcgagaaaa
ttcgetacat
accaccgctg
cattetgtgg
ctatcttttce
atagggcaag
agtataagta
cacaaaaact

tagatatttt

acccacgecaa
ggattcgtgg
ccgegttcaa
tggegaacag
ctgttgagga
actccaaggt
tcaagaacgg
ctectatect
tgaccecegtg
cggctgacgyg
caaatatcaa
acacgcatct
aagaaaaggc
tacggcatga
cgagcgtggt
tcaaggcggt
atggggcacc
cgattgcaga
tatacttaga
atgataatat
aaagcaatac
atattagcac
ttttcgtage
tttecagecatg
gttccttttg
attaacgatt
tgttgceceg
caatgactcc
aattgtggct
gtaaaaagag
cataggcact

cagaaatatg
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caagaactgg
tggcgteatc
cttcctgtac
catggagggt
cectecgocte
catcccocatg
cgggctcaat
gegeggegty
gacgccatac
cagcgecgac
agacctactg
ccagaagtgg
cgggaaggaa
ccagtteegg
tgttceggtt
tagtgagctt
ggttgcagtg
ggaagtgggg
taagtatgta
ttaaacggtt
acttaccace
agagtatatg
ataaggatta
ctcagaaaca
aagaaagaaa
agaccgttaa
gactttottt
ctaaagaaag
tgagatctag
gtaaaaagag
tcatcatacg

catagaacct

tegtgeggeg
ggtgtaggaa
ggtctaagge
caggagacgg
ttcaccaaat
ccectggogec
atcggetact
gaaaccaccy
aagcacgatt
gtaatgegeg
aacccgaaca
aattaccaga
ctggacgcca
tactatgggt
acctttgcgg
gatgcccteg
caggttatcg
aagttgcotgg
cttacaggta
attagtgecg
tattacatgg
atgatatccg
attacttgga
attgcagtgt
atcatggaac
gcgcacaaca
tgecgacatag
actcttctte
attacgtgga
aaaaccgget
acagtttett

cttecttgect

62

gcagttcetgg
cggatatcgg
cgagtcatgg
tgeacagegt
cegtectegg
agtccgagtc
acaacttcga
tegoegeact
tcggeccacga
atatcagtge
tcaaagctgt
tggagtacct
tcategegee
atgcctetgt
ataagaacat
tgcaggaaga
gacggagact
gaaatgtggt
tatttctatg
attgtettgt
gccaagaaaa
ttagattatg
tgccaataaa
atcaaagtaa
attagattta
ggttattagt
gtaaatecgaa
gatgttgtat
agaaaggtag
acatactaga
gatgcattat

ttacttttta

tggtgagggt
tggctecgatt
gcggetgecg
tgtegggecg
tcaggagcca
ggacattatt
cggcaatgtc
cgecaaaged
tetecatectee
atcecggegag
taacatgaac
tgagaaatgg
gattacgect
gatcaacctg
cgataagaag
gtatgatccg
cagtgaagag
gactcecatag
agatactgat
gcgataatga
tattttegaa
catgattcat
aaaaaaaaac
aaaaaagatt
caaaaattta
acagagaaag
taccatcata
acgttggage
taaaagtagt
gaagcacgta
aatagtgtat

tacatagaac

11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11540
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12%60

13020



attggcagat
gacaagttgt
gcaggataat
tttacctgaa
ttetagaatt
atgaaaaata
tatgcaagge
taatgcattg
agctaatgac
aaataacaaa
cttecggtte
ctttettgaa
tggecegtegt
ttgeoagcaca
ctteccaaca
taaaattege
gcaaaatcec
ggaacaagag
atcagggcga
gcecgtaaage
agccggcegaa
tggcaagtgt
tacagggcge
ttttetaaat
aataatattg
tetttgegge
atgotgaaga
agatccttga
tgctatgtgyg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact

tgggggatca

ttacttacac
tgagaaccgg
aacceccctaa
gatagagctt
geggatcace
gagaaaagga
gtgcatcagg
cttetecatt
aaatccactt
cgctcaaaca
gttaataaat
gaaagaatct
tttacaacgt
toccecttte
gttgegeoage
gttaaatttt
ttataaatca
tccactatta
tggceccacta
actaaategg
cgtggcgaga
agcggtcacyg
gtcaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgeeott
taoagttgggt
gagttttcege
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg

tgtaactege
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tactttgttt
actactaaaa
ttctgecatcg
ctaaaacaaa
agategeocat
aacgaaaatt
gtgatccaaa
gacttetagt
taggtttega
tattagecata
caaatettte
actctectee
cgtgactggy
gccocagetgge
ctgaatggeg
tgttaaatcea
aaagaataga
aagaacgtgg
cgtgaaccat
aaccctaaag
aaggaaggga
ctgcgegtaa
acttttcggg
atgtatcecge
agtatgagta
cotgtttttg
gcacgagtgy
coccgaagaac
tcoceogtattyg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac

cttgategtt

ctacgecatt
agcaatgttec
atccagtatg
aaaaatcagc
tacaatgtat
ctgtaagatg
ggaactcegag
tgageggata
ggcactattt
taccttcaaz
atctagttet
cccattegea
aaaaccctgg
gtaatagega
aatgggaaat
gcoteattttt
ccgagatagg
actccaacgt
caccctaatc
ggagacaccyg
agaaagcgaa
ccaccacacc
gaaatgtgceg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttecaat
acgccgggca
actcaccagt
ctgcecataac
cgaaggagct

gggaaccygga
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tottttgttt
ccactgaaaa
tttttttttce
gattacatge
gcaggcaaat
ccttcgaaga
agagagggeg
agtteggaaa
aggcaaaaag
aaatgggaat
cttaagattt
ctgcaaaget
ccttacccaa
agaggcccge
tgtaaacgtt
taaccaatag
gttgagtgtt
caaagggcga
aagttttttg
atttagaget
aggagcggygc
cgcogegett
cggaacccct
ataaccctga
cogtgtegee
aacgetggtg
actggatete
gatgagcact
agaccaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt

getgaatgaa

tcaacactta
tecatgtacct
tctactecatt
atattgtgtg
atttctcaga
gatttctega
aaaggcaatt
tgtaagteac
acgagtgggg
agtatataac
caatattttg
agcttggecac
cttaatcgee
accgategeco
aatattttgt
gocgaaatog
gttcecagttt
aaaaccgtcet
gggtcgaggt
tgacggggaa
gctagggege
aatgcgeocge
atttgtttat
taaatgotte
cttattececct
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtcgeegea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca

gccataccaa

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000
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acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgecagg
ctggagececgg
cctcecegtat
gacagatcge
actcatatat
agatcetttt
cgtcagacce
tctgcectgett
agctaccace
tccttetagt
acctegectet
ccgggttgga
gttegtgcac
gtgagcattg
gcggeagggt
tttatagtce
caggggggcy
tttgctggcee
gtattaccge
agtcagtgag
ggccgattca
gcaacgcaat
ttcecggeteg
atgacatgat

ggcettttttt

tgacaccacg
acttagtcta
accacttctg
tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatcte
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
totttttecg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acageccage
agaaagcgec
cggaacagga
tgtegggttt
gagcectatgg
ttttgectcac
ctttgagtga
cgaggaagcd
ttaatgcagce
taatgtgagt
tatgttgtgt
tacgaattta

tttttttaat

<210> 15
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético
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atgcctgtag
gettecegge
cgeteggece
tcteogeggta
tacacgacgg
goctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgctteceg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgccea
atgttctttc
gctgataceg
gaagagogeco
tggcacgaca
tagctcactce
ggaattgtga

atacgactca

caatggcaac
aacaattaat
ttecggetgg
tcattgeage
ggagtcagge
ttaagcattg
ttcattttta
tccettaacg
cttettgaga
taccagcggt
gcttcageag
acttcaagaa
ctgectgeocag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgagcg
gcaacgaegge
ctgegttate
ctcgececgeag
caatacgcaa
ggtttceccga
attaggcacc
gcggataaca

caatagggaa

64

aacgttgege
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagttttcg
tcettttttt
ggtttgtttg
agcogcagata
ctctgtagea
tggcgataag
gcggtcgggce
cgaactgaga
ggcggacagg

agggggaaac

tcgatttttg
ctttttacgg
ccctgattet
ccgaacgacce
accgcectcte
ctggaaagcg
ccaggcttta
attteoacaca

ttagettgeg

aaactattaa
gaggeggata
gctgataaat
gatggtaage
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttcecactgag
ctgogegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
cogectacat
tegtgtetta
tgaacggggg
tacctacage
tatceggtaa
gcctggtatce
tgatgetcgt
ttectggect
gtggataacc
gagcgcageg
coccgegogtt
ggcagtgagce
cactttatgc
ggaaacagct

cgaaattatt

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15500

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16580
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<400> 15

ccaaggcagc ggtacatcaa gtag

<210> 16
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 16

tgcacatgtt gtccatcaag atg

<210> 17
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 17

ggaaacagct atgacatgat tacg

<210> 18
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 18

gtagcgaaat catgtattgc acc

<210> 19
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<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 19

tttctecatgg tagcgectgt gettcocggtta cttctaagga agtccacaca aatcaagatce 60

cgttagacgt ttcagcttec aaaacagaag aatgtgagac getggggeoc gagacctaac 120

<210> 20
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 20

ggaggtggta ctgaagcagg ttgaggagag gcatgatggg ggttctctgg aacagetgat 60

gaagcaggtg ttgttgtcetg ttgagagtta gecettagtgt tgtggagagg tgacttcatg 120

<210> 21
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 21
tttctecatgg tagcgectgt gettcocggtta cttctaagga agtccacaca aatcaagatce 60
cgttagacgt ttcagcttec aaaacagaag aatgtgagag cteocectcac agacgegttg 120
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<210> 22
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 22

gaggtggtac tgaagcaggt tgaggagagg catgatgggg gttctcectgga acagetgatg 60

aagcaggtgt tgttgtctgt tgagagttag ccttagtgca aatgacaagt tottgaaaac 120
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35

<210> 23
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 23

caccgttagc cttggcgtaa gc 22

<210> 24
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 24

cactttcgaa cacgaattgg ¢ 21

<210> 25

<211> 21
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<212> ADN
<213> ADN artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 25

gttacgtcgc cttggacttc g

<210> 26

<211>21

<212> ADN

<213> ADN artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 26

cggcaatacc tgggaacatg g

21

21
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REIVINDICACIONES

1. Célula adecuada para la produccién de uno o mas productos de fermentacién a partir de una composicién de
azucares que comprende glucosa, galactosa, xilosa, arabinosa y manosa, en la que la célula comprende dos a
quince copias de uno o mas genes de xilosa isomerasa o dos a quince copias de uno o mas genes de xilosa
reductasa y xilitol deshidrogenasa, y dos a diez copias de cada uno de araA, araB y araD, en la que estos genes
estan integrados en el genoma de la célula.

2. Célula segun la reivindicacion 1, en la que la célula es capaz de convertir el 90 % o mas de glucosa, xilosa
arabinosa, galactosa y manosa disponible, en un producto de fermentacion.

3. Célula segun la reivindicacion 1, en la que la célula tiene una interrupcion o delecion del gen GALS8O.

4. Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la célula es del género Saccharomyces,
opcionalmente de la especie Saccharomyces cerevisiae.

5. Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la célula comprende expresados en exceso los
genes de PPP TAL1, TKL1, RPE1y RKI1.

6. Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la célula comprende un gen XKS1.
7. Célula segun cualquiera de la reivindicacion 1-6, en la que un gen de aldosa reductasa esta delecionado.

8. Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que todos los genes exdgenos a la célula se integran en
el genoma de la célula.

9. Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que los genes han sido introducidos en la célula por
introduccion en una célula hospedadora de:

a) una agrupacion que consiste en los genes araA, araB y araD bajo el control de un promotor constitutivo
fuerte

b) una agrupacion que consiste en los genes de PPP TAL1, TKL1, RPE1y RK11, opcionalmente bajo el control
de un promotor constitutivo fuerte; y delecion de un gen de aldosa reductasa;

C) una agrupacion que consiste en un gen xyl/A y un gen XKS1 bajo el control de promotor constitutivo fuerte;

d) una construccion que comprende un gen xy/A bajo el control de un promotor constitutivo fuerte, que tiene la
capacidad de integrarse en el genoma en multiples loci;

y evolucion adaptativa de la construccion de azlcares mixtos para producir la célula de azicares mixtos.
10. Célula segun la reivindicacion 9, en la que la célula es una célula resistente a inhibidor.
11. Célula segun la reivindicacion 9 o 10, en la que la célula es una célula industrial.

12. Proceso para la producciéon de uno o mas productos de fermentacion a partir de una composicién de azlcares
que comprende glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa, en el que la composicion de azucares se fermenta con una
célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

13. Proceso segun la reivindicacion 12, en el que la composicion de azucares se produce a partir de material
lignocelulésico por:

a) pretratamiento de uno o mas materiales lignocelulésicos para producir material lignoceluldsico pretratado;
b) tratamiento enzimatico del material lignoceluldsico pretratado para producir la composicion de azucares.
14. Proceso segun las reivindicaciones 12 o 13, en el que la fermentacion se realiza anaerébicamente.

15. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 12-14, en el que el producto de fermentacion es etanol.
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91

== Arabinosa - Manosa ==+=DO600nm
7,0 1 """"" i 30
/,F\/,\\ —| m——— — — — i
6,0 3\ / -~ 25
5,0 £ /
o r,“—"’)‘\ / 120
§ 40 " \\ / - E
s . ‘\< 15 3
= ) » i ©
8 3,0 1) 7, ‘ 8
g ) / \\ 10
2,0 0 /' . 3
- . \ :
o T/ =5
” |
~ . !
0,0 S e . A ¢
0 1 2 3 4
Tiempo (dias)
Fig. 20c




Hindlll

ES 2651076 T3

Xl CPO Bacteroides unifo§nis

pPWT148

2000

8310 pb

BsiWl

Fig. 21

92



ES 2651076 T3

XICPO ter§ides uniformis

8000

pPWT152 , -
9137 pb

BsiwI

6000

2micron

Xbal
a Xpal

\ KanMX

Hindlll

Fig. 22

93



ES 2651076 T3

E104A2P1a
E104A2P1¢c

E201X9

]
[=2]
(2]
=
=
=

B
B
B
B
B

2200 kKb
1600 Kb

1125Kh

1020 Kh
945 Kh

i

450 Kh
365Kh

%18

Fig. 23

94



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

