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DESCRIPCION
Polipéptidos con actividad de permeasa

Sumario de la invencién

Es un objeto de la invencion proporcionar novedosos polipéptidos de permeasa con especificidad por azucares
alterada, en particular mejorada. Es otro objeto de la invencion proporcionar cepas recombinantes que expresan el
polipéptido de permeasa que tienen captacion mejorada de la molécula que la permeasa transporta a través de la
membrana celular. Es otro objeto proporcionar un polipéptido de permeasa que tienen una capacidad mejorada de
transporte de azucares C5, en particular xilosa, en comparacion con un polipéptido original. Es otro objeto
proporcionar un polipéptido de permeasa que tiene actividad de transporte reducida para aztcar C6, en particular
glucosa, en comparacion con un polipéptido original. Es otro objeto proporcionar un método de identificacion de
mutaciones en otros polipéptidos de permeasa relacionados que tienen un efecto beneficioso sobre la capacidad
mejorada del transporte de xilosa o actividad de transporte reducida para glucosa.

Uno o mas de estos objetos se obtienen segun la invencion. Segun la presente invencion, se proporciona un
polipéptido que tiene una o mas sustituciones en una posicidon correspondiente a la posicién 339 o 376 de
SEQ ID NO: 59, en la que el polipéptido es un miembro de la superfamilia de facilitadores principales (MFS),
polipéptido que es polipéptido de hexosa permeasa, en el que, cuando la sustitucion es en la posicion
correspondiente a 376, el aminoacido en esa posicidn esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de
van der Waals de 80 a 138 A% y una hidrofobia de cadena lateral de 10 a 100 AtR, y cuando la sustitucion es en la
posicion correspondiente a 339, el aminoacido en esa posicién esta sustituido por un aminoacido que tiene una
hidrofobia de cadena lateral de -30 a 10 AtR y un volumen de van der Waals de 80 a 160 A®. En una realizacion, el
aminoacido tiene en la posicién 376 un volumen de van der Waals de 85 a 138 A y una hidrofobia de cadena lateral
de 10 a 100 Atr.

Los valores para el volumen de van der Waals (AS) para los aminoacidos se usan en el presente documento como se
describen en: http://www.proteinsandproteomics.org/content/free/tables_1/table08.pdf. La bibliografia
correspondiente es N. J. Darby, Thomas E. Creighton, Protein Structure (1993) Oxford University Press. Los valores
para la hidrofobia de cadena lateral (Atr) de aminoacidos se usan en el presente documento como se describen en
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/psc.310010507/pdf. La referencia correspondiente a esto es Monera, O.D.
et al, Journal of Peptide Science Vol. 1, 319-329 (1995).

Un polipéptido segun la invencion que tiene una o mas de estas mutaciones tiene un consumo de azucar y/o
produccion de productos de fermentacion ventajosos. Esto se describira mas abajo en mas detalle y se ilustrara por
los Ejemplos 1-5 a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra resultados de cultlvos en matraces oscilantes aerobios de mutantes transportadores de
hexosa sobre Verduyn-urea + 15 g I de glucosa + 20 g I de X|Iosa (A) Mediciones de densidad 6ptica a 600
nm de longitud de onda, (B) concentraciones de glucosa (g I"), (C) concentraciones de xilosa durante el
periodo de cultivo.

La FIG. 2 muestra resultados de cultlvos en matraces oscilantes aerobios de mutantes transportadores de
hexosa sobre Verduyn-urea + 20 g I de xilosa. (A) Mediciones de densidad optica a 600 nm de longitud de
onda, (B) concentraciones de xilosa (g I”).

La FIG. 3 muestra el esquema de construccion de cepas para la cepa YD01227

La FIG. 4 muestra resultados de cultivos en matraces oscilantes aerobios deI mutante de hexosa cinasa
cuadruple (col 2) y la cepa de referencia RN1014 sobre Verduyn-urea + 100 g I"' de glucosa + 20 g I de X|Iosa.
A) Mediciones de densidad dptica a 600 nm de longitud de onda, (B) concentraciones de glucosa (g I'"), (C)
concentraciones de xilosa durante el periodo de cultivo.

La FIG. 5 muestra resultados de cultivos en placa de microtitulacion sobre mezclas de glucosa - xilosa.
Caracteristicas de crecimiento de la cepa de referencia RN1014, y mutantes de hexocinasa cuadruples
YD01227 y colonia 2 (Col 2) con igual genotipo sobre Verduyn-urea complementado con mezclas de glucosay
xilosa a las siguientes concentraciones: (A) 60 + 20, (B) 100 + 20, (C) 15 + 5,y (D) 25 g I" + 5 g I,
respectivamente. Cada 15 minutos, se midi6 DO600 automaticamente por un aparato Bioscreen C. Los puntos
de datos son el promedio de mediciones por triplicado.

La FIG. 6 muestra un mapa del plasmido pRN993.

La FIG. 7 muestra las relaciones entre xilosa residual y concentraciones de glucosa (A), o concentraciones
residuales de xilosa y crecimiento (DO600; B) en el cribado de contador de la actividad del transporte de
glucosa (cribado de GTAC), véanse los ejemplos. Se representaron concentraciones residuales de xilosa (g I”)
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contra la concentracion residual (A) de glucosa (g ') y (B) DO600 a 96 horas. (Cuadro B) El analisis de
regresion lineal muestra una buena correlacion de DO600 y xilosa. Cada punto de datos representa el
promedio de las concentraciones de azlcar de 1 a 3 duplicados, o de multiples mediciones de la cepa de
control RN1001 o muestras de medio por parte del cribado.

La FIG. 8 muestra el crecimiento y consumo por xilosa de variantes de mutantes Gal2-N376 en el cribado de
GTAC. (A) Mediciones de DO600 en los momentos de tiempo 24, 72 y 96 horas, y (B) concentraciones
residuales de xilosa (g I'") medidas para las variantes de mutantes Gal2-N376, cepa de control RN1001 y
muestras vacias (medio YD10-solo) durante el cribado de GTAC. Cada columna representa la DO600
promedio o concentracién de xilosa residual de 3 transformantes; las barras de error representan el error
estandar de la media. Los asteriscos indican aminoacidos con grandes cadenas laterales hidréfobas con un
claro efecto.

La FIG. 9 muestra los perfiles de crecimiento del cribado de la actividad de transporte de xilosa (XTA) de
TOP15 (véanse los ejemplos). Valores de DO600 de los tres puntos de muestreo para las cepas/variantes de
TOP15 de (A) Parte A y (B) Parte B del cribado de XTA. Cada columna representa la DO600 promedio de 3
transformantes; las barras de error representan el error estandar de la media.

La FIG. 10 muestra un alineamiento de secuencias de proteinas de permeasa.

La FIG. 11 muestra la representacion del volumen de van der Waals de aminoacidos (A’) (eje y) contra la
hidrofobia de aminoacidos (Atr) (eje x). Los aminoacidos ventajosos (actividad de transporte de glucosa
reducida) para la posiciéon correspondiente a 376 en SEQ ID NO: 59 estan dentro del area definida por las
lineas de rayas cortas y para la posicion 339 por las lineas de rayas largas. Los valores para el volumen de van
der Waals usados en el presente documento se describen en:
http://www.proteinsandproteomics.org/content/free/tables 1/table08.pdf. La bibliografia correspondiente es N. J.
Darby, Thomas E. Creighton, Protein Structure (1993) Oxford University Press. Los valores para la hidrofobia
(Atr) de aminoacidos se usan en el presente documento como se describen en
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/psc.310010507/pdf. La referencia correspondiente a esto es Monera,
O.D. et al, Journal of Peptide Science Vol. 1 319-329 (1995).

La FIG. 12 muestra (A) Curva de crecimiento de la cepa RN1053-X2 desarrollada y la cepa RN1053 no mutada
sobre Verduyn-urea-his complementado con 2% de xilosa. Se expresaron curvas de crecimiento como
unidades de densidad 6ptica (DO) medidas a 600 nm de longitud de onda (DO600) con el tiempo (h) (B) Nivel
de expresion de HXT8-HXT17 en la cepa RN1053-X2. Nivel de expresion con respecto a niveles de ACT17 en
cada muestra, se expres6 como las veces del nivel de expresién normalizado; los niveles de expresiéon se
normalizaron contra los niveles de ARNm de RN1053 del gen HXT especifico (nivel de expresion de RN1053
establecido a 1).

La FIG. 13 (A-B) muestra. (A) Nivel de expresion de HXT11 y (B) Crecimiento de cepas inactivadas en HXT11
(KO1 a -6) en comparacion con RN1053-X2-vacio (1053-X2) y RN1053-vacio. El crecimiento se expresé como
unidades de densidad o6ptica (DO) medida a 600 nm de longitud de onda (DO600).

La FIG. 13 (C-D) muestra (C) Mapa del plasmido de pRS313-P7T7, (D) Crecimiento de RN1053-X2
transformada con control de vector vacio (1053-X), y de cuatro transformantes después de la introduccion de
pRS313-P7T7-HXT11inversa (iHXT1 a -4) sobre Verduyn-urea complementado con 2% de xilosa. El
crecimiento se expres6 como unidades de densidad o6ptica (DO) medidas a 600 nm de longitud de onda
(DO600)

La FIG. 14 muestra los perfiles de crecimiento de RN1053-HXT11 (Hxt11, diamantes rellenos), RN1053-HXT12
(Hxt12, triangulos blancos), RN1053-control de vector vacio (1053; triangulos), RN1041-control de vector vacio
(1041; cuadrados blancos) sobre Verduyn-urea complementado con (A) mezcla de glucosa y xilosa (2 % de
cada uno) o (B) 2 % de xilosa. Las curvas de crecimiento se expresaron como unidades de densidad optica
(DO) medidas a 600 nm de longitud de onda (DO600) con el tiempo (h).

La FIG. 15 muestra los estudios de captacion de xilosa en RN1053-HXT11 (HXT11), RN1053-HXT2 (Hxt2),
RN1053-vacio (vacio) con o sin concentraciones crecientes de glucosa de competicion (0-500 mM).

La FIG. 16 muestra (A) Crecimiento de RN1053 que expresa proteina Hxt11p-GFP quimérica sobre 2 % de
xilosa a 16 h (la densidad celular inicial fue DO 0,5). (B) Microscopia de fluorescencia de RN1053-HXT11 y
RN1041-HXT11 cultivadas sobre Verduyn-urea complementado con glucosa o xilosa.

La FIG. 17 muestra los perfiles de fermentacion del consumo de azicar y la produccién de etanol de (A)
plé1s,mido RN1041-vacio y (B) RN1053-HXT11 sobre Verduyn-urea complementado con 80 g I de glucosa y 40
g | de xilosa.
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La FIG. 18 muestra los perfiles de crecimiento (DO600) (A), xilosa residual (B) y glucosa (C) concentraciones (g
I'") después de 96 horas del cribado de GTAC con los transformantes YD01227-GAL2 (n=3), YD01227-HXT2
(n=3), YD01227-HXT11 (n=3). Se afadieron medio y muestras de RN1001 como controles.

La FIG. 19 (A-B) muestra los perfiles de crecimiento de cultivos en matraces oscilantes de (A) transformantes
YD01227-vacio, YD01227-HXT11 y YD01227-mHXT11(N366D) (n=2) sobre Verduyn-urea complementado con
15 % de glucosa y 1 % de xilosa y, (B) de RN1053-transformantes sobre Verduyn-urea con 2 % de xilosa (n=3).

La FIG. 19 (C-E) muestra los perfiles de caPtacién de azucar radiomarcados con "C por RN1053-HXT11 y
RN1053-mHXT11(N366D). (A) Captacion de '*C-glucosa y captacion de "C-xilosa en ausencia (D) y presencia
(E) de concentraciones de glucosa no marcada creciente (0-500 mM). La captacion de azlcar se expresdé como
nmol mg de peso seco (DW) de levadura por minuto (min).

La FIG. 19 (C-F) muestra los perfiles de fermentacion de RN1041-vacio (diamantes rellenos; 1041+vacio),
RN1053-HXT11 (triangulos rellenos; 1053+HXT11), RN1053-mHXT11 (N366D) (cuadrados rellenos;
1053+epHXT11) sobre Verduyn-urea + 100 g I de glucosa y 60 g I de xilosa. (C) Curvas de crecimiento
(expresadas por mediciones de DO600) con el tiempo (h). Los constituyentes se midieron en el caldo de
fermentacion con el tiempo (h) tal como (D) glucosa, (E) xilosa y (F) etanol.

La FIG. 19 (J-L) muestra los perfiles de fermentacion sobre Verduyn-urea complementado con 80 g I'' de
glucosay 40 g I"’ de xilosa de la cepa RN1053-HXT11 (J y L-linea discontinua gris) y RN1053-mHXT11(N366D)
(K'y L-linea negra). (L) Figura combinada de ambos perfiles de fermentacion ilustrados en (J) y (K).

La FIG. 20 muestra el esquema para la relacién glucosa/xilosa en el medio Verduyn-urea-his durante el cultivo
en quimiostato (dias) de YD01227;

La FIG. 21 muestra los perfiles de crecimiento de cultivos en matraces oscilantes sobre Verduyn-urea-his
complementado con 1 % de xilosa sin (triangulos rellenos; 1+0) o con (3 % de glucosa, raya, 1+3; 6 % de
glucosa, circulos rellenos, 1+6; 10 % de glucosa, diamantes rellenos, 1+10) concentraciones crecientes de
glucosa con YD01227-evo (A) y YD01227-ori (B). (C) Estudio de captacion de "C-xilosa de YD01227-ori (1227-
ori, cuadrados rellenos) o YD01227-evo (1227-evo, diamantes rellenos) con o sin concentraciones crecientes
de glucosa (0-500 mM).

La FIG. 22 muestra (A) perfil de expresion de ARNm de YD01227-ori (barras blancas), YD01227-evoB sobre
Verduyn-urea-his complementado con una mezcla de azucar en una relacion xilosa:glucosa 1:3 (barras grises)
y 1:10 (barras negras). Los datos se expresaron como expresion normalizada (con respecto a ACT1 y con
respecto a YD01227-ori, que se establecio a 1).

La FIG. 22 (B-D) Experimentos de captacion con xilosa (B) y glucosa (C). La captacién se midi6 en
nmol/mg.DW.min en RN1053-Hxt3-6 (diamantes), RN1053-N367I (triangulos) y 1053-emp (cuadrados). (D)
Captacion de 4C-xilosa 50 mM en presencia de glucosa 0, 50, 100, 200 y 500 mM en la cepa RN1053-Hxt3-6
(diamantes) y RN1053-N367I (cuadrados).

FIG. 23 Imagenes de fluorescencia de la cepa RN1053 que expresa proteinas de fusion de GFP de Hxt36 (A) y
Hxt36-N3671 (B). Las imagenes se analizaron en un microscopio Nikon Eclipse-Ti. (C) Cantidad total de
fluorescencia de GFP (en UA/DO600) en ambas cepas.

FIG. 24 Crecimiento de los vectores que contienen la cepa YD01227 que expresan transportadores de HXT36
con todas las posibles sustituciones de aminoacidos en la posicion 367. Las células se cultivaron sobre 1 % de
xilosa y 10 % de xilosa, y se us6 YD01227 transformado con el vector vacio pRS313-P7T7 como control.

FIG. 25 Experimentos de captacion para determinar K, y Vmax para glucosa (panel A) y xilosa (panel B). La
captacion se midié en nmol/mgDW.min en la cepa RN1053-HXT36 (diamantes), la cepa RN1053-HXT36-N3671
(cuadrados) y en la cepa RN1053-HXT36-N367A (triangulos). Los niveles de captacion de la cepa RN1053-
vacio fueron, para ambos azucares, restados de las cepas RN1053-HXT36, RN1053-HXT36-N3671 y RN1053-
HXT36-N367A.

FIG. 26 Crecimiento de la cepa RN1053 que expresa HXT36 (A), HXT36-N3671 (B) y HXT36-N367A (C) sobre
591" de D-glucosay 5 g I de D-xilosa. Se midieron D-glucosa residual (diamantes), D-xilosa (cuadrados) y
etanol (circulos) en g/l.

FIG. 27 Caracterizacion de la especificidad por xilosa de mutantes HXT11-N366X. (A) Tasa de crecimiento
exponencial maxima (1/h) de mutantes HXT11-N366X en la cepa YD01227. Tasa de crecimiento exponencial
maxima (1/h) para mutantes N366X expresados en RN1053 sobre glucosa (B) o xilosa (C).

FIG. 28 Imagenes de fluorescencia de la cepa RN1053 que expresa proteinas de fusion de GFP de mutantes
HXT11-N366X cultivados sobre 2 % de maltosa. Las letras arriba a mano izquierda de la imagen representan el
aminoacido en la posicion 366 de la variante de Hxt11 respectiva.
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FIG. 29 Fermentaciones sobre Verduyn-urea complementado con xilosa (40 g I'") y glucosa (71,8 g I) de (A)
RN1053 HXT11-N366M, (B) RN1053 HXT11-N366T, (C) RN1001 y (D) RN1053 HXT11-N366N. Simbolos:
glucosa (@), xilosa (m), etanol (A ), densidad celular (e). (A), (B), (C) y (D) son los paneles de la FIG. 29.
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Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEO ID NO:
SEO ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

1:
2
3
4
5:
6
7
8
9

10

11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:

cebador 5034-kanf

: cebador 5035-kanr
: cebador 5116-If2
: cebador 5118-Ir2

cebador 5115-If1

: cebador 5117-Ir1

: pPRN201; TOPO-BLUNT-loxP-kanMX-loxP
: pPRN251; TOPO-BLUNT-loxP-hphMX-loxP
. pPRN365; TOPO-BLUNT-loxP-natMX-loxP

: cebador 115-natf

cebador 116-natr

pRN447; TOPO-BLUNT-loxP-zeoMX-loxP
cebador 28-H3f

cebador 29-H3r

pRN247 (TOPO- BLUNT-HIS3:loxPkanMXloxP)
cebador 201-Hx2uf

cebador 202-Hx2ur

cebador 203-Hx2df

cebador 204-Hx2dr

cebador 205-Hx3uf

cebador 206-Hx3ur

cebador 210-Hx4df

cebador 211-Hx4dr

cebador 212-Hx5uf

cebador 213-Hx5ur

cebador 229-Hx7df

cebador 230-Hx7dr

cebador 243-Gal2ufn

cebador 244-Gal2urn

cebador 233-Ga2df

cebador 234-Ga2dr

pRN485; TOPO-BLUNT-GALZ2:loxPzeoMXloxP
pRN566; TOPO-BLUNT-HXT367:loxP-hphMX-loxP
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:

SEQ ID NO 42:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
(GCGCGC).

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

43

44:
45:
46:
a7:
48:
49:
50:
51:
52:
53:
54:
55:
56:

57
58

59:
60:
61:
62:
63:
64:
65:
66:
67:
68:
69:
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pRN569: TOPO-BLUNT-HXT514:loxP-natMX-loxP
pRN635; TOPO-BLUNT-HXT2:loxP-kanMX-loxP
cebador 281-Hx3inr2

cebador 323-Hx7inr1

cebador Hx4inr2

cebador Hx5inf

cebador 324-Ga2inf1

cebador 325-Ga2inr1

cebador 289-Hx2inf

: cebador 290-Hx2inr

cebador 838-Glk1-psuc227f

cebador 834- Hxk2-psuc227f

cebador 645-pSUC227r

cebador 839-Glk1-psuc225r

cebador 835-Hxk2-psuc225r

cebador 646-pSUC225f

cebador 846-Hxk1_loxP_f

cebador 847-Hxk1 _loxP_r

cebador 848-Gal1_loxP_f

cebador 849-Gal1_loxP_r

secuencia de ADN de WT-GAL2

pRN993; sitio Xbal (TCTAGA) y sitio BssHIl (GCGCGC).
: pDB1250; vector de expresion WT-GALZ2 para el cribado; sitio Xbal (TCTAGA) y sitio BssHII

secuencia de aminoacidos de WT Gal2p

pRN486 (TOPO-BLUNT-his3::loxP-natMX-loxP)
Cebador ActinF (PCR en tiempo real)

Cebador ActinR (PCR en tiempo real)

Cebador HXT1 F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT1 R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT2F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT2R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT3F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT3R (PCR en tiempo real)

6

pRN774; TOPO-BLUNT-loxP-hphMX-loxP (sitios loxP en orientacién opuesta)
pRN775; TOPO-BLUNT-loxP-natMX-loxP (sitios loxP en orientacién opuesta)

pRN187 (vector de expresion de CRE recombinasa derivado de pSH65)
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEO ID NO:
SEO ID NO:
SEO ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

70:
71:
72:
73:
74:
75:
76:
77
78:
79:
80:
81:
82:
83:
84:
85:
86:
87:
88:
89:
90:
91:
92:
93:
94:
95:
96:
97:
98:
99:
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Cebador HXT4F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT4R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT5F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT5R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT7F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT7R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT8F ((PCR en tiempo real)
Cebador HXT8R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT9F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT9R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT10F (PCR en tiempo real
Cebador HXT10R (PCR en tiempo real

Cebador HXT11F (PCR en tiempo real

)
)
)
Cebador HXT11R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT12F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT12R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT13F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT13R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT14F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT14R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT15F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT15R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT16F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT16R (PCR en tiempo real)
Cebador HXT17F (PCR en tiempo real)
Cebador HXT17R (PCR en tiempo real)
Cebador GAL2F (PCR en tiempo real)
Cebador GAL2R (PCR en tiempo real)
Cebador KOP11* para KO HXT11

Cebador KOT11* para KO HXT11

100: Cebador iHXT11F (HXT11 inversa)

101: Cebador iHXT11R (HXT11 inversa)

102: Cebador HXT11F (clonacion)

103: Cebador HXT12F (clonacion)

104: Cebador HXT11/12R (clonacion)

105: Cebador HXT1 Xbal (clonacion)

106: Cebador R HXT1 Cfr9i (clonacién)

7
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SEQ ID NO: 107: Cebador F HXT2 Xbai (clonacion)

SEQ ID NO: 108: Cebador R HXT2 Cfr9i (clonacion)

SEQ ID NO: 109: Cebador F HXT3 Xbal (clonacion)

SEQ ID NO: 110: Cebador R HXT6 Cfr9i (clonacion)

SEQ ID NO: 111: Cebador F HXT4 Xbal (clonacion)

SEQ ID NO: 112: Cebador R HXT4RN Cfr9l (clonacion)

SEQ ID NO: 113: Cebador F HXT5 Xbal (clonacion)

SEQ ID NO: 114: Cebador R HXT5 Cfr9i (clonacion)

SEQ ID NO: 115: Cebador F HXT7 Xbal (clonacion)

SEQ ID NO: 116: Cebador R HXT7 Cfr9I (clonacion)

SEQ ID NO: 117: Plasmido pRS313-P7T7

SEQ ID NO: 118: Plasmido pRS313-P7t7-HXT11+GFP

SEQ ID NO: 119: Secuencia de ADN de ORF de HXT11 de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 120: Secuencia de ADN de ORF de HXT2 de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 121: Secuencia de ADN de ORF de GAL2 de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 122: Secuencia de ADN de ORF de HXT3-6 de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 123: Secuencia de aminoacidos de Hxt11p de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 124: Secuencia de aminoacidos de Hxt2p de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 125: Secuencia de aminoacidos de Gal2p de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 126: Secuencia de aminoacidos de Hxt3-6 de Saccharomyces cerevisiae
SEQ ID NO: 127: F HXT36 Bcui

SEQ ID NO: 128: R HXT36 367NNN

SEQ ID NO: 129: F HXT36 367NNN

SEQ ID NO: 130: R HXT36 BamHi

SEQ ID NO: 131: R HXT36 BamH]I-stop

SEQ ID NO: 132: F GFP BamHI

SEO ID NO: 133: R GFP Clal

SEQ ID NO: 134: F HXT11 Xbal

SEQ ID NO: 135: R HXT11 BamHI

SEQ ID NO: 136: F HXT11 366NNN

SEO ID NO: 137: R HXT11 366NNN

SEQ ID NO: 138: F HXT11 N366F

SEO ID NO: 139: R HXT11 N366F

SEQ ID NO: 140: F HXT11 N366E

SEQ ID NO: 141: R HXT11 N366E

SEQ ID NO: 142: F HXT11 N366K

SEQ ID NO: 143: R HXT11 N366K
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SEQ ID NO: 144: F HXT11 N366M
SEQ ID NO: 145: R HXT11 N366M
SEQ ID NO: 146: F HXT11 N366W
SEQ ID NO: 147: R HXT11 N366W
SEQ ID NO: 148: F HXT11 N366Y
SEQ ID NO: 149: R HXT11 N366Y

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 inclusion de otros elementos o niumeros 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.

La invencion se refiere a un método de identificacién de posiciones de aminoacidos de polipéptidos de hexosa
permeasa, mas preferentemente polipéptidos de hexosa permeasa de levadura y hongos, incluso mas
preferentemente en polipéptidos de permeasa Hxt o Gal2 de Saccharomyces cerevisiae, que pueden mutarse para
alterar la especificidad por azlcares de la permeasa.

La invencién se refiere a un polipéptido que tiene una o mas sustituciones en una posicion correspondiente a la
posicion 339 o 376 de SEQ ID NO: 59, en el que el polipéptido es un miembro de la superfamilia de facilitadores
principales (MFS), polipéptido que es polipéptido de hexosa permeasa, en el que, cuando la sustitucién es en la
posicion correspondiente a 376, el aminoacido en esa posicién esta sustituido por un aminoacido que tiene un
volumen de van der Waals de 80 a 138 A’ y una hidrofobia de cadena lateral de 10 a 100 AtR, y cuando la
sustitucién es en la posicion correspondiente a 339, el aminoacido en esa posicion esta sustituido por un aminoacido
que tiene una hidrofobia de cadena lateral de -30 a 10 AtR y un volumen de van der Waals de 80 a 160 N

Cuando la sustitucién es en la posicion correspondiente a 376, el aminoacido en esa posicion esta sustituido por un
aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 80 a 138 A% y una hidrofobia de cadena lateral de 10 a 100
At (T, C,V, M, L, |, F).

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 80 a 138 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 40 a 100 Atr (C, V, M, L, |, F).

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 90 a 138 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 10 a 100 Atr (T, V, M, L, I, F)

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 100 a 138 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 60 a 100 Atr (V, M, L, I, F).

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 100 a 130 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 60 a 100 Atr (V, M, L, I).

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 120 a 130 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 60 a 100 Atg (M, L, I).

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 120 a 130 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 80 a 100 At (L, ).

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 100 a 130 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 60 a 80 At (V, M).

En una realizacion, la sustitucion es en la posicion correspondiente a 376 y en la que el aminoacido en esa posicion
esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de van der Waals de 100 a 130 A3 y una hidrofobia de
cadena lateral de 60 a 98 Atg (V, M, L).
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En una realizacion, la sustitucion es N376T, N376C, N376V, N376M, N376L, N3761 o N376F.

Cuando la sustitucién es en la posicion correspondiente a 339, el aminoacido en esa posicion esta sustituido por un
aminoacido que tiene una hidrofobia de cadena lateral de -30 a 10 Atg y un volumen de van der Waals de 80 a 160
A*(N,Q, H, K, R).

En una realizacion, el polipéptido tiene una sustitucion en la posicion correspondiente a 339 y en la que el
aminoacido en esa posicion esta sustituido por un aminoacido que tiene una hidrofobia de cadena lateral de -30 a 10
Atr y un volumen de van der Waals de 100 a 160 A (Q, H, K, R).

En una realizacion, el polipéptido tiene una sustitucion en la posicion correspondiente a 339 y en la que el
aminoacido en esa posicidn esta sustituido por un aminoacido que tiene una hidrofobia de cadena lateral de -30 a 0
Atg y un volumen de van der Waals de 100 a 160 A® (Q, K, R).

En una realizacion polipéptido tiene una sustitucion en la posiciéon correspondiente a 339 y en la que el aminoacido
en esa posicion esta sustituido por un aminoacido que tiene una hidrofobia de cadena lateral de -30 a 0 Atg y un
volumen de van der Waals de 120 a 160 A® (K, R).

En una realizacion, el polipéptido tiene una sustitucion en la posicion correspondiente a 339 y en la que el
aminoacido en esa posicion esta sustituido por un aminoacido que tiene una hidrofobia de cadena lateral de -30 a 10
Atg y un volumen de van der Waals de 80 a 120 A% (N, Q, H).

En una realizacion, el polipéptido tiene una sustitucion en la posicion correspondiente a 339 y en la que el
aminoacido en esa posicion esta sustituido por un aminoacido que tiene una hidrofobia de cadena lateral de -30 a 10
Atg y un volumen de van der Waals de 80 a 120 A% (N, Q).

En una realizacion, la sustitucion es M339G, M339S, M339N, M339Q, M339H, M339K, M339R o M339V.
En una realizacion, el polipéptido tiene uno o mas aminoacidos correspondientes a 339N/V y/o 3761/M/V.

Las permeasas pertenecen a la superfamilia de facilitadores principales (MFS). Esto se define en el presente
documento mas adelante. Los sistemas de transporte celular permiten la captacion de nutrientes esenciales e iones,
y la eliminacién de productos de metabolismo y sustancias perjudiciales. Ademas, los sistemas de transporte
desempefian una funcién en la comunicacion entre células y el entorno. Por tanto, son una parte esencial del
sistema celular para dar o consumir moléculas que suministran energia, tales como ATP.

El transporte de solutos por transportadores activos primarios es conducido por energia en primer lugar, tal como por
energia suministrada de la hidrolisis de ATP, absorcion de fotones, flujo de electrones, descarboxilacion de
sustratos, o transferencia de metilo. Si moléculas cargadas son bombeadas en una direccion como consecuencia del
consumo de una fuente de energia celular primaria, un potencial electroquimico es el resultado. Puede entonces
usarse el gradiente quimiosmético resultante para conducir el transporte de moléculas adicionales mediante
estructuras de vehiculo secundarias que precisamente facilitan el transporte de una o mas moléculas a través de la
membrana.

Las dos ultimas décadas se ha aclarado la existencia de una multitud de familias de proteinas previamente
desconocidas de transportadores primarios y secundarios por la emergencia de estrategias de genémica y haciendo
uso de los muchos estudios bioquimicos y de genética molecular realizados. Las dos principales familias de
transportadores de las que se encontraron proteinas en todos los organismos vivos son de la superficie de los
casetes de union a ATP (ABC) y la superfamilia de facilitadores principales (MFS), también conocida como la familia
de uniportadores-simportadores-antiportadores. Mientras que las permeasas de la familia ABC consisten en
multiples componentes y son transportadores activos primarios, capaces de transportar tanto moléculas pequefias
como macromoléculas solo después de generar energia mediante la hidrolisis de ATP, los transportadores de MFS
consisten en un unico polipéptido de un vehiculo secundario que facilita el transporte de pequefios solutos en
respuesta a un gradiente de iones quimiosmotico. La superfamilia de ABC vy las proteinas MFS explican casi la mitad
de los transportadores de soluto codificados dentro de los genomas de microbio (revisado por Pao et al, 1998,
Microbiol Mol Biol Rev.; 62 pp,1-34, y Saier et al, 1999, J Mol Microbiol Biotechnol, 1 pp,257-279).

Secuencias de polipéptidos de permeasa adecuadas pueden contener uno o mas de los siguientes motivos:
a) G-R-x(3)-G-x(3)-G-x(11)-E-x(5)-[LIVM]-R-G-x(12)-[GA] ;
b) R-x(14)-G-x(2)-Y-x(2)-[YF]-[YF]-[GSAL];
¢) V-x(15)-[GNR]-[RH]-R-x(2)-[LM]-x(2)-[GA]

El motivo (a) se corresponde con los restos 179-221 en el motivo Gal2; (b) se corresponde con los restos 330-353 en
el motivo Gal2; (c) se corresponde con los restos 375-399 en Gal2.

En una realizacion, el polipéptido comprende un motivo G-R-x(3)-G-x(3)-G-x(11)-Ex(5)-[LIVM]-R-G-x(12)-[GA].
10
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El método reivindicado comprende modelar una secuencia de polipéptidos de permeasa en la estructura cristalina
publicada de la xilosa permeasa XylE de Escherichia coli unida a xilosa o glucosa (respectivamente, PDB codigo
4GBY y 4GBZ en la base de datos PDB, http://www.pdb.org) para identificar las posiciones de aminoacidos en el
canal de la permeasa que interaccionan directamente con el azdcar unido (llamado los restos de la primera envuelta
en la materia), y los restos que interaccionan con los restos de la primera envuelta (llamados los restos de la
segunda envuelta en la materia). Software de modelado adecuado para construir tales modelos son YASARA, Prime
(Schrodinger Inc.) o MODELLER usando los parametros por defecto. Alternativamente, las posiciones de primera y
segunda envuelta que alteran la especificidad por azicares de los aminoacidos en una secuencia de polipéptidos de
permeasa pueden identificarse por un alineamiento por pares global de la secuencia de permeasa con la secuencia
de Gal2 SEQ ID NO: 59 usando el protocolo de NEEDLE descrito mas adelante. Un alineamiento de ejemplo para
Gal2 y Hxt de Saccharomyces cerevisiae se da en la Figura 10, que muestra como puede usarse el alineamiento
para identificar las posiciones de aminoacidos correspondientes en los diferentes Hxt de levadura. Asi, las
posiciones de aminoacidos en el presente documento se refieren a SEQ ID NO: 59 que describe Gal2 o a posiciones
de aminoacidos correspondientes en otros polipéptidos, en particular otros polipéptidos de permeasa. Por ejemplo, la
posicion correspondiente de la posicion N376 en Gal2 (SEQ ID NO: 59) en Hxt1 es N370, en Hxt2 N361, en Hxt3
N367, en Hxt4SC N376, en Hxt4RN N376, en Hxt5 N391, en Hxt6/7 N370, en Hxt8 N372, en Hxt9 N366, en Hxt10
N354, en Hxt11 N366, en Hxt12 N256, en Hxt13 N363, en Hxt14 N387, en Hxt15 N366, en Hxt16 N366 y en Hxt17
N363. Similarmente, la posicion correspondiente de N346 en Gal2 (SEQ ID NO: 9) en Hxt1 es D340, en Hxt2 N331,
en Hxt3 D337, en Hxt4SC D346, en Hxt4RN D346, en Hxt5 D361, en Hxt6/7 D340, en Hxt8 D342, en Hxt9 D336, en
Hxt10 C324, en Hxt11 D336, en Hxt12 D226, en Hxt13 E333, en Hxt14 1357, en Hxt15 E336, en Hxt16 E336 y en
Hxt17 E333. Esto puede hacerse similarmente para otros transportadores de la superfamilia MFS, de manera que
puedan obtenerse posiciones correspondientes en estos polipéptidos correspondientes a las posiciones en
SEQ ID NO: 59. Esto esta respaldado por los datos de los Ejemplos 6-20,

Un experto en la materia puede mutar posteriormente las posiciones de aminoacidos identificadas en el polipéptido
de permeasa a los otros 19 aminoacidos, y cribar para la captacion mejorada de azucar C5 y/o captacion reducida
de azucar C6 de la permeasa mutante, como se describe en el Ejemplo 4 y 5.

Por ejemplo, para un polipéptido que tiene una mutacién en una posicioén correspondiente a una o mas posiciones
correspondientes a N376 de SEQ ID NO: 59, las mutaciones en las posiciones correspondientes a N376 pueden ser
una sustitucion con C, P, G, A, V, L, I, M, F, W, Y, H, S, T, N, Q, D, E, K, R o una delecién. X puede ser cualquier
aminoacido, X(2) significa dos X.

En el presente documento, Gal2 es un transportador de la difusién facilitado requerido para tanto los procesos de
transporte de galactosa dependientes de galactocinasa de alta afinidad como independientes de galactocinasa de
baja afinidad. Pertenece a la superfamilia de facilitadores importantes, familia de transportadores de azucar (TC
2.A.1.1). "Polipéptido de permeasa" también se designa en el presente documento como "polipéptido permeasa” o
"polipéptido”. "Polinucledtido de polipéptido de permeasa" es en el presente documento un polinucleétido que
codifica el polipéptido de permeasa.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido de permeasa tiene al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos
el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el
85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 59.

En el presente documento, las mutaciones se indican por aminoacidos de una letra y las posiciones de estos
aminoacidos. Por ejemplo, A6 en el presente documento indica un aminoacido (codigo de una letra) en una cierta
posicién en SEQ ID NO: 59, aqui A (Alanina) en la posicién 6 de la proteina. A6 (L/N/Q/G/V/I/Y/S/E/K) indica en el
presente documento la mutacion de aminoacido en una cierta posicion, aqui A (Alanina) en la posicién 6 de la
proteina se intercambia por cualquiera de L (Leucina), N (Asparagina), Q (Glutamina), G (Glicina), V (Valina), |
(Isoleucina), Y (Tirosina), S (Serina), E (Acido glutamico) o K (Lisina).

En una realizacion, el polipéptido tiene actividad de transporte de xilosa.

En una realizacion, el polipéptido tiene afinidad reducida por la glucosa en comparacion con el polipéptido de
SEQ ID NO: 59.

El polipéptido de permeasa de la invencion puede tener una o mas actividades alternativas y/o adicionales distintas
de la actividad de permeasa de azUcar.

Como se explica anteriormente, un polipéptido de permeasa de la invencidon normalmente tendra actividad de
permeasa de azucar. Sin embargo, un polipéptido de permeasa de la invencién puede tener una o mas de las
actividades explicadas anteriormente, ademas de o alternativa a esa actividad.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 663 480 T3

Secuencia de polinucleétidos

Con el polipéptido de permeasa y su secuencia de aminoacidos como se desvela en el presente documento, el
experto puede determinar polinucleétidos adecuados que codifican el polipéptido de permeasa.

En una realizacion el polinucleétido es un polinucledtido de variante que tiene al menos el 35 %, al menos el 40 %, al
menos el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al
menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al
menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 56, y codifica el polipéptido como se describe en las reivindicaciones 1 a 11.

La invencion, por tanto, proporciona secuencias de polinucleétidos que comprenden el gen que codifica el
polipéptido de permeasa, ademas de su secuencia codificante.

Los polinucledtidos de la invencion pueden aislarse o sintetizarse. Los polipéptidos de permeasa y polinucledtidos de
polipéptidos de permeasa en el presente documento pueden ser polipéptidos sintéticos, respectivamente
polinucledtidos. Los polinucledtidos sintéticos pueden optimizarse en el uso de codones, preferentemente segun los
métodos descritos en los documentos W02006/077258 y/o PCT/EP2007/055943 que tratan la optimizacion del par
de codones.

El término se refiere a una molécula de polinucleétido, que es una molécula de acido ribonucleico (ARN) o acido
desoxirribonucleico (ADN), ya sea monocatenaria o bicatenaria. Un polinucledtido puede o bien estar presente en
forma aislada, o estar comprendido en moléculas de acido nucleico recombinantes o vectores, o estar comprendido
en una célula hospedadora.

La palabra "polipéptido" se usa en el presente documento para cadenas que contienen mas de siete restos de
aminoacidos. Todas las formulas o secuencias de oligopéptidos y polipéptidos en el presente documento se escriben
de izquierda a derecha y en la direccion de extremo amino a extremo carboxi. El cédigo de una letra de aminoacidos
usado en el presente documento es cominmente conocido en la técnica.

Por polipéptido "aislado" o proteina esta previsto un polipéptido o proteina sacado de su entorno nativo. Por ejemplo,
polipéptidos recombinantemente producidos y proteinas expresadas en células hospedadoras se consideran
aislados con el fin de la invencion ya que son polipéptidos nativos o recombinantes que han sido sustancialmente
purificados por cualquier técnica adecuada tal como, por ejemplo, el método de purificacion de una sola etapa
desvelado en Smith y Johnson, Gene 67:31-40 (1988).

Los polinucledtidos de la presente invencion, tales como un polinucleétido que codifica el polipéptido de permeasa,
pueden aislarse o sintetizarse usando técnicas de biologia molecular estandar y la informacion de secuencia
proporcionada en el presente documento.

El polinucleétido que codifica el polipéptido de permeasa de la invencion puede amplificarse usando ADNc, ARNm o,
alternativamente, ADN gendmico, como molde y cebadores de oligonucledtidos apropiados segun técnicas de
amplificacion por PCR estandar. El acido nucleico asi amplificado puede clonarse en un vector apropiado y
caracterizarse por analisis de secuencias de ADN.

Transformacion

Los polinucleétidos segun la invencion pueden expresarse en un hospedador adecuado. Asi, la invencion se refiere
a una célula hospedadora transformada. En una realizacién, la célula hospedadora puede transformarse con una
construccion de acidos nucleicos que comprende un polinucledtido que codifica el polipéptido segun la invencion
definido antes. Por tanto, pueden usarse técnicas de transformacién estandar.

En una realizacion, la célula hospedadora transformada comprende un nucleétido heterélogo que codifica un
polipéptido segun la reivindicacion 1 o codifica un polipéptido que tiene la sustitucion F85Q/V, T89V, V187A/F,
1218S, T219A, Q341S/A, N346V, T380A, F444L/V, T448A, T449F, T451G o W455M de secuencia ID NO: 59, y en
una realizacion del mismo la célula hospedadora es Saccharomyces cerevisiae.

En una realizacion, el hospedador transformado se transforma con un polinucleétido que codifica un polipéptido que
es un mutante de un polipéptido que es nativo en la célula hospedadora no transformada.

En una realizacion, el polipéptido que es nativo en la célula hospedadora no transformada es un miembro de los
transportadores de la superfamilia de facilitadores principales (MFS) y un polipéptido transportador de hexosa.

En una realizacion, el polipéptido que es nativo en la célula hospedadora no transformada es un polipéptido
transportador elegido de la lista que consiste en Gal2, Hxt1, Hxt2, Hxt3, Hxt4, Hxt5, Hxt6, Hxt7, Hxt8, Hxt9, Hxt10,
Hxt11, Hxt12, Hxt13, Hxt14, Hxt15, Hxt16 y Hxt17.

En una realizacion, el polipéptido de la invencidon no tiene el resto de aminoacido X (X puede ser cualquier
aminoacido) en una posicion A dada (A puede ser cualquier posicion especifica en el polipéptido en SEQ ID NO: 59,
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donde X es una mutacion en SEQ ID NO: 59, cuando X es nativo en la posicién correspondiente a A en un segundo
polipéptido de la familia de MFS.

En una realizacion, el polipéptido no tiene el resto de aminoacido S, que se corresponde con M339S en
SEQ ID NO: 59, en la posicién correspondiente en HXT1 (es decir, no 333S en HXT1), en HXT2 (es decir, no 324S
en HXT2), en HXT3 (es decir, no 330S en HXT3), en HXT4 (es decir, no 339S en HXT4), en HXT5 (es decir, no
354S en HXT5), en HXT6 o en HXT7 (es decir, no 333S en HXT6 o HXT7), en HXT8 (es decir, no 335S en HXT8),
en HXT9 (es decir, no 329S en HXT9), en HXT10 (es decir, no 317S en HXT10) o en HXT11 (es decir, no 329S en
HXT11).

En una realizacion, el polipéptido es un HXT3-6 mutante y tiene una o mas sustituciones en HXT3-6. En una
realizacion del mismo, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N367A/C/D/F/G/I/LIM/S/TIV de
SEQ ID NO: 126. En una realizacion, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N367A/l de
SEQID NO: 126. En una realizacion, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N367A de
SEQ ID NO: 126.

En una realizacion, el polipéptido es un HXT11 mutante y tiene una o mas sustituciones en HXT11. En una
realizacion del mismo, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N366A/C/D/F/G/I/LIM/S/TIV de
SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido es un HXT11 mutante. En una realizacién el polipéptido tiene
sustituciones correspondientes a N366/F/I/L/IM/T/V de SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido tiene
sustituciones correspondientes a N366D/M/T de SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido tiene
sustituciones correspondientes a N366M/T de SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido tiene sustituciones
correspondientes a N366M/T o N366T de SEQ ID NO: 123.

El término se refiere a una molécula de polinucleétido, que es una molécula de acido ribonucleico (ARN) o acido
desoxirribonucleico (ADN), ya sea monocatenaria o bicatenaria. Un polinucledtido puede o bien estar presente en
forma aislada, o estar comprendido en moléculas de acido nucleico recombinantes o vectores, o estar comprendido
en una célula hospedadora.

La palabra "polipéptido" se usa en el presente documento para cadenas que contienen mas de siete restos de
aminoacidos. Todas las férmulas o secuencias de oligopéptidos y polipéptidos en el presente documento se escriben
de izquierda a derecha y en la direccion de extremo amino a extremo carboxi. El codigo de una letra de aminoacidos
usado en el presente documento es comunmente conocido en la técnica.

Por polipéptido "aislado" o proteina esta previsto un polipéptido o proteina sacado de su entorno nativo. Por ejemplo,
polipéptidos recombinantemente producidos y proteinas expresadas en células hospedadoras se consideran
aislados con el fin de la invenciéon ya que son polipéptidos nativos o recombinantes que han sido sustancialmente
purificados por cualquier técnica adecuada tal como, por ejemplo, el método de purificacion de una sola etapa
desvelado en Smith y Johnson, Gene 67:31-40 (1988).

Los polinucledtidos de la presente invencion, tales como un polinucleétido que codifica el polipéptido de permeasa,
pueden aislarse o sintetizarse usando técnicas de biologia molecular estandar y la informacion de secuencia
proporcionada en el presente documento.

El polinucleétido que codifica el polipéptido de permeasa de la invencion puede amplificarse usando ADNc, ARNm o,
alternativamente, ADN gendmico, como molde y cebadores de oligonucledtidos apropiados segun técnicas de
amplificacion por PCR estandar. El acido nucleico asi amplificado puede clonarse en un vector apropiado y
caracterizarse por analisis de secuencias de ADN.

Transformacion

Los polinucleétidos segun la invencion pueden expresarse en un hospedador adecuado. Asi, la invencion se refiere
a una célula hospedadora transformada. En una realizacién, la célula hospedadora puede transformarse con una
construccion de acidos nucleicos que comprende un polinucledtido que codifica el polipéptido segun la invencion
definido antes. Por tanto, pueden usarse técnicas de transformacién estandar.

En una realizacién, la célula hospedadora transformada comprende un nucleétido heterélogo que codifica un
polipéptido segun la reivindicacion 1 o codifica un polipéptido que tiene la sustitucion F85Q/V, T89V, V187A/F,
1218S, T219A, Q341S/A, N346V, T380A, F444L/V, T448A, T449F, T451G o W455M de secuencia ID NO: 59, y en
una realizacion del mismo la célula hospedadora es Saccharomyces cerevisiae.

En una realizacion, el hospedador transformado se transforma con un polinucleétido que codifica un polipéptido que
es un mutante de un polipéptido que es nativo en la célula hospedadora no transformada.

En una realizacion, el polipéptido que es nativo en la célula hospedadora no transformada es un miembro de los
transportadores de la superfamilia de facilitadores principales (MFS), en una realizacién un polipéptido transportador
de hexosa.
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En una realizacion, el polipéptido que es nativo en la célula hospedadora no transformada es un polipéptido
transportador elegido de la lista que consiste en Gal2, Hxt1, Hxt2, Hxt3, Hxt4, Hxt5, Hxt6, Hxt7, Hxt8, Hxt9, Hxt10,
Hxt11, Hxt12, Hxt13, Hxt14, Hxt15, Hxt16 y Hxt17.

En una realizacion, el polipéptido de la invencidon no tiene el resto de aminoacido X (X puede ser cualquier
aminoacido) en una posicion A dada (A puede ser cualquier posicion especifica en el polipéptido en SEQ ID NO: 59,
donde X es una mutacion en SEQ ID NO: 59, cuando X es nativo en la posicion correspondientes a A en un segundo
polipéptido de la familia de MFS.

En una realizacion, el polipéptido no tiene el resto de aminoacido S, que se corresponde con M339S en
SEQ ID NO: 59, en la posicién correspondiente en HXT1 (es decir, no 333S en HXT1), en HXT2 (es decir, no 324S
en HXT2), en HXT3 (es decir, no 330S en HXT3), en HXT4 (es decir, no 339S en HXT4), en HXT5 (es decir, no
354S en HXT5), en HXT6 o en HXT7 (es decir, no 333S en HXT6 o HXT7), en HXT8 (es decir, no 335S en HXT8),
en HXT9 (es decir, no 329S en HXT9), en HXT10 (es decir, no 317S en HXT10) o en HXT11 (es decir, no 329S en
HXT11).

En una realizacion, el polipéptido es un HXT3-6 mutante y tiene una o mas sustituciones en HXT3-6. En una
realizacion del mismo, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N367A/C/D/F/G/I/LIM/S/TIV de
SEQ ID NO: 126. En una realizacion, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N367A/l de
SEQID NO: 126. En una realizacion, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N367A de
SEQ ID NO: 126.

En una realizacion, el polipéptido es un HXT11 mutante y tiene una o mas sustituciones en HXT11. En una
realizacion del mismo, el polipéptido tiene sustituciones correspondientes a N366A/C/D/F/G/I/LIM/S/TIV de
SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido es un HXT11 mutante. En una realizacién el polipéptido tiene
sustituciones correspondientes a N366/F/I/L/IM/T/V de SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido tiene
sustituciones correspondientes a N366D/M/T de SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido tiene
sustituciones correspondientes a N366M/T de SEQ ID NO: 123. En una realizacion, el polipéptido tiene sustituciones
correspondientes a N366M/T o N366T de SEQ ID NO: 123.

Co-consumo

En una realizacion, el hospedador transformado es capaz de co-consumo de glucosa y al menos una pentosa. Esta
pentosa puede ser arabinosa o xilosa, en una realizacion es xilosa. El co-consumo (o co-fermentacion) de dos
sustratos se define en el presente documento como una captacién y conversion intracelular simultanea de dos
fuentes de carbono diferentes (por ejemplo, xilosa y glucosa), a un nivel apreciable. Dichas fuentes de carbono se
convierten simultaneamente en productos, tales como, por ejemplo, biomasa, etanol, glicerol, y similares.

El co-consumo de una célula se cuantifica y expresa en el presente documento como el indice de co-consumo. El
indice de co-consumo es en el presente documento el indice de co-consumo para glucosa y xilosa y se calcula como
la suma durante el intervalo de tiempo de 0-24 horas (medido a 0, 8, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 horas) de la
diferencia absoluta de la tasa de captacion de glucosa (Qg) y la tasa de captacion de xilosa (Qx), expresada como
gramos de azucar consumidos por unidad de tiempo, en una fermentacion de cultivo discontinuo anaerobio a 1,0 g/l
de alquitran de levadura seca, 30 °C de temperatura y en la que el medio de fermentacion contiene 71,8 gramos de
glucosa por litro y 40,0 gramos de xilosa por litro, al inicio de la fermentacion. Véanse los Ejemplos 16-18.

En una realizacion, el indice de co-consumo de la célula hospedadora transformada es 27 g/h o menos, 25 g/h o
menos, 23 g/h o menos, 20 g/h o menos, 18 g/h o menos, 16 g/h o menos, 14 g/h o menos, o 12 g/h o menos,

La invencion se refiere ademas a una construccion de acidos nucleicos que comprende el polinucleétido como se
describe antes, por ejemplo un vector.

Otro aspecto de la invencion se refiere entonces a vectores, que incluyen vectores de clonacion y de expresion, que
comprenden un polinucleétido de la invencién que codifica un polipéptido de proteina permeasa o un equivalente
funcional del mismo y métodos de cultivo, transformacion o transfeccion de tales vectores en una célula
hospedadora adecuada, por ejemplo en condiciones en las que la expresién de una permeasa de la invencion se
produce. Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido.

Los polinucleodtidos de la invencion pueden incorporarse en un vector recombinante replicable, por ejemplo un vector
de clonacién o de expresion. El vector puede usarse para replicar el acido nucleico en una célula hospedadora
compatible. Asi, en una realizacién adicional, la invencién proporciona un método de preparacion de polinucleétidos
de la invencién introduciendo un polinucleétido de la invencién en un vector replicable, introduciendo el vector en una
célula hospedadora compatible, y cultivando la célula hospedadora en condiciones que provocan la replicacion del
vector. El vector puede recuperarse de la célula hospedadora. Células hospedadoras adecuadas se describen mas
adelante.
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Se apreciara por aquellos expertos en la materia que el disefio del vector de expresion puede dependen de factores
tales como la eleccion de la célula hospedadora que va a transformarse, el nivel de expresion de proteina deseada,
etc. Los vectores, tales como vectores de expresion, de la invencién pueden introducirse en células hospedadoras
para asi producir proteinas o péptidos, codificadas por acidos nucleicos como se describen en el presente
documento. Los vectores, tales como los vectores de expresion recombinantes, de la invencién pueden disefharse
para la expresion de proteinas de polipéptidos de permeasa en células procariotas o eucariotas.

Por ejemplo, los polipéptidos de permeasa pueden expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de
insecto (usando vectores de expresion de baculovirus), hongos filamentosos, células de levadura o células de
mamifero. Células hospedadoras adecuadas se tratan ademas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods
in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Ejemplos representativos de hospedadores apropiados
se describen mas adelante.

Se conocen en la técnica medios de cultivo apropiados y condiciones para las células hospedadoras anteriormente
descritas.

Para la mayoria de los hongos filamentosos y levadura, el vector o construccion de expresion se integra
preferentemente en el genoma de la célula hospedadora con el fin de obtener transformantes estables. Sin embargo,
para ciertas levaduras también estan disponibles vectores episdmicos adecuados en los que la construccion de
expresion puede incorporarse para la expresion estable y de alto nivel, ejemplos de los mismos incluyen vectores
derivados de los plasmidos 2y y pKD1 de Saccharomyces y Kluyveromyces, respectivamente, o vectores que
contienen una secuencia AMA (por ejemplo, AMA1 de Aspergillus). En caso de que las construcciones de expresion
se integren en el genoma de células hospedadoras, las construcciones son o bien integradas en loci al azar en el
genoma, o en loci diana predeterminados usando recombinacién homologa, en cuyo caso los loci diana comprenden
preferentemente un gen altamente expresado.

Por consiguiente, vectores de expresion Utiles en la presente invencion incluyen vectores cromosémicos, episémicos
y derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de plasmidos bacterianos, bacteriéfago, episoma de levadura,
elementos cromosémicos de levadura, virus tales como baculovirus, papovavirus, virus de la variolovacuna,
adenovirus, virus de la viruela aviar, pseudovirus de la rabia y retrovirus, y vectores derivados de combinaciones de
los mismos, tales como aquellos derivados de elementos genéticos de plasmidos y bacteriéfagos, tales como
coésmidos y fagémidos.

Cuando el polipéptido segun la invencion va a secretarse de la célula hospedadora en el medio de cultivo, puede
afadirse una secuencia sefal apropiada al polipéptido con el fin de dirigir el polipéptido sintetizado de novo a la via
de secrecion de la célula hospedadora. El experto en la materia conoce seleccionar una secuencia sefial apropiada
para un hospedador especifico.

El vector puede incluir ademas secuencias que flanquean el polinucleétido que dan lugar a ARN que comprenden
secuencias homologas a secuencias gendmicas eucariotas o secuencias gendmicas virales. Esto permitira la
introduccion de los polinucledtidos de la invencion en el genoma de una célula hospedadora.

Un vector de clonacién integrativo puede integrarse al azar o en un locus diana predeterminado en el (los)
cromosoma(s) de la célula hospedadora en la que va a integrarse.

El sistema de vector puede ser un vector Unico, tal como un Unico plasmido, o dos o mas vectores, tales como dos o
mas plasmidos, que juntos contienen el ADN total que va a introducirse en el genoma de la célula hospedadora.

El vector puede contener un polinucleétido de la invencién orientado en una direccién antisentido para proporcionar
la produccion de ARN antisentido.

El ADN de vector puede introducirse en células procariotas o eucariotas mediante técnicas de transformacién o de
transfeccion convencionales. Como se usa en el presente documento, los términos "transformacion” y "transfeccion”
pretenden referirse a una variedad de técnicas conocidas en la materia para introducir acido nucleico extrafio (por
ejemplo, ADN) en una célula hospedadora, que incluye co-precipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio,
transfeccién mediada por DEAE-dextrano, transduccion, infeccion, lipofeccidn, transfeccion mediada por lipidos
catidnicos o electroporacion. Métodos adecuados para transformar o transfectar células hospedadoras pueden
encontrarse en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), Davis et al., Basic Methods in Molecular
Biology (1986) y otros manuales de laboratorio.

Como se indica antes, la invencién proporciona un polipéptido aislado que tiene la secuencia de aminoacidos segun
SEQ ID NO: 59 con las mutaciones indicadas en la reivindicacion 1.

El polipéptido de permeasa segun la invencion puede recuperarse y purificarse de cultivos celulares recombinantes
por métodos conocidos en la técnica. Lo mas preferentemente, se emplea cromatografia liquida de alta resolucion
("HPLC") para la purificacion.
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Polipéptidos de la presente invencion incluyen productos naturalmente purificados, productos de procedimientos de
sintesis quimica y productos producidos por técnicas recombinantes a partir de un hospedador procariota o
eucariota, que incluyen, por ejemplo, células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insectos y de
mamifero. Dependiendo del hospedador empleado en un procedimiento de produccidon recombinante, los
polipéptidos de la presente invencidon pueden estar glucosilados o pueden estar no glucosilados. Ademas, los
polipéptidos de la invencién también pueden incluir un resto de metionina modificado inicial, en algunos casos como
resultado de los procesos mediados por hospedador.

La invencion también caracteriza fragmentos biolégicamente activos de los polipéptidos segun la invencion.

También se proporcionan células hospedadoras, que comprenden un polinucleétido o vector de la invencion. El
polinucleétido puede ser heterélogo al genoma de la célula hospedadora. El término "heterélogo”, normalmente con
respecto a la célula hospedadora, significa que el polinucleétido no se produce naturalmente en el genoma de la
célula hospedadora o que el polipéptido no es naturalmente producido por esa célula.

En otra realizacion, la invencion caracteriza células, por ejemplo, células hospedadoras transformadas o células
hospedadoras recombinantes que contienen un acido nucleico englobado por la invencion. Una "célula
transformada" o "célula recombinante" es una célula en la que (o en un ancestro de la que) se ha introducido, por
medio de técnicas de ADN recombinante, un acido nucleico segun la invenciéon. Estan incluidas tanto células
procariotas como eucariotas, por ejemplo, bacterias, hongos, levadura, y similares, especialmente se prefieren
células de levadura que incluyen, por ejemplo, Saccharomyces, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae.

Puede elegirse una célula hospedadora que modula la expresion de las secuencias insertadas, o modifica y procesa
el producto génico en un modo deseado especifico. Tales modificaciones (por ejemplo, glucosilacion) y
procesamiento (por ejemplo, escision) de productos de proteina pueden facilitar el funcionamiento 6ptimo de la
proteina.

Diversas células hospedadoras tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento y
modificacion postraduccional de proteinas y productos génicos. Pueden elegirse lineas celulares apropiadas o
sistemas hospedadores familiares para aquellos expertos en la materia de la biologia molecular y/o la microbiologia
para garantizar la modificacion deseada y correcta y el procesamiento de la proteina extrafia expresada. Para este
fin, pueden usarse células hospedadoras eucariotas que poseen la maquinaria celular para el apropiado
procesamiento del transcrito primario, glucosilacion y fosforilacion del producto génico. Tales células hospedadoras
son muy conocidas en la técnica.

Si se desea, puede usarse una célula como se ha descrito anteriormente en la preparacion de un polipéptido segun
la invencion. Un método tal normalmente comprende cultivar una célula hospedadora (por ejemplo, transformada o
transfectada con un vector de expresion como se ha descrito anteriormente) en condiciones para proporcionar la
expresion (por el vector) de una secuencia codificante que codifica el polipéptido, y opcionalmente recuperar el
polipéptido expresado. Los polinucledtidos de la invencién pueden incorporarse en un vector recombinante
replicable, por ejemplo, un vector de expresion. El vector puede usarse para replicar el acido nucleico en una célula
hospedadora compatible. Asi, en una realizacién adicional, la invencién proporciona un método de preparacion de un
polinucleétido de la invencion introduciendo un polinucleétido de la invencién en un vector replicable, introduciendo
el vector en una célula hospedadora compatible, y cultivando la célula hospedadora en condiciones que provocan la
replicacién del vector. El vector puede recuperarse de la célula hospedadora.

Los vectores pueden transformarse o transfectarse en una célula hospedadora adecuada como se ha descrito
anteriormente para proporcionar la expresién de un polipéptido de la invencion. Este proceso puede comprender
cultivar una célula hospedadora transformada con un vector de expresién como se ha descrito anteriormente en
condiciones para proporcionar la expresion por el vector de una secuencia codificante que codifica el polipéptido.

En el presente documento se usan técnicas de aislamiento, hibridacion, transformacion y clonacién estandar (por
ejemplo, como se describen en Sambrook, J., Fritsh, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 22
ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Homologia e identidad

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

Puede llevarse a cabo una comparacion de secuencias y 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 las dos secuencias
(Kruskal, J. B. (1983) Un visién general de la comparacion de secuencias en D. Sankoff y J. B. Kruskal, (ed.), Time
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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 nucledtidos. El
algoritmo de Needleman-Wunsch ha sido implementado en el programa informatico NEEDLE. Con el fin de la
presente invencion se usoé el programa de NEEDLE del paquete EMBOSS (version 2.8.0 o superior, EMBOSS: The
European Molecular Biology Open Software Suite (2000) Rice, P. Longden, |. y Bleasby, A. Trends in Genetics 16,
(6) pp276-277, hitp://lemboss.bioinformatics.nl/). Para secuencias de proteinas, se usa EBLOSUM62 para la matriz
de sustitucién. Para secuencias de nucledtidos, se usa EDNAFULL. Pueden especificarse otras matrices. Los
parametros opcionales usados para el alineamiento de secuencias de aminoacidos son una penalizacién por
abertura de hueco de 10 y una penalizacion por extension 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.

Definicion 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 extension. La homologia o identidad entre las dos
secuencias alineadas se calcula del siguiente modo: Numero de posiciones correspondientes en el alineamiento que
muestran un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido entre la longitud total del alineamiento que incluye
los huecos. La identidad definida como en el presente documento puede obtenerse de NEEDLE y esta marcada en
la salida del programa como "IDENTIDAD".

Definicion de identidad mas larga

La homologia o identidad entre las dos secuencias alineadas se calcula del siguiente modo: Numero de posiciones
correspondientes en el alineamiento que muestran un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido entre la
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 opcion NOBRIEF y estd marcada
en la salida del programa como "Identidad mas larga".

Las diversas realizaciones de la invenciéon descrita 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. Azlcares 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 lignocelulésicas 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 celulésicos, recortes de
césped, algodén, 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 melén, pulpa de remolacha azucarera, paja de trigo, bagazo de cafa
de azucar, madera, pasto y prensados de aceituna.
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Tabla 1: Vision general de las composiciones de azucares de materiales lignocelulésicos. Gal=galactosa, Xil=xilosa,
Ara=arabinosa, Man=manosa, Glu=glucosa, 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.
Mazorca de maiz a 10 286 36 227 11 570 1,7
Mazorca de maiz b 131 228 160 144 663 19,8
Cascaras de arroz a 9 122 24 18 234 10 417 2,2
Céascaras de arroz b 8 120 28 209 12 378 2,2
Cascaras de melén 6 120 11 208 16 361 1,7
Pulpa de remolacha azucarera 51 17 209 11 211 24 523 9,8
Paja de trigo Idaho 15 249 36 396 696 2,2
Fibra de maiz 36 176 | 113 372 697 5,2
Bagazo de cafia de azUcar 14 180 24 5 391 614 2,3
Hojas y tallos de maiz 19 209 29 370 626

Athel (madera) 5 118 7 3 493 625 0,7
Eucalipto (madera) 22 105 8 3 445 583 3,8
CWR (pasto) 8 165 33 340 546 1,4
JTW (pasto) 7 169 28 311 515 1,3
MSW 4 24 5 20 440 493 0,9
Vegetacion de pasto alpiste 16 117 30 6 209 1 379 4,2
Semiilla de pasto alpiste 13 163 28 6 265 1 476 2,7
Residuos del prensado de aceitunas 15 111 24 8 329 487 3.1

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 econdémica. 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 hospedadora transformada.

La célula hospedadora transformada

En una realizacion, la célula hospedadora transformada puede comprender una o mas copias del gen xilosa
isomerasa y/o una o mas copias de xilosa reductasa y/o xilitol deshidrogenasa, y dos a diez copias de genes araA,
araB'y araD, en los que estos genes estan integrados en el genoma de la célula.

En una realizacion, la célula hospedadora transformada comprende genes, por ejemplo el gen xilosa isomerasa
anterior y/o una o mas copias de xilosa reductasa y/o xilitol deshidrogenasa, y dos a diez copias de genes araA,
araB'y araD, estan integrados en el genoma de la célula hospedadora transformada.

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

En una realizacion, la célula hospedadora transformada es capaz de fermentar glucosa, arabinosa, xilosa y
galactosa.

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 realizacién de la invencion, la célula hospedadora transformada es capaz de fermentar uno o mas azlcares
adicionales, preferentemente azucar C5 y/o C6, por ejemplo, manosa. En una realizaciéon de la invencion, la célula
hospedadora transformada comprende uno o mas de: un gen xylA, gen XYL1 y gen XYL2 y/o gen XKS1, para
permitir que la célula hospedadora transformada fermente xilosa; delecion del gen de aldosa reductasa (GRE3);
expresion en exceso de los genes de PPP TAL1, TKL1, RPE1y RKI1 para permitir el aumento del flujo a través de la
via de la pentosa fosfato en la célula.

En una realizacion, la célula hospedadora transformada 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 produccion de etanol de Saccharomyces cerevisiae. En condiciones industriales adversas,
las cepas tolerantes medioambientales deben permitir el crecimiento y la produccion 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 hospedadora transformada industrial se
construye basandose en una célula hospedadora industrial, en la que la construccion 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 hospedadora transformada 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 formico. Ejemplos de furano son furfural e hidroximetilfurfural. Ejemplos de
compuestos fendlicos son vainillina, acido siringico, acido ferulico 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 hidrdlisis. 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 células hospedadoras transformadas segun la invencion pueden ser tolerantes a inhibidor, es decir, pueden
resistir a inhibidores comunes al nivel que normalmente tienen con condiciones de pretratamiento e hidrdlisis
comunes, de manera que las células hospedadoras transformadas pueden encontrar una amplia aplicacién, es decir,
tiene alta aplicabilidad para diferente materia prima, diferentes métodos de pretratamiento y diferentes condiciones
de hidrdlisis.

En una realizacion, la célula hospedadora transformada 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 selecciond una cepa de S. cerevisiae tolerante a inhibidor ATCC 26602.

En una realizacién, la célula hospedadora transformada esta libore 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 seleccion
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 hospedadora transformada. El estar libre de marcador es
particularmente ventajoso cuando se han usado marcadores de antibidtico en la construccion de la célula
hospedadora transformada y se eliminan a partir de aqui. La eliminacion de marcadores puede hacerse usando
cualquier técnica del estado de la técnica adecuada, por ejemplo, recombinaciéon intramolecular. Un método
adecuado de la eliminacion de marcadores se ilustra en los ejemplos.

Una célula hospedadora transformada puede ser capaz de convertir biomasa de planta, celulosas, hemicelulosas,
pectinas, almidon, derivados de almidén, por ejemplo en azucares fermentables. Por consiguiente, una célula
hospedadora transformada 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
monomeros de glucosa y hemicelulosa en xilosa y mondmeros de arabinosa, una pectinasa capaz de convertir
pectinas en acido glucurénico y acido galacturénico o una amilasa para convertir almidéon en monémeros de glucosa.

La célula hospedadora transformada puede comprender ademas aquellas actividades enzimaticas requeridas para la
conversion de piruvato en un producto de fermentacién deseado, tal como etanol, butanol, acido lactico, di-terpeno,
di-terpeno glucosilado, acido 3-hidroxipropidnico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido
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fumarico, acido malico, acido itacénico, un aminoacido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibidtico 3-lactamico o
una cefalosporina.

En una realizacion, la célula hospedadora transformada es una célula que es naturalmente capaz de fermentacion
alcohdlica, preferentemente, fermentacion alcohdlica anaerobia. Una célula hospedadora transformada 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 hospedadora transformada puede estar
naturalmente presente en la célula o puede introducirse o modificarse por modificacion genética.

Construccion de |la cepa hospedadora transformada

Segun una realizacién, los genes pueden introducirse en la célula hospedadora 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 xy/A y un gen XKS17 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 para producir la célula hospedadora transformada. La célula anterior puede construirse
usando técnicas de expresion recombinante.

Expresién recombinante

La célula hospedadora transformada es una célula recombinante. Es decir, una célula hospedadora transformada
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 hospedadora transformada, 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 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
construccién 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 episdmicamente y asi comprender una secuencia para la
replicacion auténoma, tal como una secuencia de secuencia de replicacion autosémica. Una construccion 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 construccién 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
homadloga 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 episomicos o 2u son relativamente inestables en levadura, 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 episdmico. El numero 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 niumero 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
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por recombinacion homadloga entre 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 seleccidon (que también ocurre mediante recombinacion homologa
intramolecular), esa pérdida por formacion 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 integracion dentro del genoma, en el que ya no es posible la pérdida por formacion de bucle de
la construcciéon integrada. Preferentemente, los marcadores de seleccion 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 unién 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 homoélogo, es decir, endégeno, 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 ribosomicas, 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 hospedadora transformada, el extremo 3' de la secuencia de acidos nucleicos que codifica la enzima
esta preferentemente unido operativamente a una secuencia terminadora de la transcripcion. 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 transformada (véase, por ejemplo: Shirley et al., 2002, Genetics
161:1465-1482).

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

Opcionalmente, puede estar presente un marcador de selecciéon en una construcciéon 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, pero no se limitan a, una o mas secuencias conductoras, potenciadores,
factores de integracion, y/o genes indicadores, secuencias intronicas, centromeros, telomeros y/o secuencias de
union a matriz (MAR). Las construcciones de acido nucleico de la invencién pueden comprender ademas una
secuencia para replicacion autbnoma, 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
hospedadora transformada. En particular, una enzima puede expresarse en exceso aumentando el niumero 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 expresiéon del gen desde un vector de
expresion multicopia episdémico o mediante la introduccién de un vector de expresion episémico 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, endégeno 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 hospedadora transformada esta libre de marcadores, que significa que no estan
presentes marcadores auxotréficos o dominantes, en particular marcadores de resistencia a antibidticos, 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 heterologas 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 fijacién 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 estimacién y un factor prondstico de la tasa de seleccion
natural. Mediante la aplicacion 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 evolucién adaptativa

Las células hospedadora transformada pueden someterse en su preparacién a evolucion adaptativa. Una célula
hospedadora transformada 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 azucar
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 H.W. 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 B-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 antibidticos, 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 (YIp) 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 mitotica 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/shermanf/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 presiéon 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 integracion que usa los transposones del hospedador. En
una realizacion, los genes pueden ser integrados en el genoma de la célula hospedadora transformada. La
introduccion inicial (es decir, antes de la evolucion 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 homdlogas 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.d0i: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 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 recombinacién LTR-LTR de elementos de longitud completa, con una escision por formacion de bucle de las
regiones internas que codifican proteinas.
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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 recombinacién homologa ya
que existen en aproximadamente 150-200 copias que estan o bien asociadas a Ty o a sitios solos (Boeke, 1989;
Kingsman y 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 nimero 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 hospedadora transformada 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 alcohodlica 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 morfoldgicamente, 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 realizacion, 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 hospedadora transformada es capaz de usar arabinosa. Una célula hospedadora transformada 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.

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
hospedadora transformada con el objetivo de que sea capaz de usar arabinosa. Un enfoque tal se da se describe en
el documento W0O2003/095627. Pueden usarse genes araA, araB y araD de Lactobacillus plantanum y se desvelan
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en el documento W02008/041840. 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 hospedadora transformada 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 produccién 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 relacion 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 = p/ 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 realizacién 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.

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
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secuencia de aminoacidos. Asimismo, una ribulosa 5-fosfato epimerasa 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 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 nucledtidos 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 una o mas 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
elementos genéticos confiere a la célula la capacidad de convertir xilosa por isomerizacién o reduccion.

En una realizacion, las una o mas 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 hospedadora transformada 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 construcciéon de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una xilosa
isomerasa definida. Una célula hospedadora transformada 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 Piromyces 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.

En otra realizacién, una o mas 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 y
xilitol deshidrogenasa, respectivamente. En una realizacion de la misma, pueden expresarse en exceso xilosa
reductasa (XR), xilitol deshidrogenasa (XDH) y xilocinasa (XK), y opcionalmente se regulan por incremento uno o
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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 hospedadora transformada puede comprender una o mas modificaciones genéticas que aumentan la
actividad especifica de xilulosa cinasa. Preferentemente, la modificacion o modificaciones genéticas producen la
expresion en exceso de una xilulosa cinasa, por ejemplo mediante expresién en exceso de una secuencia de
nucledtidos 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 expresion 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 invencion 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 hospedadora transformada, puede combinarse una modificacion 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 modificacién 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.

Delecién del gen de aldosa reductasa (GRES3)

En una realizacién, donde XI se usa como gen para convertir xilosa, puede ser ventajoso reducir la actividad de
aldosa reductasa. Una célula hospedadora transformada 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
enddgena de un gen que codifica una aldosa reductasa inespecifica en la célula hospedadora (denominada en el
presente documento delecion de GRE3). Las células hospedadoras transformadas 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 expresiéon de cada gen que codifica una aldosa reductasa
inespecifica. Preferentemente, el gen se inactiva mediante delecion 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 delecion (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.

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)*
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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.

Produccién de bioproductos

A lo largo de los afios se han hecho sugerencias para la introduccion de diversos organismos para la produccion 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 hospedadora transformada puede ser una célula adecuada para la produccién de etanol. Una célula
hospedadora transformada 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 hospedadora transformada 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 hospedadora transformada 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 otras sustancias pécticas tales como arabinanos pueden constituir una proporcién 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).

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 conversién 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 azUcares.
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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/h, mas preferentemente 0 mmol/I/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 hidrégeno)
y se reduce a productos de fermentacion tales como etanol, butanol, acido lactico, di-terpeno, di-terpeno glucosilado,
acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico,
un aminoacido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, un antibiético B-lactamico y una cefalosporina.

El proceso de fermentacion se realiza preferentemente a una temperatura que es 6ptima para la célula. Asi, para la
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 diatxico. Ademas de una fuente de xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de fermentacion
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 combinacion de estos modos de procesos de fermentacion
para una productividad éptima. 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 invencidn, 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
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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/I, 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/I-200 g/l, 80 g/I-200 g/l, 90 g/I, 80 g/I-200 g/l.

Concentracién 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 fermentacion 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 fermentacion 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 realizaciéon, es un producto
seleccionado del grupo que consiste en etanol, n-butanol, isobutanol, acido lactico, di-terpeno, di-terpeno
glucosilado, acido 3-hidroxipropidnico, 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, 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 W02008121701 o
W02008086124; acido lactico como se describe en los documentos US2011053231 o US2010137551; acido 3-
hidroxipropiénico como se describe en el documento W0O2010010291; acido acrilico como se describe en el
documento W0O2009153047.

Recuperacion del producto de fermentacion

Para la recuperacion del producto de fermentacion se usan tecnologias existentes. Para diferentes productos de
fermentacion son apropiados diferentes procesos de recuperacion. 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 otras técnicas similares). A continuacion, las fracciones que contienen las concentraciones

31



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 663 480 T3

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
METODOS

Técnicas de biologia molecular y productos quimicos. Se adquirieron enzimas de restriccion y T4 ADN ligasa de
Fermentas. Los antibiéticos higromicina (HG), fleomicina (fleo) y geneticina (G418) se adquirieron de Invivogen. Se
adquirieron pYL16 y nourseotricina (nour) de Werner Bioagents. Se adquirieron ampicilina y kanamicina de Sigma-
Aldrich.

Para las amplificaciones por PCR, se us6 la ADN polimerasa Phusion® High-Fidelity (Finnzymes). Se subclonaron
fragmentos de PCR usando el kit TOPO® TA Cloning® o el kit de clonacion por PCR Zero Blunt® TOPO® (ambos
de Life Technologies). Los oligonucledtidos usados para la construccion de cepas se compraron de Sigma-Aldrich.

Se amplificaron los plasmidos y se mantuvieron en células TOP10 quimicamente competentes (kit TOPO® TA
Cloning®, Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos se aislaron de minicultivos de
E. coli usando el kit GeneJET™ Plasmide (Fermentas). Se aisl6 ADN gendmico de levadura usando el kit de ADN
gendmico YeaStar™ (ZymoResearch) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se realizaron técnicas de biologia molecular estandar y genética de levadura segun libros de textos que incluyen
Sambrook et al. (1989) y Ausubel et al. (1995).

Cepas y mantenimiento. Para el almacenamiento de las cepas usadas en este trabajo (Tabla 2), se realizaron
cultivos en matraces oscilantes en medio rico (YP), que consiste en 10 g I de extracto de levadura (Oxoid) y 20 g I
de peptona (BD Difco), complementado con tanto 2 % de glucosa (YPD), 2 % de maltosa (YPM), como 3 % de xilosa
(YPX). Los cultivos se mantuvieron a 30 °C en un agitador orbital hasta que los cultivos alcanzaron la fase de
crecimiento estacionaria. Después de afadir glicerol al 30 % (v/v), las muestras de los cultivos de matraces con
agitacion se almacenaron en alicuotas de 2 ml a -80 °C.

Tabla 2: Cepas usadas o preparadas en el presente documento

Cepa Genotipo

RN1001 Mat a, ura3-52, leu2-112, gre3::loxP, loxP-Ptpi: TAL1, loxP-Ptpi::RKI1, loxP-Ptpi-TKL1, loxP-Ptpi-RPE1,
delta::Padh1XKS1Tcyc1-LEU2, delta::URA3-Ptpi-xylA-Tcyc1

RN1014 | RN1001 + manipulacién in vivo sobre xilosa y acido acético

RN1041 RN1001 his3::/oxP

RN1053 RN1041 hxt2::loxP-kanMX-loxP, hxt367::loxP-hphMX-loxP, hxt145::loxP-natMX-loxP, gal2::loxP-zeoMX-
loxP

YD01227 | RN1014 glk1::lox72; hxk1::loxP; hxk2::lox72; gal1::loxP; his3::loxPnatMXloxP

DO0600 y analisis de HPLC en cultivo en matraces oscilantes. Se muestrearon cultivos en matraces oscilantes
regularmente durante el cultivo. Para mediciones de DO600, se diluyeron apropiadamente cultivos para la medicion
precisa y se midi6 la densidad optica a 600 nm de longitud de onda en un instrumento Perkin Elmer
Spectrophotometer A2. Se filtrd la muestra restante para separar el medio de levadura.

El filtrado se insertd en los viales apropiados para andlisis de HPLC. Se determinaron las concentraciones de
glucosa, xilosa, glicerol, acido acético y etanol en el medio usando un sistema de HPLC Shimadzu. El sistema esta
equipado con horno de columna CTO-10A-vp y autoinyector SIL-10AD-vp con una precolumna (cartucho Bio-Rad H,
Bio-Rad) y una columna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm; Bio-Rad). La elucién tuvo lugar a 80 °C con H;SO4 5 mM
a 0,6 ml/min. El eluato se monitorizé usando un detector del indice de refraccion RID-10A (Shimadzu).

Cultivo en placas de microtitulacion para el perfilado de la curva de crecimiento. Para el cultivo de
microtitulacion de cepas, se us6 Bioscreen C (Growth Curves Ltd.). Durante la noche, se sedimentaron los
precultivos, se lavaron con agua desmineralizada y se diluyeron en agua desmineralizada a dos veces la DO600
deseada para la inoculacion. Se prepard medio en dos veces la concentracion segun se deseara. En un pocillo de
una placa de titulacién en panal de abeja, se mezclaron 150 yl de medio con 150 pl de suspension de células. Las
mediciones se realizaron por triplicado. Se mantuvieron los parametros para Bioscreen C a 30°C de T de
incubacion, mediciones cada 15 min, agitacion en tipo Continuo, amplitud Maximo y velocidad Normal. La agitacién
se establecié para detenerse 5 s antes de la medicion.
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Transformacion automatizada y recogida de colonias. Para la generacion de la transformacién de una biblioteca
de mutagénesis de saturacion en las cepas modelo, se realizaron cultivos en matraces con agitacion en o bien YPM
para RN1053 o YPX para YD01227 (véase mas adelante). Se sedimentaron células de levadura y, posteriormente,
se usaron en un protocolo de transformacion automatizado basado en Schiestl y Gietz (1989). Se sembraron las
mezclas de transformacion en medio de seleccion que consistia en base nitrogenada de levadura (Sigma-Aldrich;
6,7 gI"), agar (BD Biosciences; 15 g I'), complementado con o bien 2 % de maltosa (transformaciones de RN1053)
0 3 % de xilosa (transformaciones de YD01227). Las placas de transformacion se incubaron a 30 °C, y después de
la formacién de colonias, las colonias volvieron a sembrarse usando un proceso automatizado que transfirié colonias
a placas de microtitulacion de 96 pocillos (MTP) que contenian los medios de seleccion anteriormente citados. Se
incubaron MTP con transformantes a 30 °C hasta que se observo el claro crecimiento.

Analisis de RMN. Para la cuantificaciéon de glucosa, xilosa, glicerol, acido acético y etanol en la muestra, se
transfiere muestra de 100 ul con exactitud a un vial adecuado. Posteriormente se afiadieron 100 ul de disolucion de
patron interno, que contenia acido maleico (20 g/l), EDTA (40 g/l) y cantidades traza de DSS (acido 4,4-dimetil-4-
silapentano-1-sulfénico) en D,0, y 450 pl de D2O.

Se registran espectros de RMN 'H 1D en un Bruker Avance Ill 700 MHz, equipado con una criosonda, usando un
programa de pulsos con supresion de agua (potencia correspondiente a 3 Hz) a una temperatura de 27 °C.

Las concentraciones de analito se calculan basandose en las siguientes sefiales (& con respecto a DSS):
) Pico de a-glucosa a 5,22 ppm (d, 0,38 H, J = 4 Hz),

) Pico de a-xilosa a 5,18 ppm (d, 0,37 H, J = 4 Hz),

. Pico de glicerol a 3,55 ppm (dd, 2 H, J12 =6 Hz y J1a,1b = 12 HZ)

) Pico de acido acético a 1,91 ppm (s, 3 H)

) Pico de etanol a 1,17 ppm (t, 3 H, J = 7Hz)

° El usuario de sefial para el patron:

) Pico de acido maleico a 6,05 ppm (s, 2H)

Ejemplo 1 — Deleciones de genes transportadores de hexosa

Construccion de casetes de delecion. Los cebadores usados en las construcciones de plasmido se muestran en
la Tabla 3; se muestran los plasmidos generados en la Tabla 4. Se muestran esquemas con sitios de restriccion
usados para clonar y sitios usados para liberar construcciones de delecion del esqueleto de plasmido en la Tabla 5.

Tabla 3: Cebadores (oligonucledétidos) usados en los ejemplos

SEQ Cadigo Cebador | Secuencia (5'— 3') Gen(es) Fin
ID interno
NO:
2 5034 Kanf AAGCTTGCCTCGTCCCCGCC kanMX Amplificacién
kanMX
3 5035 Kanr GTCGACACTGGATGGCGGCG kanMX Amplificacién
kanMX
4 5116 12 ATTCTAGTAACGCCCGCCAGTGT GCTGGAATTCGCCCTTAAGCTTGCCTCET loxP Parte del flanco
CCCeaeea loxP
5 5118 2 CATACATTATACGAAGTTATGCGCGCTC TAGATATC GTCGACAC TGGATGGC loxP Parte del flanco
GGEG loxP
6 5115 11 ATCCGGACGTACGTATARCTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATTCTAG loxP Reamplificacién
TAACGGCCCCCA flanco de loxP
completo
10 5117 I TCATGACGTCTCGAGGCCTATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT loxP Reamplificacién
GeaeaeT flanco de IloxP
completo
11 115 Natf ACATGTAAAATGACCACTCTTGACGACACGGC nat1 Amplificacion nat1
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SEQ Cadigo Cebador | Secuencia (5'— 3') Gen(es) Fin
ID interno
NO:
13 116 Natr CAGTACTAGGGGCCAGGGCATGCTC nat1 Amplificacién nat1
14 28 H3f TGTACATCCGGAATTCTAGATTGGTGAGCGCTAGGAGTCACT HIS3 -
GCC
16 29 H3r CTCGAGTATTTCACACCGCATATGATCCGTCG HIS3 -
17 201 Hx2uf GACTAGTACCGGTGTTTTCAAAACCTAGCAACCCC HXT2 Flanco en la
direcciéon 5’
18 202 Hx2ur CGTACGCGTCTTCCGGAAGGGTACCATCAGATTTCATTTGAC HXT2 Flanco en la
C direccion 5’
19 203 Hx2df GAAGACACTCGAGACGTCCTTTGTCTGTGAAACCAAGGGC HXT2 Flanco en la
direccion 3
20 204 Hx2dr GTCGACGGGCCCTTATGTTGGTCTTGTTTAGTATGGCCG HXT2 Flanco en la
direccion 3’
21 205 Hx3uf AAGCGGCCGCACTAGTACCGGTGAAACAACTCAATAACGATG HXT3 Flanco en la
TGGGAC direccion 5’
22 206 Hx3ur ATCCGGACGTCTTCCTCAAGAAATCAGTTTGGGCGACG HXT3 Flanco en la
direccion 5’
23 210 Hx4df AGAAGACGCTCGAGACGTCCCTTATGGGAAGAAGGTGTTTTG HXT4 Flanco en la
CcC direccion 3’
24 211 Hx4dr ATGGATCCTAGGGGTTCTTGCAGAGTAAACTGCG HXT4 Flanco en la
direccion 3’
25 212 Hx5uf AAGCGGCCGCACTAGTACATGTGAACTTGAAAACGCTCATCA HXT5 Flanco en la
AGGC direccion 5’
26 213 Hx5ur TTCGTACGCGTCTTCCGGAGTAACATGAAACCAGAGTACCAC HXT5 Flanco en la
G direccion 5’
27 229 Hx7df AGAAGACCCTCGAGACGTCCGACGCTGAAGAAATGACTCACG | HXT7 Flanco en la
direccion 3
28 230 Hx7dr AGTCGACGGATCCGTAATTTTTCTTCTTTTAAGTGACGGGCG HXT7 Flanco en la
direccion 3
29 243 Gal2ufn AAGCGGCCGCACTAGTACCGGTGATCTATATTCGAAAGGGGC | GAL2 Flanco en la
GG direccion 5’
30 244 Gal2urn AACGTACGTCCGGATCATTAGAATACTTTTGAGATTGTGCGCT | GAL2 Flanco en la
direccion 5’
31 233 Ga2df AGAAGACCCTCGAGACGTCTTACCTTGGAAATCTGAAGGCTG GAL2 Flanco en la
G direccion 3’
36 234 Ga2dr GTGGATCCTAGGTAAAACGGTACGAGAAAAGCTCCG GAL2 Flanco en la
direccion 3’
42 281 Hx3inr2 GCTCTTTTCACGGAGAAATTCGGG HXT3-6- Comprobacion de
7 integracion
43 289 Hx2inf TCTTCGGGAACTAGATAGGTGGC HXT2 Comprobacion de
integracion
38 290 Hx2inr GAAGTAATCAGCCACAATACGCC HXT2 Comprobacion de
integracion
39 299 Hx4inr2 CCATACTATTTGTCGACTCAAGCGC HXT5-1- Comprobacion de
4 integracion
37 317 Hx5inf GGGTTAATTAGTTTTAGGGGCACGG HXT5-1- Comprobacion de
4 integracion

34




ES 2 663 480 T3

SEQ Cadigo Cebador | Secuencia (5'— 3') Gen(es) Fin
ID interno
NO:
40 323 Hx7inr1 GATGAGAATCCTTGGCAACCGC HXT3-6- Comprobacion de
7 integracion
41 324 Gaz2inf1 TCAATTCGGAAAGCTTCCTTCCGG GAL2 Comprobacion de
integracion
44 325 Gazinr1 CAGTGATAGTTTGGTTCGAGCGG GAL2 Comprobacion de
integracion
45 838 G|k1 - ATGTCATTCGACGACTTACACAAAGCCACTCGAGAGAGCGGTCATCCAGGCCE GLK1 FIanco de
psuc227f GTCGACCTCGAGTACCGTTCG hexocinasa /
casete bipartito
46 834 Hxk2- GCCAGAAAGGGTTCCATGGCCGATGTGCTAAAGGAATTGATGCAACAAATCC HXK2 Flanco de
psuc227f GTCGACCTCGAGTACCGTTCG hexocinasa /
casete bipartito
47 645 pSUC22 GCAATTTCGGCTATACGTAAC Casete bipartito
7r
48 839 G|k1 - CAATCTTCAAGTGCACCTTCCTCTCACCCTCGGCACCCAAGGGTGACAAGCT GLK1 FIanco de
psuc225r GGATCCTACCGTTCGTATAGS hexocinasa /
casete bipartito
49 835 HXk2- GCCAGAAAGGGTTCCATGGCCCATGTGCCAAAGGAATTGATGCAACARATCE HXK2 FIanco de
psuc225r GTCGACCTCBAGTACCGTTCS hexocinasa/casete
bipartito
50 646 pSUC22 CGTTCACTCATGGAAAATAGC Casete bipartito
5f
51 846 HXk1_|OX ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGEGTTCCATGGCCG HXK1 FIanco de
P_f GATCCACTAGCATAACTTCG hexocinasa /
casete de DRM
52 847 ka1 |OX ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCCATGGCCG HXK1 FIanco de
Pr GATCCACTAGCATAACTTCG hexocinasa /
casete de DRM
53 848 Ga” |OX ATCACTAAATCTCATTCAGAAGAAGTGATTGTACCTGAGTTCAATTCTAGCGG GAL1 FIanco de
Pf ATCCACTAGCATAAGTTCG hexocinasa /
casete de DRM
54 849 Ga” |OX TTATAATTCATATAGACAGCTGCCCAATECTGGTTTAGAGACGATGATAGTTG GAL1 FIanco de
Pr GOCCGCCAGTATRATGG hexocinasa /casete
de DRM
Tabla 4: Plasmidos usados en la construcciéon de cepas
Numero | Construccion Fin SEQ ID NO:
pRN201 pCR-BLUNT-loxP-kanMX-loxP Marcador de resistencia dominante 8
pRN251 pCR-BLUNT-loxP-hphMX-loxP Marcador de resistencia dominante 9
pRN365 | pCR-BLUNT-/oxP-natMX-loxP Marcador de resistencia dominante 10
pRN447 | pCR-BLUNT-/oxP-zeoMX-loxP Marcador de resistencia dominante 14
pRN247 | pCR-BLUNT-his3:loxP-kanMX-loxP | Construccion de delecién de HIS3 16
pRN485 | pCR-BLUNT-gal2:loxP-zeoMX-loxP | Construccion de delecion de GAL2 33
pRN566 | pCR-BLUNT-hxt367:loxP-hphMX- Construccion de delecion de la agrupacion | 34
loxP HXT3-HXT6-HXT7
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Numero | Construccién Fin SEQID NO:
pRN569 | pCR-BLUNT-hxt574:loxP-natMX- Construccion de delecion de la agrupacion | 35
loxP HXT5-HXT1-HXT4
pRN635 | pCR-BLUNT-hxt2:loxP-kanMX-loxP | Construccion de delecién de HXT2 36
pRN993 | pRN978-Ppx77(.491)-GAL2-T apH1 Vector de expresion de GAL2 58
pDB1250 | pRN978-Prxt7(.491)-synt.wt-GAL2- Vector de expresion de GAL2 no mutada | 59
TapH1 sintética
pRN187 | pCRE-zeoMX (basado en pSH65) Vector de expresion de CRE recombinasa 60
pRN486 | pCR-BLUNT-HIS3::loxPnatMXloxP | Construccion de delecién de HIS3 61

Tabla 5: Esquema de clonacion

Construccion Fragmento Sitios de clonacion | Sitio de liberacion
HIS3 en la direccion 5’ Sacl-Dral

pRN247 loxP-kanMX-loxP Stul-BsiWl Xhol-BsrGl
HIS3 en la direccién 3’ BsiWI-Apal
GALZ2 en la direccion 5’ Notl-BsiWI

pRN485 loxP-zeoMX-loxP BsiWI-Xhol BamHI-Spel-Pmil
GAL2 en la direccion 3’ Xhol-BamHI
HXT3 en la direccién 5° Spel-BsiW|

PRNS566 loxP-hphMX-loxP BsiWI-Xhol BamHI-Agel-Nael
HXT7 en la direccion 3’ Xhol-BamHI
HXT5 en la direcciéon 5° Notl-BspEl

PRNS569 loxP-natMX-loxP BspEl-Xhol BamHI-Notl-Apall
HXT4 en la direccion 3’ Xhol-BamHI
HXT2 en la direccién 5’ Spel-BsiW|

PRN635 loxP-kanMX-loxP BsiWI-Xhol Agel-Notl-BspHI
HXT2 en la direccion 3’ Xhol-EcoRI

Se amplificé el marcador kanMX del plasmido pFA6-kanMX4 (htip://www-sequence.stanford.edu/group/yeast
deletion project/kanmx4.txt) usando cebadores de SEQ ID NO 1 y 2. Posteriormente, el marcador kanMX se
flanqueé mediante la adicion de flancos de loxP por amplificacién por PCR con cebadores de SEQ ID NO 3y 4. La
reamplificacion se hizo con cebadores SEQ ID NO 5 y 6. El fragmento loxP-kanMX-loxP resultante se clon6 en pCR-
BLUNT produciendo pRN201 (SEQ ID NO: 7).

Para la construccion de pRN251 (SEQ ID NO: 8), se aisl6 hphMX de pGRE3:hphMX (Kuyper et al, 2005). Para
delecionar un Mlul como sitio de restricciéon apropiado en la proximidad de hphMX, se corté pGRE3:hphMX con
Eco32l y se re-ligd. Posteriormente, se clon6 hphMX como el fragmento Xhol-Mlul en pRN201 digerido con Sall y
Mlul para sustituir kanMX.

Para la construccion de pRN365 (SEQ ID NO: 9), se amplificd por PCR el gen nat1 de Streptomyces noursei a partir
de pYL16 (Werner Bioagents) usando cebadores con SEQ ID NO: 10 y -11. Se clonaron el fragmento Pscl-Scal nat1
junto con el fragmento Acc65I-Ncol pRN201 en pRN201, ya linealizado con Acc65l y Scal, con el fin de sustituir
kanR por nat1.
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Para la construccion de pRN447 (SEQ ID NO: 12), se digiri6 pRN201 con Pmll. Esto sirvié a dos fines. En primer
lugar, se aislé el ORF ble de Streptoalloteichus hindustanus (gen de resistencia a zeocina o fleomicina), y en
segundo lugar, después de la re-ligacion de pRN201 digerido con Pmll se deleciond un sitio Ncol. Posteriormente, se
clonaron ble como fragmento de Ncol-Pmlil y parte de pRN201 como fragmento del vector BamHI-Ncol en pRN201
re-ligado (falta ble), se digiri6 con BamHI| y Scal produciendo pRN447.

Para la primera construccion de delecion de HIS3, se usaron los cebadores SEQ ID13 y -14 para amplificar el locus
HIS3 de ADN gendmico de levadura. Los sitios usados para cortar los flancos de HIS3 y para ligar éstos al marcador
kanMX flanqueado por loxP se muestran en la Tabla 5. El producto de ligacién se digirié con Sacl y Apal y se cloné
en pCR-BLUNT digerido con Sacl y Apal. El plasmido resultante es pRN247 (SEQ ID NO: 15).

Para la delecién de los ocho transportadores de hexosa principales (HXT1-7y GAL2) en S. cerevisiae, se generaron
cuatro construcciones de delecion (véase la Tabla 4). Cada construccion de delecion contuvo un marcador de
resistencia dominante flanqueado por loxP diferente. Para cada gen HXT se amplificaron flancos de 400-700 pb
usando los cebadores enumerados en la Tabla 3 (SEQ ID NO: 16-31) usando ADN gendmico de RN1001 como
molde. Se ligaron el flanco en la direccion 5, el marcador de resistencia dominante y el marcador en la direccion 3’
usando los fragmentos y los sitios de clonacién enumerados abajo en la Tabla 5. Las ligaciones se amplificaron
usando los cebadores directos de los flancos en la direccién 5’ y el cebador inverso de los flancos en la direccion 3’
(combinaciones de cebador SEQ ID NO: 16+19, SEQ ID NO: 20+27, SEQ ID NO: 24+23 y SEQ ID NO: 28+31). Los
fragmentos de PCR fusionados se clonaron en pCR-BLUNT para obtener pRN485, pRN566, pRN569, pRN635
(SEQ ID NO: 32-35, respectivamente). Para obtener altos rendimiento de ADN de plasmido, los plasmidos se
aislaron de cultivos de E. coli de 50 ml usando NucleoBond® Xtra Midi kit (Bioké, Leiden, Los Paises Bajos). Antes
de la transformacion en levadura, se liberaron construcciones de delecion del esqueleto de plasmido por digestion
con los sitios de restriccion de liberacion enumerados en la Tabla 5.

Construccion de cepas. Se hizo auxétrofa a histidina la cepa fermentadora de xilosa RN1001 por la insercion de
loxP-kanMX-loxP (liberado de pRN247; SEQ NO ID15) en el locus HIS3. Posteriormente, el marcador se elimind
mediante expresion transitoria del plasmido pRN187 (derivado de pSH65 que expresa cre recombinasa inducible por
galactosa; SEQ ID NO 60). Se selecciond la introduccion de pRN187 en fleo y se indujo la expresiéon de CRE
recombinasa en medio YP complementado con galactosa. La cepa his3:loxP resultante se llamé RN1041. Los
transportadores de hexosa se delecionaron en el siguiente orden: 1) agrupacion HXT3-HXT6-HXT7, 2) agrupacion
HXT5-HXT1-HXT4, 3) GAL2, 4) HXT2. Las construcciones de delecion se linealizaron o liberaron del esqueleto de
plasmido cortando con las combinaciones de enzimas enumeradas en la Tabla 5 y éstas se integraron en el genoma
de RN1041. Todas las transformaciones se sembraron en placa en medio de extracto de levadura (10 g/l), peptona
(20 g/l) y agar (15 g/l) complementado con 20 g/l de maltosa. La maltosa se afiadié al medio, debido a que la
captacion de este disacarido va mediante un sistema de transporte alternativo al sistema de transporte de la glucosa
(Wieczorke et al, 1999). Con cada delecion de una (agrupacion de) gen(es) HXT, se insertdé un marcador adicional
en el orden: 1) hphMX, 2) natMX, 3) zeoMX, 4) kanMX. Con cada marcador adicional insertado, el antibitico
respectivo se complemento adicionalmente al medio en el siguiente orden: 1) HG, 2) HG y nour, 3) HG, nour y fleo,
4) HG, nour, fleo y G418. Después de la integracion de las cuatro construcciones de delecion, se aislé una Unica
colonia bajo seleccion de los cuatro antibidticos. Se verificaron las correctas integraciones por analisis por PCR en
cepas aisladas de ADN genomico. Se usaron cebadores fuera del sitio de integracion (combinaciones
SEQ ID NO: 36+37, SEQ ID NO: 38+39, SEQ ID NO: 40+41, SEQ ID NO: 42+43; secuencias enumeradas en la
Tabla 3).

Caracterizacion de cepas. Para caracterizar las cepas transportadoras de hexosa (intermedias), se realizaron
cultivos en matraces oscilantes. Se inocularon cultivos a DO600=0,1. La cepa resultante, RN1053 (Ahxt1-7; gal2-
mutante RN1041; véase la Tabla 2 para el genotipo exacto), mostré un patron de crecimiento retardado sobre
Verduyn-urea (medio mineral segun Verduyn usando urea como fuente de nitrogeno; Luttik et al, 2001)
complementado con 0,2 g I de histidina (Sigma-Aldrich; Verduyn-urea-his; para complementar la auxotrofia de
histidina) y 15 g I de glucosay 20 g I'" de xilosa solo a partir de cultivar lentamente sobre glucosa solo después de
60 horas; de forma interesante, cuando la glucosa estuvo presente en el medio xilosa se acabd también después de
150 h (Figura 1), que indica que uno o mas de los genes transportadores de hexosa cripticos (HXT8-17) se indujo
sobre glucosa vy facilitd el transporte de xilosa (Figura 1). Sin embargo, sobre xilosa como unica fuente de carbono,
RN1053 no crecio sobre Verduyn-urea (+ 20 g I % de xilosa durante el periodo de cultivo (Figura 2) que indica que
la cepa es util como cepa modelo para probar los transportadores de xilosa putativos. RN10153 se mantuvo
adicionalmente sobre YPM.

Ejemplo 2 — Deleciones de genes hexocinasa

Construccion de casetes de delecion. Para la delecion de genes hexocinasa se disefiaron oligonucleétidos
(SEQ ID NO: en la Tabla 3) que comprendian secuencias flanqueantes de 60 nucleétidos homélogas al locus del
gen hexocinasa y 20 nucledtidos homologas a un casete de marcador de resistencia dominante flanqueado por /loxP.
Los oligonucledtidos se usaron para amplificar las construcciones de delecion. Productos de PCR posteriores se
purificaron en filtro en columna (Fermentas GenelJet Kit) y se usaron para experimentos de transformaciones. Se
usaron tres tipos de casetes de delecion: en primer lugar, para las deleciones GLK7 y HXK2 se uso un sistema
bipartito. Un fragmento consistio en un sitio lox66, KanMX, promotor GAL1 en la direccién 5’ de CRE, y la parte 5' de
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CRE (CRE1) se amplific6 de pSUC227 con un cebador especifico de gen (SEQID NO: 44 para GLK1 y
SEQ ID NO: 45 para HXK2) y un cebador especifico de pSUC227 (SEQ ID NO: 46); el segundo fragmento consistio
en la parte 3' de CRE (CRE2) con solapamiento sobre CRE1, y un sitio lox71, amplificado de pSUC225 con
nuevamente un cebador especifico de gen (SEQ ID NO: 47 para GLK1 y SEQ ID48 para HXK2) y un cebador
especifico de pSUC225 de SEQ ID NO: 49. Mediante recombinacion homéloga, los dos fragmentos se integran
como lox66-kanMX-CRE-lox71 en el locus de hexocinasa (secuencias de pSUC225 y pSUC227 y método
proporcionado en el documento PCT/EP2013/055047). En segundo lugar, para deleciones HXK1 (cebadores
SEQ ID NO: 50-51) y GAL1 (cebadores de SEQ ID NO: 52-53), se amplific6 un marcador de resistencia dominante
(DRM) flanqueado por loxP con secuencias flanqueantes homologas a la hexocinasa respectiva para sustituir la
region codificante en el locus; como moldes para la amplificacion por PCR del casete de DRM se usaron pRN774
(loxP-hphMX-loxP; SEQ ID NO: 54) y pRN775 (loxP-natMx-loxP; SEQ ID NO: 55), respectivamente. En tercer lugar,
para la deleciéon HIS3 para permitir la complementacion del fenotipo auxotréfico por plasmidos episémicos
transportadores, se integré una construccion similar con flancos homologos a HIS3 como se usé para generar
RN1041 (RN1001-his3:loxP, en la familia de cepas RN1053; véase el Ejemplo 1 anterior). En este caso, la
construccion posey6 natMX como marcador de resistencia dominante en lugar de kanMX (SEQ ID NO 61).

Construccion de cepas. Para la generacion de una cepa incapaz del metabolismo hexosa, pero capaz del
transporte de hexosa, se hicieron deleciones del gen hexocinasa en la cepa fermentadora de xilosa RN1014 (Tabla
2; Figura 3 para el esquema de delecion).

Como se menciond, en el caso de GLK1 y HXK2, los casetes de rotura fueron bipartitos. Mediante recombinacion
homaloga, los dos fragmentos se integran como lox66-kanMX-CRE-lox71 en el locus de hexocinasa. La integracion
se seleccioné en YPD complementado con G418. Los casetes de rotura para HXK7 y GAL1 consistieron en un
fragmento: ya sea loxP-natMX-loxP o loxP-hphMX-loxP, respectivamente. RN1014 se transformé con los productos
de PCR purificados y se selecciond la integracion en el antibiético apropiado. Adicionalmente, HIS3 se alteré con
una construccion similar (SEQ ID NO: 61) usada para la generacién de RN1053. En este caso, natMX fue el
marcador de seleccion en lugar de kanMX.

Los genes se delecionaron en el siguiente orden: 1) GLK1, 2) HXK1, 3) GAL1, 4) HXK2 y 5) HIS3. Después de la
delecion de GLK71 y HXK1, ambos marcadores se recircularon por recombinacion mediada por Cre inducida por
galactosa. Después de la delecion de HXK2, la cepa intermedia se mantuvo en medio rico que contenia xilosa
(YPX). Después de la delecion de HIS3, se eliminaron los marcadores hphMX y kanMX integrados por
recombinacion de CRE inducida por galactosa. Para garantizar el crecimiento de la cepa, se afiadieron 2 % de xilosa
a YP 2 % de galactosa + nourseotricina (YPGX). La seleccion en nourseotricina garantizé el mantenimiento del
marcador natMX en el locus HIS3 dejando un rasgo de seleccion que iba a usarse posiblemente después. Después
del aislamiento de una sola colonia, la cepa se verificd para sus deleciones y el perfil de secuencia por PCR de
colonias, y se llamo6 YD01227.

Caracterizacion de cepas. En experimentos en cultivos en matraces oscilantes aerobios usando Verduyn-urea-his,
se caracterizd otra colonia con el mismo genotipo de inactivacion (KO) de hexocinasa cuadruple (col 2) como
YD01227 en un pre-cribado para su capacidad para consumir xilosa en ausencia y presencia de un exceso de
glucosa (10 %), y para su capacidad para consumir glucosa (Figura 4). Los cultivos se inocularon a DO600=0,1.
Tanto RN1014 como KO de hexocinasa cuadruple son capaces de crecer y consumir xilosa (datos no mostrados). Y,
como era de esperar, el KO de hexocinasa cuadruple ni crece ni consume glucosa, mientras que RN1014 si (datos
no mostrados). Ademas, el exceso de glucosa (10 %) previene el crecimiento y consumo de xilosa durante al menos
96 horas, mientras que RN1014 utiliza xilosa (Figura 4).

En experimentos de Bioscreen C, YD01227 y la col 2 anteriormente mencionada se cribaron para crecimiento sobre
Verduyn-urea-his complementado con diferentes azicares y mezclas de azucar. Los cultivos se inocularon a
D0600=0,05. YD01227 se cultivd sobre xilosa, pero no fue capaz de crecer sobre glucosa, maltosa o galactosa
(datos no mostrados). Se cribaron mezclas de glucosa-xilosa para soportar una eleccion de composicion de medio
adecuada para el cribado para transportadores especificos de pentosa. Como se observa en la Figura 5, con una
relacion de glucosa: xilosa de 5:1 se mostro la inhibicién del crecimiento 6ptima sobre xilosa para la cepa YD01227.
Esto fue el caso para tanto una carga alta de azucar (10:2), como para una carga baja (2,5: 0,5). YD01227 se
mantuvo adicionalmente sobre YPX para almacenamiento y manipulacion.

Ejemplo 3. Biblioteca de mutagénesis de saturacion de GAL2 y otras construcciones.

Se ordend una construccion de ADN sintética para GAL2 no mutada (WT) en GeneArt (SEQ ID NO: 56; Invitrogen) y
se us6 como molde para la mutagénesis dirigida al sitio. La construccion de ADN de GAL2 WT sintética se clono en
pRN993 (SEQ ID NO: 57) como fragmento Xbal-BssHII intercambiando la construccion de GAL2 WT sintética por
otro ORF para generar pDB1250 (SEQ ID NO: 58). pDB1250 es un vector de levadura lanzadera basado en
pRS313, que lleva como las principales caracteristicas prominentes, ademas de ORF de GAL2 sintéticamente
preparado: 1) un casete de expresion de HIS3 para complementar la auxotrofia a histidina, 2) un CEN.ARSH para
mantener 1-2 copias (bajo nimero de copias) del vector de expresion en células de levadura, 3) promotor HXT7
truncado (-491 pb) que produce niveles de expresion medios de ORF en la direccion 3’, 4) terminador ADH1, y 5)
gen de resistencia a ampicilina (amp') para la seleccion en células TOP10 de E. coli (véase anteriormente) para fines
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(http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Cloning/gene-synthesis/directed-

evolution/GeneArt-Site-Saturation-Mutagenesis.html); para posiciones y cambios de aminoacidos a la secuencia de

aminoacidos de Gal2p no mutada (SEQ ID NO: 59) véase la Tabla 6.

Tabla 6: Biblioteca de mutagénesis de saturacion de un Unico sitio de GAL2

Gal2

N.° sitios Posicion AAWT N° AA no wt AA no wt
1 85 F 15 A,C,D,E,G,H K MN,P,QR,ST,V
2 89 T 18 A,C,D,E,F,H LK, M,N,P,Q,R, S, V,W, Y
3 187 V 17 A,C,D,E,F,GH LKLMQRSTWY
4 191 A 19 C,D,E,F,G,H,K,L, M.N.P,Q,R, S, T, V,W, Y
5 214 Y 15 ACGLKLMNPQRSTVW
6 215 Q 16 A,C,D,E,F,G,H,ILLLM,N,R,S,V,W, Y
7 218 I 15 A,C,D,E,G,H,K L MN,R,ST,V,W
8 219 T 15 A,C,D,E,F,G ILK,L,M,NP,Q,R,S,V,W
9 222 I 15 A,C,D,E,G,H, K,M,P,R,S, T,V,W, Y
10 226 Y 19 A,C,D,E,F,GH LK LMNPQR,ST,VW
11 338 Q 18 A,C,D,E,F,GH LLLM,N,P,R, S, T,V,W, Y
12 339 M 19 A,C,D,E,F,GH LK LNPQR,ST VWY
13 341 Q 13 D,E,H, ILK,L,M,N,R, S, T, V, Y
14 342 Q 19 A,C,D,E,F,GH LKL MNPRSTVWY
15 343 L 19 A,C,D,E,F,GH LK,M,N,P,Q,R,S, T,V,W, Y
16 346 N 19 A.C,D,E,F,GH LK LMPQR,ST VWY
17 347 N 13 A D,E,GHILKLQRSTYV
18 350 F 14 D,E;H,LK,L,M,N,Q,R,S, T, V,Y
19 373 G 19 A,C,D,EF,H K, L,M,N,P,Q,R, S, T,V,W, Y
20 376 N 18 A,C,D,E,F,H LK L,M,P,Q,R,S, T,V,W, Y
21 380 T 18 A,C,D,E,F,G ILK,L,M,N,P,Q,R,S,V,W, Y
22 383 S 17 A,C,D,E,F,G LK L,M,N,QR,T,V,W, Y
23 444 F 19 A,C,D,E,GH LK LMNPQR,ST,V,WY
24 446 Y 13 D,E,H,LK,L,M,N,Q,R,S, T,V
25 448 T 18 A,C,D,E,FGH LKL MPQR,S VWY
26 449 T 19 A,C,D,E,F,GH LKL MNP QR,SV,WY
27 451 A 18 C,D,F,GHLKLMNPQRST VWY
28 455 W 18 A.C,D,E,F,G ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T, V, Y
29 478 N 16 A,C,D,F,GH LKLPQR,V,WY

39




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 663 480 T3

Gal2

N.° sitios Posicién AAWT N° AA no wt AA no wt

30 479 W 18 C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,QR,S,T,V,Y

Se insertaron construcciones resultantes por clonacion personalizada en GeneArt (Invitrogen, Regensburgo,
Alemania) en pDB1250 (SEQ ID NO: ID58).

Ejemplo 4: Cribado de contador de la actividad de transporte de glucosa

Objetivo. Usando el cribado de contador de la actividad de transporte de glucosa (GTAC), es decir, transformacion
de la cepa mutante de hexocinasa YD01227 como hospedador para introducir variantes de GAL2 y cribado de los
transformantes resultantes en medio para el crecimiento y consumo de xilosa en presencia de una cantidad 5 veces
mas alta de glucosa, pueden identificarse mutaciones que favorecen la xilosa anterior en presencia de un excedente
de glucosa en la variante de Gal2p (es decir, afinidad por xilosa mas alta que por la reducciéon de glucosa o mas
preferentemente eliminacién completa de la capacidad de transporte de glucosa, mientras que se mantiene la
capacidad de transporte de xilosa mas o menos intacta).

Transformacion y recogida de colonias. Se transformé YD01227 con un total de 497 construcciones, llevando
cada una un mutante GAL2. Se incluyd una construccion con secuencia de GAL2 no mutada (pDB1250;
SEQ ID NO: 58) como control. Para cada transformacion, 3 colonias, cuando estuvieron disponibles, se volvieron a
sembrar en MTP de medio agar ascendiendo a 1450 transformantes. Los 1450 transformantes se cribaron en tres
partes. Para cada parte del cribado, se incluyd GAL2 no mutada como control.

Pre-cultivo y cribado. Para el pre-cultivo, se transfirieron transformantes por proceso automatizado de MTP de
medio de agar de seleccion a placas de pocillos semi-profundos de 96 pocillos (96HDWP) que contenian medio de
seleccion liquido que consistia en medio mineral (segun Verduyn, con urea como fuente de nitrdgeno)
complementado con 3 % de xilosa. Se cultivaron 96HDWP durante 3 dias de pre-cultivo en un agitador orbital a
30 °C y 750 rpm. Posteriormente, para cada pocillo se transfirieron 20 yl de cultivo por proceso automatizado a
placas de 24 pocillos profundos (24 DWP) que contenian 2,5 ml de Verduyn-urea complementado con la mezcla de
azucares glucosa:xilosa en una relacion 5:1 con las siguientes concentraciones: 10 g I de glucosay2g I de xilosa
(medio YD10). Para cada uno de los tres puntos de muestreo se inocul6 una serie de 24DWP. En cada 24DWP, se
inoculd un control de crecimiento de RN1001 para tener una indicacion de los efectos de variacién de placas.
Después de 24 horas, 72 horas y 96 horas se realiz6 el muestreo automatico y transferencia a 96HDWP para la
medicion de DO automatizada a 600 nm de longitud de onda.

Después de la ultima medicion de DO después de 96 horas, las células se sedimentaron después de la
centrifugacion y se recogieron 100 ul de sobrenadante por proceso automatizado para los constituyentes de analisis
residual de RMN de flujo en el medio después del cultivo (véase anteriormente para la descripcion del método). Para
cada construccion y cada momento de tiempo, se promediaron la glucosa residual medida y las concentraciones de
xilosa para los diferentes duplicados. Con el fin de comparar las diferentes partes del cribado, se calculé un valor
relativo basado en la diferencia con la concentracion de xilosa residual no mutada medida en la parte particular del
cribado de GTAC, segun la siguiente formula:

(xilosa residualgaio_no mutada — Xilosaresidualgai2—mutan te )

Xilrel = x100 %

xilosaresidualg,1o _no mutada

Resultados. Mientras que RN1001 presentd consumo completo de tanto glucosa como xilosa, los transformantes
YD01227 de construcciones de GAL2 de bibliotecas no mutadas y de mutagénesis no consumieron glucosa y
presentaron un espectro de concentraciones residuales de xilosa que representan su capacidad individual para
consumir xilosa en presencia de glucosa (Figura 7A). Como se muestra en la Figura 7B, el consumo de xilosa
presenté una alta correlacion (R?=0,93) con las medidas de crecimiento (DO600). Como el cribado se realizé en
condiciones aerobias, y se mostré poca formaciéon de etanol (datos no mostrados) y el crecimiento presentd alta
correlacion con el consumo de xilosa, se usaron las concentraciones de xilosa residual como parametro principal
para comparar variantes de GAL2 con no mutada. La comparaciéon de todas las variantes de GAL2 mutantes
probadas frente a GAL2 no mutada sobre el consumo de xilosa (Xil rel promedio) a las 96 horas se enumera en la
Tabla 7. Todas las mutaciones que afectan el transporte de glucosa con respecto al beneficio del transporte de
xilosa tienen Xil rel>0 (Tabla 7). Se clasificaron las posiciones de TOP con respecto a la diana para una segunda
ronda de mutagénesis basandose en su puntuacion de Xil rel promedio por mutacién; mutaciones especificas se
clasificaron por preferencia basandose también en la puntuacion de Xil rel (Tabla 8).
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Tabla 7. DO600 relativa (DO600rel) y consumo de xilosa (Xilrel) del cribado de GTAC. La construccion de GAL2
no mutada pDB1250 se establecio a 0. Los valores de DO600rel son los promedios de 1-3 duplicados y son valores
relativos en comparaciéon con no mutada.

Pos AA wt AA mut Xilrel

85 F

>

1,45

0,66

-1,89

-13,09

-1,06

1,76

-20,81

7,03

1,96

2,83

37,68

-1,93

19,81

50,51

32,76

89 T 11,68

13,22

19,68

-9,97

I mm O O » < H on @A O W Z = X I O m O O

25,59

-17,32

24,84

12,38

-8,38

9,88

-16,03

-16,11

1,44

41,06

-2,89

187 \" 26,84

O P <X < 0 A O Z = r X

9,98
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Pos AA wt AA mut Xilrel

D 3,76

6,21

14,53

10,01

I & =M m

8,32

6,69

4,09

4,12

1,85

10,17

3,05

7,54

10,41

1,81

1,22

191 A 4,70

12,43

-2,61

5,49

15,83

T O =M m 9 o < = H ou @A O =B r| X

2,83

11,93

1,94

-8,25

-14,37

20,35

14,89

2,94

-1,09

3,09

10,61

4,52

2,49

< = < 4 o A O W Z =2 r X

1,93
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Pos AA wt AA mut Xilrel

214 Y A -12,81

Cc -5,85

G 18,41

I -12,07

-4,66

35,33

23,92

32,71

18,44

39,94

25,50

14,91

55,48

47,35

215 Q 2,01

9,90

13,62

10,12

-9,62

T © m o o » 5 < 0w H O W Z =2 | =X

-18,18

17,72

24,63

21,59

-11,47

2,14

-8,22

-20,47

-8,07

218 I 17,98

5,62

4,64

8,44

4,62

I & m O O P < S < o zZ =2 r

9,88

43




ES 2 663 480 T3

Pos AA wt AA mut Xilrel

K 27,86

9,73

5,80

24,31

-0,73

24,96

-2,65

7,69

-2,10

219 T 52,55

25,05

18,04

-14,58

43,86

® m m O o » S < 4 o A Z =2 r

46,45

-11,07

444

-18,28

7,85

-22,81

-24,62

4,90

-16,77

222 I 11,37

13,45

20,91

3,35

3,75

9,73

-4,92

4,39

0,97

1,85

—H | 9 Z| X I ® m o O P = o A O Z =2 X

-1,59
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Pos AA wt AA mut Xilrel

\' 8,42

-8,04

7,87

226 Y 63,63

62,07

81,68

70,43

39,06

T O m 9 o » =< =S

5,10

32,79

-1,86

42,48

74,04

62,81

49,78

56,23

65,53

14,97

7,27

-11,15

44,48

338 Q 38,18

52,66

33,17

46,93

46,65

13,80

T o M m o O » =T < H o @A o W Z =2 rl =X

26,28

28,32

33,08

-2,53

22,26

3,96

Al o Z = r

39,83
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Pos AA wt AA mut Xilrel

S 3,96

11,84

24,84

35,55

19,90

339 M 50,56

30,36

46,71

10,48

63,75

73,03

I O =M m 9 O » < =S < +H

67,99

40,96

71,92

67,43

83,73

12,77

77,74

70,25

81,65

57,02

82,35

-23,02

37,43

341 Q -20,08

-3,38

-22,19

46,71

23,17

11,77

-5,18

15,78

28,67

< 4 o B Z 2| r| T M 9 < S < H o @A O W Z r| X

19,78
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Pos AA wt AA mut Xilrel

342 Q A 61,47

64,63

48,62

34,90

45,61

14,10

T @ =M m O O

46,28

16,81

41,75

37,38

27,70

32,30

44,88

23,95

68,48

50,54

24,39

59,43

76,45

343 L 9,67

8,74

9,41

2,39

15,49

11,87

T O M m 9 o » < = < H o @A W Z =2 rf X

16,96

10,67

40,15

16,94

14,03

26,08

8,73

29,11

»w A O v Z = X

20,28
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Pos AA wt AA mut Xilrel

T 14,38

-6,06

7,76

20,43

346 N 21,99

17,11

8,88

-8,32

9,91

8,42

T © =T m o o » =< =

26,01

17,12

17,48

6,48

13,19

19,93

7,94

23,37

23,19

47,09

45,58

41,70

347 N 44,64

26,67

25,36

-22,71

T o m 9O » < =S < 4 o @A O =B r X

11,18

27,33

-22,05

7,79

-14,96

-15,36

-15,56

- »w A O r X

-19,33

48




ES 2 663 480 T3

Pos AA wt AA mut Xilrel

\' -28,12

350 Y 2,93

-13,15

Il m O

-19,99

-10,76

3,00

40,49

5,01

13,57

0,66

57,58

15,25

21,64

13,39

-7,36

373 G 25,90

36,56

36,22

41,01

15,15

I m m O O » <X < H 0 A O Z = r X

6,96

9,10

20,72

51,94

35,03

38,49

35,75

5,50

8,35

11,62

10,67

21,91

22,96

< = < 4 o » O W Z =2 | X

31,04
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Pos AA wt AA mut Xilrel

376 N A 36,70

78,63

19,23

20,15

92,62

Il m m O O

39,30

99,46

7,53

93,69

97,33

51,70

24,24

27,86

59,39

99,01

96,57

13,51

43,95

380 T 53,06

42,34

37,28

-29,92

54,67

®© m m o o P < = < 4 o A O W =2 rl X

34,22

47,40

42,12

39,25

74,78

49,79

43,28

43,31

42,31

42,03

<l 0 A O vV Z2 = r| X

42,53
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Pos AA wt AA mut Xilrel

w 51,16

25,09

383 S 57,21

67,78

29,42

54,55

52,71

® M m O 0O P <

39,71

25,88

49,19

37,72

52,64

58,14

83,94

61,78

71,85

19,38

65,32

62,76

444 F 32,41

14,64

13,21

16,38

12,78

T o m o O P < = < 4H @A O Z =2 r X

25,62

31,95

28,79

39,43

17,30

5,43

15,65

19,63

0,06

W A O I Z = r X

10,94
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Pos AA wt AA mut Xilrel

T 7,44

37,29

2,94

32,56

446 F 10,80

10,63

T m 9 < S <

16,93

8,65

-3,40

22,78

18,62

14,99

34,25

-8,44

-20,59

-16,07

-9,48

443 T 76,95

58,53

66,10

53,25

61,94

65,05

I ® m m O O P < H o @A O Z =2 r X

67,00

58,01

54,82

63,49

77,64

64,39

58,15

33,80

59,40

53,50

S < o » O W =2 r X

56,69
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Pos AA wt AA mut Xilrel

Y 47,73

449 T 57,64

50,44

55,89

37,14

92,65

61,00

I ® =M m O O >

82,47

71,71

79,30

81,03

89,29

84,60

37,06

81,19

82,14

83,15

74,98

80,75

79,80

451 T 10,57

9,68

15,39

13,38

43,34

T O =M m 9 O < S < u A O W Z =2 r X

7,65

17,96

8,59

11,00

5,68

14,56

11,89

8,63

Al O v Z2 = r X

4,46
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Pos AA wt AA mut Xilrel

S 13,08

2,10

4,99

15,25

1,62

455 w 1,31

1,19

-6,13

19,68

-1,57

®© m m o o P < = < H

0,73

-2,70

6,91

19,08

19,92

19,10

14,76

3,03

-14,86

8,05

19,75

10,66

7,30

478 N -11,71

-1,14

-3,08

30,35

8,29

I O mMm O O P <X <l H o A O UV Z = r X

-15,02

10,06

9,95

-3,27

30,98

O 9 | X

4,37
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Pos

AA wt

AA mut Xilrel

11,41

21,91

3,25

4,98

479

13,20

6,12

11,20

1,41

1,34

T ® =m m 9 O < = <

6,90

1,50

5,54

7,80

5,47

2,20

7,07

15,50

1,63

18,50

21,51

5,89

< <l H on A O WV Z = r| R

8,63

Tabla 8. Posiciones de Gal2p y mutaciones identificadas en el cribado de GTAC se ordenan por preferencia.
PUNTUACION PRINCIPAL es la puntuacién de Xilrel para la sustitucion de aminoacidos dentro que una posicién
que da la mejora mas clara en comparacion con Gal2p no mutada. Esto permite una clasificacion de las mutaciones
mas influyentes y posiciones relevantes con respecto a la diana en Gal2p para eliminar la afinidad por glucosa.

GTAC Mutaciones
Posicion | AAwt | Mas Preferida Menos preferida Inactiva PUNTUACION
preferida PRINCIPAL
376 N FILMTV ACHPSY DEKQRW 99,46
m 449 T FM HIKLNQRSVWY ACDEGP 92,65
;?_, 383 S CQRTWY | AEFKMN DGILV 83,94
q'é. 339 M NQSV AFGHKLRT CDEIPY W 83,73
é 226 Y ACDMNR | EQ GHILPSTW KV 81,68
448 T AM CDEFGHIKLPQSVW | RY 77,64
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GTAC Mutaciones
Posicion | AAwt | Mas Preferida Menos preferida Inactiva PUNTUACION
preferida PRINCIPAL
342 Q ACSWY DFHKPT EGILMNRV 76,45
380 T AFMW CDGIKLNPQRSV Y E 74,78
350 F LR NSTV DKMQ EHIY 57,58
214 Y VW LNQ GMPRS ACIK 55,48
338 Q CEF ADHILRW GNPSTVY M 52,66
219 T AFG CD NS EIKMQRW | 52,55
373 G L ACDEMNPVWY FHIKQRST 51,94
85 F QTVv S ACHMNP DEGKR 50,51
346 N VWY AHST CDFGIKLMQR E 47,09
341 Q L MT NSY DEHR 46,71
347 N A DEI HL GKQRSTV | 44,64
451 A G CDEFILNPSW HKMQRTVY 43,34
§ 89 T DHV ACL N FIKMQRSY | 41,06
“g 343 L K PRSY ACDEFGHIMNQT | V 40,15
= W
444 F AILVY HK CDEGMNPQSTW | R 39,43
446 F Q HLMN DEI KRSTV 34,25
478 N FP V GIKQRWY ACDHL 30,98
218 I KNS AHL CDEGMV RTW 27,86
187 V A CFGQT DEHIKLMRSWY 26,84
% 215 Q LM CDF AIS GHNVWY 24,63
g 479 w QST CE DFGHIKLMNPRVY 21,51
§ 222 I D ACH EGMPSVY KTW 20,91
% 191 N DGIPT CFHKQSVWY ELMR 20,35
455 W ELMNT PV ACGKQSY DFIR 19,92

Las mutaciones mas destacadas se encontraron en la posicion 376 cuando el aminoacido no mutado Asn se
intercambié por aminoacidos con grandes cadenas laterales hidrofobas tales como Phe, lle, Leu, Met, Thr o Val;
estas variantes facilitaron el claro crecimiento y el consumo casi completo de xilosa y casi ningun transporte de
actividad para glucosa en el cribado de GTAC (Figura 8). Los presentes inventores han encontrado que aminoacidos
ventajosos en la posicion 376 tienen un volumen de van der Waals de 85 a 138 A® y una hidrofobia de 10 a 100 Atg,
o en una realizacion un volumen de van der Waals de 100 a 138 A® y una hidrofobia de 10 a 100 Atz. Una
realizacion importante adicional es aminoacidos especificos en la posicion 339, donde los presentes inventores han
encontrado que un aminoacido que tiene un hidrofobia de -30 a 10 Atg produce mutantes con actividad de transporte
de glucosa reducida. Esto se ilustra por la Figura 11.

Los valores para el volumen de van der Waals (AS) para aminoacidos usados en el presente documento son como
se describen en: http://www.proteinsandproteomics.org/content/free/tables  1/table08.pdf. La bibliografia
correspondiente es N. J. Darby, Thomas E. Creighton, Protein Structure (1993) Oxford University Press. Los valores
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para la hidrofobia (Atr) de los aminoacidos usados en el presente documento son como se describen en
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/psc.310010507/pdf. La referencia correspondiente a esto es Monera, O.D.
et al, Journal of Peptide Science Vol. 1 319-329 (1995).

Ejemplo 5: Cribado de la actividad de transporte de xilosa

Objetivo. Usando el cribado de la actividad de transporte de xilosa (XTA), es decir, usando la cepa mutante del
transportador de hexosa RN1053 como hospedador para introducir variantes de GAL2 y cribando los transformantes
resultantes en medio para crecimiento sobre bajas concentraciones de xilosa (1 g I'1), pueden identificarse
mutaciones que aumentan la actividad de transporte de xilosa en la variante de Gal2p. La actividad de transporte
puede definirse por mas de un parametro, por ejemplo, la afinidad del transportador (expresada por la constante de
Michaelis, es decir, Km), 0 la tasa del transportador (expresada como Vmax). También es posible que una mutacion
aumente la expresion del transportador, y asi mejore la actividad de transporte de xilosa en la célula hospedadora.

Transformacion y recogida de colonias. Se transformé RN1053 con un total de 468 construcciones, llevando cada
una el mutante GAL2. Se incluyé una construccion con secuencia de GAL2 no mutada (SEQ ID 58) como control.
Para cada transformacion, volvieron a sembrarse 1-3 colonias en MTP de medio de agar ascendiendo a 1229
transformantes. Los 1229 transformantes se cribaron en dos partes. Para cada parte del cribado, se incluyé GAL2 no
mutada como control.

Pre-cultivo y cribado. Para el pre-cultivo, se transfirieron transformantes resultantes de la transformacion
automatizada y la recogida de colonias por proceso automatizado de las MTP de medio de agar de seleccion a
96HDWP que contenian en cada pocillo 250 pl de Verduyn-urea complementado con 2 % de maltosa. Después de 3
dias de pre-cultivo en un agitador orbital a 30 °C y 750 rpm, se transfirieron 5 ul de cultivo a tres 96HDWP diferentes
que contenian 250 ul de Verduyn-urea complementado con 1 g I de xilosa (medio RNO1), representando cada
96HDWP un punto de muestreo. En cada placa (24 DWP o 96 HDWP) se inoculé al menos un control de crecimiento
de RN1001 para tener una indicacion de los efectos de placa a placa. Después de 24 horas, 72 horas y 96 horas se
recogié una serie de 96HDWP para la medicion de DO automatizada a 600 nm. Para cada construccion y cada
momento de tiempo se promediaron los valores de DO600 para los duplicados diferentes. Con el fin de comparar las
diferentes partes del cribado, se calculdé un valor relativo basandose en la diferencia con el valor de DO600 no
mutada medido en la parte particular del cribado de XTA, segun la siguiente formula:

DO600 rel = (DOGOOGaIZ—mutan te 7 DOGOOGaIZ—no mutada)

x100 %
DOGOOGaIZ—no mutada

Resultados. En ambas partes del cribado de XTA, RN1001 es parte de las posiciones de TOP15 basandose en el
perfil de crecimiento en comparacidon con Gal2p no mutada; RN1001 tiene el complemento completo de
transportadores de hexosa y la presencia de RN1001 en TOP15 en ambas partes del cribado de XTA (Figura 9)
indica que uno o mas transportadores de hexosa enddégenos en levadura facilitan la captacion de afinidad de alta
afinidad a diferencia de los transformantes RN1053 de Gal2 no mutada que presentaron peores perfiles de
crecimiento. Las variantes mutantes con los cambios de un Unico aminoacido presentes en TOP15 presentaron una
elevada afinidad por xilosa en comparacion con Gal2p no mutada y se desarrollaron hacia el perfil de crecimiento de
RN1001 o incluso mostraron caracteristicas de crecimiento similares o mejoradas sobre bajas concentraciones de
xilosa. De forma interesante, cuando se alinean secuencias de aminoacidos de la familia de transportadores de
hexosa de S. cerevisiae, algunas de las mutaciones de Gal2p en TOP15, por ejemplo N346D y M339S, deben ser
encontradas en las secuencias no mutadas de Hxt2 (S324) y Hxt11 (D336 y S329), respectivamente. La
comparacion de todas las variantes de GAL2 mutantes probadas frente a GAL2 no mutada sobre el crecimiento
(DO600 rel promedio) a las 96 horas se enumera en la Tabla 8. Se propone que todas las mutaciones con DO600 rel
>0 tienen un efecto positivo sobre la afinidad de xilosa.

Tabla 9. Valores de DO600 rel promedio para los mutantes Gal2p cribados en el cribado de XTA.

La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel
85 F A -2,50
Cc -1,81
D -32,03
E -37,55
G -51,06
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

H -35,08

-27,75

-6,14

-23,27

-0,27

-18,30

7,30

-6,07

2,40

89 T -1,12

19,39

m O » < H on A O T Z2 X

-13,89

-20,86

-13,89

1,12

-9,48

-8,70

-4,57

-10,12

3,11

-43,47

0,01

187 \" -10,62

14,34

-5,07

-2,94

-6,14

14,77

T O =m m 9 o » < = < A O Z =2 r X

-2,79

15,55

10,08

36,83

O = r

26,77
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

A

-11,36

-28,01

-10,54

-17,20

11,95

191 A 5,10

7,05

0,58

-1,81

-4,01

I ®© =T m 9 0O < = 4 o»

-12,93

10,13

7,11

-4,82

4,60

1,90

-8,47

3,34

-19,15

-2,00

-9,91

4,10

-15,24

214 Y -3,04

-12,04

o o ¥ < 5 < 4 o @A O W zZ =2 =

-6,92

-6,92

-4,15

6,02

-26,59

-9,60

5,35

P v Z = rl X

-26,44
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

R -29,77

S -37,90

-21,91

> =

215 Q 1,54

5,92

Pos AA wt ut DO600 rel

3

25,93

20,81

3,28

-5,50

8,24

11,19

-48,74

16,66

-21,07

-39,22

-24,30

218 I -15,52

-13,03

-19,50

-15,31

-9,12

-9,12

-10,19

-15,45

-24,27

-23,20

-13,39

-13,60

-15,95

-4,00

40,30

Pl S < 4 o B ZI 2 | X T O M o o B < = < o A =2

219 T -6,71
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

Cc -20,53

-21,69

3,47

-17,01

@ =T m ©

-35,80

-47,23

3,78

-20,00

-13,93

-18,27

-14,25

7,17

-18,08

11,19

-15,13

222 I -7.91

-6,92

-12,54

-16,80

28,78

-13,50

-48,17

20,18

11,01

-0,62

3,03

10,25

-12,55

11,38

23,82

226 Y 23,92

-6,78

o o > < S < 4 o » WV =2 X T O mMm o O B 5 < n A O W =z =2 r

-12,89
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

E 5,10

-28,04

464

I ® m

-11,26

-12,46

-10,55

24,16

-4,86

20,39

0,33

-9,19

-5,78

23,80

-5,71

338 Q 4,10

10,88

7,99

3,59

0,45

5,29

T ® =M m 9 o » S 4H o @A O I Z =2 X

11,63

12,95

0,58

4,79

14,12

2,21

15,03

-17,02

-26,76

-11,33

-6,92

-17,30

B < = < 4 o =» Y Z =2

339 M 28,42
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

Cc 20,32

-0,09

18,97

417

-20,00

I ® =M m ©O

-14,46

-17,55

-11,75

21,03

4,25

464

-3,65

-7.91

54,52

10,79

-11,90

6,56

38,66

341 Q -10,62

-8,13

2,89

-21,66

-22,79

-11,30

-13,31

-10,76

7,16

-3,08

18,89

9,37

342 Q -15,66

2,04

O O » < < 4 o A Z 2B rl X T M o < 5 < H o @A O W Z r| =X

-12,54
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

E -9,23

33,22

42,01

I ® m

45,21

34,38

12,92

28,91

7,99

45,31

-7,15

44,36

22,25

20,62

-16,07

32,62

-21,41

343 L 15,98

7,16

-12,82

9,65

-6,07

-6,63

T & m m o o » < = < H o @A W Z =2 rf X

-9,83

19,04

2,40

-0,73

0,97

4,53

19,53

-10,62

10,72

-6,46

S 4 o x» O v Z = X

0,69

64




ES 2 663 480 T3

La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

Y 29,99

346 N 26,36

15,73

69,10

10,15

24,01

I ® =M O O >»

-4,93

0,76

-1,66

-0,80

-5,28

-7,84

-44,97

-3,51

347 N 5,29

-24,11

7,59

I O m U < < A O 9 R

-4,57

-3,08

9,65

14,52

6,55

-1,93

18,92

2,61

6,09

350 Y -2,08

m O < H on @A O rf X

39,52

-28,19

33,56

7,09

6,95

A O = r

-40,48
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

S 7,93

-6,33

-15,81

-9,27

373 G -51,50

-50,72

-47,17

I T m » < <

-37,99

2,84

15,40

18,36

14,21

21,06

14,02

32,18

18,92

-11,04

-6,71

-5,20

1,21

376 N 10,19

24,67

8,93

10,19

-13,02

T m m 9 O P < S < 4H o A O Z =2 rl X

-13,78

14,59

47,76

-9,63

6,29

29,04

35,51

A O 9 = r X

-23,42
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

3 44,42

-42,40

-15,74

-21,28

380 T 3,56

8,37

24,95

14,21

-17,33

o m m o o » =< =

29,22

20,81

14,34

23,45

29,16

-50,25

-7,46

-15,32

-0,55

-6,02

-6,21

14,78

29,48

383 S 16,05

3,32

-2,94

1,97

-15,10

®© m m o o P < = < o0 A O W=z =2 rl X

-4,50

2,40

-47,86

3,59

-2,56

Z = r X

44,72
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

14,40

21,37

-28,26

24,58

26,71

27,84

444 F -6,49

-2,08

-16,16

1,54

T o m 9 o < =S < +H =

-16,38

-20,29

-24,06

-10,19

-7,20

-9,76

-18,79

-27,18

-14,45602

-16,94

-18,08

446 F 19,61

-36,17

T m 9 < S o O W=z =2 r X

30,98

0,83

-40,55

-2,58

-10,90

-35,54

-37,62

-2,94

-39,41

<l H »w A O Z = r

-47,79
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

448 T A 10,57

0,08

15,78

19,55

-6,65

16,91

T @ =M m O O

25,64

-0,18

26,65

22,31

0,77

12,58

14,08

29,22

11,19

8,09

-2,01

449 T 4,67

6,59

-2,58

-2,08

16,48

11,00

T O =M m 9 o » < = < o A O W =2 r X

16,26

9,51

-3,51

11,29

-15,59

-7,13

8,73

13,21

A O v Z2 = rl X

-10,33
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

S 15,48

14,41

-5,78

-5,57

451 T -33,23

-23,20

-4,75

-16,94

I O =M 9 o < =5 <

-41,76

-40,26

-8,91

-23,73

-6,07

-6,14

-8,22

-6,21

2,90

-11,42

-5,89

4,10

3,91

455 w -14,75

8,18

4,22

-2,31

O m m 9 o < = < 4 o @A O W Z | X

-10,67

5,45

8,12

-5,96

6,39

-9,22

0,83

P v Z = rl X

0,95
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3
duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel

A

-48,55

-4,82

9,44

-2,06

-19,81

478 N -25,74

-14,75

-9,91

6,86

0,01

I & m O O » <X < H ou

-13,12

8,81

-24,30

-20,47

14,40

27,44

-13,40

6,77

479 w -12,96

15,20

18,40

24,87

T m m o O < S @A O W X

1,83

48,83

8,58

-3,79

7,87

8,05

-42,40

-33,73

13,42

57,22

- » A O v Z =S r X

15,48
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La construccién de GAL2 no mutada pDB1250 se establecié a 0. Los valores de DO600 rel son los promedios de 1-3

duplicados y son valores relativos en comparacion con no mutada.

Pos AA wt AA mut DO600 rel
\) -12,54
Y 12,07

Tabla 10. Posiciones de Gal2p y mutaciones identificadas en el cribado de XTA se ordenan por preferencia.
PUNTUACION PRINCIPAL es la puntuacién de Xilrel para la sustitucion de aminoacidos dentro que una posicién
que da la mejora mas clara en comparacion con Gal2p no mutada. Esto permite una clasificacion de las mutaciones
mas influyentes y posiciones relevantes con respecto a la diana en Gal2p para aumentar la actividad de transporte

de xilosa.
XTA Mutaciones
Posicion | AAwt | Mas Preferida Menos preferida Inactivo PUNTUACION
preferida PRINCIPAL
346 N D AG CF HIKPQRVY 69,10
3 479 W S I DEFHKMNRTY CLPQV 57,22
“g 339 M SY ACEL FNTW DGHIKPQRV 54,52
§ 342 Q GHNR FILW CKMST ADEPVY 47,76
= 376 N KS CPQ ADEIM FHLRVWY 47,76
218 I W ACDEGHKLMNRSTV | 40,30
o 350 F E L MQS DIRTVY 39,52
E 187 V MQ Cal LY ADEFHRSTW 36,83
&) 373 G R KLMNQS Y AEFHTVW 32,18
446 F H D EILMNQRSTV 30,98
343 L Y AlQ CEKSP DFGHMNRTW 29,99
380 T GMY DIL ACEKW FNPQRSV 29,48
448 T HKR EL ADGPQSW MCFIVY 29,22
222 I G MY PTW ACDEHKRSV 28,78
383 S VWY AQR CEIL DFGKMNT 27,84
© 215 Q DE S ACFL IMRVWY 25,93
% 226 Y AMPT E CDFGHIKNQRSW 24,16
? 89 T C LVvY AEIKMNQRW 19,39
g 347 N S KL DGQTV EHIR 18,92
449 T FH Qsv ACGILP DEKMNRWY 16,48
338 Q NR CDHI AEFGLMP STVWY 15,03
478 N Q FIY ACDGHKPRW 14,40
191 A I DK CENPRW FGHMQSTVY 10,13
341 Q Vv SY H DEKLMNRT 9,37
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XTA Mutaciones
Posicion | AAwt | Mas Preferida Menos preferida Inactivo PUNTUACION
preferida PRINCIPAL

455 W DK EIM CFGLNPQRSTVY 8,18

85 F S \Y ACDEGHKNPQRT 7,30

219 T V R EL ACDFGIMNPQSW 7,17

214 Y LP ACGIKMNQRS 6,02

451 A WY S CDFGHIKLNPQRTV | 4,10

444 F G CDEHIKLMNPQSWY | 1,54

EJEMPLOS 6 a15
Métodos

Técnicas de biologia molecular y productos quimicos. Se adquirieron enzimas de restriccion y T4 ADN ligasa de
Fermentas (Fisher Scientific, Landsmeer, Los Paises Bajos). Los cebadores usados en los estudios (SEQ ID NO: 1-
55) se indican en la Tabla 11. Se realizaron técnicas de biologia molecular y genética de levadura estandar segun
libros de textos que incluyen Sambrook et al. (2001; Molecular cloning: a laboratory manual, tercera edicion, Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York, NY, EE.UU.) y Ausubel et al. (1995; Current Protocols in
Molecular Biology).

Amplificacion por PCR y clonacién. Para las amplificaciones por PCR, se usé Phusion® High-Fidelity PCR Master
Mix con tampdn HF (Finnzymes; Fisher Scientific, Landsmeer, Los Paises Bajos). Los cebadores usados para la
clonacién y secuenciacion se indican en la Tabla 11 (SEQ ID NO: 37-55). Se clonaron fragmentos de PCR de HXT2,
HXT3-6 y HXT11 en el vector de expresion en levadura pRS313-P7T7 (SEQ ID NO 56), basandose en el vector
lanzadera pRS313 (Sikorski & Hieter, 1989, A system of shuttle vectors and yeast host strains designed for efficient
manipulation of DNA in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 122, pp. 19-27). La construccion pRS313-P7T7 lleva el
promotor HXT7 truncado (Hauf et al, 2000, Simultaneous genomic overexpression of seven glycolytic enzymes in the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Enzyme Microb Technol, 26:688-698) y el terminador HXT7. Entre el promotor y el
terminador, existe un sitio de clonacién multiple (MCS). Los fragmentos de PCR resultantes se digirieron por
combinaciones de enzimas de restriccion (como se indica adicionalmente en los ejemplos mas adelante) y se
clonaron por técnicas de biologia molecular estandar en el vector de expresion en levadura. HXT11 también se cloné
en pRS313-P7T7-GFP (produciendo SEQ ID NO: 57) para estudios de localizacion de la proteina Hxt11 marcada
con GFP usando microscopia de fluorescencia (Ejemplo 5). pDB1250 contuvo el ORF de GAL2 (SEQ ID NO: 60)
entre el promotor HXT7 truncado y el terminador ADH71 (para referencia de secuencia pDB1250 véase
SEQ ID NO: 58. Los plasmidos se amplificaron y se mantuvieron en células DH5a siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los plasmidos se aislaron de minicultivos de E. coli usando el kit GeneElute plasmid Miniprep (Sigma-
Aldrich, Zwijndrecht, Los Paises Bajos). Secuencias de genes / proteinas y construcciones usadas y generadas
durante estos estudios se enumeran en la Tabla 12.

Tabla 11: Oligonucleétidos usados en los ejemplos

Nombre Secuencia (5' — 3') Fin SEQ ID NO
ActinF GGATTCTGAGGTTGCTGCTTTGG PCR en tiempo real 62
ActinR GAGCTTCATCACCAACGTAGGAG PCR en tiempo real 63
HXT1F TGTTCTCTGTACACCGTTGACCG PCR en tiempo real 64
HXT1R AGATCATACAGTTACCAGCACCC PCR en tiempo real 65
HXT2F CTTCGCATCCACTTTCGTG PCR en tiempo real 66
HXT2R AATCATGACGTTACCGGCAGCC PCR en tiempo real 67
HXT3F GAAGCTAGAGCTGCTGGTTCAGC PCR en tiempo real 68
HXT3R ACAACGACATAAGGAATTGGAGCC PCR en tiempo real 69
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Nombre Secuencia (5' — 3') Fin SEQ ID NO
HXT4F ATGGAGAGTTCCATTAGGTCTAGG PCR en tiempo real 70
HXT4R ATAACAGCTGGATCGTCTGCGC PCR en tiempo real 71
HXT5F TTGCTATGTCGTCTATGCCTCTG PCR en tiempo real 72
HXT5R AGATAAGGACATAGGCAACGGG PCR en tiempo real 73
HXT7F GGGTGCTGCATCCATGACTGC PCR en tiempo real 74
HXT7R ACAACGACATAAGGAATTGGAGCC PCR en tiempo real 75
HXT8F GTACTACTATCTTCAAATCTGTCGG PCR en tiempo real 76
HXT8R CTTGTGACGCCAACGGAGGCG PCR en tiempo real 77
HXTOF CCATTGAGAGGTTTGGACGCCG PCR en tiempo real 78
HXT9R ACACAATCATACAGTTACCGGCG PCR en tiempo real 79
HXT10F GGAATGCAAGACTCTTTCGAGAC PCR en tiempo real 80
HXT10R CTAGTGACGCCAACGGTGGCG PCR en tiempo real 81
HXT11F GCCACTCAATGGAGAGTCGGC PCR en tiempo real 82
HXT11R CAACTAGCAAGGCTGGATCGTC PCR en tiempo real 83
HXT12F CACCATCTTCAAATCTGTCGGTC PCR en tiempo real 84
HXT12R CAATCATACAGTTACCGGCACCC PCR en tiempo real 85
HXT13F CCCTCATGGCCAGGACGGTC PCR en tiempo real 86
HXT13R TTGCCATAACCAGTTGCATGCAG PCR en tiempo real 87
HXT14F GCCTTAGTAGTGTACTGCATCGGT PCR en tiempo real 88
HXT14R TGATACGTAGATACCATGGAGCC PCR en tiempo real 89
HXT15F GAGGCCTGTGTCTCCATCGCC PCR en tiempo real 90
HXT15R CACAAGAATACCTGTGATCAAACG PCR en tiempo real 91
HXT16F CAAGGAAGTATAGTAATACTGCGC PCR en tiempo real 92
HXT16R TTGGCGATGGAGACACAGGCC PCR en tiempo real 93
HXT17F TAACACTGCACAATGGAGAGTCC PCR en tiempo real 94
HXT17R TGAGTACCCATGGATCCTCTGG PCR en tiempo real 95
GAL2F TCAATGGAGAGTTCCATTAGGGC PCR en tiempo real 96
GAL2R CTGGACGGCAGGATCCTCTGG PCR en tiempo real 97
KOP11* AATAATCATTGCACAATTTAGTTCTAAACGCTTTTGTTA | KO HXT11 98
TTACTCAATATCCGTTTTAAGAGCTTGGTGAGCGCTAG
GAGTC
KOT11* TCGTCAATTTITTTTTTTGCTTTTTTACCAATTTACCGA KO HXT11 99

AAACTAGAAGAGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAA
GCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGC
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Nombre Secuencia (5' — 3') Fin SEQ ID NO

iHXT11F GGCCTCTAGATCAGCTGGAAAAGAACCTCTTGTAAAT | HXT11 inversa 100
TG

iHXT11R GCTAGGATCCATGTCAGGTGTTAATAATACATCCGCA | HXT11 inversa 101
AATG

HXT11F GGCCTCTAGAATGTCAGGTGTTAATAATACATCCGC clonacion 102

HXT12F GGCCTCTAGAATGGGTTTGATTGTCTCAATATTCAAC clonacion 103

HXT11/1 2R CGATGGATCCTCAGCTGGAAAAGAACCTCTTGTAAAT | clonacién 104
TG

HXT1 Xbal GCATTCTAGAATGAATTCAACTCCCGATCTAATATC clonacion 105

R HXT1 Cfroi TGCATCCCGGGTTATTTCCTGCTAAACAAACTCTTGTA clonacion 106

F HXT2 Xbai GTCCTCTAGAATGTCTGAATTCGCTACTAGCCG clonacion 107

R HXT2 Cfr9i CATCGCCCGGGTTATTCCTCGGAAACTCTTTTTTCTTT | clonacién 108
TG

F HXT3 Xbal GCATTCTAGAATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTC clonacion 109

R HXT6 Cfro1 CATCGCCCGGGTTATTTGGTGCTGAACATTCTCTTG clonacion 110

F HXT4 Xbal GTCCTCTAGAATGTCTGAAGAAGCTGCCTATCAAG clonacion 111

R HXT4RN | TATCGCCCGGGTTAATTAACTGACCTACTTTTTTCCGA clonacion 112

Cfro1

F HXT5 Xbal GTCCTCTAGAATGTCGGAACTTGAAAACGCTCATC clonacion 113

R HXT5 Cfr91 GCATCCCGGGTTATTTTTCTTTAGTGAACATCCTTTTA | clonacién 114
TA

F HXT7 Xbal GTCCTCTAGAATGTCACAAGACGCTGCTATTGCA clonacion 115

R HXT7 Cfro1 CATCGCCCGGGTTATTTGGTGCTGAACATTCTCTTG clonacion 116

*En cursiva la secuencia flanqueante de HXT11, y subrayada la secuencia de HIS3

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc. Se aisl6 ARN total de células de levadura en fase exponencial por un
procedimiento de rotura con perlas de vidrio / extraccién con Trizol. Se mezclaron sedimentos de levadura de 2 ml
de cultivo celular con 0,2 ml de perlas de vidrio (diametro, 0,45 mm) y 0,9 ml de Trizol con 125 pl de cloroformo, y se
rompieron en un Fastprep FP120 (Bio-101, Thermo Savant, California, EE.UU.) por un estallido de 45 segundos a la
velocidad 6. Se us6 1 ug de ARN total para sintetizar ADNc usando el kit iScript (Bio-Rad, Veenendaal, Los Paises
Bajos).

PCR en tiempo real. Se realizaron las PCR en tiempo real especificas de HXT1-HXT17 y GALZ2, respectivamente,
usando el kit SensiMix SYBR & Fluorescein (GC Biotech, Alphen aan den Rijn, Los Paises Bajos) y el instrumento de
PCR en tiempo real MyiQ iCYCLER (BIO-Rad, Veenendaal, Los Paises Bajos). Cada reaccion de 25 ul contuvo
12,5 pyl de SYBR green Master Mix, 4 yl de ADNc, 0,5 pl de cada cebador (10 nM) y 7,5 yl de agua desionizada
estéril. Las condiciones de PCR fueron 10 min a 95 °C seguido de 39 ciclos de amplificacion (15 s a 95°C, 30 s a
60 °C, 30 s a 72 °C). Los cebadores mostrados en la Tabla 11 se utilizaron para amplificar los fragmentos de ADNc
por amplificacion por PCR (SEQ ID NO 1-36).

PCR propensa a error. Se realizaron experimentos de PCR propensa a error siguiendo las indicaciones

proporcionadas por ADN Taq polimerasa (Thermo Fischer) usando 10 ng de molde en 100 yl de mezcla de PCR que
contenia MgCI2 5,5 mM y MnCI2 0,15 mM.
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Mantenimiento, cultivo e ingenieria evolutiva de cepas. Las cepas generadas en estos estudios se enumeran en
la Tabla 13. Para el almacenamiento de las cepas usadas en este trabajo (Tabla 2), se realizaron cultivos en
matraces oscilantes en medio rico (YP), que consistia en 10 g I de extracto de levadura (Oxoid) y 20 g I de
peptona (BD Difco), complementado con o bien 2 % de glucosa (YPD), 2 % maltosa (YPM; en caso de derivados de
RN1053), o 3 % de xilosa (YPX; en caso de derivados de YD01227). Los cultivos se mantuvieron a 30 °C en un
agitador orbital hasta que los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento estacionaria. Después de afadir glicerol al
30 % (v/v), se almacenaron las muestras de los cultivos en matraces agitados en alicuotas de 2 ml a -80 °C.

Para las caracterizaciones de cepas e ingenieria evolutiva, se realizaron cultivos usando medio mineral segun
Verduyn usando urea como fuente de nitrégeno (Verduyn-urea Luttik et al, 2001, J Bacteriol, 182:501-517) a pH 4,5
complementado con el azicar deseado (mezclas). En cultivos de las cepas modelo RN1053 o YD01227, se
complementé Verduyn-urea con 0,2 g I de histidina (Sigma-Aldrich; Verduyn-urea-his) para complementar para la
auxotrofia de histidina.

Se realizaron cultivos de cepas para la caracterizacion de los perfiles de crecimiento y de consumo de azUcares en
matraces con agitacion, un lector de Bioscreen C que usa placas de pocillos en panal de abeja (Growth Curves Ltd,
representado por Thermo Fisher Scientific BV, Breda, Los Paises Bajos). Los cultivos se mantuvieron a una
temperatura de 30 °C. Especificamente con el fin de ingenieria evolutiva, se cultivaron cultivos de quimiostato en un
biorreactor de tanque con agitacion de 3 | (Applikon, Schiedam, Los Paises Bajos) lleno de 500 ml de Verduyn-urea-
his complementado con las fuentes de carbono requeridas a una temperatura de 30 °C. El punto de consigna del
oxigeno disuelto inicial (DO) fue del 5 %, la agitacion se realizé a 400 rpm y la DO600 inicial fue 0,2.

Tabla 12: Plasmidos y secuencias de genes / proteinas

Plasmido/gen/proteina Tipo de secuencia SEQ ID NO o referencia | Ejemplo
pRS313-P7T7 (control de vector vacio) | ADN artificial 117 7,8,9,10, 11,13, 15
pRS313-P7TA-GAL2 (pDB1250) ADN artificial 12
pRS313-P7T7-iHXT11 ADN artificial 7
pRS313-P7T7-HXT11 ADN artificial 8,9,10
pRS313-P7T7-HXT12 ADN artificial 8
pRS313-P7T7-HXT2 ADN artificial 9,10
pRS313-P7T7-HXT11-GFP ADN artificial 57 10
pRS313-P7T7-mHXT11 (N366D) ADN artificial 11
pRS313-P7T7-HXT36 ADN artificial 15
pRS313-P7T7-mHXT36(N3671) ADN artificial 15

HXT11 ADN, S. cerevisiae 58 7,8,9,10, 11,12
HXT2 ADN, S. cerevisiae 59 9,10

GAL?2 ADN, S. cerevisiae 60 12

HXT3-6 ADN, S. cerevisiae 61 15

Hxt11p Proteina, S. cerevisiae | 62 7,8,9, 10, 11,12
Hxt2p Proteina, S. cerevisiae | 63 9

Gal2p Proteina, S. cerevisiae | 64 10

Hxt36p Proteina, S. cerevisiae | 65 15
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Tabla 13: Cepas usadas o preparadas en el presente documento

Cepa Genotipo Ejemplo
RN1001 Mat a, ura3-52, leu2-112, gre3::loxP, loxP-Ptpi: TAL1, loxP-Ptpi::RKI1, 10
loxP-Ptpi-TKL1, loxP-Ptpi-RPE1, delta::Padh1XKS1Tcyc1-LEU2, del-
ta::URA3-Pipi-xylA-Tcyc1
RN1014 RN1001 + ingenieria in vivo sobre xilosa y acido acético Referencia
RN1041 RN1001 his3::loxP W02013081456
RN1041-vacio RN1041, pRS313-P7T7 (control de vector vacio) 8, 11
RN1053 RN1041 hxt2::loxP-kanMX-loxP, hxt367::loxP-hphMX-loxP, hxt145::loxP- 6,7
natMX-loxP, gal2::loxP-zeoMX-loxP
RN1053-X2 Colonia individual RN1053 seleccionada sobre YPX después de la inge- 6,7
nieria evolutiva en quimiostato sobre 2 % de xilosa
RN1053-X2-hxt11A | RN1053-X2, hxt11::HIS3 7
RN1053-vacio RN1053, pRS313-P7T7 (control de vector vacio) 8,9, 10, 15
RN1053-HXT2 RN1053, pRS313-P7T7-HXT2 9
RN1053-HXT3-6 RN1053, pRS13-P7T7-HXT3-6 15
RN1053-mHXT3- RN1053, pRS13-P7T7-mHXT3-6(N3671) 15
6(N3671)
RN1053-HXT11 RN1053, pRS13-P7T7-HXT11 8,9, 10, 11,13
RN1053-mHXT11- RN1053, pRS313-P7T7-mHXT11(N366D) 13
N366D
RN1053-iHXT11 RN1053-pRS313-P7T7-iHXT11 7
RN1053-HXT11- RN1053, pRS313-P7T7-HXT11-GFP 10
GFP
RN1053-HXT12 RN1053, pRS13-P7T7-HXT12 8
YD01227 (ori) RN1014 glk1::lox72; hxk1::loxP; hxk2::lox72; gal1::loxP; 14
his3::loxPnatMXloxP
YDO01227-evoA, - B, | YD01227, tres colonias individuales seleccionadas en placas con 1% de | 14
y-C xilosa + 10 % de glucosa después de series de ingenieria evolutiva en
quimiostato (véase el Ejemplo 14)
YD01227-vacio YD01227, pRS313-P7T7 (control de vector vacio) 13
YD01227-HXT2 YD01227, pDB1162 (pRS313-P7T7-HXT2) 12
YD01227-GAL2 YD01227, pDB1250 (pRS313-P7TA-GAL2) 12
YD01227-HXT11 YD01227, pDB1152 (pRS313-P7T7-HXT11) 12,13
YD01227- YD01227, pRS313-P7T7-mHXT11(N366D) 13
mHXT11(N366D)

Métodos analiticos. Se monitorizd el crecimiento celular por densidad optica (DO) a 600 nm usando
espectrofotometro de UV-visible (Novaspec PLUS). Se midieron las concentraciones de glucosa, xilosa, etanol en
sobrenadante de cultivos (separado del sedimento de células después de la centrifugacion a 4000 rpm durante
5 min) por cromatografia liquida de alta resolucién (Shimadzu, Kioto, Japén) usando una columna Aminex HPX-87H
(Bio-Rad) y un detector del indice de refraccién (Shimadzu, Kioto, Japén). La temperatura de la columna y el
detector se mantuvo a 65 °C. La fase movil fue H2S0O4 0,005 N a un caudal de 0,55 ml/min.

Medicion de la captacion de azicar. Se midio la captacion de xilosa radiomarcada del siguiente modo: las células
se cultivaron durante 24 horas en matraces con agitacion en Verduyn-urea complementado con 2 % de xilosa y
0,05 % de maltosa y se recogieron por centrifugacion (3.000 rpm, 3 min, 20 °C), se lavaron y se resuspendieron en
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Verduyn-urea. Se afiadieron reservas de [14C] xilosa o [14C] glucosa (CAMPRO scientific, Veenendaal, Los Paises
Bajos) a la suspension de células. La reaccion se detuvo, para xilosa después de 1 minuto y para glucosa después
de 15 segundos, mediante la adicion de 5 ml de cloruro de litio 0,1 M, y la suspension de células se filtré (filtro de
membrana de HV de 0,45 ym, Millipore, Francia). Los filtros se lavaron con otros 5 ml de cloruro de litio y se
contaron con contador de centelleo liquido en un Emulsifier Scintillator Plus (Perkin-EImer, EE.UU.). Se hicieron
experimentos de captacion para YD01227-ori y YD01227-evo con xilosa 0,5, 2, 6, 20, 40 mM o glucosa 0,1, 0,4, 1,5,
6, 20, 80 mM. Se realizaron estudios de competicion de glucosa para RN1053-HXT3-6 y RN1053-mHXT3-6(N3671),
RN1053-HXT11 y RN1053-mHXT11 (N366D) con la reserva de [14C]xilosa y con glucosa sin marcar. Las
concentraciones de xilosa y de glucosa finales fueron 50 mM y 50-500 mM, respectivamente.

Microscopia de fluorescencia. Se transformé el plasmido pRS313-P7T7-HXT11-GFP (SEQ ID NO 57) en la cepa
RN1053 y RN1041. Se inocularon colonias frescas en medio minimo con xilosa o glucosa. Se sometié un cultivo
celular liquido fresco tomado en la fase de crecimiento exponencial (a una densidad 6ptica de 10 a 600 nm) a
microscopia de fluorescencia en un microscopio Nikon Eclipse-Ti equipado con un objetivo de inmersion en aceite de
100x%, un filtro para GFP y una camara refrigerada Nikon DS-5Mc. Los presentes inventores examinaron
rutinariamente al menos 100 células por muestra, y cada experimento se duplico al menos tres veces.

Transformacion automatizada y recogida de colonias. Para la generacion de transformacion de una biblioteca de
mutagénesis de saturacion en YD01227, se realizaron cultivos en matraces con agitacion en o bien YPM para
RN1053, o YPX para YD01227 (véase mas adelante). Las células de levadura se sedimentaron y, posteriormente,
se usaron en un protocolo de transformacion automatizado basado en Gietz, R.D. y Woods, R.A. (Gietz, R.D. y
Woods, R.A. 2006, Yeast transformation by the LiAc/SS Carrier DNA/PEG method. Methods Mol. Biol., 313:107-
120). Las mezclas de transformacion se sembraron en medio de seleccion que consistia en base nitrogenada de
levadura (Sigma-Aldrich; 6,7 g I'"), agar (BD Biosciences; 15 g I'"), complementado con o bien 2 % de maltosa
(transformaciones de RN1053) o 3 % de xilosa (transformaciones de YD01227). Las placas de transformacion se
incubaron a 30 °C, y después de la formacion de colonias, las colonias volvieron a sembrarse usando un proceso
automatico que transfiere las colonias a placas de microtitulacion de 96 pocillos (MTP) que contienen los medios de
seleccién anteriormente citados. Se incubaron MTP con transformantes a 30 °C hasta que se observé crecimiento
claro.

Analisis de RMN. Para la cuantificaciéon de glucosa, xilosa, glicerol, acido acético y etanol en la muestra, se
transfieren 100 ul de muestra con exactitud a un vial adecuado. Posteriormente, se afiaden 100 pl de disolucion de
patron interno, que contiene acido maleico (20 g/l), EDTA (40 g/l) y cantidades traza de DSS (acido 4,4-dimetil-4-
silapentano-1-sulfénico) en D,0, y 450 pl de D2O.

Los espectros de RMN 'H 1D se registran en un Bruker Avance Ill 700 MHz, equipado con una crio-sonda, usando
un programa de pulsos con supresion de agua (potencia correspondiente a 3 Hz) a una temperatura de 27 °C.

Las concentraciones de analito se calculan basandose en las siguientes sefiales (& con respecto a DSS):
) Pico de a-glucosa a 5,22 ppm (d, 0,38 H, J = 4 Hz),

) Pico de a-xilosa a 5,18 ppm (d, 0,37 H, J = 4 Hz),

. Pico de glicerol a 3,55 ppm (dd, 2 H, J12 =6 Hz y J1a,1b = 12 HZ)

) Pico de acido acético a 1,91 ppm (s, 3 H)

) Pico de etanol a 1,17 ppm (t, 3 H, J = 7Hz)

° El usuario de sefial para el patron:

) Pico de acido maleico a 6,05 ppm (s, 2H)
EJEMPLO 6

ELEVADA EXPRESION DE HXT11 DE S. CEREVISIAE EN LA CEPA NEGATIVA DE TRANSPORTE DE XILOSA
DESARROLLADA CON CAPACIDAD RESTAURADA PARA CRECER SOBRE XILOSA

Cultivo en quimiostato de RN1053. Se facilita la captacion de xilosa en Saccharomyces cerevisiae por un
subgrupo distinto de transportadores de hexosa (Hamacher et al, 2002, Characterization of the xylose-transporting
properties of yeast hexose transporters and their influence on xylose utilization. Microbiology, 148: 2783-2788). Los
presentes inventores han construido una deleciéon mutante con capacidades fermentadoras de xilosa (RN1053) que
carecen de los principales transportadores de hexosa HXT1-HXT7 y GAL2. Como resultado de las deleciones,
RN1053 no es capaz de utilizar xilosa (como se describe en el Ejemplo 1). Saccharomyces cerevisiae posee mas
genes HXT que los ocho principales (HXT8-17) de los cuales no se sabe mucho mas que su expresion es baja o
despreciable (Sedlak & Ho, 2004, Characterization of the effectiveness of hexose transporters for transporting xylose
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during glucose and xylose co-fermentation by a recombinant Saccharomyces yeast. Yeast, 21, pp. 671-684) o que
han sido conectados a funciones fisioldgicas distintas del transporte de azdcar (Nourani et al 1997 Multiple-drug-
resistance phenomenon in the yeast Saccharomyces cerevisiae: involvement of two hexose transporters. Mol Cell
Biol, 17: 5453-5460). Por tanto, los presentes inventores se refieren a ellos como los genes HXT cripticos. Se hizo
un intento por seleccionar posibles mutaciones espontaneas en loci HXT cripticos que producen la expresion
mejorada o afinidad por xilosa posiblemente mejorada. Con el fin de hacer esto, se cultivd la cepa RN1053 en un
cultivo en quimiostato anaerobio de xilosa limitada a una tasa de dilucién de 0,05 h™. Las cepas desarrolladas por el
cultivo en quimiostato, RN1053-X2, se aislaron sobre placa de 2 % de xilosa. Se selecciond una Unica colonia para
cultivo en matraz con agitacion aerobio en Verduyn-urea-his complementado con 2 % de xilosa durante 96 h para
comparacion con la cepa de RN1053 original. Las curvas de crecimiento de la cepa RN1053-X2 y RN1053 se
representaron en la Fig. 12A. La cepa RN1053-X2 desarrollada fue capaz de crecer sobre 2 % de xilosa, mientras
que la cepa RN1053 original no creci6 sobre el medio de xilosa. Un motivo podria ser que uno o mas de los genes
HXT cripticos (HXT8-HXT17) se reguld por incremento sobre medio de xilosa durante el cultivo en quimiostato,
facilitando la captacion de xilosa.

Perfil de expresion generado por RN1053-X2. Se compararon los patrones de expresion de HXT8-HXT17 en la
cepa RN1053-X2 generada y la cepa RN1053 original durante los cultivos discontinuos sobre 2 % de medio de
xilosa. El nivel de transcripcion de HXT11 y HXT12 aumenté espectacularmente hasta 8 veces en la cepa RN1053-
X2 desarrollada desde el comienzo de la fase exponencial (Fig. 12B) y alcanzd un nivel maximo en el dia 3, en
comparacion con la cepa RN1053 original. El quimiostato fue eficaz para la evolucion de mutantes para potenciar el
consumo de xilosa expresando genes transportadores HXT11 y/o HXT12 en la cepa RN1053. Sin embargo, el nivel
de expresion de otros genes HXT (es decir, HXT8-HXT10 y HXT13-HXT17) fue reprimido sobre medio de xilosa, en
comparacion con no mutada de RN1053.

La primera etapa limitante del metabolismo de la xilosa es su transporte a través de la membrana plasmatica (Kahar
P, Taku K, Tanaka S, 2011. Enhancement of xylose uptake in 2-deoxyglucose tolerant mutant of Saccharomyces
cerevisiae. J. Biosci. Bioeng. 111:557-63). Se informd que la expresion de los genes transportadores HXT de
S. cerevisiae estuvo regulada en respuesta a diferentes niveles de glucosa extracelular (Ozcan & Johnston, 1999.
Function and regulation of yeast hexose transporters. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 63:554-569). Posiblemente, las
mutaciones en los promotores o genes reguladores son la base de la expresidon potenciada de los genes HXT
cripticos en la cepa RN1053-X2 desarrollada en el cultivo en quimiostato sobre glucosa.

EJEMPLO 7

INACTIVACION/SILENCIAMIENTO DE HXT11 EN RN1053 GENERADA SUPRIME LA CAPACIDAD
RECIENTEMENTE ADQUIRIDA PARA CRECER SOBRE XILOSA

Inactivacion y silenciamiento de HXT11 en la cepa RN1053-X2. Para la delecion de la construccion de HXT11, se
amplifico el casete de expresion Phiss-HIS3-Thiss del molde de plasmido pRS313-P7T7 (SEQ ID NO 117) usando los
oligonucleétidos KOP11 (SEQ ID NO 98) y KOT11 (SEQ ID NO 99) que consisten en secuencias flanqueantes de
HXT11 para la integracion en el locus HXT11 y la secuencia de HIS3 para amplificar el casete de expresion.

Con el fin de determinar si Hxt11p era responsable del crecimiento espontaneo sobre xilosa, los presentes
inventores delecionaron HXT11 en la cepa RN1053-X2 desarrollada por sucesion de deleciéon génica de una etapa
complementando para el marcador HIS3 tras la delecion de HXT71. Niveles de ARNm de HXT11 disminuyeron
considerablemente después de que se introdujera la construccion de inactivacion (Figura 13a). Cuando HXT11 se
alter6é en la cepa RN1053-X2, la cepa perdié su capacidad recientemente adquirida para crecer sobre medio de
xilosa (Figura 13b). Ademas, el nivel de expresion de HXT11 de cepas inactivadas disminuyé al 60 %. Lo mas
probablemente, todavia se midieron niveles de HXT11 ya que también expresaron transcritos de HXT172 en la cepa
RN1053-X2 aproximadamente el 98 % homélogos a HXT11 (Figura 13a).

La técnica de ARN antisentido es muy util para la represion de la traduccion de una proteina diana secuestrando
ARNm diana en microorganismos. Puede promoverse la represion de la traduccion por secuencias antisentido que
se hibridan con ARN mensajero. El mecanismo antisentido implica la interferencia de ribosomas, en la que el
ribosoma no puede unirse a los nucledtidos del ARNm (Park et al 2001. Antisense-mediated inhibition of arginase
[CAR1] gene expression in Saccharomyces cerevisiae. J. Biosci. Bioeng. 92:481-484). Este método es mas
conveniente para inhibir la expresion génica que el método de alteracion de genes. Para la expresion de HXT11
inversa (iIHXT11), se amplificé iHXT11 usando cebadores iHXT11F (SEQ ID NO: 100) y iHXT11R (SEQ ID NO: 101)
y se cloné como el fragmento BamHI-Xbal inversamente entre el promotor HXT7 truncado y el terminador HXT7 en
el vector pRS313-P7T7 (Figura 13c; SEQ ID NO: 117). La construccion se introdujo en RN1053-X2 para expresar
ARN antisentido de HXT11 que evita la traduccion de ARNm de HXT11 en proteina. iHXT11 se expresd en exceso
en la cepa RN1053-X2, y la cepa perdid su capacidad para crecer sobre medio de xilosa (Figura 13d).

Estos experimentos de inactivacién/silenciamiento indican claramente que la cepa RN1053-X2 desarrollada empezo
a consumir xilosa debido al aumento en la expresion de HXT11 y la probable expresién funcional de Hxt11p sobre la
membrana de levaduras.
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EJEMPLO 8
LA EXPRESION EN EXCESO DE HXT11 EN RN1053 RESTAURA EL CRECIMIENTO SOBRE XILOSA

Expresion en exceso de HXT11y HXT12 en RN1053. Para determinar si las cepas que expresan HXT11 o HXT12
son capaces de crecer sobre xilosa, se expresaron individualmente ambos genes HXT en la cepa RN1053 original
que es incapaz de crecer sobre xilosa debido a la delecién de los ocho transportadores de hexosa principales
(HXT1-HXT7 y GAL2). Para estos experimentos se usaron RN1041-vacio, RN1053-vacio, RN1053-HXT11 y
RN1053-HXT12 (véase la Tabla 13). RN1053-HXT11 y RN1053 HXT12 se construyeron del siguiente modo: los
marcos de lectura abiertos para los genes HXT11 y HXT12 fueron amplificados por PCR a partir de ADNc de
RN1053 no mutada usando los cebadores HXT11F (SEQ ID NO: 102), HXT12F (SEQ ID NO: 103) y HXT11/12R
(SEQ ID NO: 104); se secuenciaron fragmentos de PCR y se encontré6 que eran el 100 % homdlogos a las
secuencias de genes CEN.PK113-7D respectivas (Genome Database de Saccharomyces, www.yeastgenome.org;
secuencia de HXT11 SEQ ID NO; 119); los fragmentos de PCR se cortaron usando enzimas de restriccion Xbal y
BamHl y se clonaron en vector de expresion en levadura pRS313-P7T7 (SEQ ID NO: 117; Figura 13C; Tabla 12). La
construccion de expresion de HXT11 y HXT12 de los transportadores se transformaron en RN1053 usando una
técnica genética de levadura estandar segun el método de Gietz (Gietz Y Woods 2006, Yeast transformation by the
LiAc/SS Carrier DNA/PEG method. Methods Mol. Biol 313 pp. 107-120). Los transformantes aislados de colonias
individuales produjeron las cepas RN1053-HXT11 y RN1053-HXT12. Ambas cepas se inocularon en medio de
maltosa, seguido de cultivos en matraz oscilante sobre medios liquidos que contenian 2 % de xilosa y/o 2 % de
glucosa. Solo RN1053-HXT11 y RN1041 presentaron un claro crecimiento en el plazo de 48 horas, mientras que
RN1053-vacio y RN1053-HXT12 presentaron dificilmente cualquier crecimiento en este periodo (Figura 14a). El
crecimiento de RN1053-HXT11 empezd antes y presentd crecimiento mas rapido que el de la cepa de referencia
RN1041-vacio (con ruido de fondo de HXT no mutada) en medio de xilosa (Figura 14b). Sin embargo, la introduccion
de la secuencia de HXT12 en RN1053 no permitio el crecimiento sobre medio de xilosa. En la cepa de referencia de
la base de datos del genoma de Saccharomyces S288C, HXT12 se considera un pseudogén debido a una mutacion
de desplazamiento del marco (www.yeastgenome.org; ORF YIL170W y YIL171W).

Este experimento mostrd claramente que el crecimiento espontaneo sobre xilosa de RN1053-X2 se produjo por
expresion mas alta de HXT11y que HXT11 es un transportador de xilosa eficiente, si se expresa.

EJEMPLO 9

Hxt11p FACILITA EL TRANSPORTE DE XILOSA CON NIVEL INTRINSECO MAS ALTO DE ESPECIFICIDAD
POR XILOSA QUE Hxt2p

Captacion de xilosa por Hxt11p. Para determinar si HXT11 es capaz de transportar xilosa en ausencia y presencia
de glucosa, se realizaron estudios de captacion usando 14C-xilosa radiomarcada. Para estos experimentos se
usaron las cepas RN1053-vacio, RN1053-HXT11 y RN1053-HXT2 (véase la Tabla 13). HXT2 es conocida por sus
capacidades de transporte de xilosa (Saloheimo et al, 2007, Xylose transport studies with xylose-utilizing
Saccharomyces cerevisiae strains expressing heterologous and homologous permeases. Appl Microbiol Biotechnol.
74:1041-1052; Sedlak y Ho, 2004, Characterization of the effectiveness of hexose transporters for transporting xylose
during glucose and xylose co-fermentation by a recombinant Saccharomyces yeast. Yeast, 21:671-684). La
construccion de RN1053-HXT11 fue como se ha descrito en el ejemplo previo. Se construydé RN1053-HXT2 del
siguiente modo: se amplificd por PCR HXT2 (SEQ ID NO: 120) a partir del genoma de RN1001 (Tabla 12) usando
los cebadores F HXT2 Xbal (SEQ ID NO: 107) y R HXT2 Cfr9l (SEQ ID NO: 108). Se verifico la secuencia del
fragmento de PCR resultante y se cloné en pRS313-P7-T7 (SEQID NO: 117) como el fragmento Xbal-Cfr9l.
RN1053 se transformd con la construccion resultante pRS313-P7T7-HXT2 (; véase la Tabla 12) generando un
transformante derivado de una Unica colonia llamada la cepa RN1053-HXT2 (Tabla 13). Para determinar si Hxt11p
aumento la captacion de xilosa en la cepa RN1053, se midié la captacion de xilosa usando C en las células que
expresan los transportadores. En presencia de glucosa, las cepas que expresan HXT11 acumularon hasta el 50 %
mas de xilosa en comparacién con las cepas que expresan HXT2 en presencia de glucosa (Figura 15). Ademas, la
captacion de xilosa de RN1053-HXT11 aumenté hasta 4,5 veces, en comparacion con RN1053-HXT2 (Figura 15).
Estos experimentos muestran que Hxt11p es capaz de transportar xilosa a través de la membrana plasmatica de
levadura. Aun mas, Hxt11p emplea una especificidad intrinseca mas alta hacia xilosa que podria no ser facilmente
competida por la glucosa en comparacion con los transportadores de xilosa previamente identificados del genoma de
levadura tales como Hxt2p.

EJEMPLO 10
Hxt11p SE EXPRESA FUNCIONALMENTE EN LA MEMBRANA PLASMATICA DE LEVADURA

Expresion funcional de HXT11 en RN1053. La deteccién de Hxt11p por analisis de inmunotransferencia no
demostrara completamente la expresién funcional de la proteina. Para la expresion funcional de una proteina
transportadora de hexosa, debe residir en la membrana plasmatica. Con el fin de monitorizar la expresion y el
direccionamiento de Hxt11p, se manipulé una proteina Hxt11p-GFP quimérica y se examind por fluorometria y
microscopia de fluorescencia. Para estos estudios, se usaron RN1053-HXT11-GFP, RN1041-HXT11-GFP, RN1053-
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HXT11 y RN1053-vacio (Tabla 13). Para la construccion de cepas que expresan HXT11-GFP, se transformaron
RN1053 y RN1041 con el vector de expresion que lleva esta proteina quimérica Hxt11-GFP (pRS313-P7T7-HXT11-
GFP; SEQ ID NO: 118; Tabla 12). La proteina de fusion Hxt11p+GFP es un transportador de hexosa funcional:
restaurd el crecimiento sobre 2 % de xilosa a la cepa RN1053 (Figura 16a). Ademas, se localiz6 la fluorescencia de
Hxt11p+GFP de RN1053-HXT11-GFP y RN1041-HXT11-GFP en la membrana plasmatica sobre medio de xilosa o
glucosa (Figura 16b). Estos experimentos muestran que Hxt11p-GFP es funcional como transportador de xilosa y
que Hxt11p se expresa funcionalmente en la membrana plasmatica.

EJEMPLO 11

LA EXPRESION DE HXT11 EN RN1053 FACILITA LA CO-FERMENTACION MAS RAPIDA DE GLUCOSA Y
XILOSA EN CONCENTRACIONES INDUSTRIALMENTE RELEVANTES

Perfil de fermentacion de RN1053-HXT11 en mezclas de glucosa-xilosa. Para determinar el comportamiento de
fermentacion sobre una mezcla de glucosa-xilosa de una cepa que expresa funcionalmente HXT11 en un ruido de
fondo de delecion de HXT (hxt1-7, gal2) en comparacién con una cepa que expresa el panorama de HXT no mutada,
se realizaron fermentaciones sobre Verduyn-urea complementado con concentraciones de glucosa-xilosa
industrialmente relevantes (80 y 40 g I"', respectivamente). Para estos fermentaciones se usaron RN1053-HXT11 y
RN1041-vacio (véase tabla 13).

Como se muestra en la Figura 17a, xilosa de RN1041 no se co-fermenté con glucosa; mientras que el grado de co-
fermentacion de glucosa-xilosa se potencio en la cepa RN1053-HXT11 como se muestra en la Figura 17b. Ademas,
la fermentacion de xilosa se agoté completamente en HXT11-RN1053, mientras que 10 g/l de xilosa quedaron
todavia en RN1041 a las 40 h; ademas, el consumo de xilosa de RN1053-HXT11 aumentd espectacularmente al 2 %
de glucosa residual, y la concentracion de etanol aumenté de 63,92 g/l a 72,33 g/l al final de la fermentacioén (Figura
17ab).

Este ejemplo muestra que una cepa en la que estan delecionados los transportadores de hexosa principales, pero
que expresa HXT11, presenta utilizacion de xilosa mas rapida que una cepa con un ruido de fondo de transportador
de hexosa no mutada sin HXT11.

EJEMPLO 12

LA EXPRESION DE HXT11 NO MUTADA RESPALDA EL CRECIMIENTO SOBRE XILOSA EN EL CRIBADO DE
CONTADOR DE LA ACTIVIDAD DE TRANSPORTE DE GLUCOSA

Objetivo. Usando el cribado de contador de la actividad de transporte de glucosa (GTAC), es decir, transformacion
de la cepa mutante de hexocinasa YD01227 como hospedador para introducir transportadores y cribado de los
transformantes resultantes en medio para el crecimiento y consumo de xilosa en presencia de una cantidad 5 veces
mas alta de glucosa, pueden identificarse transportadores de xilosa que presentan una capacidad mejorada para
transportar xilosa en presencia de un excedente de glucosa (es decir, una afinidad por xilosa mas alta que por
glucosa; una reduccion o mas preferentemente eliminacion completa de la capacidad de transporte de glucosa,
mientras que se mantiene la capacidad de transporte de xilosa al menos al mismo nivel).

Transformacion y recogida de colonias. Se transformé YD01227 con construcciones que llevan GAL2 no mutada
(pDB1250, EPA-29355), construcciones HXT2 (pDB1162; véase el Ejemplo 9 para el plasmido de construccion) y
HXT11 (pRS313-P7T7-HXT11, véase para el Ejemplo 8 de construccion). Para cada transformacioén, 3 colonias,
cuando estuvieron disponibles, se volvieron a sembrar usando recogida de colonias automatizada para placas de
MTP de medio de xilosa de YNB + 3 % de agar y se cultivaron a 30 °C hasta que fue visible el crecimiento de
colonias visibles en la puncion de agar.

Pre-cultivo y cribado. Para el pre-cultivo, se transfirieron transformantes por proceso automatizado de MTP de
medio de agar de seleccion a placas de pocillos semi-profundos de 96 pocillos (96HDWP) que contenian medio de
seleccion liquido que consistia en medio mineral (segun Verduyn, con urea como fuente de nitrdgeno)
complementado con 3 % de xilosa. Se incubaron HDWP de 96 pocillos durante 3 dias (pre-cultivo) en un agitador
orbital a 30 °C y 750 rpm. Posteriormente, para cada muestra, se transfirieron 20 ul de cultivo a placas de 24 pocillos
profundos (24 DWPs) que contenian 2,5 ml de Verduyn-urea complementado con la mezcla de azucares
glucosa:xilosa en una relaciéon 5:1 con las siguientes concentraciones: 10 g I de glucosay2g I de xilosa (medio
YD10). Para cada uno de los tres puntos de muestreo se inoculé una serie de DWP de 24 pocillos. En cada 24DWP,
se inoculdé un control de crecimiento de RN1001 para tener una indicacion de los efectos de variacion de placas
entre diferentes 24DWP. Después de 24 horas, 72 horas y 96 horas se realiz6 el muestreo automatico, transferencia
a 96HDWP para la medicion de DO automatizada a 600 nm de longitud de onda. Después de la ultima medicion de
DO después de 96 horas, las células se sedimentaron después de la centrifugacion y se recogieron 100 pl de
sobrenadante para el analisis por RMN de flujo de azicares residuales y formacion de etanol en el medio, después
de la incubacion (véase anteriormente para la descripcion del método).

Resultados. Mientras que RN1001 presentd crecimiento de 24 horas en adelante (Figura 18a) y consumo completo
de tanto glucosa como xilosa (Figura 18b, 18c), transformantes YD01227 que expresan construcciones de GAL2,
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HXT2y HXT11 no consumieron glucosa (Figura 18c) debido a la delecion de las actividades de hexo- y glucocinasa.
Las ultimas cepas también presentaron diversos perfiles de crecimiento (Figura 18a) con el tiempo y diversas
concentraciones residuales de xilosa que representan su capacidad individual para consumir xilosa (Figura 18b) en
presencia de glucosa. YD01227 que expresa la construccion de HXT11 (YD01227-HXT11) presenté un claro
crecimiento a las 72 horas (Figura 18a) y consumo sustancial de xilosa residiendo 4,83 + 1,26 g I"" (n=3) de xilosa en
el medio después de 96 horas desde 22,7 + 0,12 g I (n=43) presente en el medio al principio del experimento;
YD01227-GAL2 y YD01227-HXT2 presentaron dificilmente cualquier crecimiento y no se consumié mucha xilosa en
comparacion con YD01227-HXT11, residiendo respectivamente 18,34 + 0,39 y 21,29 + 0,32 g I" de xilosa en el
medio después de 96 horas de incubacion (Figura 18b).

Este ejemplo muestra que HXT11 respalda la considerable formacién de biomasa y el consumo de xilosa en
presencia de glucosa que indica que la expresion de HXT11 en el mutante de hexocinasa YD01227 permite un
componente mas especifico de xilosa en el transporte de azlcar que el ejercido por la expresion de GAL2 o HXT2,
ambos transportadores de xilosa demostrados en el transportoma de S. cerevisiae (Saloheimo et al, 2007, Xylose
transport studies with xylose-utilizing Saccharomyces cerevisiae strains expressing heterologous and homologous
permeases. Appl Microbiol Biotechnol., 74:1041-1052; Sedlak and Ho, 2004, Characterization of the effectiveness of
hexose transporters for transporting xylose during glucose and xylose co-fermentation by a recombinant
Saccharomyces yeast. Yeast 21:671-684; Hamacher et al, 2002, Characterization of the xylose-transporting
properties of yeast hexose transporters and their influence on xylose utilization. Microbiology, 148:2783-2788).

EJEMPLO 13

MUTANTE DE HXT11 MEJORADO OBTENIDO DE LA BIBLIOTECA PROPENSA A ERROR DE HXT11 CRIBADA
EN YDO01227

Para mejorar la captacion de xilosa en presencia de glucosa, se realiz6 PCR propensa a error para generar una
biblioteca de mutantes HXT711 que codificaban variantes de Hxt11p que se cribaron para el transporte de xilosa
competitivo en presencia de glucosa en la cepa YD01227 (véase la Tabla 3 en el presente documento). La
concentracion de Mn2+ en la mezcla de reaccion de PCR fue 0,15 mM, y se afiadié siguiendo el protocolo de PCR
propensa a error estandar (Cirino, P.C et al. 2003. Generating mutant libraries using error-prone PCR. Methods Mol.
Biol., 231, pp. 3-9) usando los cebadores HXT11F (SEQ ID NO: 41) y HXT11/12R (SEQ ID NO: 43). La biblioteca se
cloné en pRS313-P7T7 como fragmentos Xbal-BamH]I. La cepa YD01227 se transformé con la biblioteca de HXT11
y se cribaron tres mil transformantes sobre medio de Verduyn-urea complementado con una relaciéon 1:15 de xilosa
(1 %) y glucosa (15 %) en formato de placa de 96 pocillos usando Synergy MX (BioTek Instruments, Inc., EE.UU.).
De estos 3000 mutantes, se obtuvieron ocho mutantes que superaron a Hxt11p no mutada en el medio de cribado.
Se mostroé un clon representativo en la Figura 19a. Los plasmidos se aislaron de YD01227 usando el protocolo
segun Chowdhury (Chowdhury, K. 1991. One step 'miniprep' method for the isolation of plasmid DNA. Nucl. Acids
Res 19, pp. 2792), y se re-secuencid. Se encontré6 que los ocho mutantes levaban un plasmido que llevaba
secuencias mutantes que se tradujeron en una proteina que contenia la misma mutacion en Hxt11 (secuencia de
aminoacidos no mutada Hxt11p SEQ ID NO: 62) que condujo a cambio de aminoacidos en la posicion 366 Asn (N)
en Asp (D). En experimentos en matraces oscilantes, el mutante N366D (YD01227-mHXT11[N366D]; véase la Tabla
13) también presentd crecimiento mas rapido en el medio de cribado en comparaciéon con YD01227-HXT11, como se
muestra en la Figura 19a. La construccion pRS313-P7T7-mHXT11(N366D) se re-transform6é en RN1053
produciendo RN1053-mHXT11(N366D). RN1053 que expresa el mutante HXT711-N366D no estuvo afectada con
respecto a la utilizacion de xilosa sobre 2 % de medio de xilosa, en comparacion con RN1053 que expresa el gen
HXT11 no mutado, ya que se observaron curvas de crecimiento similares (Figura 19b).

Captacion de azucar de la cepa RN1053 con Hxt11 y mutante de N366D. Se determinaron la cinética de
transporte de xilosa y glucosa en la cepa de S. cerevisiae que utiliza xilosa RN1053 que expresa los transportadores
Hxt11 y mHxt11p-(N366D). Se represento la tasa de transporte de xilosa medida frente a la concentracion de
glucosa o xilosa. La afinidad por glucosa de RN1053-mHXT11(N366D) disminuy6 fuertemente hasta 2 veces en
comparacion con RN1053-HXT11, mientras que la afinidad por xilosa de RN1053-mHXT11(N366D) también
disminuyo ligeramente hasta 1,2 veces, en comparacion con RN1053-HXT11 (Figura 19c, 19d). Ademas, en
presencia de concentraciones crecientes de cepas de glucosa que expresan el mutante N366D, se acumuld hasta el
75 % mas de xilosa en comparacion con cepas que expresan Hxt11 (Figura 19e).

Fermentacion de xilosa en presencia de glucosa. Se realizaron experimentos de fermentacion de mezclas de
azucares comparando RN1053-mHXT11(N366D) con RN1053-HXT11 y RN1041-vacio.

En un primer experimento sobre Verduyn-urea complementado con 100 g/l de glucosa y 60 g/l de xilosa, como se
muestra en la Figura 19f, 19g, 19h y 19i, se retrasaron la utilizacién de glucosa, formacion de biomasa (DO600) y
produccion de etanol de RN1053-mHXT11(N366D) durante la fermentacién, en comparacion con RN1041 y
RN1053-HXT11. Parece que el consumo de glucosa por RN1053-mHXT11(N366D) fue fuertemente reducido en la
fase exponencial temprana en comparacion con RN1053-HXT11 (Figura 19g). Ademas, el consumo de xilosa de
RN1053-mHXT11 (N366D) no disminuyé (Figura 19h), aunque la densidad celular de RN1053-mHXT11(N366D) fue
mas baja que la de RN1041 y RN1053-HXT11 (Figura 19f).
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En un segundo experimento de fermentacion sobre Verduyn-urea complementado con concentraciones de azucar
mas bajas (80 g I de glucosa y 40 g I"' de xilosa) que comparaban RN1053-mHXT11 (N366D) con RN1053-HXT11,
se observé una clara diferencia en el perfil de consumo de azucar (Figura 19j, 19k, 191). Mientras que el perfil de
consumo de glucosa presentd una tasa de consumo de glucosa mas rapida durante la fase en la que la glucosa esta
disminuyendo répidamente (entre 0 Yy 35 horas; gluc(RN1053-HXT11) 2,22 g/|/h frente a qg|uc(RN1o53.me'r11[N366[)])) 2,04 g/|/h/,
disminucion del 8,5 % en qguc), mientras que la tasa de consumo de xilosa ha aumentado enormemente durante la
misma ventana de tiempo (un(RNmsg.me) de 0,23 g/|/h frente a O xil(RN1053-mHXT11[N366D]) de 0,38 g/|/h, pendiente del
65 % en qgxi). Durante la fase en la que se fermento principalmente xilosa (35-73 h), las tasas de consumo de xilosa
fueron casi idénticas (qxi|(RN1o53.HXT11) de 0,36 g/|/h frente a Oxil(RN1053-mHXT11[N366D]) de 0,37 g/|/h). La tasa de consumo
de xilosa maxima fue mas alta y se alcanzo antes en la fermentacion para RN1053-mHXT11(N366D) (0,65 g/l/h a 23
h) que para RN1053-HXT11 (0,50 g/I’/h a 35 h). Al final de la serie de fermentacion (periodo de 72 h tipico para
fermentaciones industriales), RN1053-HXT11 consumi6 el 51 % de xilosa, mientras que RN1053-mHXT11(N366D)
consumié el 63 %. Los titulos de etanol medidos al final de la fermentacién fueron el 4,4 % mas altos para RN1053
que expresa el mutante de N366D que para RN1053 que expresa HXT11 no mutada. Considerando que la entrada
de azucares en la fermentacion fue casi idéntica, podria imaginarse que se obtuvieron rendimientos mas altos de
esta mezcla de glucosa-xilosa con concentraciones de azucar tipicas para fermentaciones discontinuas
industrialmente relevantes, y mas especificamente rendimientos mas altos de la fraccion de xilosa.

Estos experimentos de fermentacion indican que, en comparacién con su secuencia de referencia no mutada, la
presencia de una variante de transportador especifica de xilosa manipulada del transportador de hexosa de HXT11
de S. cerevisiae sobre la membrana aumenta la tasa de consumo de xilosa durante la fase de glucosa, donde la tasa
de consumo de glucosa disminuyd algo, y que se obtuvieron rendimientos de etanol mas altos finales en una mezcla
de glucosa-xilosa tipica tipica de hidrolizados relevantes industrialmente relevantes.

EJEMPLO 14
LA HEXOCINASA MUTANTE DESARROLLADA CONSUME XILOSA EN PRESENCIA DE GLUCOSA

Ingenieria evolutiva de la cepa YD01227. Para la ingenieria evolutiva, se uso la cepa YD01227 para la ingenieria
evolutiva sobre mezclas de glucosa-xilosa para desarrollar la asimilacion de xilosa en presencia de glucosa que tiene
como objetivo aislar mutantes espontaneos en el transporte de hexosa o la regulacion de la expresion y/o actividad
del transporte de hexosa.

Se inoculé YD01227 durante 16 horas en matraz oscilante con Verduyn-urea-his complementado con 2 % de xilosa.
Al comienzo de la ingenieria evolutiva, se diluyé YD01227 a una DO600 de 0,2 y punto de consigna de DO al 5 % en
Verduyn-urea-his que contenia 1 % de xilosa, 3 % de glucosa. Se monitorizo el flujo de salida de diéxido de carbono.
En diversos momentos de tiempo se tomaron muestras para el analisis de las concentraciones de glucosa y xilosa.
Se determind si la cepa YD01227 estaba creciendo Unicamente sobre xilosa o sobre ambas, glucosa y xilosa. La
relacion de glucosa con respecto a xilosa, al comienzo de la ingenieria evolutiva, se mantuvo baja a una relacion
(glucosa 3 %, xilosa 1 %), que todavia permitid el crecimiento de YDO01227 al principio del experimento. Sin
embargo, esto fue a tasas de crecimiento significativamente mas bajas si se compara con el crecimiento en solo 1 %
de xilosa. En esta configuracion, la cepa consume la xilosa que conduce a relaciones de glucosa:xilosa mas altas v,
por tanto, una disminucién en la tasa de crecimiento. Cuando disminuy6 la produccion de CO,, se afiadio xilosa
adicional (5 ml de 50 % de xilosa a 500 ml de volumen de fermentador) para mantener el crecimiento. A una DO600
de 20, que se alcanzé en promedio después de 5-6 dias, el cultivo se diluyé en Verduyn-urea-his fresco en una
relacion de glucosa con respecto a xilosa mas alta, si las tasas de crecimiento habian mejorado significativamente
en el ciclo previo. En total, en un periodo de tiempo de 27 dias, la cepa se diluyé en serie 5 veces en 1 % de Xil/3 %
de Glc (1:3), 1,5 % de Xil/9 % de Glc (1:6), 1 % de Xil/8 % de Glc (1:8), 1 % de Xil/10 % de Glc (1:10) y 0,57 % de
Xil/l10 % de Glc (1:15), respectivamente. Antes de la inoculacién en 1 % de xilosa y 8 % de glucosa, el punto de
consigna para DO se redujo al 0 % (crecimiento anaerobio) con el fin de mantener una tasa de crecimiento mas baja.
En la Figura 20 se da el esquema para la relacion de glucosa/xilosa en el medio Verduyn-urea-his durante el cultivo
en quimiostato (dias) de YD01227. Después de 27 dias, se tomaron las muestras de la cepa YD01227 desarrollada
y se sembraron en 1 % de xilosa y 10 % de glucosa con YD01227 original como control negativo. Mientras que
YD01227 original mostré solo pequefias colonias, las colonias de la cepa YD01227 desarrollada fueron 10-15 veces
mayores.

Crecimiento de xilosa y captacion de xilosa con/sin competicion de glucosa. Después de volver a extender la
cepa YD01227 desarrollada sobre una placa de 1 % de xilosa y 10 % de glucosa, se analizaron tres colonias (EvoA,
EvoB y EvoC) para el crecimiento en matraces con agitacion sobre 1 % de xilosa en presencia de, respectivamente,
0 %, 3 %, 6 % y 10 % de glucosa. YD01227 EvoB tuvo la tasa de crecimiento mas alta sobre xilosa al 6 % en 10 %
de glucosa y se comparo con la cepa YD01227 original (Figura 21a, 21b). En la cepa YD01227 original (YD01227
ORI en la Figura 21b), la tasa de crecimiento ya esta parcialmente inhibida al 3 % de glucosa y completamente
inhibida al 6 % y 10 % de glucosa, sin embargo, la cepa YD01227 EvoB muestra solo inhibicién menor en la tasa de
crecimiento a todas las concentraciones de glucosa y esto parece no estar relacionado con la cantidad de glucosa
afiadida (Figura 21a). Se usaron las dos mismas cepas en un experimento de captacion de "C xilosa (50 mM) en el
que la captacion de xilosa se inhibe por glucosa (Figura 21c). La captacion de xilosa sin la adicion de glucosa en
ambas cepas es la misma, sin embargo, tan pronto como la glucosa se afiadié a ambas cepas, la captacion de xilosa
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en la cepa YD01227 EvoB no fue tan inhibida como la captacion en la cepa YD01227 original. En una relacion 1:10
la captacion de xilosa en la cepa YD01227 original se suprime completamente, mientras que en la cepa YD01227
EvoB todavia se recogen 5 nmol/mgDW.min.

EJEMPLO 15

EL POLIMORFISMO DE UN SOLO NUCLEOTIDO EN LA QUIMERA DE HXT3-6 PERMITE EL CONSUMO DE
XILOSA EN PRESENCIA DE GLUCOSA EN EL MUTANTE DE HEXOCINASA DESARROLLADO

Expresion de HXT en la cepa YD01227 desarrollada. Se compararon los niveles de expresion de HXT1-17y GAL2
en las cepas YD01227 EvoB desarrollada y YD01227 original durante cultivos discontinuos en Verduyn-urea-his que
contenian 1% de xilosa y 3% de glucosa (Figura 22a). Se usaron cebadores (SEQ ID NO: 2-37) en la
caracterizacion de PCR en tiempo real de la expresion de HXT en YD01227 y derivado desarrollado. Ademas, los
niveles de expresion en la cepa YD01227 EvoB también se analizaron en Verduyn-urea-his que contenia 1 % de
xilosa y 10 % de glucosa. Los valores de C(t) absolutos (datos no mostrados) muestran que los genes HXT7-7 son
los Unicos genes HXT que son intermedia o altamente expresados de los que la quimera HXT3-6 (delecion
especifica en las secuencias de HXT3 y HXT6 intragénicas e intergénicas de linaje de cepa que produce una
secuencia quimérica de HXT36) tiene los niveles de expresion mas altos. Ninguno de los transportadores de azucar
analizados esta regulado por incremento en la cepa YD01227 EvoB en comparacion con la cepa YD01227 original.
La regulacién por incremento observada en el gen HXT7 en YD01227 EvoB en 1 % de xilosa y 10 % de glucosa se
produjo por la alta concentracion de glucosa en esta muestra que es muy bien conocida (Ozcan & Johnston, 1995,
Three different regulatory mechanisms enable yeast hexose transporter (HXT) genes to be induced by different levels
of glucose. Mol Cell Biol 15, pp. 1564-1572). Esta alta concentracion de glucosa también conduce a la regulacion por
disminucion de HXT2 y HXT7 en YD01227 EvoB. Tanto la regulaciéon por incremento en HXT1 como la regulacion
por disminucién de HXT2 y HXT7 se describen en la bibliografia (Boles & Hollenberger 1997, Kinetic characterization
of individual hexose transporters of Saccharomyces cerevisiae and their relation to the triggering mechanisms of
glucose repression, FEMS Microbiol Rev 21, pp. 85-111).

Secuenciacion de los genes HXT altamente expresados. Se amplificaron HXT7-7 de ADNc que se aislo del
cultivo de YD01227 EvoB en 1% de xilosa y 3 % de glucosa usando los cebadores SEQ ID NO: 49-60. Se
secuenciaron los productos de PCR de estos genes. No se revelaron mutaciones en HXT1, HXT2 y HXT4, una
mutacion silenciosa en HXT5 y HXT7 y una mutacion que condujo a cambio de aminoacido en la posicion 367 (Asn
en lle; N3671) en la quimera HXT3-6. En algun sitio en el linaje de la cepa YD01227 se produjo una delecion entre
los loci vecinos de HXT3 y HXT6 en los que se delecionaron secuencias intragénicas e intergénicas (parte de la
parte 3' de ORF de HXT3, terminador HXT3, promotor HXT6, ORF de HXT6) produciendo una secuencia quimérica
de HXT36 que esta en marco y puede expresarse como ARNm y se tradujo en proteina funcional. La proteina
quimérica traducida Hxt3-6p de la que los primeros 438 aminoacidos son idénticos a la secuencia de aminoacidos de
CEN.PK Hxt3p, mientras que los 130 aminoacidos hacia el extremo C son idénticos a Hxt6p en CEN.PK. Se han
documentado reordenamientos gendmicos en el locus HXT3-6-7 en el pasado, por ejemplo secuencias quiméricas
de HXT6/7 resultantes de cultivos en quimiostato a bajas concentraciones de glucosa, y se propone que se producen
por recombinacién homologa debido a los estiramientos altamente homdlogos de secuencias en esta agrupacion de
transportadores de hexosa (Brown et al 1998. Multiple duplications of yeast hexose transport genes in response to
selection in a glucose-limited environment. Mol Biol Evol 15:931-942). La mutacion puntual N3671 se localiza en el
dominio transmembrana (TMD) 8 que se sabe que contiene restos responsables de la afinidad por glucosa
(Kasahara & Kasahara, 2003. Transmembrane segments 1, 5, 7 and 8 are required for high-affinity glucose transport
by S. cerevisiae Hxt2 transporter. Biochem J. 372:247-252, reconfirmado por la presente solicitud de patente).

EJEMPLOS 16-18

METODOS

Métodos no mencionados en la seccion de los Ejemplos 16 y 17 fueron ya descritos en la Ejemplos 6-15 de la
seccion. Oligonucledtidos usados en los estudios descritos en el Ejemplo 16 y 17 se representan en la Tabla 14. Se
hizo la mutagénesis saturada de la posiciéon N367 en HXT36 usando PCR con Phusion® High-Fidelity PCR Master
Mix con tampén HF usando los pares de cebadores F HXT36 Bcul (SEQ ID NO 127)/R HXT36 367NNN (SEQ ID NO
128) y F HXT36 367NNN (SEQ ID NO 129)/R HXT36 BamHI| (SEQ ID NO 130). Se usaron posteriormente
fragmentos de 1119 y 623 pares de bases en una PCR de solapamiento usando los cebadores externos F HXT36
Bcul y R HXT36 BamHI y se clonaron en pRS313P7T7 usando Bcul y BamHI. La secuenciacion de 48 clones de E.
coli dio N367S (tcc), N367P (ccc), N367G (ggg), N367Y (tac), N367A (gcc), N367H (cac), N367R (agg), N367F (ttt),
N367E (gag) y N367V (gtg). Se amplificaron los 8 aminoacidos restantes en la posicion 367 y se clonaron con PCR
de solapamiento usando cebadores especificos en los que NNN se sustituyd por tta (L), tgt (C), tgg (W), atg (M), act
(T), aag (K), gat (D) y cag (Q).

Se hicieron fusiones de GFP del extremo carboxilo con mutante HXT36 y HXT36-N367I1 por amplificacion de los
genes correspondientes con Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (tampon HF) usando los cebadores F HXT36
Beul (SEQ ID NO 127) y R HXT36 BamHlI-stop (SEQ ID NO 131). El propio GFP se amplificé con F GFP BamHI
(SEQ ID NO 132) y R GFP Clal (SEQ ID NO 133). Se digirieron HXT36 y HXT36-N367 con las enzimas de
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restriccion Bcul y BamHI y GFP se digiri6 con BamHI| y Clal. Los genes HXT36 se ligaron por separado en una
ligacion de dos fragmentos juntos con GFP en pRS313-P7T7 que se cortd con Bceul y Clal.

Para las fermentaciones del Ejemplo 18, se cultivaron las cepas, por duplicado, en botellas Schott de 50 ml llenas
hasta el borde con 68 ml de medio de fermentacion que contenia 0,5 % de D-glucosa y 0,5 % de D-xilosa y se
mantuvieron completamente cerradas a 30 °C en un bafio de agua. La velocidad de agitacion, con un agitador de
iman, fue 200 rpm y las cepas se inocularon a una DO600 inicial de aproximadamente 8,0. A intervalos regulares se
tomaron muestras para las mismas mediciones de DO600 y analisis de HPLC.

Tabla 14. Oligonucledtidos usados en la clonacién y secuenciacion.

SEQ ID NO Nombre Secuencia (5' — 3')
127 F HXT36 Bcui GCATACTAGTATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCC
128 R HXT36 367NNN CAACAAGTAGAGAAGAANNNGACGACACCG
129 F HXT36 367NNN CGGTGTCGTCnnnTTCTTCTCTACTTGTTG
130 R HXT36 BamHi ACGTGGATCCTTATTTGGTGCTGAACATTCTCTTGT
131 R HXT36 BamHI-stop CCATGGATCCTTTGGTGCTGAACATTCTCTTGTAC
132 F GFP BamHI AAAGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
133 R GFP Clal AAAATCGATTTACTTGTACAGCTCGTCC

EJEMPLO 16

LA DISMINUCION DE Vuix DE HXT3-6 N3671 NO ES EL RESULTADO DE LA DISMINUCION DE LA EXPRESION
DE MUTANTE COMO SE MUESTRA POR ESTUDIOS DE MARCADO DE GFP

Para garantizar que esta Vimax mas baja no es debida a una disminucién en la expresién, se prepararon quimeras en
las que GFP se fusiono con el extremo C de HXT36 y el mutante HXT36-N3671. Ambas fusiones se transformaron
en la cepa RN1053, y la obtencion de imagenes de fluorescencia revelé que las proteinas estaban uniformemente
distribuidas sobre la membrana plasmatica (Fig. 23A y 23B). Como se registraron los mismos niveles de GFP, se
expresan Hxt36p y Hxt36p-N3671 a grados similares (Fig. 23C).

EJEMPLO 17

LA MUTAGENES’IS DE SATURACION EN LA POSICION ASPARAGINA-367 EN LA QUIMERA DE HXT3-6 PARA
LA EXPLORACION DEL ESPACIO DE SECUENCIA REVELA LA ALANINA COMO UN RESTO POTENTE EN EL
TRANSPORTADOR POTENCIADO CON CAPACIDAD DE TRANSPORTE DE XILOSA POTENCIADA

Para explorar el espacio de secuencia de la posicion N367 (correspondiente a la posicion N376 en SEQ ID NO: 59),
todas las sustituciones de aminoacidos se introdujeron individualmente en el gen HXT36. Los mutantes HXT36-
N367X individuales se transformaron en la cepa de delecion de hexocinasa YD01227 y se probaron para el
crecimiento sobre medio minimo que contenia 1 % de D-xilosa y 10 % de D-glucosa. El transformante que lleva el
mutante HXT36-N367I original mostré una DOggo de 0,56 después de 24 h, mientras que HXT36 no mutada fue
incapaz de crecer bajo estas condiciones (Fig. 24). El transformante de crecimiento mas rapido poseyd el mutante
Hxt36p-N367A, que alcanzé una DOggo de casi 2. También los transformantes que expresan los mutantes HXT36 las
otras sustituciones de aminoacidos alifaticos no polares (glicina, valina, leucina y metionina) fueron capaces de
crecer sobre D-xilosa en presencia de 10 % de D-glucosa. Por otra parte, los mutantes de fenilalanina e histidina
mostraron una tasa de crecimiento reducida mientras que las fuertes sustituciones polares y cargadas de
aminoacidos no soportaron el crecimiento (Fig. 24). Estos datos muestran que N367 (correspondientes a N376 en
Gal2p y N366 en Hxt11p) es un resto critico en determinar la especificidad de Hxt36p por glucosa frente a xilosa.

Se analizaron los mutantes de Hxt36p N367A y N367| adicionalmente para determinar su cinética de transportador.
En el presente documento, los transportadores se expresaron en la cepa RN1053 que esta equipada con una baja
actividad de ruido de fondo de transporte de glucosa. Km ¥y Vmax para la captacion de D-glucosa por HXT36 fue
aproximadamente 6 mM y 32 nmol/mgDW.min, respectivamente (Tabla 15 y Fig. 25). Sorprendentemente, el
mutante Hxt36p-N3671 fue completamente defectuoso en la captacion de D-glucosa, mientras que la afinidad por la
captacion de D-xilosa mejor6 2,7 veces (es decir, de 108 a 40 mM) en comparaciéon con Hxt36p (Tabla 15). La
mutacion, sin embargo, también causé una disminucion de casi 3 veces en la Viax para la captacion de D-xilosa.

También se examind la actividad de transporte del mutante de Hxt36p-N367A que mostrod el crecimiento mas rapido
sobre D-xilosa. Este transportador todavia mostrd alguna captacion de glucosa, aunque con una Ky, muy pobre
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(171 mM frente a 6 mM). En comparacion con el mutante N3671, la mutaciéon N367A causo tanto una mejora de los
valores de K como de Visx para la captacion de D-xilosa a 25 mM y 15,3 nmol/mgDW.min, respectivamente.

EJEMPLO 18

CO-FERMENTACION DE D-GLUCOSA Y D-XILOSA POR UNA CEPA DE S. CEREVISIAE MANIPULADA CON
CARACTERISTICAS DE TRANSPORTE ALTERADAS

Con el fin de investigar la co-fermentacion de D-glucosa y D-xilosa, se cultivaron la cepa RN1053 que aloja Hxt36,
Hxt36-N3671 y Hxt36p-N367A no mutada, sobre 5 g I’ de D-glucosa/ 5 g I" de D-xilosa a una DOsgo inicial
industrialmente relevante mas alta de aproximadamente 8,0. El consumo de azucar y las concentraciones de etanol
fueron seguidos con el tiempo (Fig. 26). La cepa que contiene el transportador Hxt36-N367| crece sobre D-xilosa,
pero debido al grave defecto de captacion de D-glucosa (Fig. 26B), solo muestra algun nivel de ruido de fondo de
consumo de D-glucosa que es similar al de la cepa RN1053 original sin ningun transportador reintroducido (datos no
mostrados). La cepa que aloja el mutante de Hxt36-N367A mostré un co-consumo de D-glucosa y D-xilosa mejorado
(Fig. 26C) en comparacién con la cepa que contiene el transportador no mutado de Hxt36 (Fig. 26A). Ademas,
también aumentoé el consumo de azucar total debido al co-consumo de glucosa y xilosa por RN1053 que expresa
Hxt36p-N367A, dando una concentracion de etanol mas alta (2,83 g I'1) que RN1053 que expresa Hxt36p no mutada
(2,67 gI"") después de 9 horas de fermentacion.

Tabla 15. Valores de Kn, y Vimax para la captacion de D-glucosa y D-xilosa por transportadores de Hxt36p expresados
en la cepa RN1053.

Km Vmax
(mM) (nmol/mgDW.min)
Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa
HXT36 6,13 £ 0,02 107,9+ 12,1 31,7+0,07 32,9+ 3,1
HXT36-N367I A 39,8+5,6 A 12,1+ 1,63
HXT36-N367A 170,7 £ 37,8 249 +34 372+44 15,3+0,2

# No pudo determinarse

EJEMPLOS 19y 20

Material y métodos

Métodos no mencionados en la seccion de los Ejemplos 19 y 20 fueron ya descritos en secciones de los Ejemplos 6-
18. Los oligonucledtidos usados en los estudios descritos en el Ejemplo 19 y 20 se representan en la Tabla 16.

Mutagénesis de N366X. Se hizo la mutagénesis saturada de la posicion N366 en HXT11 usando PCR con
Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix con tampén HF usando los pares de cebadores F HXT11 Xbal/R HXT11
366NNN y F HXT11 366NNN/R HXT11 BamHI (véase la Tabla 16). Los fragmentos de 1113 y 591 pares de bases
se usaron posteriormente en una PCR de solapamiento usando los cebadores externos F HXT11 Xbal y R HXT11
BamHI y clonados en pRS313P7T7 usando Xbal y BamHI. La secuenciacion de 48 clones de E. coli dio N367S (tct),
N367P (cca), N367G (ggt), N367A (gcc), N367H (cac), N367R (cgc), N367L (ttg), N367C (tgt), N367T (acg), N367D
(gat), N367Q (caa) y N367V (gtg). Se amplificaron los 6 aminoacidos restantes en la posicion 366 y se clonaron
como se ha mencionado anteriormente con PCR de solapamiento usando cebadores especificos en los que NNN se
sustituyo por ttt (F), gag (E), tgg (W), atg (M), aaa (K) y N367Y (tat).

Usando las secuencias de variante de HXT11 generadas generadas por la PCR de mutagénesis de saturacion, se
prepararon construcciones de fusion HXT1771-N366x-GFP para estudiar la localizacion celular de variantes de HXT11
similarmente (con oligonucledtidos, sitios de restriccion y vector de esqueleto de pRS313-P7T7-GFP) como se
describe en los métodos para el Ejemplo 10 (p. 96).

Experimentos de fermentacion. Se pre-cultivaron cultivos de levadura en medio mineral que contenia 2 % de
maltosa. Se recogieron las células en la fase exponencial media y se inocularon después de lavar dos veces con
agua esterilizada. Los experimentos de fermentacion se realizaron usando 100 ml de medio mineral que contenia
7 % de glucosa y 4 % de xilosa en botella de 120 ml a 30 °C con una DO600 inicial de 5 en condiciones de oxigeno
limitado. La velocidad de agitacion, con un agitador magnético, fue 200 rpm. Todos los experimentos de
fermentacioén en botella se repitieron independientemente.
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Tabla 16. Cebadores usados para la mutagénesis de saturacion de HXT11 de S. cerevisiae.

Nombre Secuencia (5' — 3')
F HXT11 Xbal GGCCTCTAGAATGTCAGGTGTTAATAATACATCCGC
R HXT11 BamHI CGATGGATCCTCAGCTGGAAAAGAACCTCTTGTAAATTG
F HXT11 366NNN CGGTGTGGTTnnnTTTTTCTCTTCATTC
R HXT11 366NNN GAATGAAGAGAAAAA nnnAACCACACCG
F HXT11 N366F CGGTGTGGTTHHTTTTTCTCTTCATTC
R HXT11 N366F GAATGAAGAGAAAAAaaaAACCACACCG
F HXT11 N366E CGGTGTGGTTgagTTTTTCTCTTCATTC
R HXT11 N366E GAATGAAGAGAAAAACtcAACCACACCG
F HXT11 N366K CGGTGTGGTTaaaTTTTTCTCTTCATTC
R HXT11 N366K GAATGAAGAGAAAAALtAACCACACCG
F HXT11 N366M CGGTGTGGTTatgTTTTTCTCTTCATTC
R HXT11 N366M GAATGAAGAGAAAAACatAACCACACCG
F HXT11 N366W CGGTGTGGTTtggTTTTTCTCTTCATTC
R HXT11 N366W GAATGAAGAGAAAAACcaAACCACACCG
F HXT11 N366Y CGGTGTGGTTtatTTTTTCTCTTCATTC
R HXT11 N366Y GAATGAAGAGAAAAAataAACCACACCG

n es cualquier nucleétido

EJEMPLO 19
MUTACIONES N366 EN HXT11 MEJORAN LA UTILIZACION DE XILOSA EN PRESENCIA DE GLUCOSA.

La mutacion N366D en Hxt11 mejord la captacion de xilosa en presencia de glucosa debido a una reduccion en la
afinidad de transporte de glucosa. Con el fin de evaluar la importancia de esta posicion, se sustituyd N366 con cada
uno de los otros 19 aminoacidos para generar una serie de mutantes N366X. Los genes correspondientes se
expresaron en la cepa YD01227 y se evaluaron para su capacidad para utilizar 1 % de xilosa en presencia de 10 %
de glucosa usando placas de 96 pocillos. Aqui, se us6 10 % de glucosa en lugar de 15 % para aumentar la
sensibilidad del ensayo con el fin de discriminar entre el rendimiento de los diversos mutantes. Las tasas de
crecimiento sobre xilosa en presencia de un exceso de 10 veces de glucosa mejoraron cuando N366 se sustituyd
por un resto de metionina (M) o treonina (T) (Figura 27A), y fue hasta 3 veces superior que la sustitucion de N366D.
Aminoacidos con una cadena lateral hidréfoba de carga positiva o voluminosa no respaldaron el crecimiento sobre
xilosa en la condicién de cribado. Los mutantes también se probaron para crecimiento sobre glucosa y se
expresaron en la cepa RN1053. Los mutantes N366M y N366T-Hxt11 mostraron crecimiento similar sobre glucosa o
en comparacion con Hxt11 no mutada (Figura 27B y 27C). Ademas, el nivel de expresion de todos los mutantes
individuales se determiné usando proteinas Hxt11 marcadas con GFP (Figura 28). Todas las proteinas Hxt11-GFP
se expresaron altamente en la membrana, excepto aquellas con las proteinas N366W y N366Y Hxt11 marcadas con
GFP, parece evidente una localizacion citosolica y probablemente vacuolar. Esto sugiere plegamiento erréneo de
proteina y direccionamiento defectuoso a la membrana por estos mutantes que explican la baja actividad en los
experimentos de crecimiento con xilosa y glucosa. Sin embargo, la proteina no mutada y el mutante N366M y
N366T-Hxt11 se localiz6 en la membrana plasmatica. En general, estos datos indican que N366 es un resto critico
en determinar la especificidad de Hxt11 para xilosa frente a glucosa.

Se determind la cinética de transporte de xilosa y glucosa mediante Hxt11 y los mutantes N366T y N366M-Hxt11
para los genes expresados en la xilosa que utiliza la cepa RN1053 de S. cerevisiae. En comparacion con Hxt11no
mutada, la afinidad por el transporte de glucosa por N366T y N366M-Hxt11 se redujo hasta 5 y 4 veces,
respectivamente. A diferencia, la afinidad por xilosa por estos mutantes mejoré hasta 2 veces (Tabla 17) con
respecto a Hxt11. La Vmax para la captacion de glucosa por el mutante de N366T Hxt11 aumentd aproximadamente
el 40 % en comparacion con Hxt11 no mutada, mientras que Vmax N0 cambio para la proteina N366M Hxt11. Y, lo
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que es mas importante, la Vmax para xilosa de los mutantes siguié siendo ampliamente invariable en comparacion
con Hxt11.

Tabla 17. Valores de K, y Vmax para la captacion de D-glucosa y D-xilosa por transportadores de Hxt11 expresados
en la cepa RN1053.

Km Vmax
(mM) (nmol/mg DW.min)
Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa
Hxt11 33,4121 84,2+ 10,0 82,3+3,8 445 1,7
Hxt11-N366D 87,0+6,4 106,7 £ 21,7 98,9+57 455+1,0
Hxt11-N366T 1944 + 47,9 46,727 125,6 + 3,7 40,1+24
Hxt11-N366M 144,9 + 36,0 50,1+9,7 75,3+8,6 342+34
Hxt2 n.d. 51,2+ 0,1 n.d. 12,5+0,2

n.d., no determinado

EJEMPLO 20

CO-FERMENTACION DE D-GLUCOSA Y D-XILOSA POR CEPAS DE S. CEREVISIAE MANIPULADAS QUE
EXPRESAN VARIANTES DE HXT11

Debido a los marcados efectos de las mutaciones N366 en Hxt11 sobre el transporte de glucosa sin interferir con el
transporte de xilosa, los mutantes se examinaron adicionalmente para su capacidad para co-metabolizar xilosa y
glucosa en condiciones industriales, es decir, 7 % de glucosa y 4 % de xilosa, respectivamente. En el presente
documento, los mutantes se expresaron en la cepa RN1053, y el crecimiento se comparé con Hxt11 no mutada y la
cepa RN1001 que contiene un complemento completo de los transportadores endégenos. Los dos mutantes
respaldaron un co-consumo préximo a perfecto de glucosa y xilosa (Figura 29A y 29B) a diferencia de la cepa
RN1001 (Figura 29C) y Hxt11 no mutada de RN1053 (Figura 29D) y que mostraron consumo de xilosa retardado.
Estos datos demuestran que la mutagénesis de la posicion N366 de Hxt11 da mutantes que median en una
captacion equilibrada de glucosa y xilosa respaldando asi el co-consumo de los azicares hexosa y pentosa. Se
obtuvieron los mejores resultados para HXT11 mutante de N366T.

Co-consumo

El co-consumo de una célula se cuantifica en el presente documento y se expresa como el indice de co-consumo. El
indice de co-consumo era en el presente documento el indice de co-consumo para glucosa y xilosa y se calculd
como la suma durante el intervalo de tiempo de 0-24 horas (se midié a 0, 8, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 horas) de la
diferencia absoluta de la tasa de captacion de glucosa (Qg) y la tasa de captacion de xilosa (Qx), expresada como
gramos de azucar consumidos por unidad de tiempo. La fermentacién fue una fermentacién en cultivo discontinuo
anaerobio a 1,0 g/l de brea de levadura seca, 30 °C de temperatura y en la que el medio de fermentacion contiene
71,8 gramos de glucosa por litro y 40,0 gramos de xilosa por litro, al comienzo de la fermentacion. Un bajo valor para
el indice de consumo indica alto co-consumo, una alto valor menos co-consumo.

Estos datos y calculos de fermentacion para las cepas RN1001, RN1053 HXT11, RN1053 HXT11 (N366M) y
RN1053 HXT11 (N366T) se dan en la Tabla 18.

Tabla 18: Datos de fermentacion y calculo del indice de co-consumo para las cepas RN1001, RN1053 HXT11,
RN1053 HXT11 (N366M) y RN1053 HXT11 (N366T)

DS68616
Tiempo Promedio
Glucosa | Xilosa Qg (g/h) | Qx (g/h) abs(Qg-Qx) | suma(abs(Qg-Qx)) | corr(glucosa, xilosa)
0 71,8 39,9
8 46,9 39,8 3,12 0,02 3,10 29,1 0,69
12 31,0 38,7 3,97 0,27 3,70
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14 18,4 37,8 6,31 0,46 5,85
16 5,42 35,9 6,47 0,94 5,563
18 0 29,1 2,71 3,39 0,68
20 0 20,7 0 4,25 4,25
22 0 15,4 0 2,632 2,63
24 0 8,60 0 3,40 3,40
HXT11
Promedio
Glucosa | Xilosa Qg (g/h) | Qx (g/h) abs(Qg-Qx) | suma(abs(Qg-Qx)) | corr(glucosa, xilosa)
0 71,8 39,9
8 55,4 40,0 2,06 0,00 2,06 25,0 0,84
12 41,1 38,6 3,55 0,345 3,21
14 25,5 35,2 7,84 1,70 6,15
16 12,5 32,3 6,49 1,47 5,02
18 2,85 26,0 4,82 3,12 1,70
20 0 19,4 1,42 3,34 1,91
22 0 14,3 0 2,51 2,51
24 0 9,44 0 2,45 2,45
HXT11
(N366M)
Promedio
Glucosa | Xilosa Qg (g/h) | Qx (g/h) abs(Qg-Qx) | suma(abs(Qg-Qx)) | corr(glucosa, xilosa)
0 71,8 39,9
8 60,2 38,2 1,45 0,220 1,23 11,2 0,977
12 52,5 35,6 1,93 0,644 1,29
14 42,7 31,3 4,87 2,15 2,72
16 35,6 28,8 3,55 1,23 2,32
18 29,4 26,0 3,09 1,44 1,66
20 23,3 22,3 3,05 1,82 1,24
22 18,5 18,7 2,42 1,83 0,592
24 14,1 14,5 2,18 2,07 0,117
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HXT11
(N366T)
Promedio
Glucosa | Xilosa Qg (g/h) | Qx (g/h) abs(Qg-Qx) | suma(abs(Qg-Qx)) | corr(glucosa, xilosa)
0 71,8 39,9
8 59,1 36,7 1,59 0,409 1,18 11,8 0,977
12 47,7 33,5 2,84 0,798 2,05
14 37,5 28,6 5,13 2,41 2,71
16 28,6 24,7 4,42 1,99 2,43
18 21,3 20,7 3,68 1,97 1,72
20 14,2 15,9 3,55 2,44 1,11
22 8,87 11,1 2,65 2,38 0,268
24 4,94 6,56 1,96 2,26 0,3

El indice de co-consumo de las cepas RN1001, RN1053 HXT11, RN1053 HXT11 (N366M) y RN1053 HXT11
(N366T) se determiné como en la Tabla 18. En resumen, los resultados para el indice de co-consumo se dan en la

Tabla 19.
Tabla 19: Indice de co-consumo de las cepas
Cepa Indice de co-consumo (suma abs (Qg*-Qx*) (g/h))
RN1001 29,1
RN1053 HXT11 25,0
RN1053 HXT11 (N366M) 11,2
RN1053 HXT11 (N366T) 11,8
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<170> BiSSAP 1.2

<210>1
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..20

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 5034-kanf" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 1

aagcttgcct cgtcececgee 20

<210> 2
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..20

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 5035-kanr" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 2

gtcgacactg gatggcggeg 20

<210> 3
<211>60
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..60

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 5116-If2" /tipo_mol="ADN no asignado"
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<400> 3

attctagtaa cggccgcecag tgtgctggaa ttcgecctta agcettgecte gtccecegeeg 60

<210> 4
<211> 56
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..56

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 5118-Ir2" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 4

catacattat acgaagttat gcgcgctcta gatatcgtcg acactggatg gcggeg 56

<210> 5
<211>65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..65

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 5115-If1" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 5
atccggacgt acgtataact tcgtatagca tacattatac gaagttattc tagtaacggce 60

cgeoca 65

<210> 6

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
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<222>1..60

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 5117-Ir1" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 6

tcatgacgtc tcgaggccta taacttcgta tagcatacat tatacgaagt tatgcgcgct 60

<210>7
<211> 5082
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..5082

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="pRN201; TOPO-BLUNT-loxP-kanMX-loxP" /tipo_mol="ADN no
asignado"

<400> 7
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agcgccecaat
acgacaggtt
tecactcatta
ttgtgagcgg
ttaggtgaca
ctagtaacgg
atagcataca
taagcttgcce
ccttgacagt
gcccatacat
aagcaaaaat
cgcgttgaat
actgaggttc
cacatccgaa
aattccaaca
tcaggtgcga
catggcaaag
acggaattta
ttactcacca
tcaggtgaaa
gtttgtaatt
atgaataacg
gaacaagtct
catggtgatt
gatgttggac
cteggtgagt

cctgatatga

acgcaaaccg
tecegactgg
ggcaccccag
ataacaattt
ctatagaata
cagecagtgt
ttatacgaag
tegtccecege
cttgacgtgc
ccceatgtat
tacggctcct
tgtcceccacg
ttctttcata
cataaacaac
tggatgetga
caatctatcg
gtagogttge
tgectetteoe
ctgecgatcecce
atattgttga
gteccttttaa
gtttggttga
ggaaagaaat
tctcacttga
gagtcggaat
ttteteette

ataaattgca
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cctctececg
aaagcgggea
gcetttacact
cacacaggaa
ctcaagectat
gcetggaatte
ttattcetagt
cgggtcaccc
gcagctcagg
aatcatttge
cgctgecagac
ccgcgecect
tacttcecttt
catgggtaag
tttatatggyg
attgtatggg
caatgatgtt
gaccatcaag
cggcaaaaca
tgegotggca
cagcgatage
tgcgagtgat
gcataagett
taaccttatt
cgcagaccga
attacagaaa

gttteatttyg

cgegttggee
gtgagcgcaa
ttatgettee
acagctatga
gcatcaagcect
gecocttatcoco
aacggeoaged
ggccagcgac
ggcatgatgt
atccatacat
ctgcgagcag
gtagagaaat
taaaatcttg
gaaaagactc
tataaatggg
aagcccgatg
acagatgaga
cattttatce
gcattccagg
gtgttectge
gtatttegte
tttgatgacg
ttgceattet
tttgacgagg
taccaggatc
cggettttte

atgectegatg

95

gattecattaa
cgcaattaat
ggctogtatg
ccatgattac
tggtaccgag
ggacgtacgt
agtgtgetgyg
atggaggccc
gactgtcgcc
tttgatggcee
ggaaacgctc
ataaaaggtt
ctaggataca
acgtttegag
ctcgegataa
cgecagagtt
tggtcagact
gtactectga
tattagaaga
geeggttgca
tegotcagge
agcgtaatgg
caccggattc
ggaaattaat
ttgeccatect
aaaaatatgg

agttttteta

tgcagctgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gocaagetat
ctcggatcca
ataacttegt
aattegocct
agaataccct
cgtacattta
gcacggcgeg
ccctcacaga
aggatttgce
gttctcacat
gccgegatta
tgtcgggcaa
gtttctgaaa
aaactggektyg
tgatgcatgyg
atatcctgat
ttcgattect
gcaatcacga
ctggectgtt
agtcgtcact
aggttgtatt
atggaactgce
tattgataat

atcagtactg

60

120

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



acaataaaaa
ttgttctatt
gcccagatge
gtcegetatac
gegegcataa
agggcgaatt
caattcgecce
ctgggaaaac
ctggcgtaat
cgtacggeag
tgtacagagt
acgtctgetg
aagectggege
agtggetgat
gggaatataa
gtagaaagcc
ctggacaagg
gagatageta
gcectectggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggege
agacgaggca
cgacgttgte
tcteoctgtea
gcggetgeat
cgagcgagea
gcatcagggg
cgaggatete

cogoettttet

gattctigtt
ttaatcaaat
agttaagtgc
tgctgtegat
cttegtataa
ctgagatatc
tatagtgagt
coetggegtta
agcgaagagyg
tttaaggttt
gatattattg
tcagataaag
atgatgacca
ctcageccacce
atgtcaggea
agtccgcaga
gaaaacgcaa
gactgggegg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattgc
gcacaacaga
ceggtteottt
gcgoggcoctat
actgaagecgg
tctecaccttg
acgcttgatc
cgtactegga
ctcgecgecag
gtegtgacee

ggattecateog

ES 2 663 480 T3

ttcaagaact
gttagcgtga
gcagaaagta
tcgatactaa
tgtatgctat
catcacactg
cgtattacaa
cccaacttaa
cccgcaccga
acacctataa
acacgccggyg
tctecegtga
cegatatgge
gcgaaaatga
tgagattate
aacggtgctg
gcgcaaagag
ttttatggac
agccctgcaa
caagctectga
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctectgeocga
cggctacctyg
tggaageegg
ccgaactgtt
atggcgatge

actgtggeeg

tgtcatttgt
tttatatttt
atatcatgcg
cgocogecate
acgaagttat
gcggecgcete
ttcactggecce
tegecttgea
tegceocttee
aagagagagce
gcgacggatg
actttaccecg
cagtgtgeceg
catcaaaaac
aaaaaggatc
acccecggatg
aaagcaggta
agcaagogaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tccggeoeget
ctctgatgce
cgacctgtec
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcce
cccattcgac
tettgtegat
cgccaggetce
ctgettgeeg

gctgggtgtyg

96

atagtttttt
ttttegectce
tcaatcgtat
cagtgtecgac
aggcctegag
gagcatgcat
gtcgttttac
gcacatccee
caacagttge
cgttategte
gtgatccccc
gtggtgcata
gtcteegtta
gccattaacce
ttcacctaga
aatgtcagct
gcttgcagtg
cocggaattge
atggectttet
ggatgaggat
tgggtggaga
gcegtgtteo
ggtgcectga
gttcocttgeg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgate
aaggcgagca
aatatcatgg

gcggacegot

tatattgtag
gacatcatct
gtgaatgctg
gatatctaga
acgtcatgaa
ctagagggece
aacgtcgtga
ctttogecag
gcagcctata
tgtttgtgga
tggccagtge
tcggggatga
teggggaaga
tgatgttetg
tcettttecac
actgggctat
ggcttacatg
cagctgggge
cgecegecaag
cgtttegeat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgecg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatqgg

atcaggacat

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



10

agcgttgget
cgtgetttac
cgagttctte
tctgtgeggt
cotatttgtt
tgataaatge
gttecacggtge
gggttetace
ctgttecateca
gtgcgcggec
gacgcctceg
ctgegegace
ctaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgetac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggetyg
ttaccggata
gagcgaacga
ctteccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgecagea
ttetttectyg

gataccgecte

acccgtgata
ggtatecgeeg
tgaattatta
atttcacacc
tatttttcta
ttcaataata
tcaccgegeg
gggacttegt
gegeggteca
tggacgagct
ggccggcecat
cggecggeaa
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cageggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgeocagtygy
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagegteg
acgeggectt
cgttatecce

gocegcagecg

<210> 8
<211> 5352
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222> 1..5352
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ttgctgaaga
ctecegattce
acgcttacaa
gcatacaggt
aatacattca
gcacgtgagyg
cgacgtogec
ggaggacgac
ggaccaggtg
gtacgccgag
gaccgagatc
ctgegtgecac
taaaaggatc
gttttegttc
tttttttetyg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccyg
cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggtte
tgattetgty

aacgaccgag

gcttggegge
gcagcgcatc
tttcectgatg
ggcactttte
aatatgtatc
agggccacca
ggagegygteg
ttegecggtyg
gtgceggaca
tggtcggagg
ggcgagcagc
ttegtggeeg
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegteag
ctgggetttt
gataaccgta

cgeagegagt
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gaatgggctg
gecttetatce
cggtattttc
ggggaaatgt
cgeteatgag
tggccaagtt
agttotggac
tggteeggga
acaccctgge
tcgtgtccac
cgtgggggeg
aggagecagga
tcctttttga
cagaccccgt
gectgettgea
taccaactect
ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgoacaca
agctatgaga
gcagggtcegg
atagtcctgt
gggggcggag
getggecettt
ttacegecett

ca

accgettect
gecttottga
tccttacgca
gocgeggaace
acaataacce
gaccagtgece
cgaccoggete
cgacgtgace
ctgggtgtgg
gaacttccgg
ggagttcgce
ctgacacgtg
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttecgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
goeccagettyg
aagecgcoacyg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgcteacatg

tgagtgaget

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3560

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5082
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<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="pRN251; TOPO-BLUNT-loxP-hphMX-loxP" /tipo_mol="ADN no
asignado"

98

<400> 8
agcgcccaat acgcaaaccg cctctecccg cgegttggec gattcattaa tgcagetgge 60
acgacaggtt tccecgactgg aaagegggca gtgagecgcaa cgeaattaat gtgagttage 120
tcactcatta ggecaccccag gotttacact ttatgettee ggetegtatg ttgtgtggaa 180
ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagectatga ccatgattac geccaagcotat 240
ttaggtgaca ctatagaata ctcaagetat geatcaaget tggtaccgag cteggateca 300
ctagtaacgg ccgccagtgt getggaattec geocctttecat gacgtecteoga ggectataac 360
ttcgtatage atacattata cgaagttatg cgecgetctag atatecgtega geggecgeca 420
gtgtgatgga tatcatcgat gaattcgagc tegttttecga cactggatgg cggegttagt 480
atcgaatcga cagcagtata gegaccagea ttcacatacg attgacgeat gatattactt 540
tctgegeact taacttegea totgggoaga tgatgtogag gogaaaaaaa atataaatca 600
cgotaacatt tgattaaaat agaacaacta caatataaaa aaactataca aatgacaagt 660
tattgaaaac aagaatcettt ttattgtcag tactgattat teetttgece teoggacgagt 720
getggggegt cggtttccac tatcggecgag tacttctaca cagecategg tccagacgge 780
cgegettetg cgggegattt gtgtacgeece gacagteceg getceggatce ggacgattge 840
gtcgcatcga ccctgegece aagetgeatc atcgaaattg cecgtcaacca agetctgata 200
gagttggtca agaccaatge ggagcatata cgcceggage cgeggcgatce ctgcaagetce 960
cggatgecte cgctcegaagt agegegtetg ctgetecata caagecaacce acggecteca 1020
gaagaagatg ttggegaccet cgtattggga atcceocgaac atcgectege tcocagtcaat 1080
gacegetgtt atgeggecat tgtecgtcag gacattgttg gagecgaaat cogegtgeac 1140
gaggtgecgg acttcgggge agtcctcgge ccaaagecatce agctcatega gagecoctgege 1200
gacggacgca ctgacggtgt cgtccatcac agtttgeccag tgatacacat ggggatcage 1260
aatcgegeat atgaaatcac geocatgtagt gtattgacceg attcettgeg gtoccgaatgg 1320
goecgaacceg ctogtetgge taagategge cgecagegate geatcecatgg cocteoegegac 1380
cggoetgoaga acagegggca gttoeggttte aggcaggtet tgecaacgtga caccctgtge 1440
acggcgggag atgcaatagg tcaggctctc gectgaattcc ccaatgtcaa gcacttecogg 1500
aatcgggage geggccgatyg caaagtgecg ataaacataa cgatetttgt agaaaccatce 1560
ggcgcagcecta tttaccegea ggacatatcc acgcectcect acatcgaage tgaaagcacg 1620
agattectteg cocecteocgaga getgcatcag gtecggagacg ctgtegaact tttegatcag 1680
aaacttecteg acagacgtceg cggtgagtte aggettttta cccatggttg tttatgtteg 1740



gatgtgatgt
ctcagtggca
acgegtetgt
tgettegege
tgggctaaat
caaggagggt
gettaaggge
gctatacgaa
gcggecgete
ttcactggce
teogecettgea
tegeecttee
aagagagagc
gcgacggatg
actttacceg
cagtgtgeceg
catcaaaaac
aaaaaggatc
acceccggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tecggeoget
ctetgatgee
cgacctgtee
cacgacggge
getgetattg
gaaagtatcc
cccattegac
tottgtogat

cgeccaggete

gagaactgta
aatcctaace
gaggggagcg
cgtgeggececa
gtacgggcga
attcotgggee
gaattcecage
gttatacgta
gagcatgcat
gtcgttttac
gcacatccec
caacagttge
cgttategte
gtgatceecce
gtggtgcata
gtcteocgtta
gecattaacce
ttcacctaga
aatgtecaget
gettgcagtyg
ceggaattge
atggectttct
ggatgaggat
tgggtggaga
gceegtgttee
ggtgcoctga
gtteocttgeg
ggcgaagtge
atcatggcty
caccaagega
caggatgate

aaggcgagca
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tcctagecaag
ttttatattt
tttecctget
tcaaaatgta
cagtcacatc
tecatgtege
acactggegg
cgtecggata
ctagagggcc
aacgtcgtga
cttteogeocag
gcagectata
tgtttgtgga
tggccagtgce
tecggggatga
tcggggaaga
tgatgttctg
tcettttecac
actgggetat
ggcttacatyg
cagetgggge
cgccgccaag
cgtttogecat
ggctattegg
ggctgtcocage
atgaactgeca
cagetgtget
cggggcagga
atgcaatgcyg
aacatcgeat
tggacgaaga

tgcccgacgg

attttaaaag
ctctacaggg
cgeaggtetg
tggatgcaaa
atgcccecctga
tggcegggtyg
cegttactag
agggcgaatt
caattegcee
ctgggaaaac
ctggcgtaat
cgtacggeag
tgtacagagt
acgtectgetg
aagetggege
agtggctgat
gggaatataa
gtagaaagcc
ctggacaagg
gegatageta
gaectetggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
geaggggege
agacgaggca
cgacgttgte
tetectgtea
geggctgeat
cgagegagea
geatcagggg

cgaggatcte
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gaagtatatg
gegeggegtyg
cagcegaggag
tgattataca
gctgcgcacg
accoeggecgyy
aataactteg
ctgagatatc
tatagtgagt
cctggcegtta
agcgaagagg
tttaaggttt
gatattattg
tcagataaag
atgatgaceca
ctecageccacce
atgtcaggca
agtccgcaga
gaaaacgcaa
gactgggegg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattge
gcacaacaga
ceggttettt
gcgeggetat
actgaagegg
tetcaceottg
acgcttgatc
cgtactogga
ctegegecag

gtegtgacee

aaagaagaac
gggacaatte
cogtaatttt
tggggatgta
tcaagactgt
gacgaggcaa
tataatgtat
catcacactg
cgtattacaa
cccaacttaa
cceogcaccga
acacctataa
acacgccggg
tctececgtga
cogatatgge
gegaaaatga
tgagattatc
aacggtgctg
gegceaaagag
ttttatggac
agccctgeaa
caagctctga
acgcaggtte
caatecggetg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctectgeaga
cggctacctyg
tggaagccegg
cegaactgtt

atggcgatge

1800

1860

1520

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



ctgecttgecg
gctgggtgtyg
gettggegge
gcagcgeate
tttcctgatg
ggcactttte
aatatgtatc
agggccacca
ggagcggtcyg
ttegeoggtyg
gtgcacggaca
tggtcggagg
ggcgageage
ttcgtggeeg
taggtgaaga
cactgagegt
cgegtaatet
gatcaagage
aatactgtcee
cctacatacce
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcettt
tgctegteag
ctgggetttt
gataacegta

cgcagegagt

aatatcatgg
goggaccgcet
gaatgggcty
gocttetate
cggtatttte
ggggaaatgt
cgetcatgag
tggeccaagtt
agttctggac
tggtceggga
acaccctgge
tcgtgtecac
cgtgggggeg
aggagcagga
toctttttga
cagacceegt
gotgottgea
taccaactet
ttetagtgta
tegetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgecett

ca

<210>9
<211> 4847
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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tggaaaatgg
atcaggacat
accgetteoot
gocttettga
tccttacgea
gegceggaace
acaataaccc
gaccagtgec
cgaccggctc
cgacgtgacce
ctgggtgtgy
gaacttccgg
ggagttogac
ctgacacgtg
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteocgaag
gocgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
geccagettg
aagcgecacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg

tgagtgaget

cegettttet
agcgttgget
cgtgetttac
cgagttctte
totgtgeggt
cctatttgtt
tgataaatge
gttceggtge
gggttctcece
ctgttecatca
gtgecgeggee
gacgcctceg
ctgogegace
ctaaaactte
accaaaatce
aaaggatctt
ccaccegetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttceocgaag
cgcacgaggy
cacctetgac
aacgecagea
ttetttectg

gatacagote
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ggattcatecg
acccgtgata
ggtatcgecag
tgaattatta
atttcacacc
tattttteta
ttcaataata
tcaccgegeg
gggacttcgt
gogoggteca
tggacgaget
ggccggecat
cggaoggcaa
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cageggtggt
tcagocagage
tcaagaacte
ctgeccagtgg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaagge
agcttccagg
ttgagegteg
acgeggectt
cgttatcceoc

geageagaey

actgtggccyg
ttgctgaaga
ctcoegattce
acgcttacaa
gcatacaggt
aatacattca
gcacgtgagg
cgacgtaegee
ggaggacgac
ggaccaggtg
gtacgccgag
gaccgagatc
ctgegtgeac
taaaaggatc
gttttogtte
tttttttctg
ttgtttgecyg
gcagatacca
tgtagcaccyg
cgataagtcecg
gtecgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggtte
tgattctgtg

aacgaccgag

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5352
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<221> fuente
<222> 1..4847

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="pRN365; TOPO-BLUNT-loxP-natMX-loxP" /tipo_mol="ADN no
asignado"

101

<400> 9
agcgccecaat acgcaaaccg cectctececcg cgegttggee gattcattaa tgcagetgge 60
acgacaggtt tcccgactgg aaagegggca gtgagegcaa cgcaattaat gtgagttage 120
tcactcatta ggeaccoccag getttacact ttatgetteoe ggetogtatg ttgtgtggaa 180
ttgtgagegyg ataacaattt cacacaggaa acagetatga ccatgattac gocaagetat 240
ttaggtgaca ctatagaata ctcaagctat gcatcaaget tggtaccgag ctcggatcca 300
ctagtaacgg cegecagtgt getggaatte geccttatce ggacgtacgt ataacttegt 360
atagcataca ttatacgaag ttattcetagt aacggecgec agtgtgetgg aatteogecct 420
taagcttgece tcgtcccege cgggtcaccc ggccagcgac atggaggccc agaataccct 480
ccttgacagt cttgacgtgc gcagctcagg ggcatgatgt gactgtcgcc cgtacattta 540
gcccatacat cccecatgtat aatcatttge atccatacat tttgatggec gecacggegeg 600
aagcaaaaat tacggctcct cgctgcagac ctgcgagcag ggaaacgctc ccctcacaga 660
cgcgttgaat tgtccccacg ccgegeccct gtagagaaat ataaaaggtt aggatttgec 720
actgaggttc ttctttcata tacttccttt taaaatcttg ctaggataca gttctcacat 780
cacatccgaa cataaacaac catgtaaaat gaccactctt gacgacacgg cttaccggta 840
ccgecaccagt gtccoccggggg acgccgaggce catcgaggca ctggatgggt ccttecaccac S00
cgacaccgtc ttccgegtca cecgccaccgg ggacggctte accctgeggg aggtgecggt 960
ggaccogece ctgaccaagg tgttcecega ¢gacgaatog gacgacgaat cggacgocgg 1020
ggaggacgge gacccoggact ccoeggacgtt ¢gtcgegtac ggggacgacqg gegacctgge 1080
gggcttcgtyg gtegtctegt actccggetg gaaccgccgg ctgaccgtcg aggacatcga 1140
ggtogeocceg gagecacegygy ggcacggggt cgggegoegeg ttgatgggge tegegacgga 1200
gttcgeoeooge gageggggey ccogggceaccet ctggetggag gtcaccaacyg tcaacgoacce 1260
ggcgatccace goegtacegge ggatggggtt caccetcetge ggectggaca ceogocctgta 1320
cgacggcacc gcctecggacg gegagcagge gctctacatg agcatgccct gecectagta 1380
ctgacaataa aaagattctt gttttcaaga acttgtcatt tgtatagttt ttttatattg 1440
tagttgttct attttaatca aatgttageg tgatttatat tttttttege ctecgacatca 1500
tetgeccaga tgegaagtta agtgegeaga aagtaatate atgegtcaat cgtatgtgaa 1560
tgetggtege tatactgetg tcegattegat actaacgeceg ccatccagtg tegacgatat 1620



ctagagegeg
atgaaagggc
gggcccaatt
cgtgactggg
gccagetgge
ctatacgtac
gtggatgtac
agtgcacgte
gatgaaagct
gaagaagtgg
ttctggggaa
ttcacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgecet
ccaaggatct
cgcatgattg
tteggetatyg
tcagcgeagg
ctgcaagacg
gtgctcgacg
caggatctce
atgeggegge
cgcatcgagco
gaagagcatc
gacggegagg
aatggccget
gacatagegt
ttcctegtge
cttgacgagt

acgecatctgt

cataactteg
gaattctgag
cgccctatag
aazaaccctgg
gtaatagecga
ggcagtttaa
agagtgatat
tgctgtecaga
ggcgeatgat
ctgateteag
tataaatgtc
aagccagtcc
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgecag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeceggt
aggcagegeg
ttgtcactga
tgtcatcteca
tgcatacgcect
gagcacgtac
aggggctcge
atctegtegt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tcttetgaat

goggtattte
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tataatgtat
atatccatca
tgagtcgtat
cgttacccaa
agaggcccge
ggtttacacc
tattgacacg
taaagteoteo
gaccaccgat
ccaccgogaa
aggcatgaga
gcagaaacygyqg
cgcaagegea
ggcggtttta
tgggaagccc
gggatcaage
attgcacgca
acagacaate
tectttttgte
getategtgg
agcgggaagyg
ccttgecteet
tgatcegget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattget
cgecegecteece
tattaacget

acaccgeata

gctatacgaa
cactggcgge
tacaattcac
cttaatcgee
accgategee
tataaaagag
ceggggcgac
cgtgaacttt
atggccagtg
aatgacatca
ttatcaaaaa
tgctgaccce
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tetgatcaag
ggttctcegg
ggctgetetg
aagaccgace
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgecccat
gcocggtettg
ctgttegeca
gatgcctget
ggccggcetgyg
gaagagettyg
gattcgcage
tacaatttce

caggtggeac
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gttataggce
cgctcgagca
tggecegtcegt
ttgcagecaca
ctteoccaaca
agagccgtta
ggatggtgat
acecggtggt
tgceggteteo
aaaacgccat
ggatcttcac
ggatgaatgt
aggtagettg
gcgaaccgga
actggatgge
agacaggatg
ccgettgggt
atgecgoegt
tgtceggtge
cgggegttee
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaagge
tgoegaatat
gtgtggcgga
gcggegaatg
gcatcgecctt
tgatgeggta

ttttecgggga

tegagacgte
tgcatctaga
tttacaacgt
teccececttte
gttgegeage
tegteotgttt
cceceetggec
geatateggyg
cgttatcggg
taacctgatg
ctagatcctt
cagctactgg
cagtgggctt
attgccaget
tttetegeeg
aggatcgttt
ggagaggcta
gtteeggatyg
cectgaatgaa
ttgegeaget
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gagcatgeccce
catggtggaa
ccgectatcag
ggctgacege
ctatcgectt
ttttetcett

aatgtgogeg

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



10

gaacccetat
aaccctgata
gtgccgttce
ggctegggtt
tgaccctgtt
tgtgggtgceg
tocgggacge
tagecactgeg
acgtgctaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggceca
tgttaccagt
gatagttace
gcttggageg
ccacgcttoce
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc
acatgttott

gagctgatac

<210> 10
<211> 32
<212> ADN

ttgtttattt
aatgcttcaa
ggtgctcace
cteccgggac
catcagcgcg
cggcctggac
ctocgggoecyg
cgacacoggaed
acttcatttt
aatcccttaa
atcttecttga
gctaccageg
tggetteage
ccacttcaag
ggctgetgec
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagcett
ctgacttgag
cagcaacgeg
tectgegtta

cgectegoege

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..32

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 115-natf" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 10

ES 2 663 480 T3

ttctaaatac
taatagcacyg
gcgcegegacyg
ttegtggagg
gtccaggacc
gagctgtacg
goecatgaccg
ggcaactgeg
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggegata
cagcggtegg
accgaactga
aaggaggaca
ccagggggaa
cgtecgatttt
gectttttac
tcccetgatt

agccogaacga

acatgtaaaa tgaccactct tgacgacacg gc 32

attcaaatat
tgaggagggc
tcgocecggage
acgacttege
aggtggtgece
ccgagtggtc
agatcggega
tgecacttegt
ggatctaggt
cgtteocactg
ttectgegegt
tgeeggatca
taccaaatac
caccgectac
agtegtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatecggt
acgectggta
tgtgatgctc
ggttecctggg
ctgtggataa

cocgagogeaqg
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gtatececgete
caccatggec
ggtcgagttc
cggtgtggte
ggacaacacc
ggaggtcgtg
gcageegtgg
ggccgaggag
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgetge
agagctacca
tgtecctteta
ataccteget
taccgggttg
gggttegtge
gegtgageta
aageggceagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgetgg
cegtattace

cgagtca

atgagacaat
aagttgacca
tggaccgacc
cgggacgacg
ctggcctggy
tccacgaact
gggcgggagt
caggactgac
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtageegt
ctgctaatce
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcyg
gtocggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
cottttgete

gectttgagt

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4847
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<210> 11
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..25

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 116-natr" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 11

cagtactagg ggccagggca tgctc 25

<210> 12
<211> 4254
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..4254

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="pRN447; TOPO-BLUNT-loxP-zeoMX-loxP" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 12

ES 2 663 480 T3

104



agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcgg
ttaggtgaca
ctagtaacgg
atagcataca
taagcttgee
ccttgacagt
gcccatacat
aagcaaaaat
cgegttgaat
actgaggttc
cacatccgaa
cgcgacgteg
gtggaggacyg

caggaccagy

acgcaaaccqg
tcecegactgg
ggcaccccag
ataacaattt
ctatagaata
ccgecagtgt
ttatacgaag
tegteecege
cttgacgtge
cccecatgtat
tacggetect
tgtccocacyg
ttetttcata
cataaacaac
ccggageggt
acttcgececgg

tggtgeceogga

ES 2 663 480 T3

cctcteececyg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
ctcaagetat
gctggaattc
ttattetagt
cgggtcacce
gcagctcagg
aatcatttge
cgetgeagac
ccgegeccct
tacttecttt
catggccaag
cgagttctgg
tgtggtecgg

caacaccctg

cgcegttggece
gtgagcgcaa
ttatgcttce
acagctatga
gcatcaagcet
gccecttatee
aacggeoged
ggccagcegac
ggcatgatgt
atccatacat
ctgcgagcag
gtagagaaat
taaaatcttg
ttgaccagtg
accgaccgge
gacgacgtga

gcetgggtgt
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gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg
ccatgattac
tggtaccgag
ggacgtacgt
agtgtgetgg
atggaggecc
gactgtegeo
tttgatggec
ggaaacgctc
ataaaaggtt
ctaggataca
cegtteeggt
tcgggttctce
ccctgttcat

gggtgegegg

tgcagctgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccaagetat
cteggateca
ataacttcgt
aattegeect
agaataccct
cgtacattta
geacggogeg
ccctcacaga
aggatttgcc
gttoctcacat
gcteocaccgeg
ccgggactte
cagcgcggtc

cctggacgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020



ctgtacgeceg
atgaccgaga
aactgegtge
gttttcaaga
aatgttageg
agtgcgeaga
tegattogat
tataatgtat
atatccatca
tgagtcgtat
cgttacccaa
agaggcceoge
ggtttacacc
tattgacacg
taaagtctee
gaccaccgat
ccaccgegaa
aggcatgaga
gcagaaacgg
cgcaagegea
ggceggtttta
tgggaagececc
gggatcaagc
attgcacgea
acagacaatc
tetttttgte
getategtgg
agegggaagyg
ccttgetect
tgatocgget
teggatggaa

goccageocgaa

agtggtegga
tcggcgagea
acttegtgge
acttgtecatt
tgatttatat
aagtaatatc
actaacgeceg
gectatacgaa
cactggcgge
tacaattcac
cttaategece
accgategee
tataaaagag
ccggggegac
cgtgaacttt
atggccagtg
aatgacatca
ttatcaaaaa
tgetgaccee
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctecgg
ggctgectetg
aagaccgace
ctggccacga
gactggetge
gocgagaaag
acctgcoceoat
gceggtettg

ctgttcgeca

ES 2 663 480 T3

ggtegtgtec
gecgtgggay
cgaggagcag
tgtatagttt
tttttttcge
atgegtcaat
ceateccagtg
gttataggcc
cgctegagea
tggcegtegt
ttgcagcaca
ctteeccaaca
agagccgtta
ggatggtgat
acceggtggt
tgeeggtcete
aaaacgccat
ggatcttcac
ggatgaatgt
aggtagecttg
gegaacogga
actggatggc
agacaggatg
ccgettgggt
atgecegeegt
tgtceggtge
cgggegttec
tattgggega
tatccatcat
tecgaccacea
tcgatcagga

ggctcaaggc

acgaacttce
cgggagttcyg
gactgacaca
ttttatattg
ctcgacatca
cgtatgtgaa
tcgacgatat
tcgagacgtce
tgcatctaga
tttacaacgt
tcceeettte
gttgcgeage
tegtetgttt
ceceeectggee
geatatcggg
cgttateggg
taacctgatg
ctagatcctt
cagectactgg
cagtgggett
attgccaget
tttctegecg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttecggetg
cctgaatgaa
ttgegeaget
agtgcegggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatectggac

gagcatgccc
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gggacgccte
ceetgegega
ctgacaataa
tagttgttet
tctgcecaga
tgetggtege
ctagagegeg
atgaaagggc
gggcccaatt
cgtgactggg
gccagetgge
ctatacgtac
gtggatgtac
agtgcacgtce
gatgaaaget
gaagaagtgg
ttctggggaa
ttcacgtaga
getatetgga
acatggcgat
ggggegeect
ccaaggatct
cgecatgattg
tteggetatg
tcagegeagg
ctgcaagacg
gtgetcgacg
caggatoteeo
atgcggcggc
cgcatcgage
gaagagcatce

gacggcegagyg

cgggccggece
cecggecgge
aaagattett
attttaatea
tgcgaagtta
tatactgectg
cataactteg
gaattctgag
cgccctatag
aaaaccctgg
gtaatagcga
ggcagtttaa
agagtgatat
tgctgtcaga
ggegeatgat
ctgatcteag
tataaatgtc
aagccagtecc
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgeag
aacaagatgg
actgggcaca
ggegeccggt
aggcagcgeg
ttgtcactga
tgtecatctea
tgcatacget
gagcacgtac
aggggcetege

atctcgtegt

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2840



10

15

gacccatgge
catcgactgt
tgatattgct
cgcegetooa
tattaacget
acaccgeata
ttctaaatac
taatagecacg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttecga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggttte
agcctatgga
tttgctecaca

tttgagtgag

<210> 13
<211> 45
<212> ADN

gatgcectget
ggeceggetgyg
gaagagcttg
gattcgeage
tacaatttee
caggtggcac
attcaaatat
tgetaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaceget
aggtaactgyg
taggccacca
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgectteccega
agcgcacgag
gccacctetg
aaaacgccag
tgttctttee

ctgataccge

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..45

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 28-H3f" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 13

ES 2 663 480 T3

tgecgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatyg
goatogeett
tgatgeggta
ttttegggga
gtatcegectc
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accageggtyg
ctteageaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagegt
caacgeggec
tgcgttatce

tcgeoegeage

catggtggaa
ccgetatcag
ggctgaccge
ctatocgectt
ttttecteett
aatgtgegeg
atgagacaat
tttaaaagga
gagttttegt
cottttttte
gtttgtttge
gegeagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggct
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattcetg

cgaacgaccg

tgtacatccg gaattctaga ttggtgagceg ctaggagtca ctgec 45

107

aatggceget
gacatagegt
ttectegtge
cttgacgagt
acgcatctgt
gaacccctat
aaccctgata
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacggggygg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatcet
gatgctegte
tecectgggett
tggataaccg

agcgeagega

tttectggatt
tggctaccecyg
tttacggtat
tcttetgaat
goggtattte
ttgtttattt
aatgcttcaa
gatcettttt
gtcagacacc
ctgetgettg
gctaccaact
ccttetagtg
cctegetctg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct
aggggggcgg
ttgctggect
tattacecgee

gtca

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4254
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<210> 14
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.32

ES 2 663 480 T3

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 29-H3r" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 14

ctcgagtatt tcacaccgca tatgatccgt cg

<210> 15
<211> 6000
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..6000

<223> /organismo="Secuencia
/tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 15

32

artificial”

/nota="pRN247

108

(TOPO-

BLUNT-HIS3::loxPkanMXloxP)"



ggccgeocaga
catatgatcc
gcgectegtt
actgttecgta
tcogtatgetg
acatcgttgg
gcactectcac
ctgctagect
actttcteee
attatacgaa
ctegtececeyg
tcttgacgtg
tccccatgta
ttacggetee
ttgtccccac
cttettteat
acataaacaa

atggatgetg

tctteoeggat
gtcgagtteca
cagaatgaca
tacatactta
cagctttaaa
taccattggg
tacggtgatg
ctgecaaaget
tttgcaaace
gttattetag
ccgggtcace
cgcagctcag
taatcatttg
tagetgeaga
gccgcgceoec
atacttcctt
ccatgggtaa

atttatatgg

ES 2 663 480 T3

ggctegagtt
agagaaaaaa
cgtatagaat
ctgacattca
taatoggtgt
cgaggtgget
atcattcttg
ttcaagaaaa
aagttogaca
taacggecge
cggccagcega
gggcatgatg
catccataca
cctgagagea
tgtagagaaa
ttaaaatctt
ggaaaagact

gtataaatgg

tttcagcaag
aaagaaaaag
gatgcattac
taggtataca
cactacataa
totcttatgg
cctogeagac
tgecgggatca
actgcgtacg
cagtgtgctyg
catggaggcec
tgactgtcgce
ttttgatgge
gggaaacget
tataaaaggt
gctaggatac
cacgtttega

getegegata

109

atcgcgagta
caaaaagaaa
cttgtcatect
tatatacaca
gaacaccttt
caaccgcaag
aatcaacgtg
tecteogecaaga
tataactteg
gaattegeoe
cagaataccc
ccgtacattt
cgcacggcgce
cccctcacag
taggatttge
agttctcaca
ggccgegatt

atgtcogggeca

tttcacaccg
aaaggaaagc
tcagtatcat
tgtatatata
ggtggaggga
agccttgaac
gagggtaatt
gagatctact
tatagcatac
ttaagettge
tccttgacag
agcccataca
gaagcaaaaa
acgcgttgaa
cactgaggtt
tcacatcega
aaattccaac

atcaggtgecg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



acaatctate
ggtagcgttg
atgcctettce
actgeogatce
aatattgttg
tgtcetttta
ggtttggtty
tggaaagaaa
ttctcacttg
cgagteggaa
ttttctecctt
aataaattgc
agattcttgt
tttaatcaaa
cgaagttaag
tactgectgte
taacttcgta
gtttoatttg
cttgectget
aattcattat
aaaaaaaaat
aagagtaata
ccgtgttcaa
tacaatcttt
tatccatcac
gagtcgtatt
gttacccaac
gaggecogea
gtttacacct
attgacacge

aaagtctcce

gattgtatgg
ccaatgatgt
cgaccatcaa
cocggeaaaac
atgegetgge
acagcgatcg
atgcgagtga
tgcataaget
ataaccttat
tcgeagaceg
cattacagaa
agtttcattt
tttcaagaac
tgttagegtg
tgcgcagaaa
gattcgatac
taatgtatgc
taatacgett
cattttttag
gtgataatgce
gaaaatcatt
gaaaaagaaa
acgatacctg
ctagaagatc
actggecggec
acaattcact
ttaatcgecet
cegategeee
ataaaagaga
cggggcgacy

gtgaacttta

ES 2 663 480 T3

gaagcccogat
tacagatgag
gcattttatc
agecattcocag
agtgttectg
cgtatttegt
ttttgatgac
tttgecatte
ttttgacgag
ataccaggat
acggctbtttt
gatgctegat
ttgtcatttyg
atttatattt
gtaatatcat
taacgccogece
tatacgaagt
tactaggget
tatattctte
caatcgectaa
accgaggcat
attgcgggaa
gcagtgacte
tcctacaata
gctegageat
ggecgtogtt
tgcagcacat
tteccaacag
gagccgttat
gatggtgatce

cccggtggtg

gogecagagt
atggtcagac
cgtactcctg
gtattagaag
cgecggttge
ctcgeteagg
gagcgtaatg
toeacoggatt
gggaaattaa
cttgecatee
caaaaatatg
gagtttttct
tatagttttt
tttttegect
gegtcaateg
atccagtgtce
tataggaaag
ttetgetetg
gaagaaatca
gaaaaaaaaa
aaaaaaatat
aggactgtgt
ctagcgctea
ttctcagetg
gcatctagag
ttacaacgte
cccectttog
ttgecgeagee
cgtctgtttg
coectggeca

catatecggag

110

tgtttetgaa
taaactggct
atgatgcatg
aatatcctga
attegattee
cgcaatcacg
gctggectgt
cagtegtcac
taggttgtat
tatggaactyg
gtattgataa
aatcagtact
ttatattgta
cgacatcatc
tatgtgaatg
gacgatatct
agatcgcaat
tcatetttge
cattacttta
gagtcatcecg
agagtgtact
tatgacttcc
ccaatctaga
cttaagggcg
ggceccaattco
gtgactggga
ccagctggcy
tatacgtacg
tggatgtaca
gtgcacgtet

atgaaagctg

acatggcaaa
gacggaattt
gttactcacc
ttcaggtgaa
tgtttgtaat
aatgaataac
tgaacaagtc
teatggtgat
tgatgttgga
ceteggtgag
tcctgatatg
gacaataaaa
gttgttetat
tgcccagatg
ctggtegeta
agagcgcgca
ctgaatcttg
cttegtttat
tataatgtat
ctaggtggaa
agaggaggcc
ctgactaatg
attececggatg
aattctgaga
gccctatagt
aaaccctgge
taatagcgaa
gcagtttaag
gagtgatatt
getgteagat

gogocatgatg

1140

1200

1260

1320

1380

14490

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



accaccgata
caccgcgaaa
ggcatgagat
cagaaacggt
gcaagcgcaa
geggttttat
gggaageect
ggatcaagct
ttgcacgecag
cagacaatcg
otttttgteca
ctategtgge
gcgggaaggyg
cttgctectg
gatccoggeta
cggatggaag
ccagecgaac
acccatggeg
atcegactgtg
gatattgctg
gecgotocey
attaacgctt
caccgcatac
tctaaataca
aatagcacgt
cgegegacgt
tegtggagga
tecaggacea
agctgtacgce
ccatgaccga
gcaactgegt

aatttaaaag

tggecagtgt
atgacatcaa
tatcaaaaag
getgaceceg
agagaaagca
ggacagcaag
gcaaagtaaa
ctgatcaaga
gttetcegge
gctgctctga
agaccgacct
tggccacgac
actggctget
ccgagaaagt
cotgeccatt
caggtettgt
tgttcgecag
atgecetgett
gceggetggg
aagagcttgy
attcogeageg
acaatttcct
aggtggcact
ttcaaatatg
gaggagggec
cgceggageg
cgacttegee
ggtggtgecg
cgagtggteyg
gatcggegag
gcacttegtg

gatctaggtyg

ES 2 663 480 T3

gceggtetec
aaacgceatt
gatctteocace
gatgaatgtce
ggtagcttge
cgaaccggaa
ctggatgget
gacaggatga
cgcttgggtg
tgccocgeogtg
gteeggtgec
gggegtteet
attgggcgaa
atcecatcatg
cgaccaccaa
cgatecaggat
gctcaaggeyg
gccgaatatc
tgtggeggac
cggegaatgy
categectte
gatgcggtat
tttcoggggaa
tatecgeoteca
accatggcca
gtecgagttet
ggtgtggtec
gacaacaccc
gaggtegtgt
cagcegtggg
gecegaggage

aagatcecttt

gttategggg
aacctgatgt
tagateccttt
agectactggg
agtgggctta
ttgccagetyg
ttetegeege
ggatcgttte
gagaggctat
ttcecggetgt
ctgaatgaac
tgegeagetg
gtgecegggge
gctgatgeaa
gegaaacatao
gatctggacg
agcatgcccg
atggtggaaa
cgetatcagg
getgaccget
tategectte
tttctectta
atgtgcgcgg
tgagacaata
agttgaccag
ggaccgaceg
gggacgacgt
tggectgggt
ccacgaactt
ggegggagtt
aggactgaca

ttgataatct
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aagaagtgge
tctggggaat
tcacgtagaa
ctatetggac
catggcgata
gggegeccte
caaggatctg
gcatgattga
tcggetatga
cagcgcaggg
tgcaagacga
tgetegacgt
aggatctcct
tgcggeggcet
geatogageg
aagagcateca
acggcgagga
atggeccgett
acatagegtt
tectogtget
ttgacgagtt
cgecatctgtg
aacccctatt
accetgataa
tgeegtteeg
gctegggtte
gaceccotgtte
gtgggtgege
ccgggacgee
cgacctgege
cgtgcotaaaa

catgaccaaa

tgatctcage
ataaatgtca
agecagteoeg
aagggaaaac
gctagactygg
tggtaaggtt
atggegeagg
acaagatgga
ctgggcacaa
gecgeocggtt
ggcagcgegg
tgtecactgaa
gtcatctcac
gecatacgett
agcacgtact
ggggctegeg
tctegtegtg
ttctggattc
ggctaccegt
ttacggtate
cttotgaatt
cggtatttea
tgtttatttt
atgettcaat
gtgectecaceg
tcecegggact
atecagegegg
ggeeotggacg
tecegggccgg
gaceeggeey
ctteattttt

atcccttaac

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



10

15

gtgagtttte
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagc
gtggcgataa
ageggteggy
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cocctgatte
gccgaacgac
ttggeegatt
gcgcaacgca
gcttecgget
ctatgaccat

caagcttggt

gttccactga
tctgcgegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtegtgtett
ctgaacgggy
atacctacag
gtatceggta
cgectggtat
gtgatgeteg
gttcctggge
tgtggataac
cgagcgcage
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgcca

accgageteg

<210> 16
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..35

ES 2 663 480 T3

gcgteocagace
atctgetget
gagctaccaa
gtccttctag
tacctcgctc
accgggttgg
ggttagtgea
cgtgagetat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcagggggge
ttttgectgge
cgtattaccg
gagtcaagcyg
getggeacga
gttagctcac
gtggaattgt
agctatttag

gatccactag

ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttee
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacageccocag
gagaaagcge
tcggaacagg
ctgtegggtt
ggagectatg
cttttgctca
cotttgagtg
cccaatacge
caggtttcce
tcattaggca
gagcggataa
gtgacactat

taacggeccoge

gatcaaagga
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaceg
cttggagega
cacgottace
agagcgcacg
tegeocaccte
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
aaaccgectc
gactggaaag
ccccaggcett
caatttcaca
agaatactca

cagtgtgetg

tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgctgcca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagce
agcaacgegyg
cctgegttat
getogoogea
tccoogoegoeyg
cgggeagtga
tacactttat
caggaaacag
agctatgeat

gaattegeece

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5840

6000

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 201-Hx2uf" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 16

gactagtacc ggtgttttca aaacctagca acccc

<210> 17
<211> 43
<212> ADN

35
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..43

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 202-Hx2ur" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 17

cgtacgcgtc ttccggaagg gtaccatcag atttcatttg acc 43

<210> 18
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..40

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 203-Hx2df" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 18

gaagacactc gagacgtcct ttgtctgtga aaccaagggc 40

<210> 19
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..39

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 204-Hx2dr" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 19

gtcgacgggc ccttatgttg gtcttgttta gtatggccg 39

<210> 20
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<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..48

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 205-Hx3uf" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 20

aagcggccgc actagtaccg gtgaaacaac tcaataacga tgtgggac 48

<210> 21
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..38

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="cebador
Hx3urATCCGGACGTCTTCCTCAAGAAATCAGTTTGGGCGACG" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 21

atccggacgt cttcctcaag aaatcagttt gggcgacg 38

<210> 22
<211> 44
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..44

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 210-Hx4df" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 22
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agaagacgct cgagacgtcc cttatgggaa gaaggtgttt tgcc

<210> 23
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.34

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 211-Hx4dr" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 23

atggatccta ggggttcttg cagagtaaac tgcg 34

<210> 24
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..46

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 212-Hx5uf" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 24

aagcggccgc actagtacat gtgaacttga aaacgctcat caaggc

<210> 25
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.43

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 213-Hx5ur" /tipo_mol="ADN no asignado
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<400> 25

ttcgtacgcg tcttccggag taacatgaaa ccagagtacc acg 43

<210> 26
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..42

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 229-Hx7df" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 26

agaagaccct cgagacgtcc gacgctgaag aaatgactca cg 42

<210> 27
<211> 42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..42

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 230-Hx7dr" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 27

agtcgacgga tccgtaattt ttcttctttt aagtgacggg cg 42

<210> 28
<211> 44
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.44
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<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 24 3-Gal2ufn" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 28

aagcggccgc actagtaccg gtgatctata ttcgaaaggg gcgg 44

<210> 29
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..43

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 244-Gal2urn" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 29

aacgtacgtc cggatcatta gaatactttt gagattgtgc gct 43

<210> 30
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..43

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 233-Ga2df" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 30

agaagaccct cgagacgtct taccttggaa atctgaaggc tgg 43

<210> 31
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
117
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<221> fuente
<222>1..36

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 234-Ga2dr" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 31

gtggatccta ggtaaaacgg tacgagaaaa gctccg 36

<210> 32
<211> 5959
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..5959

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="pRN485; TOPO-BLUNT-GAL2::loxPzeoMXloxP"
/tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 32
agcgcccaat acgcaaaccg cctcteccocceg cgegttggec gattcattaa tgcagetgge 60
acgacaggtt tccegactgg aaagegggceca gtgagegcaa cgcaattaat gtgagttage 120
tcactcatta ggcaccccag gctttacact ttatgettce ggectcgtatg ttgtgtggaa 180

118



ttgtgagegy
ttaggtgaca
ctagtaacgg
taaaacggta
tataaaagaa
toctggateg
gaagaaagtc
gtgatgtggt
ggtgaacaaa
aaaggttata
aatttatata
aaatactatg
tggagegtcet
tgttgtaaat
gatttccaag
tatgcegeget
tatagcgacc
cgcatctggg
aaatagaaca
ctttttattyg
cgggtegege
ccecggaggeg
caggoocgogc
gctgatgaac
ccgggagaac
gagcaccgga
gaactgtatce
tactaacctt
aggggagcegt
gtgeggecat
tacgggcogac

ttctgggect

ataacaattt
ctatagaata
coegecagtgt
cgagaaaage
ataaaggaaa
ttcgaacatt
caggcaagta
cctttaataa
ggatggcaga
tatgtaataa
atcgtaagga
ataattaaaa
cacttcaaac
cctetaaate
gtaagacgte
ctagatateg
agcattcaca
cagatgatgt
actacaatat
tcagtgtgte
agggcgaact
tcceggaagt
accecacacce
agggtcacgt
ccgagecggt
acggcactgg
ctagcaagat
ttatatttet
ttceetgete
caaaatgtat
agtcacatca

ccatgtcget

ES 2 663 480 T3

cacacaggaa
ctcaagctat
gctggaatte
tcegagacgt
tgcttgttac
ctcactcocat
cetgacttat
tttcataggy
gcatgttate
tactctgata
tatcattgat
tgaagaaaaa
gcattattet
gtaattatta
tcogaggecta
tegacactgg
tacgattgac
cgaggcegaaa
aaaaaaacta
agtcectgecte
cocgococca
tcgtggacac
aggccagggt
cgteceggac
cggtccagaa
tcaacttgge
tttaaaagga
ctacagggge
gcaggtetge
ggatgcaaat
tgeccctgag

ggeegggtyga

acagctatga
gecatcaagct
gecettgtgg
tgaattgaat
actgataaac
taattgtatg
tttetagagg
acaattcatt
gttttetttt
tatgtacaca
aagggaaatt
acgtecagtea
agcatggect
cctettetgg
taacttogta
atggeggegt
gcatgatatt
aaaaatataa
tacaaatgac
cteggccacyg
cggetgeteyg
gaccteccgac
gttgtccgge
cacacecggceg
ctegacceget
catggttgtt
agtatatgaa
geggegtggg
agcgaggage
gattatacat
ctgegeacgt

cccggegdgg
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ccatgattac
tggtaccgag
atcctaggaa
attaataggt
aaatgactga
ttagetcecagg
acceoccaga
ttgegttttt
ttttttectg
aataataggt
tttttttttt
tgaaaaatta
tgtaccacgg
atgaaggaat
tagcatacat
tagtatecgaa
actttctgeg
atcacgctaa
aagttettga
aagtgcacgce
cagatetegy
cactecggegt
accacctggt
aagtegtect
cceggegacgt
tatgttcgga
agaagaacct
gacaattcaa
cgtaattttt
ggggatgtat
caagactgte

acgaggcaaqg

gccaagctat
ctecggatcea
tggatgatgg
tgcaggttga
aaaaagcaac
aattcaacty
gataagtotg
aattttgcte
ttttagagaa
ttaggtaagg
tttttcaaac
agagagatga
tttgtegtea
cecagecttea
tatacgaagt
tcgacagecag
cacttaactt
catttgatta
aaacaagaat
agttgccgyge
teatggocygg
acagctcgtc
coctggaccoge
ccacgaagte
cgegegeggt
tgtgatgtga
cagtggcaaa
cgegtetgtg
gettegcgee
gggetaaaty
aaggagggta

cttaagggeg

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

s$00

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1580

2040

2100



aatteccagea
ttatacgtac
tactgagtga
tgttoctocte
acttaactat
aacaccaaat
ctccacattt
taatttaaga
atcttgagat
ttotgeetta
gacgaaagac
actagtgcgg
gcatgcatcet
cgttttacaa
acatcccocet
acagttgecge
ttatcgtectg
gatcaceetg
ggtgcatatc
ctecegttate
cattaacctg
cacctagatc
tgtcagectac
ttgcagtggg
ggaattgcca
ggcttteteg
atgaggatcg
ggtggagagyg
cgtgtteegg
tgccctgaat

tacttgegea

cactggegge
gtccggatca
agagatcacg
aactgccatt
tactattett
tttcaatcca
tagcctgecga
atatgtgcac
gggaagggct
atategteca
cgcecggtgece
ccgecttaagyg
agagggccca
cgtegtgact
ttegocaget
agcctatacg
tttgtggatg
gecagtgeac
ggggatgaaa
ggggaagaag
atgttctggg
cttttecacgt
tgggctatct
cttacatgge
gctggggege
ccgecaagga
tttcgcatga
ctattegget
ctgtcagecge
gaactgcaag

getgtgetog

ES 2 663 480 T3

cgttactaga
ttagaatact
tcttcaccag
atgaaagaat
gatgataatt
attactgatt
aatgtttgtt
agttaacttt
taactaatct
aggcacatgg
ttcctgagge
gcgaattctyg
attegeccta
gggaaaacca
ggcegtaatag
tacggcagtt
tacagagtga
gtetgoetgte
gctggcgeat
tggectgatet
gaatataaat
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cctetggtaa
tctgatggeg
ttgaacaaga
atgactggge
aggggecgccec
acgaggcage

acgttgteac

ataacttegt
tttgagattyg
cttggggttg
tatttttttt
gaataaggtg
gtttatatat
ttttgaacaa
ctagecaggag
cggttcggag
acccctgaac
aaccgcccct
cagatatcca
tagtgagteg
tggegttace
cgaagaggec
taaggtttac
tattattgac
agataaagtce
gatgaccace
cagccacecgce
gtcaggcatg
tecgocagaaa
aaacgcaagc
ctgggeggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgcac
acaacagaca
ggttcettttt
geggetateg

tgaagcggga
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ataatgtatg
tgcgcttaaa
ctgtgaaaca
attatgttaa
cataatgaag
gtctacaaaa
tagctctecca
tataatgcca
tgatcegeoeeo
ggcegeagata
ttcgaatata
tcacactggc
tattacaatt
caacttaatce
cgcaccegate
acctataaaa
acgcegggygce
tocegtgaac
gatatggcca
gaaaatgaca
agattatcaa
cggtgctgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccctgecaaag
agctectgate
gcaggttcte
atcggetget
gtcaagaccg
tggetggeca

agggactggc

ctatacgaag
tgggaatctt
acaggcatat
tettgtgttt
agcaattcac
cttatcctat
gaatgttgta
tttgotecce
cgatactgce
tetecgeoacy
gatcaccggt
ggccgectega
cactggecgt
gecttgeage
gaccttecea
gagagagccg
gacggatggt
tttacceggt
gtgtgcecggt
tcaaaaacge
aaaggatctt
cccggatgaa
agcaggtagc
caagcgaacc
taaactggat
aagagacagg
cggceegettyg
ctgatgeege
acctgtcegg
cgacggygcgt

tgoctattggg

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



cgaagtgceg
catggectgat
ccaagcegaaa
ggatgatctg
ggcgagcatyg
tatcatggtg
ggaccgeotat
atgggctgac
cttctatege
gtattttctc
ggaaatgtgce
ctcatgagac
gccaagttga
ttectggaccyg
gtecegggacg
accctggecet
gtgtccacga
tgggggcgag
gagcaggact
ctttttgata
gacccocogtag
tgcttgcaaa
ccaactecttt
ctagtgtage
gctctgetaa
ttggactcaa
tgecacacage
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcetgteg
gggeggagec

tggccttttg

gggcaggatc
gcaatgcgge
cateogeateg
gacgaagagc
cccgacggey
gaaaatggec
caggacatag
cgcttccteg
cttettgacg
cttacgcatc
gcggaaccce
aataaccetg
ccagtgeegt
accggetegg
acgtgaccct
gggtgtgggt
acttccggga
agttcegecect
gacacgtget
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttcegaaggt
cgtagttagg
tectgttace
gacgatagtt
ccagettgga
gcgecacget
caggagagcey
ggttteogeca
tatggaaaaa

ctcacatgtt

gtgagogagg aagcggaag

<210> 33
<211> 6384
<212> ADN

ES 2 663 480 T3

tecectgteate
ggctgcatac
agegageacg
atcagggget
aggatctcegt
getttteobgg
cgttggetac
tgctttacgy
agttcttcetg
tgtgcggtat
tatttgttta
ataaatgett
teceggtgete
gttetececgyg
gttcatecage
gegeggectg
cgcectecocggg
gcgegacceg
aaaacttcat
caaaatceet
aggatcttet
accgctacca
aactggecttc
ccaccactte
agtggctget
accggataag
gcgaacgace
teccgaaggg
cacgagyggayg
cctetgactt
cgocageoaac

ctttectgeg

accgectttg agtgagetga taccgectoge

tecacecttget
gettgatecg
tacteggatg
cgegoecagec
cgtgacccat
attcatcgac
ccogtgatatt
tatcgeocget
aattattaac
ttcacaccge
tttttetaaa
caataatage
accgegegeg
gacttcgtgg
geggtocagg
gacgagetgt
ccggecatga
gceggcecaact
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcoectt
geggtggttt
agcagagcge
aagaactetg
gceagtggeg
gcgeageggt
tacacecgaac
agaaaggegg
cttccagggg
gagegtcegat
geggectttt
ttatccectg

cgcagccegaa
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cetgecgaga
gctacctgee
gaagecggte
gaactgtteg
ggcgatgect
tgtggcegge
getgaagage
cocgattege
gcttacaatt
atacaggtgg
tacattcaaa
acgtgaggag
acgtecgeegg
aggacgactt
accaggtggt
acgecegagtg
ccgagatcgg
gcgtgecactt
aaaggatcta
tttegttcea
tttttetgeg
gtttgcecgga
agataccaaa
tagecaccgee
ataagtegtg
cgggotgaac
tgagatacct
acaggtatee
gaaacgcecty
ttttgtgatg
tacggttect

attctgtgga

cgaccgagcg cagcgagtca

aagtatccat
cattecgaceca
ttgtcgatea
ccaggctcaa
gettgecgaa
tgggtgtgge
ttggeggega
agcgecatcyge
tcctgatgeg
cacttttcgg
tatgtatcecg
ggccaccatg
ageggtcgag
cgeecggtgtg
geceggacaac
gteggaggte
cgagcagcocy
cgtggeccgay
ggtgaagate
ctgagcgtea
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcott
tacataccte
tettaceggg
ggggggttcg
acagegtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctegteaggy
gggettttge

taaccgtatt

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940

5959
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..6384

10

122

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="pRN566; @ TOPO-BLUNT-HXT367::loxP-hphMX-loxP"

/tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 33
agcgcccaat acgcaaaccg cctctccececg cgegttggee gattcattaa tgcagectgge €0
acgacaggtt tcccgactgg aaagcgggca gtgagcgcaa cgcaattaat gtgagttage 120
tcactcatta ggcaccccag gctttacact ttatgecttce ggectcecgtatg ttgtgtggaa 180
ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gccaagctat 240
ttaggtgaca ctatagaata ctcaagctat gcatcaaget tggtaccgag ctcggatcca 300
ctagtaccgg tgaaacaact caataacgat gtgggacatt gggggcccac tcaaaaaatc 360
tggggactat atccccagag aatttctcca gaagagaaga aaagtcaaag tttttttteg 420
cttgggggtt gcatataaat acaggcgctg ttttatctte agcatgaata ttccataatt 480
ttacttaata gcttttcata aataatagaa tcacaaacaa aatttacatc tgagttaaac 540
aatcatgaat tcaactccag atttaatatc teccacaaaag tcaagtgaga attcgaatge 600
tgacctgcct tcgaataget ctcaggtaat gaacatgccet gaagaaaaag gtgttcaaga 660
tgattteccaa gctgaggccg accaagtact taccaaccca aatacaggta aaggtgcata 720
tgtcactgtg tcectatetgtt gtgttatggt tgcctteggt ggtttegttt teggttggga 780
tactggtacc atttctggtt tcgtcgccca aactgatttce ttgaggaaga cgtcecggacg 840
tacgtataac ttcgtatagc atacattata cgaagttatt ctagtaacgg ccgccagtgt 200
getggaatte goccettaage ttgectoegte cocgecgggt caccoggeca gogacatgga 960
ggcccagaat accctecttg acagtettga cgtgeogeage tecaggggeat gatgtgactg 1020
tcegecegtac atttagecca tacatececca tgtataatca tttgeatcca tacattttga 1080
tggccgecacg gcgcgaagca aaaattacgg ctcctegetg cagacctgeg agcagggaaa 1140
cgctceceocte acagacgegt gaattgtcce cacgeccgecge ccctgtagag aaatataaaa 1200
ggttaggatt tgccactgag gttcecttcettt catatactte cttttaaaat cttgetagga 1260
tacagttcte acatcacate cgaacataaa caaccatggg taaaaagect gaactecaccg 1320



cgacgtetgt
tcteggaggg
tgegggtaaa
catecggecge
cctattgcat
tgccegetgt
gocagacgaqg
gtgatttcat
acaccgtcag
gccccogaagt
atggccgeat
aggtcgccaa
acttecgageg
gcattggtct
gggcgeaggyg
aaatcgeoceg
gtggaaaccg
aaagattctt
attttaatea
tgcgaagtta
tatactgetg
atcgatgata
tataatgtat
acgatgacaa
ttaattecatg
tttttaatga
attttcaagt
ttaaagagaa
aatattccaa
aaggatatag
aaaagtgtet

aaaattacgg

cgagaagttt
cgaagaatct
tagetgegee
getecegatt
ctcecegeegt
tetgeoageeg
cgggttegge
atgcgcgatt
tgegtcegte
ccgygcaccte
aacagcggtc
catettette
gaggcatccg
tgaccaactc
tagatgegac
cagaagcegeg
acgcccocage
gttttcaaga
aatgttageg
agtgegcaga
tegattegat
tccatcacac
gctatacgaa
gccattgtac
atcacgctet
tatcttgaaa
ttttgateat
atgecaaagtyg
ttttgectge
tagageocttt
aatgagtecag

atcegtcgac

ES 2 663 480 T3

ctgatcgaaa
cgtgetttca
gatggtttet
ccggaagtge
gcacagggty
gtcgeggagg
ceatteggac
gctgatccec
gcgeaggete
gtgcacgegg
attgactgga
tggaggeegt
gagcttgecag
tatcagagct
geaategteo
gcegtetgga
actcgtccga
acttgtcatt
tgatttatat
aagtaatatc
actaacgecg
tggeggeege
gttataggecc
aagagaatgt
aatttgtgeca
agtaaatacg
ttgttcteoag
ggaagaagtec
agacccacgt
ttgaaatggg
ttatttettt

taagggcgaa

agttcgacag
gettegatgt
acaaagateg
ttgacattgg
tcacgttgca
ccatggatge
cgeaaggaat
atgtgtatca
tcgatgaget
atttcggete
gcgaggegat
ggttggettg
gatecgeegeg
tggttgacgg
gateeggage
cagatggetg
gggcaaagga
tgtatagttt
tttttttoge
atgcgtcaat
ccatecagty
tcgacgatat
tcgagacgte
tcageaccaa
tttgaaatgt
tttttaatat
aaagttgagt
agttgtttac
ctacaaattt
aaatatctte
cttactecate

ttctgcagat

123

cgtetecegac
aggagggcgt
ttatgtttat
ggaattcage
agacctgect
gatcgetgeg
cggtcaatac
ctggcaaact
gatgctttgg
caacaatgtc
gttcggggat
tatggagcag
gctecegggeg
caatttcgat
cgggactgte
tgtagaagta
ataatcagta
ttttatattg
ctegacatea
cgtatgtgaa
tcegaaaacga
ctagagcgeg
cgacgctgaa
ataatttgeg
actctaatte
atacaaaata
gggacggaga
cgaccgeact
tggttagttt
tttttotgta
gecegteact

atccatcaca

ctgatgcage
ggatatgtec
cggeactttg
gagagcctga
gaaaccgaac
geegatetta
actacatgge
gtgatggacyg
gccgaggact
ctgacggaca
tcccaatacg
cagacgceget
tatatgctec
gatgcagcett
gggegtacac
ctegecgata
ctgacaataa
tagttgttct
tetgeccaga
tgctggtcge
getegaatte
cataactteg
gaaatgacte
aacactttta
taattttata
atacagttta
caaagaaact
gttattcaca
ggtaaatgght
tocegettea

taaaagaaga

ctggoggoeg

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2%40

3000

3060

3120

3180

3240



ctegageatg
gccgtegttt
gcagcacatec
tcccaacagt
agcegttate
atggtgatcc
ccggtggtge
caggtotacyg
aacgccatta
atctteacet
atgaatgtca
gtagcttgea
gaacecggaat
tggatggett
acaggatgag
gcttgggtgg
gccgeegtgt
taaggtgece
ggegttectt
ttgggcgaag
tccatcatgg
gaccaccaag
gatcaggatg
ctcaaggcga
ccgaatatca
gtggeggace
ggcgaatggg
atcgecttet
atgcggtatt
tteggggaaa

atcogeteat

catctagagg
tacaacgtcg
cccctttege
tgcgecagect
gtctgtttgt
cecctggeccag
atatcgggga
ttategggga
acctgatgtt
agatcetttt
gctactggge
gtgggettac
tgcecagetgg
tcteogeegee
gatcgttteg
agaggctatt
tccggetgte
tgaatgaact
gecgcagetgt
tgceggggca
ctgatgcaat
cgaaacatcg
atctggacga
gcatgcccocga
tggtggaaaa
gctatcagga
ctgaccgcectt
atcgeettet
ttctcecttac
tgtgegegga

gagacaataa

ES 2 663 480 T3

goccaatteg
tgactgggaa
cagctggegt
atacgtacgg
ggatgtacag
tgcacgtctg
tgaaagectgg
agaagtgget
ctggggaata
cacgtagaaa
tatctggaca
atggcgatag
ggcgeecctet
aaggatctga
catgattgaa
cggctatgac
agcgcagggyg
gcaagacgag
gctcgacgtt
ggatctectg
gcggeggetyg
catcgagcga
agagcatcag
cggcgaggat
tggcegettt
catagecgttg
cctcgtgett
tgacgagtte
gcatctgtge
acccectattt

cectgataaa

cectatagtg
aaccctggcg
aatagcgaag
cagtttaagg
agtgatatta
ctgtcagata
cgcatgatga
gatctcagee
taaatgtcag
gccagtecge
agggaaaacyg
ctagactggg
ggtaaggttg
tggegoaggyg
caagatggat
tgggcacaac
cgceceggtte
gcagcgeggce
gtcactgaag
tcatctecace
catacgcttg
gcacgtacte
gggctegege
ctcgtcegtga
tetggattea
gctaccegtg
tacggtatcg
ttctgaatta
ggtatttcac
gtttattttt

tgcttcaata

124

agtcgtatta
ttacccaact
aggcccgcac
tttacaccta
ttgacacgce
aagtctcceg
ccaccgatat
accgogaaaa
gcatgagatt
agaaacggtyg
caagcgcaaa
cggttttatg
ggaagccctg
gatcaagctce
tgcacgcagy
agacaatcgg
tttttgtcaa
tategtgget
cgggaaggyga
ttgetectge
atccggcectac
ggatggaagc
cagccgaact
cccatggoga
tcgactgtgg
atattgctga
ccgctoccga
ttaacgetta
accgcataca
ctaaatacat

atagcacgtg

caattcactg
taatcgeoctt
cgatcgecct
taaaagagag
ggggegacqgg
tgaactttac
ggccagtgtyg
tgacatcaaa
atcaaaaagg
ctgacccagyg
gagaaagcag
gacagcaagc
caaagtaaac
tgatcaagag
ttetecggee
ctgectctgat
gaccgacctg
ggccacgacyg
ctggctgcta
cgagaaagta
ctgcccattc
cggtecttgte
gttegeceagg
tgcctgettg
ccggetgggt
agagcttgge
ttcgcagege
caatttcctg
ggtggcactt
tcaaatatgt

aggagggcca

3300

3360

3420

34890

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



10

15

ccatggccaa
tcgagttctg
gtgtggtceg
acaacaccct
aggtegtgte
agccgtgggg
ccgaggagea
agatcctttt
cgtcagacoe
tctgetgett
agctaccaac
tcettetagt
acctcgetct
ccgggttgga
gttcgtgcac
gtgagctatg
gcggeagggt
tttatagtcc
caggggggcyg
tttgctggee
gtattaccge

agtcagtgag

gttgaccagt
gaccgaccgg
ggacgacgtyg
ggectgggtg
cacgaactte
gcgggagtte
ggactgacac
tgataatcte
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tetttttecyg
gtagcegtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagoe
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcegggttt
gagecctatgg
ttttgectcac
ctttgagtga

cgaggaagcg
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geegtteegg
ctegggttcet
accctgttca
tgggtgcgeg
cgggacgect
goectgogeg
gtgctaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccge
aaggtaactg
ttaggecace
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcccg
gagcgecacga
cgccacctct
aaaaacgcca
atgttettte
getgataceg

gaag

<210> 34
<211> 6073
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..6073

<223> Jorganismo="Secuencia artificial"

/tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 34

tgctcacege
ccegggactt
tcagcgcggt
goctggacga
cegggeegge
acceggecgg
ttcattttta
teccttaacg
cttoettgaga
taccageggt
getteageag
acttcaagaa
ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgagcg
gcaacgcggce
ctgegttate

ctegeegeag

/nota="pRN569:

125

gcgcogacgte
cgtggaggac
ccaggaccag
gotgtacgec
catgaccgag
caactgegtg
atttaaaagg
tgagtttteg
toetttittt
ggtttgtttg
agcgeagata
ctetgtagea
tggcgataag
geggtcggge
cgaactgaga
ggcggacagyg

agggggaaac

tcgatttttg
ctttttacgg
ccctgattet

ccgaacgace

gccggagegg
gacttcgeceyg
gtggtgccgg
gagtggtcgg
atcggogage
cacttogtgy
atctaggtga
ttccactgag
ctgegegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
cegectacat
tcgtgtctta
tgaacggggy
tacctacagc
tatccggtaa
gcctggtatce
tgatgctcgt
ttcectggget
gtggataacc

gagcgcageg

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5240

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6384

TOPO-BLUNT-HXT514::loxP-natMX-loxP"



agcgcccaat acgcaaaccqy

acgacaggtt tccecgactgg

tcactcatta ggcaccccag

ttgtgagegg
ttaggtgaca
ctagtaacgg
gtaaactgeg
attecaaaget
tgtcgtattt
ctcttccaga
ctataaacta
attattttta
aacatcttet
cctctecttgt
aagggacgtc
ctagatateg
agcattcaca
cagatgatgt
actacaatat
tcagtactag
gtagtacagg
cgeccggtgeg
gaactcogte
gacctcgatg
gcccgecagg
ctcceceggeg
gtccaccgge
gtcggtggtyg
gcggtaccgg
tgtgatgtga
cagtggcaaa
cgcgtectgtg
gettegegee

gggctaaatg

ataacaattt
ctatagaata
ccgccagtgt
attcttcaga
ttttgattga
attgatgacc
actttgaaac
ttaaatcata
ttccttgaag
tgtaaaatgyg
ttggtggaac
tcgaggccta
tcgacactgg
tacgattgac
cgaggcgaaa
aaaaaaacta
gggcagggca
geggtgteca
ttgacgttgg
gcgagcccca
tcctcgacgg
tcgeegtegt
tccgattegt
acctecccgcea
aaggacccat
taageccgtgt
gaactgtatc
tectaacett
aggggagegt
gtgeggecat

tacgggegac
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cctcteecey

aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
ctcaagctat
gctggaattc
taaactatce
cggtagatca
ttttgeccatce
aaaaaacata
aatatatatt
gaagtctata
ttgatcatca
ccaagaaggt
taacttegta
atggeggegt
gcatgatatt
aaaaatataa
tacaaatgac
tgctcatgta
ggccgcagaq
tgacctccag
tcaacgegeqg
tcagccggeg
cceccgtacge
cgtecgatte
gggtgaagcc
ccagtgecctce
cgtcaagagt
ctagcaagat
ttatatttcet
tteecctgete
caaaatgtat

agtcacatca

cgegttggec
gtgagcgcaa
ttatgecttce
acagctatga
gcatcaagct
gceccttatgg
cgaacatatt
aagttgtgtt
gttaagtgga
attcaaaatt
teatagageg
ttatttaatt
tgcattagat
gatttccatg
tagcatacat
tagtatecgaa
actttectgeg
atcacgectaa
aagttcttga
gagcgcctge
ggtgaacccce
ccagaggtge
ccecgaccecg
gttccageccg
gacgaacgtc
gtcgtegggg
gtccceggtg
gatggccteg
ggtcatttta
tttaaaagga
ctacagggge
gcaggtctge
ggatgcaaat

tgoecectgag

126

gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg
ccatgattac
tggtaccgag
atcctagggg
gacccacttt
ctacgtattt
gaattecggcecce
gtagtttgat
ttaaaaattg
aactgaccta
catcagegtt
gcaaaacacc
tatacgaagt
tcgacagcag
cacttaactt
catttgatta
aaacaagaat
tcgcegtecg
atacgecgat
cocggogecee
tgcececeoeggt
gagtacgaga
cgggagtceg
aacaccttgg
geggtgacge
gcgtcecceg
catggttgtt
agtatatgaa
gcggegtggg
agcgaggagc
gattatacat

ctgogeacgt

tgcagctgge
gtgagttagc
ttgtgtggaa
gccaagetat
ctcggatcca
ttcttgcaga
caggtaggtce
acgtettttt
tattectaac
aaagtattat
aagatcaaat
ctttttteeg
gtagtcagta
ttcttcccat
tatgcgeget
tatagcgace
cgecatctggg
aaatagaaca
ctttttattg
aggecggtgec
acgegtggat
getegeggge
gcteegggge
cgaccacgaa
ggtegecegte
teaggggegg
ggaagacggt
ggacactggt
tatgttcgga
agaagaacct
gacaattcaa
cgtaattttt
ggggatgtat

caagactgte

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



aaggagggta
cttaagggcy
ctatacgaag
aggcgacact
tgagatgatt
gatcccaatt
accgagettt
caaaccggtt
cctaatgaag
gaacccacca
tttcttotet
gcctteatgg
ggcggtacca
cacagtagca
geggecogett
atctagaggg
acaacgtcgt
cecctttogee
gecgeagocta
tctgtttgtg
cetggecagt
tatcggggat
tatcggggaa
cctgatgtte
gatcectttte
ctactggget
tgggettaca
gacagetggg
ctcgecgeea
atcgtttege

gaggetatte

ccggetgtea

ttetgggect
aattccagca
ttatacgtac
tcagaaatta
cttccaatga
gagtaaatga
gacaaaacta
ctgacatcgyg
tctgtttgee
aaagcaacca
agttggttgt
gaaatgtaac
ggagcagtcg
gacecetteca
aagggcgaat
cccaattege
gactgggaaa
agctggecgta
tacgtacgge
gatgtacaga
gecacgtetge
gaaagctggc
gaagtggetg
tggggaatat
acgtagaaag
atctggacaa
tggegatage
gegeactotg
aggatctgat
atgattgaac

ggctatgact

gcgcagggge
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ccatgteget
cactggcgge
gtecggagta
gcataggege
aatattgata
cgacaacagt
taccteocgat
aaagataggt
tgacaaaacc
tcaaacagca
caacctcett
ttgagacggg
agtttcctga
aggggccttg
tcotgeagata
cctatagtga
accctggegt
atagcgaaga
agtttaaggt
gtgatattat
tgtcagataa
gcatgatgac
atctcagcea
aaatgtecagg
ccagtccgea
gggaaaacgc
tagactggge
gtaaggttgg
ggcdgcaggdy
aagatggatt
gggcacaaca

gceeggtbet

ggeegggtga
cgttactaga
acatgaaacc
caaaactgta
ccatttgtca
catcagacca
agegcagecg
agtccogttt
agatatagta
gacggataca
ctgaagctct
tttagettgt
cttetegttg
atgagegttt
tocatcacac
gtegtattac
tacccaactt
ggcocgeaca
ttacacctat
tgacacgccg
agtetecegt
caccgatatg
ccgcgaaaat
catgagatta
gaaacggtge
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaageccctge
atcaagctct
gcacgcaggt
gacaatcgge

ttttgtcaag

127

cecggegggyg
ataacttcgt
agagtaccac
ataccaccaa
atggaggcga
atcttacgte
atgttgaaaa
gcacgggtyce
ccagtatcece
aatagtaaat
tceagttegt
gccaaattat
tatgagttag
tcaagttcac
tggeggeage
aattecactgg
aatcgccttg
gatcgccctt
aaaagagaga
gggcgacgga
gaactttace
gccagtgtge
gacatcaaaa
tcaaaaagga
tgaccecegga
agaaagcagg
acagcaageg
aaagtaaact
gatcaagaga
totecggecg
tgetotgatg

accgacctgt

acgaggcaag
ataatgtatg
geaactgett
cgeccagtee
tttggatgat
catacatate
tagaaaccat
tgccaaateg
acccaaacac
ccgacttcga
ctttgggagg
cgttgtaace
aatttgtget
atgtactagt
togagcatge
cegtegtttt
cagcacatcee
cccaacagtt
geegttateg
tggtgatcee
cggtggtgca
cggtctcegt
acgccattaa
tettecacecta
tgaatgtcag
tagettgcag
aaceggaatt
ggatggettt
caggatgaqgg
cttgggtgga
cegeegtgtt

ceggtgecet

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

35860



gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggeag
tgatgcaatg
gaaacatecge
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgacecgette
tcgecttctt
tcteocttacg
gtgegeggaa
agacaataac
ttgaccagtg
accgaccggce
gacgacgtga
goctgggtgt
acgaacttcec
cgggagttcg
gactgacacg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttecega
tagceogtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgeca

Jggaacaggag

caagacgagg
ctcgacgttg
gatctectgt
cggcggetge
ategagegag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggceegetttt
atagcgttgg
ctegtgettt
gacgagttct
catctgtgeg
cccctatttg
cctgataaat
cogttecggt
tegggttete
ccctgttcat
gggtgcgegy
gggacgcctc
cectgegega
tgctaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggeccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgettecega

agcgeacgag

gtegggttte gccacctetg

agcctatgga aaaacgccag

tttgctcaca tgttctttee

tttgagtgag ctgataccgc

gaggaagcgyg aag
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cagegegget
tcactgaage
catctcacct
atacgcttga
cacgtacteg
ggctegegee
tcgtecgtgac
ctggattecat
ctacccgtga
acggtatcge
tctgaattat
gtatttcaca
tttattttte
gcttcaataa
gotcacegeg
ccgggactte
cagcgcggtce
cctggacgag
cgggcecggec
coceoggeegge
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgcecagt
taaggcgeag
gacctacacc
agggagaaag
ggagctteca
acttgagcgt
caacgcggcc
tgcgttatce

tcgecegeage

atcgtggetg
gggaagggac
tgctectgee
tecggetace
gatggaagce
agccgaactg
ccatggegat
cgactgtgge
tattgctgaa
cgetecegat
taacgcttac
ccgcatacag
taaatacatt
tagcacgtga
cgegacgteg
gtggaggacg
caggaccagg
ctgtacgecy
atgaccgaga
aactgcgtge
tttaaaagga
gagttttegt
cettttttte
gtttgtttge
gcgcagatac
tctgtagecac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
gcggacaggt

gggggaaacg
cgatttttgt

tttttacggt
cctgattctg

cgaacgaccg
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gcoacgacgg
tggctgectat
gagaaagtat
tgoeccatteg
ggteottgteg
ttegecagge
gcctgettge
cggetgggtyg
gagcttggcg
tegeagegea
aatttcctga
gtggcacttt
caaatatgta
ggagggccac
ccggageggt
acttecgecegg
tggtgccgga
agtggteogga
tcggecgagea
acttegtgge
tctaggtgaa
tccactgage
tgecgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgoctacata
cgtgtcttac
gaacgggggy
acctacagcg
atceggtaag
cctggtatet
gatgctegte
tcectgggett

tggataaccg

agcgcagcga

gegttecettg
tgggcgaagt
ccatcatgge
accaccaagce
atcaggatga
tcaaggcgag
cgaatatcat
tggcggaceg
gcgaatggge
tegecttota
tgcggtattt
tcggggaaat
teegeteatg
catggccaag
cgagttetgyg
tgtggtcegg
caacaccctg
ggtegtgtec
gecgtggggyg
cgaggagcag
gatccttttt
gtcagaccce
ctgetgettg
gctaccaact
ccttectagtyg
cctegetetg
cgggttggac
ttogtgecaca
tgagctatga
cggeagggtce
ttatagtcct
aggggggcygy
ttgctggecet
tattaccgec

gtcagtgage

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44490

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6073
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<210> 35
<211> 6189
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..6189

129

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="pRN635; TOPO-BLUNT-HXT2::loxP-kanMX-loxP"

/tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 35
agcgccecaat acgcaaaccg cctctececg cgegttggee gattcattaa tgcagetgge 60
acgacaggtt tceccgactgg aaagcecgggca gtgagcgcaa cgcaattaat gtgagttage 120
tcactcatta ggcaccccag getttacact ttatgeottce ggetegtatg ttgtgtggaa 180
ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gccaagctat 240
ttaggtgaca ctatagaata ctcaagctat gcatcaaget tggtaccgag ctcggatcca 300
ctagtaacgyg ccgecagtgt getggaatte geccttgact agtaceggtg ttttcaaaac 360
ctagcaaccc ccaccaaact tgtcatcgtt cccggattca caaatgatat aaaaagegat 420
tacaattcta cattctaace agatttgaga tttccetettt ctecaattect cttatattag 480
attataagaa caacaaatta aattacaaaa agacttataa agcaacataa tgtctgaatt 540
cgoetactage cgegttgaaa gtggotctca acaaacttet atcecacteta ctecgatagt 600
geagaaatta gagacggatg aatctectat tcaaaccaaa tctgaataca ctaacgetga 660
actcccagca aagccaatcg ccgcatattg gactgttate tgtttatgtce taatgattge 720
atttggtggg tttgtectttg gttgggatac tggtaccatc tectggttttg ttaatcaaac 780
cgatttcaaa agaagatttg gtcaaatgaa atctgatggt accttcecgga agacgegtac 840
gtataacttc gtatagcata cattatacga agttattcta gtaacggccg ccagtgtgct S00
ggaattegee cttaagettg cctegtcoce gecgggtcac ceggecageg acatggagge 960
ccagaatacc ctccttgaca gtcttgacgt gcgcagctca ggggcatgat gtgactgtcg 1020
cccgtacatt tagcccatac atccccatgt ataatcattt gcatccatac attttgatgg 1080
ccgcacggecg cgaagcaaaa attacggectc ctcocgcectgcag acctgegage agggaaacgce 1140
tceceoctecaca gacgegttga attgtececa cgeoegegece ctgtagagaa atataaaagg 1200



ttaggatttg
cagttctcac
aggccgegat
aatgtcggge
ttgtttetga
ctaaactggc
gatgatgcat
gaatatecoctg
cattcgatte
gegcaatcac
ggctggectg
tcagtcgtca
ataggttgta
ctatggaact
ggtattgata
taatcagtac
tttatattgt
tagacatcat
gtatgtgaat
cgacgatatce
cgagacgtcc
tgttgaaggt
cgaggaataa
tactttaata
gtaccactca
aaagttccta
tacgatccaa
gaatgatatt
taattagtgg
aaaggtgcaa

gtcgacaagg

cecactgaggt
atcacatccg
taaattccaa
aatcaggtgc
aacatggcaa
tgacggaatt
ggttactcac
attcaggtga
ctgtttgtaa
gaatgaataa
ttgaacaagt
ctcatggtga
ttgatgttgg
gcctecggtga
atcctgatat
tgacaataaa
agttgttcta
ctgeeccagat
gectggteget
tagagecgegce
tttgtctgtg
gtcaaaccat
gagattatac
gatgatctte
tttatctaga
catacgtctg
atacttacac
tgattttaat
ttaggttgca
acaaaacaca

gogaattetg

ES 2 663 480 T3

tocttetttea
aacataaaca
catggatgct
gacaatctat
aggtagegtt
tatgecctett
cactgcgatc
aaatattgtt
ttgtcectttt
cggtttggtt
ctggaaagaa
tttctcactt
acgagtogga
gttttectect
gaataaattg
aagattecttg
ttttaatcaa
gegaagttaa
atactgctgt
ataacttegt
aaaccaaggq
ggaaatctgg
ttaaactage
atactttttt
tttttttaat
gtacttgaaa
cgcatgtaaa
ceggecaattt
gtactaataa
cgecgategyg

cagatatecca

tatacttect
accatgggta
gatttatatg
cgattgtatg
gccaatgatg
ccgaccatca
cccggcaaaa
gatgegetgg
aacagcgatc
gatgegagtyg
atgcataagc
gataacctta
atcgcagacce
tcattacaga
cagtttcatt
ttttcaagaa
atgttagcgt
gtgogeoagaa
cgattcgata
ataatgtatg
cttaacatta
tagctggate
actgattttt
atttaacgat
actgatcaaa
cgctgetteg
aatatgccga
acctecttta
gaattaagac
ccatactaaa

teacactgge
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tttaaaatct
aggaaaagac
ggtataaatg
ggaagcccga
ttacagatga
agcattttat
cagcattcca
cagtgttecct
gocgtattteg
attttgatga
ttttgccatt
tttttgacga
gataccagga
aacggetttt
tgatgetega
cttgtecattt
gatttatatt
agtaatatca
ctaacgccge
ctatacgaag
gaggaagtta
tcaaaagaaa
ttaaggctaa
ttttaatgat
tcttaecggac
aggtattgac
caatatgaat
tataatccaa
aaatattctt
caagaccaac

ggcegetega

tgctaggata
tcacgtttcg
ggctcgegat
tgcgocagag
gatggtcaga
ccgtactecet
ggtattagaa
gageaeggttyg
tctocgetecag
cgagcgtaat
ctcaccggat
ggggaaatta
tettgeoeate
tcaaaaatat
tgagttttte
gtatagtttt
ttttttegee
tgegtcaate
catccagtgt
ttataggect
atgaaatgta
aaagagtttc
tggctactaa
gtttttattt
tcgacgttaa
actataagaa
acttgttgat
taattgttga
ctactatata
ataagggccec

goatgcatet

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2049

2100

2160

2220

2280

2349

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2949

3000

3060



agagggccca
cgtcgtgact
ttegocaget
agcctatacg
tttgtggatg
gocagtgeac
ggggatgaaa
Jgggaagaag
atgttctggg
cttttcacgt
tgggctatet
cttacatgge
gctggggege
ccgccaagga
tttegeatga
ctattegget
ctgtcagcge
gaactgcaag
getgtgoteg
gggcaggate
geaatgegge
catcgcateg
gacgaagagc
cccgacggeg
gaaaatggecce
caggacatag
cgettecteg
cttettgacg
cttacgecatc
goggaaccec
aataaccctg

ccagtgecgt

attecgeecta
gggaaaacec
ggcgtaatag
tacggcagtt
tacagagtga
gtctgetgte
getggogeoat
tggctgatct
gaatataaat
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cctetggtaa
tctgatggeg
ttgaacaaga
atgactggge
aggggegece
acgaggcage
acgttgteac
tectgtcate
ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggct
aggatectegt
gettttetgg
cgttggetac
tgetttacgg
agttettetg
tgtgeggtat
tatttgttta
ataaatgett

tecggtgete

ES 2 663 480 T3

tagtgagteg
tggegttace
cgaagaggec
taaggtttac
tattattgac
agataaagtc
gatgaccace
cageccaccygc
gtcaggcatg
tccgcagaaa
aaacgcaagc
ctgggeggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttett
gcggctateg
tgaageggga
tcaccttget
gettgatecg
tactcggatg
cgcgecagec
cgtgacccat
attcategac
ccgtgatatt
tategeoget
aattattaac
ttcacaccge
tttttctaaa
caataatagce

accgegegey

tattacaatt
caacttaatc
cgcacegate
acctataaaa
acgccygggge
toccgtgaac
gatatggeca
gaaaatgaca
agattatcaa
cggtgctgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccctgcaaag
agctctgatc
gecaggttete
ateggetget
gtcaagaccg
tggetggeca
agggactgge
cctgecgaga
gatacctgoe
gaagccggte
gaactgttcg
ggegatgect
tgtggecegge
gctgaagage
cecegattege
gettacaatt
atacaggtgg
tacattcaaa
acgtgaggag

acgtcegecgg
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cactggeegt
gecttgcage
geectteocca
gagagagceg
gacggatggt
tttacceggt
gtgtgeeggt
tcaaaaacgc
aaaggatctt
cccggatgaa
agcaggtage
caagcgaace
taaactggat
aagagacagg
cggecgettg
ctgatgeege
acctgtecgg
cgacgggegt
tgetattggg
aagtatccat
cattegacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gettgecgaa
tgggtgtgge
ttggeggega
agegeatege
tectgatgeg
cacttttcgy
tatgtatceog

ggecaccatg

ageggtogag

cgttttacaa
acatececcet
acagttgege
ttategtectg
gatcececectg
ggtgcatate
cteegttate
cattaacctg
cacctagatc
tgtcagctac
ttgcagtggg
ggaattgecca
ggctttcteg
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgtteecgg
tgccctgaat
tecettgegea
cgaagtgecg
catggctgat
ccaagcegaaa
ggatgatctg
ggcgagcatg
tatecatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttetatege
gtatttteate
ggaaatgtgc
ctcatgagac
gecaagttga

ttctggaceg

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

35960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580



10

15

accggctcgg
acgtgaccct
gggtgtgggt
acttccggga
agttegecoct
gacacgtgct
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacget
caggagageg
ggtttcgececa
tatggaaaaa
ctecacatgtt
agtgagetga

aagcggaag

gttcteceegg
gttcatcage
gegeggeety
cgecteceggyg
gogegacooyg
aaaacttcat
caaaatcecct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctget
accggataag
gcgaacgacce
tcecgaaggg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
cttteoctgeg

tacegetege

<210> 36
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.24

ES 2 663 480 T3

gacttecgtgyg
gcggtccagyg
gacgagetgt
cocggccatga
gocggcaact
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcge
aagaactctg
gccagtggeg
goegcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttecagggyg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatcececetyg

cgoagecgaa

aggacgactt
accaggtggt
acgccgagtyg
ccgagategg
gegtgeactt
aaaggatcta
tttegtteca
tttttetgeg
gtttgcecgga
agataccaaa
tagcaccgcc
ataagtegtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgeetyg
ttttgtgatg
tacggttcect

attctgtgga

cgaccgageyg

cgccggtgtyg
gccggacaac
gtcggaggte
cgagcagccg
cgtggecgag
ggtgaagatc
ctgagegtea
cgtaatctgc
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tettaceggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatetttat
ctcgtcaggg
gggcttttge
taaccgtatt

cagegagtea

gtccgggacg

accctggect
gtgtccacga
tgggggeggy
gagcaggact
ctttttgata
gaccccogtag
tgcttgcaaa
ccaactettt
ctagtgtagc
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtectgteg
gggcggagee
tggeccttttyg

accgcctttg

gtgagegagy

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6189

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 281-Hx3inr2" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 36

gctcttttca cggagaaatt cggg

<210> 37

24

132



10

15

20

25

30

35

<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..22

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 323-Hx7inr1" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 37

gatgagaatc cttggcaacc gc

<210> 38
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..25

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador Hx4inr2" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 38

ccatactatt tgtcgactca agcgc

<210> 39
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..25

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador Hx5inf" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 39

gggttaatta gttttagggg cacgg

22

25

25

ES 2 663 480 T3
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10

15

20

25

30

35

<210> 40
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.24

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 324-Ga2inf1" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 40

tcaattcgga aagcttcctt ccgg

<210> 41
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 325-Ga2inr1" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 41

cagtgatagt ttggttcgag cgg

<210> 42
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 289-Hx2inf" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 42

24

23

ES 2 663 480 T3
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15

20

25

30

35

tcttcgggaa ctagataggt ggc 23

<210> 43
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

ES 2 663 480 T3

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 290-Hx2inr" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 43

gaagtaatca gccacaatac gcc 23

<210> 44
<211>73
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..73

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 838-Glk1-psuc227f" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 44

atgtcattcg acgacttaca caaageccact gagagagegg tcatccagge ccgtcgaccet

cgagtaccgt tcg

<210> 45
<211>73
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

135
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<222>1..73

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 834- Hxk2-psuc227f" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 45

gccagaaagqg gttccatgge cgatgtgeca aaggaattga tgcaacaaat ccgtegacct 60

cgagtaccegt tcg 13

<210> 46
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..21

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 645-pSUC227r" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 46

gcaatttcgg ctatacgtaa c 21

<210> 47
<211>73
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..73

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 839-Glk1-psuc225r" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 47
caatcttcaa gtgcaccttc ctctcaccct cggcacccaa gggtgacaag ccggatccta 60
ccgttegtat age 13

<210> 48

136
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<211>73
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..73

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 835-Hxk2-psuc225r" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 48

gccagaaagqg gttccatgge cgatgtgeca aaggaattga tgcaacaaat ccgtegacct 60

cgagtaccegt tcg 13

<210> 49
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..21

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 646-pSUC225f" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 49

cgttcactca tggaaaatag ¢ 21

<210> 50
<211>72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..72

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 846-Hxk1_loxP_f" /tipo_mol="ADN no asignado"

137
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<400> 50

atggttcatt taggtccaaa gaaaccacag gctagaaagg gttccatggc cggatccact &0

agcataactt cg 72

<210> 51
<211>72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1.72

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 847-Hxk1_loxP_r" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 51

atggttcatt taggtccaaa gaaaccacag gctagaaagg gttccatgge cggatccact &0

agcataactt cg 72

<210> 52
<211>72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..72

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 848-Gal1_loxP_f" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 52
atgactaaat ctecattcaga agaagtgatt gtacetgagt tcaattetag cggatecact 60
agcataactt cg 72
<210> 53
<211>70

138



10

15

20

25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..70

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="cebador 849-Gal1_loxP_r" /tipo_mol="ADN no asignado

<400> 53

ttataattca tatagacagc tgcccaatge tggtttagag acgatgatag ttgggeocgee

agtgtgatgg

<210> 54
<211> 5250
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..5250

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="pRN774; TOPO-BLUNT-loxP-hphMX-loxP (sitios loxP en

ES 2 663 480 T3

orientacion opuesta) " /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 54

gcttecegget
ctatgaccat
caagcttggt
gttattctag
gccgggtcac
gogeagetca
ataatcattt

ctegetgeag

cgtatgttgt
gattacgcca
accgagctcg
taacggeoge
ccggccagcyg
ggggcatgat
gcatccatac

acctgegage

gtggaattgt
agctatttag
gatccactag
cagtgtgetg
acatggaggc
gtgactgteg
attttgatgg

agggaaacgce

gagcggataa
gtgacactat
cataacttcg
gaattegoeoe
ccagaatacc
ccegtacatt
ccgcacggcg

tececteaca
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caatttcaca
agaatactca
tataatgtat
ttaagetttg
ctccttgaca
tagceccatac
cgaagcaaaa

gacgcgtgaa

caggaaacag
agctatgeat
gctatacgaa
cctegtocce
gtcttgacgt
atccecatgt
attacggctc

ttgtecccac

60

70

60

120

180

240

300

360

420

480



gccgegecee
atacttcett
ccatgggtaa
teogacagegt
tcgatgtagg
aagatcgtta
acattgggga
cgttgcaaga
tggatgcgat
aaggaatcgg
tgtatcactg
atgagctgat
teggctcocaa
aggcgatgtt
tggettgtat
egcecgegget
ttgacggcaa
cCcggagecygyg
atggetgtgt
caaaggaata
atagtttttt
ttttegeectc
cgtcaatcgt
tecagtgteg
acgatatcta
tcacactggce
ttacaacgte
cooccttteg
ttgcgecagec
cgtectgtttg
cccetggeca

catatcgggag

tgtagagaaa
ttaaaatctt
aaagcctgaa
cteegacetg
agggegtgga
tgtttatcgg
attecagegag
cctgectgaa
cgctgeggece
tcaatacact
gcaaactgtg
getttgggee
caatgtcctg
cggggattcc
ggagcageag
ccegggegtat
tttcgatgat
gactgtcggg
agaagtacte
atcagtactyg
tatattgtag
gacatcatct
atgtgaatgc
aaaacgagct
gagegcogeat
ggcecaattce
gtgactggga
ccagetggeg
tatacgtacy
tggatgtaca
gtgecacgtcet

atgaaagctg

ES 2 663 480 T3

tataaaaggt
gctaggatac
ctecacecgega
atgecagetet
tatgtcctge
cactttgecat
agcetgacet
accgaactge
gatcttagece
acatggcgtg
atggacgaca
gaggactgec
acggacaatg
caatacgagg
acgegctact
atgctccogea
gcagettggy
cgtacacaaa
gcegatagtg
acaataaaaa
ttgttctatt
gceccagaktge
tggtcgctat
cgaattecate
aacttegtat
gcocctatagt
aaacectgge
taatagegaa
gcagtttaag
gagtgatatt
gctgtcagat

gcgcatgatg

taggatttge
agttctcaca
cgtetgtega
cggagggega
gggtaaatag
cggecgeget
attgeatcte
cogetgttet
agacgagcgyg
atttcatatg
ccgtcagtge
ccgaagteeg
gccgcataac
tegecaacat
tcgageggag
ttggtettga
cgcagggtcg
tcgeccgeag
gaaacecgacg
gattcttgtt
ttaatcaaat
gaagttaagt
actgctgtcg
gatgatatce
aatgtatgect
gagtegtatt
gttaceccaac
gaggceccgea
gtttacacct
attgacacge
aaagtetecce

accaccgata

140

cactgaggtt
tcacatccga
gaagtttetg
agaatctegt
ctgcgecgat
cccegatteeg
cegecgtgea
gcagecggtce
gtteggecceca
cgcgattgct
gtoegtegeg
gcacctegtg
agcggtcatt
cttettetgyg
geatocggag
ccaactetat
atgcgacgca
aagcgeggec
ccccageact
ttcaagaact
gttagegtga
gcgcagaaag
attcgatact
atcacactgg
atacgaagtt
acaattcact
ttaatcgeet
cagategeee
ataaaagaga
cggggcgacyg
gtgaacttta

tggccagtgt

cttettteat
acataaacaa
ategaaaagt
gettteoaget
ggtttctaca
gaagtgctty
cagggtgtea
gcggaggcca
ttecggaccge
gatccccatg
caggctcteg
cacgeggatt
gactggagcg
aggcegtggt
cttgeaggat
cagagettgg
atcgteccgat
gtctggaccg
cgtoecgaggg
tgtcatttgt
tttatatttt
taatatcatg
aacgccgcca
cggeecgeteg
ataggatcca
ggcegtegtt
tgcagcacat
tteeccaacag
gageegttat
gatggtgate
ceeggtggtg

geeggtctee

540

600

660

720

780

840

00

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1%20

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



gttatcgggg
aacctgatgt
tagatccttt
agctactggg
agtgggetta
ttgcecagetg
ttctegeecge
ggategttte
gagaggctat
ttecggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagctg
gtgeegggge
gctgatgcaa
gcgaaacate
gatctggacg
agcatgcccg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgacoget
tatcgecttce
tttetectta
atgtgogegg
tgagacaata
agttgaccag
ggaccgaccg
gggacgacgt
tggcctgggt
ccacgaactt
ggcgggagtt

aggactgaca

aagaagtgge
tctggggaat
tcacgtagaa
ctatctggac
catggegata
gggegcecte
caaggatctg
geatgattga
tcggectatga
cagegeagygyg
tgcaagacga
tgctegacgt
aggatectcect
tgcggogget
geatoegageg
aagagcatca
acggcgagga
atggecgett
acatagegtt
tcctegtget
ttgacgagtt
cgcatctgtg
aaccectatt
accctgataa
tgececgttecg
gctegggtte
gaccctgttc
gtgggtgege
ccgggacgec
cgcectgege

cgtgctaaaa

ES 2 663 480 T3

tgatctecage
ataaatgtca
agccagtceg
aagggaaaac
getagactgg
tggtaaggtt
atggcgeagyg
acaagatgga
ctgggcacaa
gegecoggtt
ggcagegegyg
tgtcactgaa
gtecatctcac
gcatacgett
agcacgtact
ggggctegeg
tctcegtegtg
ttetggatte
ggctacccgt
ttacggtatc
cttctgaatt
cggtatttca
tgtttatttt
atgcttcaat
gtgctcaceg
tcecgggact
atcagcgcgy
ggectggacg
tcegggecgg
gacceggecy

cttecattttt

caccgegaaa
ggcatgagat
cagaaacggt
gcaagcgeaa
goggttttat
gggaagccct
ggatcaagct
ttgcacgeag
cagacaatcg
ctttttgtea
ctatcgtggce
gcgggaaggyg
cttgectectg
gatceoggcecta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggcg
atcgactgtyg
gatattgctg
geccgeteeeg
attaacgctt
caccgcatac
tctaaataca
aatagcacgt
cgcgegacgt
tcgtggagga
tccaggacca
agctgtacge
ccatgaccga
gcaactgegt

aatttaaaag

141

atgacatcaa
tatcaaaaag
gctgaccceg
agagaaagca
ggacagcaag
gcaaagtaaa
ctgatcaaga
gttoetoegge
gctgctetga
agaccgacct
tggccacgac
actggctgct
ccgagaaagt
cotgeccatt
coggtettgt
tgttecgecag
atgcctgcett
gceggetggyg
aagagcttgg
attcgeageg
acaatttcct
aggtggcact
ttcaaatatg
gaggagggcc
cgoccggageg
cgacttegece
ggtggtgecg
cgagtggteg
gatcggcgag
gcacttegtyg

gatctaggtg

aaacgccatt
gatcttcacc
gatgaatgtc
ggtagcttge
cgaaccggaa
ctggatgget
gacaggatga
cgettgggtg
tgcegeegtg
gteeggtgece
gggcgttcect
attgggcgaa
atcecatcecatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gcetcaaggeg
gccgaatatc
tgtggeggac
cggcgaatgg
catcgectte
gatgcggtat
tttcggggaa
tatcecgetea
accatggcca
gtcgagttct
ggtgtggtec
gacaacaccc
gaggtcgtgt
cagececgtggg
gecgaggage

aagatcottt

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260



10

15

ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctettttteco
tgtagcegta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
toggaacagyg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgetca
cctttgagtg
cccaatacgce
caggttteccece

tcattaggca

<210> 55
<211> 4744
<212> ADN

catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaceqg
gaaggtaact
gttaggceac
gttaccagtyg
atagttaccg
cttggagega
cacgctteooe
agagcgcacy
tcgecaccte
gaaaaacgcc
catgttettt
agctgatacc
aaaccgcctc
gactggaaag

ccccaggett

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222> 1..4744

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="pRN775; TOPO-BLUNT-loxP-natMX-loxP (sitios loxP en

ES 2 663 480 T3

atcccttaac
tcttecttgag
ctaccagegyg
ggcttecagea
cacttecaaga
gctgetgeca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagecttc
tgacttgage
agcaacgcegg
cctgegttat
gctcgecgea
tcccogegeg
cgggcagtga

tacactttat

gtgagtttte
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
ageggteggyg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtegattttt
cotttttacg
cecctgatte
goccgaacgac
ttggccgatt

gcgcaacgea

orientacion opuesta)” /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 55

142

gttccactga
tctgegegta
geeggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtegtgtett
ctgaacgggy
atacctacag
gtatcecggta
cgectggtat
gtgatgcteg
gttcetggge
tgtggataac
cgagcgcagae
cattaatgca

attaatgtga

gcgtcagace
atctgctget
gagetaccaa
gteccttctag
tacectegete
accgggttgy
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggceaggyg
ctttatagte
tcagggggge
ttttgctgge
cgtattaceg
gagtcaagcg
gctggcacga

gttagectcac

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4380

5040

5100

5160

5220

5250



gctteegget
ctatgaccat
caagcttggt
gttattctag
ccgggtcacce
cgcagcteag

taatcatttg

cgtatgttgt
gattacgcca
accgagcteg
taacggecoge
cggccagega
gggcatgatg

catccataca

ES 2 663 480 T3

gtggaattgt
agctatttag
gatccactag
cagtgtgctg
catggaggcc
tgactgtege

ttttgatgge

gagcggataa
gtgacactat
cataactteg
gaattegeocee
cagaataccc
ccogtacattt

cgoacggoge

143

caatttcaca
agaatactca
tataatgtat
ttaagettge
tccttgacag
ageccataca

gaagcaaaaa

caggaaacag
agctatgcat
gctatacgaa
ctegtecceg
tcttgacgtg
tcceoecatgta

ttacggctce

60

120

180

240

300

360

420



tcgetgeaga
gecgegoece
atactteoctt
ccatgtaaaa
gacgccgagy
accgcocaceyg
gtgtteceeg
tcocccggacgt
tactcegget
gggcacygygygyg
gocogggoacc
eggatggggt
ggcgagcagg
tgttttcaag
aaatgttagc
aagtgecgcag
gtcgattcga
gtataatgta
tagtgagteg
tggcgttacc
cgaagagygec
taaggtttac
tattattgac
agataaagte
gatgaccacc
cagccaccgce
gtcaggrcatg
tccgeoagaaa
aaacgcaagc
ctgggeggtt
ggttgggaag

caggggatca

cctgegagea
tgtagagaaa
ttaaaatectt
tgaccactcet
ccatcgaggce
gggacggett
acgacgaatc
tegtcegegta
ggaaccgceg
tcgggcgege
tcotggetgga
tcaccctetg
cgctctacat
aacttgtcat
gtgatttata
aaagtaatat
tactaacgcc
tgctatacga
tattacaatt
caacttaate
cgcaccgate
acctataaaa
acgecegggge
tcecegtgaac
gatatggcca
gaaaatgaca
agattatcaa
cggtgetgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccctgcoaaag

agctctgate

ES 2 663 480 T3

gggaaacgct
tatazaaggt
gctaggatac
tgacgacacg
actggatggy
caccctgegg
ggacgacgaa
cggggacgac
gctgacegte
gttgatgggg
ggtcaccaac
cggeetggac
gagcatgece
ttgtatagtt
ttttttteeg
catgegtcaa
gccatccagt
agttatagga
cactggeegt
gecttgoage
gecottooca
gagagagcecg
gacggatggt
tttaceceggt
gtgtgeeggt
tcaaaaacge
aaaggatctt
ccoggatgaa
agcaggtagce
caagcgaace
taaactggat

aagagacagq

cccctecacag
taggatttge
agttetcaca
gettaceggt
tcecttecacca
gaggtgccgg
toggacgeceg
ggcgacctgy
gaggacatcg
ctcgcgacgg
gtcaacgcac
acegecctgt
tgcccctagt
tttttatatt
cotegacate
tagtatgtga
gtcgacgata
tceatcacac
cgttttacaa
acatcccect
acagttgege
ttatcgtetg
gatccccctg
ggtgcatate
cteegttate
cattaacctg
cacectagate
tgtecagetac
ttgcagtggg
ggaattgoca
ggettteteg

atgaggatcg

144

acgegttgaa
cactgaggtt
tcacatcega
accgeaccag
ccgacaccgt
tggaccegece
gggaggacgg
cgggcttegt
aggtegeccce
agttcogeceg
cggcgatcca
acgacggcac
actgacaata
gtagttgtte
atetgoccag
atgetggteg
tctagagege
tggcggcecea
cgtegtgact
ttegeccaget
agectatacyg
tttgtggatg
gccagtgcac
ggggatgaaa
ggggaagaag
atgtteotggg
cttttcacgt
tgggetatet
cttacatgge
gctggggege
cegccaagga

tttcgecatga

ttgteccccac
cttettteat
acataaacaa
tgteecgggg
cttcogegtc
cctygaccaagy
cgacccggac
ggtcgtcteg
ggagcaccgyg
cgagcggggce
cgcgtaccgy
cgeotoggac
aaaagattct
tattttaatc
atgegaagtt
ctatactget
gcataactte
attcgececta
gggaaaaccc
ggcgtaatag
tacggcagtt
tacagagtga
gtctgetgte
getggegeat
tggectgatet
gaatataaat
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cctetggtaa
tetgatggeg

ttgaacaaga

480

540

600

660

720

780

840

%00

$60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340



tggattgecac
acaacagaca
ggtbettttt
gcggetateg
tgaagcggga
tcaccttget
gcttgatceg
tacteggatg
cgcgccageo
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatecgeoeget
aattattaac
ttecacacege
tttttctaaa
caataatagc
acagagegeyg
gacttcgtgg
gcggtccagg
gacgagctgt
ccggccatga
gccggcoaact
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagoge
aagaactctg
gccagtggeyg

gogoageggt

gcaggttecte
atcggectget
gtcaagaccg
tggctggeoca
agggactgge
cctgecgaga
gctacctgece
gaagecggte
gaactgttecg
ggcgatgect
tgtggcocgge
gctgaagagc
cccgattege
gcttacaatt
atacaggtgg
tacattcaaa
acgtgaggag
acgtegeegg
aggacgactt
accaggtggt
acgccgagtg
ccgagatcgg
gcgtgecactt
aaaggatcta
tttcgtteca
tttttetgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgecc
ataagtegtg

cgggetgaac

ES 2 663 480 T3

cggecgettyg
ctgatgecge
acctgteccgyg
cgacgggoegt
tgetattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtegatcea
ccaggctcaa
gettgecgaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agecgcatege
tcctgatgeg
cacttttogy
tatgtatceg
ggccaccatg
ageggtagag
cgcecggtgtg
goccggacaac
gtcggaggtce
cgagcagceg
cgtggccgag
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtectt
tacatacctce
tettaceggyg

ggggggtteg

ggtggagagg
cgtgttcegg
tgccectgaat
tocttgegea
cgaagtgeeg
catggectgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgagcatg
tatcatggtyg
ggaccgctat
atgggctgac
cttetatege
gtattttcte
ggaaatgtgce
ctcatgagac
gccaagttga
ttetggacag
gtcegggacg
accctggect
gtgtccacga
tgggggcagg
gagcaggact
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgecaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctctgctaa
ttggactcaa

tgcacacage

145

ctattegget
ctgtcagcge
gaactgcaag
gctgtgeteg
gggcaggatc
gcaatgecgge
catcgecatcg
gacgaagage
cccgacggceg
gaaaatggec
caggacatag
cgottecteg
cttettgacg
cttacgecatc
gcggaaceed
aataaccctg
ccagtgccgt
acaggeteqg
acgtgaccct
gggtgtgggt
acttccggga
agttcegeoct
gacacgtgct
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttace
gacgatagtt

ccagcecttgga

atgactgggce
aggggcgccce
acgaggcagc
acgttgtcac
tectgteate
ggctgcatac
agcgagcacyg
atcagggget
aggatctcgt
gettttotgg
cgttggctac
tgctttacgyg
agttettetg
tgtgcggtat
tatttgttta
ataaatgectt
tceggtgetce
gtteteeagyg
gttcatcage
gegeggectyg
cgcctococggg
gegcgacccg
aaaactteat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccactte
agtggctgct
accggataag

gcgaacgace

2400

2460

25290

2580

2640

2700

2760

2829

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200
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15

tacaccgaac
agaaaggcgyg
cttccagggg
gagcgtcegat
geggectttt
ttatcoectyg
cgcagecgaa
cgegttggee
gtgagcgcaa

ttat

tgagatacct
acaggtatce
gaaacgecetg
ttttgtgatg
tacggttect
attctgtgga
cgaccgageqg
gattcattaa

cgcaattaat

<210> 56
<211> 1725
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> fuente

<222>1..1725

<223> /organismo="Saccharomyces cerevisiae" /nota="WT-GAL2 secuencia de ADN " /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 56

ES 2 663 480 T3

acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctcgtcaggy
gggettttge
taaccgtatt
cagcgagtca
tgcagectgge

gtgagttage

ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcetgteg
gggcggagec
tggecttttg
accgectttg
agcgeccaat
acgacaggtt

tcactecatta

146

gegocacget
caggagagcg
ggtttegeca
tatggaaaaa
ctecacatgtt
agtgagctga
acgcaaaccg
tceccgactgg

ggcaccecag

tecccgaaggyg
cacgagggag
cctetgactt
cgccagcaac
cttteoctgeg
taccgcoctoge
cctetececcyg
aaagcgggca

getttacact

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4744



atggcagttg
gtgatctett
gatgaattga
coccaagaage
ggcggcttea
tttttgagaa
acaggtttaa
aaaggtggag
gttggtatta
atcatatctg
attgctcacaa
ggtatctttt
tggagagttc
ttagttcctg

tccattgeta

ctgatcatgg
ttttccacca
caacaattaa
ggcctggaty
ttctttagtt
gccactatga
cacggtaaaa
ttttatattt
tcattcccac
tgggggttct
ggttatgtct
gaaactaaag
tggaaatetyg

ttacaacatg

aggagaacaa
cactcagtaa
aagccggtga
ccatgtetga
tgtttggctg
ggtttggtat
tcgtegecat
atatgtatgg
tcattcaaat
gtttgggtgt
agcacttgag
tgggctactg
cattagggct
aatccccacg

agtctaacaa

ccggtataga
agaccaaagt
ccggtaacaa
attcctttga
tgtggactgt
tggcttgtat
gccagccatc
tetgttatge
tgagagtcaa
tgattgecatt
tcatgggctg
gecctategtt
aaggcetggat

acgacaaaccec

<210> 57
<211> 7392
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 663 480 T3

tatgcectgtt
agattcccat
gtcagggect
atatgttacce
ggataceggt
gaaacataag
tttcaatatt
ccgtaaaaag
tgcctctatc
cggcggeatce
aggcacacta
tactaattac
atgttteget
ttatttatgt

ggtgtcacca

agctgaaaaa
atttcaacgt
ttatttttte
aacatccatt
cgaaaacttg
ggtcatctac
ttctaaaggt
cacaacctgg
gtcgaaatgt
tttcaccecca
tttggttgece
agaagaaatt
teetteatee

gtggtacaag

gtttcacage
ttaagegcac
gaaggctcce
gtttecettge
actatttctg
gatggtacce
ggctgtgect
ggtetttcga
aacaagtggt
gcegtettat
gtttottgtt
ggtacaaaga
tggtcattat
gaggtgaata
gaggatcetg
ctggetggea
ttgttgatgg
tactacggta
gtcattggtg
gggcgtegta
gcctetgttg
gccggtaact
gegecagttg
atggegttgg
ttcatcacat
atgttttttt
caagaattat
agaagaggta

gccatgctag

147

aaccccaagc
aatctcaaaa
aaagtgttcc
tttgtttgtg
ggtttgttgt
actatttgte
ttggtggtat
ttgtegtete
accaatattt
gtcectatgtt
atcagctgat
gctattcgaa
ttatgattgg
aggtagaaga
cegtecagge
atgecgtecctg
gtgtatttgt
cogttatttt
tagtcaactt
aatgtttact
gtgttaccag
gtatgattgt
cotgggteat
cctctgette
ctgocattaa
atgtcttttt
gggaagaagyg
ataattacga

aataa

tggtgaagac
gtattccaat
tatagagata
tgttgectte
ccaaacagac
aaacgtcaga
tatactttcc
ggtttatata
cattggtaga
gatctctgaa
gattactgea
ctcagttcaa
cgctttgacg
cgccaagctt
agagttagat
gggggaatta
tcaaatgtte
caagtcagtt
tgecteocact
tttgggeget
attatatcct
ctttacectgt
cacagcagaa
caattgggta
cttctactac
ctttgttcca
tgttttacct

tttagaggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1725



<221> fuente

<222>1..7392

ES 2 663 480 T3

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="pRN993 " /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 57

tcgegegttt
cagcttgtct
ttggegggtyg
accataattc
acacggeatt
actcttggee
ttttttttee
tgaattatac
ggcaagataa

tgaaaccaag

cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgg
cgttttaaga
agtcagggaa
tcctctagta
acctagegga
attatataaa
acgaaggcaa

attcagattg

ggtgaaaacc
geecgggagea
cttaactatg
gcttggtgag
gtcataacac
cactctatat
tgactectttt
gtaatgtgat
agatgacaga

cgatctettt

tctgacacat
gacaagcccqg
cggcatcaga
cgctaggagt
agtecctttee
ttttttatge
tttttettag
ttettegaag
goagaaagec

aaagggtggt

148

gecagctecceg
tcagggcegeg
geagattgta
cactgccagg
cgeaatttte
cteggtaatg
cgattggcat
aatatactaa
ctagtaaage

ccectagega

gagacggtca
toagegggty
ctgagagtge
tatcgtttga
tttttctatt
attttcattt
tatcacataa
aaaatgagca
gtattacaaa

tagagcactce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gatcttececa
taacgtccac
eggetggteg
tgaagactgce
aaaaaggttt
tectttegaac
teotetettge
cctccacgtt
ggctcttgeg
caccaaaggt
tacatgtgta
ctgaagatga
gctttecttt
cggtgtgaaa
ttaatatttt
aggccgaaat
ttgttccagt
gaaaaaccgt
tggggtcgag
cttgacggay
cgctagggeyg
taatgcgececg
agggcgatcg
aaggcgatta
cagtgaattg
cggctactte
acatttgctt
cegtcttteoaa
aaagaatgaa
agagacgata
taaaataata

aaacacaaaa

gaaaaagagyg
acaggtatag
ctaatogttg
gggattgote
ggatcaggat
aggecegtacyg
gagatgatce
gattgtctge
gttgccataa
gttcttatgt
tatatgtata
caaggtaatg
tttetttttg
taccgcacag
gttaaaatte
cggcaaaate
ttggaacaaqg
ctatcagggce
gtgeegtaaa
aaageeggey
ctggcaagtg
ctacagggeg
gtgcgggect
agttgggtaa
taatacgact
tcgtaggaac
ctgetggata
ggaaaaatce
aaggaggaaa
tatgecaata
aaacatcaag

acaaaaagtt

ES 2 663 480 T3

cagaagcagt
ggtttctgga
agtgeattgg
tcoggtcaage
ttgcgoettt
cagttgtcga
cgoattttot
gaggcaagaa
gagaagccac
agtgacaccg
cctatgaatg
catcattcta
ctttttettt
atgcgtaagg
gogttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggcccac
gcactaaate
aacgtggcga
tageggtcac
cgtegegeeca
ctteogetatt
cgoecagggtt
cactataggg
aattteggge
attttcagag
ccaccatctt
atacaaaata
cttcacaatg
aacaaacaag

tttttaattc

agcagaacag
ccatatgata
tgacttacac
ttttaaagag
ggatgaggca
acttggtttg
tgaaagcttt
tgatcatcac
ctegceccaat
attatttaaa
tcagtaagta
tacgtgteat
ttttttetet
agaaaatacc
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaacc
ggaaccctaa
gaaaggaagg
gaetgegegta
ttegececatte
acgccagcetg
tteeccagtea
cgaattggag
ccetgegtgt
gcaacaagga
tegagatceoe
tactagaact
ttcgaateta
ctecaacttgt

tgcagatcte

149

gccacacaat
catgetetgyg
atagacgace
gcecctactgg
ctttccagag
caaagggaga
geagaggcta
cgtagtgaga
ggtaccaacg
gctgcagcat
tgtatacgaa
tetgaacgag
tgaactecgac
gcatcaggaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggagcecee
gaagaaagcg
accaccacac
aggctgecgea
gcgaaggggg
cgacgttgta
ctecacegeg
tcttetgagg
aaaattagat
ctgtaactta
gazaaaaaza
ttottcattt
cttttotaag

tagaaaatgg

cgcaagtgat
ccaageatte
atecacaccac
cgegtggagt
cggtggtaga
aagtaggaga
geagaattac
gtgcgttcaa
atgttcccte
acgatatata
cagtatgata
gegegatege
ggatcatatg
attgtaaacg
tttaaccaat
gggttgagtg
gtcaaaggge
tcaagttttt
cgatttagag
aaggagcgygg
coegoeegogoet
actgttggga
gatgtgctge
aaacgacgge
gtggeggcog
ttcatctttt
ggcaaaaagt
ttggcaactg
aagtataaat
geagetatty
aacaaagaat

cagttgagga

660

720

780

840

5300

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



gaacaatatg
cagtaaagat
cggtgagtca
gtctgaatat
tggctgggat
tggtatgaaa
cgccatttte
gtatggecogt
tcaaattgcc
gggtgtegge
cttgagaggc
ctactgtact
agggctatgt
cccacgttat
taacaaggtg
tatagaagct
caaagtattt
taacaattat
ctttgaaaca
gactgtegaa
ttgtatggtc
gccatcttcet
ttatgcecaca
agtcaagtcg
tgcattttte
gggctgtttg
atcgttagaa
ctggatteoet
caaaccgtgg
atttttatta

taggttttaa

cetgttgttt
tcccatttaa
gggtctgaag
gttaccgttt
aceggtacta
cataaggatg
aatattggct
aaaaagggtc
tctatcaaca
ggcategecg
acactagttt
aattacggta
ttcgettggt
ttatgtgagg
tcaccagagy
gaaaaactgg
caacgtttgt
tttttotact
tccattgtca
aacttgggac
atctacgcct
aaaggtgccg
acctgggcge
aaatgtatgg
accccattca
gttgecatgt
gaaattcaag
tcatccagaa
tacaaggcca
ttaaataagt

aacgaaaatt

ES 2 663 480 T3

cacagcaace
gcgcacaatc
gctcccaaag
cettgetttg
tttetgggtt
gtacccacta
gtgcctttygg
tttegattgt
agtggtacca
tettatgtee
cttgttatca
caaagagcta
cattatttat
tgaataaggt
atcctgocgt
ctggcaatge
tgatgggtgt
acggtacagt
ttggtgtagt
atcgtaaatqg
ctgttggtgt
gtaactgtat
cagttgectg
cgttggecte
tcacatctge
ttttttatgt
aattatggga
gaggtaataa
tgctagaata
tataaaaaaa

cttattettg

ccaagetggt
tcaaaagtat
tgttcctata
tttgtgtgtt
tgttgtecaa
tttgtcaaac
tggtattata
cgteteggtt
atatttcatt
tatgttgate
gctgatgatt
ttcgaactca
gattggeget
agaagacgcc
ccaggcagag
gtcctggggg
gtttgttcaa
tatttteaag
caactttgce
tttacttttg
tactagatta
gattgtecttt
ggtcatcaca
tgottccaat
cattaacttc
ctttttettt
agaaggtgtt
ttacgattta
agcttgecgeg
ataagtgtat

agtaactctt
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gaagacgtga
tctaatgatg
gagataccca
gootitcggeg
acagactttt
gtcagaacag
ctttccaaag
tatatagttg
ggtagaatca
tetgaaatty
actgcaggta
gttcaatgga
ttgacgttag
aagegttcca
ttagatetga
gaattatttt
atgttccaac
tcagttggee
tccactttct
ggcgotgeca
tatcctcacg
acctgttttt
gcagaatcat
tgggtatggy
tactacggtt
gtteocagaaa
ttaccttgga
gaggatttac
cgaatttctt
acaaatttta

tocotgtaggt

tetetteoact
aattgaaagc
agaagcccat
gottcatgtt
tgagaaggtt
gtttaatcgt
gtggagatat
gtattatcat
tatctggttt
ctecaaagea
tctttttggg
gagttccatt
ttectgaate
ttgctaagte
tcatggecgg
ccaccaagac
aattaaccgg
tggatgatte
ttagtttgtg
ctatgatgge
gtaaaagcca
atattttcetg
tceccactgag
ggttcttgat
atgtcttcat
ctaaaggect
aatctgaagyg
aacatgacga
atgatttatg
aagtgactct

caggttgcett

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

32490

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380



tctcaggtat
tgcctgcaaa
gatgaatcte
cacacgtacg
tttagtgagg
attgttatcce
ggggtgcocta
agtcgggaaa
gtttgcegtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccogegtt
gacgctcaag
ctggaagctce
cetttetece
cggtgtaggt
gctgecgoctt
cactggcagc
agttettgaa
ctctgetgaa
ccaccogetgy
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgcctgact
gtgetgcaat
agccageegg
ctattaattyg
ttgttgecat
gcteeggtte

ttagctcoctt

agcatgaggt
tegeteoceca
ggtgtgtatt
aagcttateg
gttaattccg
gctcacaatt
atgagtgagg
cctgtegtge
tgggcgetcet
agcggtatca
aggaaagaac
gectggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttecgggaage
cgttegetee
atceggtaac
agccactggt
gtggtggect
gecagttace
tageggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
geccegtegtyg
gataccgeoga
aagggcegag
ttgcegggaa
tgctacagge
ccaacgatca

cggtectecyg
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cgetettatt
tttcacccaa
ttatgteocte
atacegtega
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tecegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
tcteectgtte
gtggegeett
aagetggget
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacceacget
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggegagtta

atcgttgtea

gaccacacct
ttgtagatat
agaggacaac
gggggggeec
aatcatggtc
taggagccgg
taattgcogtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
teggecceee
caggactata
cgacecctgee
ctcaatgete
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagegag
acactagaag
gagttggtag
gcaageagea
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagegatetg
cgatacggga
caceggetee
gtectgeaac
gtagttcgce
cacgctegte
catgatcecce

gaagtaagtt

151

ctaceggcat
gctaactcea
acetgttgta
ggtacccage
atagctgttt
aagcataaag
gegetcactg
ccaacgcygcy
ctegetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagecat
aagataccag
gcttaccgga
acgetgtagg
accccocegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctettgatee
gattacgege
cgectcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tetatttegt
gggcttaceca
agatttateca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtga

ggecgeagtyg

gccgagcaaa
gcaatgagtt
ategttcette
ttttgttecee
cctgtgtgaa
tgtaaagecct
coegettteo
gagagaggcyg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtteccece
tacctgteeg
tatctcagtt
cagecccgace
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaayg
aacgaaaact
atcecttttaa
tetgacagtt
tecatccatag
tctggeccea
gcaataaacce
tecatocagt
ttgcgcaacyg
gottcatteca
daaaaagcgg

ttatcactca

4440

4500

4560

4620

46380

4740

4800

4860

4520

4880

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

€300



10

15

tggttatgge
tgactggtga
cttgcccggce
tcattggaaa
gttcgatgta
ttetgggtga
gaaatgttga
ttgteteatyg
gcgcacattt
tataatttaa
taaagaaaaa
aatactacct
tgtctgtgta
cgaatgtata
ttttgttgaa
ccttctttat
aaattcccaa
atcegtecta

ggceccttteg

<210> 58
<211> 7389
<212> ADN

agcactgcat
gtactcaace
gtcaatacgg
acgttcttecg
acccactcgt
gcaaaaacag
atactcatac
agceggataca
ccccgaaaag
attttttaat
atagtttttg
tttatcttge
gaagaccaca
tctatttaat
attttttaaa
ttactttcta
attattccat
agaaaccatt

tc

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..7389

<223> J/organismo="Secuencia artificial" /nota="pDB1250; WT-GAL2 vector de expresién para cribar"
/tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 58

ES 2 663 480 T3

aattctectta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
gaaggcaaaa
tctteoetttt
tatttgaatg
tgccacctgg
ataaatatat
ttttecgaag
tcttectget
cacgaaaatc
ctgcttttcet
cotttgttta
aaatccaaat
cattaaaaga

attatcatga

ctgtcatgee
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
tgeegeaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
gtccttttea
aaattaaaaa
atgtaaaaga
ctcaggtatt
ctgtgatttt
tgtctaataa
ttttttttte
acaaaacata
tacgaggcge

cattaaccta

152

atccgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aagggaataa
tgaageattt
aataaacaaa
tcacgtgcta
tagaaagtaa
ctctaggggg
aatgccgaat
acattttact
atatatatgt
tteattoogt
aaaataaata
gtgtaagtta

taaaaatagg

tgcttttectg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccacgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttece
taaaaataat
aaaaagaaat
atcgeccaaca
tgtttcatct
tatcgttaat
aaagtacgct
aactetteta
aacacagagt
caggcaagcg

cgtatcacga

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7392



tcgegegttt
cagcttgtct
ttggegggtyg
accataattc

acacggceatt

cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgg
cgttttaaga

agtcagggaa

ES 2 663 480 T3

ggtgaaaacc
gcegggagea
cttaactatyg
gcttggtgag

gtcataacac

actcttggee tectctagta cactcetatat

ttttttttee
tgaattatac
ggcaagataa
tgaaaccaag
gatctteocca
taacgtcocac
cggctggtey
tgaagactgc
aaaaaggttt
tctttegaac
tctetettge
cctccacgtt
ggctettgeg
caccaaaggt
tacatgtgta
ctgaagatga
gctttecttt
cggtgtgaaa
ttaatatttt
aggccgaaat
ttgttccagt
gaaaaaccgt
tggggtegag
cttgacgggyg
cgctagggeg
taatgegeeg
agggcgateg
aaggcgatta
cagtgaattg
cggctactte

acatttgctt

acctagegga
attatataaa
acgaaggcaa
attcagattyg
gaaaaagagy
acaggtatag
ctaatcgttyg
gggattgcte
ggatcaggat
aggccgtacyg
gagatgatce
gattgtctge
gttgccataa
gtteottatgt
tatatgtata
caaggtaatg
tttettttitg
tacegeoacag
gttaaaattc
cggcaaaatc
ttggaacaag
ctatcagggce
gtgecegtaaa
aaagcecggeg
ctggcaagtyg
ctacagggeg
gtgegggoct
agttgggtaa
taatacgact
tegtaggaac

ctgectggata

tgactectttt
gtaatgtgat
agatgacaga
cgatctettt
cagaagcagt
ggtttetgga
agtgcattgg
tcggtcaage
ttgcgecktt
cagttgtcga
cgeattttet
gaggcaagaa
gagaagccac
agtgacaccg
cctatgaatg
catcattcta
ctttttcttt
atgegtaagg
gcgttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggcccac
gcactaaate
aacgtggcga
tagcggtcac
cgtegegeeca
cttegetatt
cgccagyggtt
cactataggg
aattteggge

attttcagag

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
cgctaggagt
agtectttee
ttttttatge
tttttettag
ttetteogaag
gcagaaagece
aaagggtggt
agcagaacag
ccatatgata
tgacttacac
ttttaaagag
ggatgaggca
acttggtttg
tgaaagettt
tgatcatcac
ctcgececcaat
attatttaaa
tecagtaagta
tacgtgtcat
ttttttctet
agaaaatace
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaace
ggaaccctaa
gaaaggaagg
gctgegegta
ttegecatte
acgccagetg
ttcccagtca
cgaattggag
cectgegtgt

gcaacaagga

153

gcagctcceg
tcagggegeg
geagattgta
cactgccagg
cgcaatttte
cteggtaatg
cgattggcat
aatatactaa
ctagtaaage
ccectagega
gccacacaat
catgetetgg
atagacgacc
gcectactgg
ctttccagag
caaagggaga
gcagaggcta
cgtagtgaga
ggtaccaacg
getgeageat
tgtatacgaa
tctgaacgag
tgaactcgac
gcatecaggaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggagccoe
gaagaaagcg
accagcacac
aggectgegea
gegaaggggy
cgacgttgta
ctocacegeg
tettetgagg

aaaattagat

gagacggtca
tecagegggtyg
ctgagagtge
tatcgtttga
tttttectatt
attttecattt
tatcacataa
aaaatgagca
gtattacaaa
tagagcactc
cgcaagtgat
ccaagecatte
atcacaccac
cgcgtggagt
cggtggtaga
aagtaggaga
geagaattac
gtgcgttcaa
atgttccete
acgatatata
cagtatgata
gegegatcege
ggatcatatg
attgtaaacg
tttaaccaat
gggttgagtyg
gtcaaagggc
tcaagttttt
cgatttagag
aaggagcggg
ccgecgeget
actgttggga
gatgtgetge
aaacgacdgc
gtggcggeeg
ttcatetttt

ggcaaaaagt

60

120

180

240

300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
s00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1%80
2040
2100
2160

2220



cgteotttcaa
aaagaatgaa
agagacgata
taaaataata
aaacacaaaa
agaacaatat
tcagtaaaga
caeggtgagte
tgtctgaata
ttggcetggga
ttggtatgaa
tcgeocatttt
tgtatggceg
ttcaaattgce
tgggtgtegg
acttgagagg
gctactgtac
tagggctatg
ccccacgtta
ctaacaaggt
gtatagaagc
ccaaagtatt
gtaacaatta
cctttgaaac
ggactgtcga
cttgtatggt
agccatctte
gttatgecac
gagtcaagtc
ttgcattttt

tgggetgttt

ggaaaaatec
aaggaggaaa
tatgccaata
aaacatcaag
acaaaaagtt
gecctgttgtt
ttcccattta
agggoectgaa
tgttaccgtt
taccggtact
acataaggat
caatattggc
taaaaagggt
ctcotatcaac
cggceategec
cacactagtt
taattacggt
tttegettygg
tttatgtgag
gtcaccagag
tgaaaaactg
tcaacgtttg
ttttttetac
atccattgtc
aaacttgggg
catctacgec
taaaggtgcce
aacctgggeg
gaaatgtatg
caccecatte

ggttgccatg
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ccaccatett
atacaaaata
cttcacaatg
aacaaacaag
tttttaatte
tcacagcaac
agcgcacaat
ggcteccaaa
tcettgettt
atttetgggt
ggtacccact
tgtgececttty
ctttegattg
aagtggtacce
gtettatgte
tettgttate
acaaagagct
tcattattta
gtgaataagg
gatcctgeeg
gctggcaatg
ttgatgggtg
tacggtaccg
attggtgtag
cgtcgtaaat
tectgttggtg
ggtaactgta
ccagttgect
gecgttggect
atcacatctg

tttttttatg

tegagatece
tactagaact
ttcgaatcta
ctcaacttgt
tgcagatete
cccaagetgg
ctcaaaagta
gtgttecctat
gtttgtgtgt
ttgttgteca
atttgtcaaa
gtggtattat
tegteteggt
aatatttecat
ctatgttgat
agctgatgat
attcgaactc
tgattggege
tagaagacge
tecaggecaga
cgtcctgggyg
tatttgttca
ttattttcaa
tcaactttgc
gtttactttt
ttaccagatt
tgattgtctt
gggtcatcac
ctgcttccaa
ccattaactt

tetttttett

154

ctgtaactta
gaaaaaaaaa
ttcttcattt
cttttctaag
tagaaaaatg
tgaagacgtg
ttccaatgat
agagatacce
tgcettegge
aacagacttt
cgtcagaaca
actttccaaa
ttatatagtt
tggtagaatc
ctotgaaatt
tactgcaggt
agttcaatgg
tttgacgtta
caagctttce
gttagatctg
ggaattattt
aatgttccaa
gtcagttgge
ctccactttco
gggcgetgece
atatcctcac
tacctgtttt
agcagaatca
ttgggtatgg
ctactacggt

tgttccagaa

ttggcaactg
aagtataaat
gcagctattg
aacaaagaat
gcagttgagg
atctctteoac
gaattgaaag
aagaagccca
ggcttcatgt
ttgagaagqgt
ggtttaatcg
ggtggagata
ggtattatea
atatctggtt
gctecaaage
atctttttgg
agagttccat
gtteetgaat
attgctaagt
atcatggecg
tccaccaaga
caattaaccg
ctggatgatt
tttagtttgt
actatgatgyg
ggtaaaagcc
tatattttct
ttoccactga
gggttcttga
tatgtcttca

actaaaggec

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



tatcgttaga
gctggattcc
acaaacogtg
tttattatta
gttttaaaac
caggtatagc
ctgcaaateg
gaatctcggt
acgtacgaag
agtgagggtt
gttatcoget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgecgtattgg
tgeggegage
ataacgecagg
ccgegttget
gctcaagteca
gaagctcoeect
ttectecectte
tgtaggtegt
gcgccttatc
tggcagcagc
tettgaagtg
tgetgaagece
ccgetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaaqg
aatgcttaat
cctgactgec

ctgcaatgat

agaaattcaa
ttcatcecaga
gtacaaggece
aataagttat
gaaaattctt
atgaggtcge
ctecocattt
gtgtatttta
cttatcgata
aattccgage
cacaattcca
agtgaggtaa
gtcgtgccag
gcgetettcee
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttttc
gaggtggcga
cgtgegetet
gggaagegty
tegetecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttacctte
cggtggtttt
toctttgate
tttggteatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtegtgtag

accgecgagac
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gaattatggg
agaggtaata
atgetagaat
aaaaaaaata
attcttgagt
tecttattgac
cacccaattg
tgtcctcaga
ccgtcgaggg
ttggcgtaat
cacaacatag
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagqg
tgagcaaaag
cataggctcg
aacccgacaqg
cetgttecga
gecgetttcte
ctggygctgtg
cgtettgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttetacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatcteag
ataactacga

ccacgctcac

aagaaggtgt
attacgattt
aagegegega
agtgtataca
aactctttee
cacacctceta
tagatatget
ggacaacace
ggggcccggt
catggtcata
gagccggaag
ttgegttgeg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gocagcaaaa
gocceectga
gactataaag
ccetgecget
aatgctcacg
tgcacgaace
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagecte
agcagcagat
ggtetgacge
aaaggatectt
tatatgagta
cgatetgtet
tacgggaggg

cggetccaga
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tttaccttgg
agaggattta
atttottatg
aattttaaag
tgtaggtcag
caggeatgee
aactocagea
tgttgtaatc
acccagcttt
gctgtttect
cataaagtgt
ctecactgeee
acgegegyggy
gctgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggecg
tacecggatac
ctgtaggtat
caecaegttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatcegge
tacgcgeaga
teagtggaac
cacctagate
aacttggtect
atttegttca
cttaccatet

tttatcageca

aaatctgaag
caacatgacyg
atttatgatt
tgactcttag
gttgctttect
gagcaaatge
atgagttgat
gttcttccac
tgttecccttt
gtgtgaaatt
aaagcctggg
getttecagt
agaggcggtt
gtecgttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
ttcececectg
ctgtecgect
ctcagttcygg
cocgacogoet
ttatcgeccac
gctacagagt
atetgegete
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggceccocagtg

ataaaccagc

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4220

45980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

53540

€000



10

cagccggaag
ttaattgttg
ttgeccattge
ceggtteocca
gotcecttegg
ttatggcage
ctggtgagta
goccecggegte
ttggaaaacyg
cgatgtaace
tgggtgagceca
atgttgaata
tctecatgage
cacatttace
aatttaaatt
agaaaaaata
actacetttt
ctgtgtagaa
atgtatatct
tgttgaaatt
tctttattta
tteccaaatt
cgtectaaga

cctttegte

<210> 59
<211> 574
<212> PRT

<220>

<400> 59

ggcegagege
ccgggaaget
tacaggecatce
acgatcaagyg
teoctcogate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttettegggg
cactagtgea
aaaacaggaa
ctecatactet
ggatacatat
cgaaaagtge
ttttaatata
gtttttgttt
atcttgetet
gaccacacac
atttaatctg
ttttaaacct
ctttctaaaa
atteccatcat

aaccattatt
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agaagtggtec
agagtaagta
gtggtgtecac
cgagttacat
gttgtcagaa
totcttactg
tcattetgag
aataccgege
cgaaaactct
cccaactgat
ggcaaaatge
tectttttea
ttgaatgtat
cacctgggte
aatatataaa
tcegaagatg
tocctgetete
gaaaatcetg
cttttecttgt
ttgtttattt
tccaaataca
taaaagatac

atcatgacat

<213> Saccharomyces cerevisiae

<223> Secuencia de aminoacidos de Gal2p WT

ctgcaacttt
gttcgececagt
gctegtegtt
gatccocceat
gtaagttgge
tcatgcecatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcagcate
cgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat
cttttcoatca
ttaaaaatag
taaaagacte
aggtattaat
tgattttaca
ctaataaata
ttttttette
aaacataaaa
gaggegegtyg

taacctataa
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atccgeoctcee
taatagtttg
tggtatgget
gttgtgaaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggcogaceg
aactttaaaa
accgctgttg
ttttacttte
ggaataaggg
agcatttatc
aaacaaatag
cgtgctataa
aaagtaaaaa
tagggggatc
gccgaattgt
ttttacttat
tatatgtaaa
attcegtaac
ataaataaac
taagttacag

aaataggegt

atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcaget
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctctt
gtgctcatca
agatccagtt
accacgttte
cgacacggaa
agggttattg
gggttcegeg
aaataattat
aagaaattaa
gccaacaaat
ttecatcttgt
cgttaatega
gtacgctttt
tettetacet
acagagtaaa
gcaagcegata

atcacgagge

6060

6120

6180

6240

€300

€360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7389
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Met Ala Val Glu Glu Asn Asn Met Pro Val Val Ser Gln Gln Pro Gln

1 5 10 15

Ala Gly Glu Asp Val Ile Ser Ser Leu Ser Lys Asp Ser His Leu Ser
20 25 30

Ala Gln Ser Gln Lys Tyr Ser Asn Asp Glu Leu Lys Ala Gly Glu Ser
35 40 45
Gly Pro Glu Gly Ser Gln Ser Val Pro Ile Glu Ile Pro Lys Lys Pro
50 55 60
Met Ser Glu Tyr Val Thr Val Ser Leu Leu Cys Leu Cys Val Ala Phe
€5 70 75 80
Gly Gly Phe Met Phe Gly Trp Asp Thr Gly Thr Ile Ser Gly Phe Val
85 90 95
Val Gln Thr Asp Phe Leu Arg Arg Phe Gly Met Lys His Lys Asp Gly
100 105 110
Thr His Tyr Leu Ser Asn Val Arg Thr Gly Leu Ile Val Ala Ile Phe
115 120 125
Asn Ile Gly Cys Ala Phe Gly Gly Ile Ile Leu Ser Lys Gly Gly Asp
130 135 140
Met Tyr Gly Arg Lys Lys Gly Leu Ser Ile Val Val Ser val Tyr Ile
145 150 155 160
Val Gly Ile Ile Ile Gln Ile Ala Ser Ile Asn Lys Trp Tyr Gln Tyr
165 170 175
Phe Ile Gly Arg Ile Ile Ser Gly Leu Gly Val Gly Gly Ile Ala Val
180 185 1350
Leu Cys Pro Met Leu Ile Ser Glu Ile Ala Pro Lys His Leu Arg Gly
1595 200 205
Thr Leu Val Ser Cys Tyr Gln Leu Met Ile Thr Ala Gly Ile Phe Leu
210 215 220
Gly Tyr Cys Thr Asn Tyr Gly Thr Lys Ser Tyr Ser Asn Ser Val Gln
225 230 235 240
Trp Arg Val Pro Leu Gly Leu Cys Phe Ala Trp Ser Leu Phe Met Ile
245 250 255
Gly Ala Leu Thr Leu Val Pro Glu Ser Pro Arg Tyr Leu Cys Glu Val
260 265 270
Asn Lys Val Glu Asp Ala Lys Leu Ser Ile Ala Lys Ser Asn Lys Val
275 280 285
Ser Pro Glu Asp Pro Ala val Gln Ala Glu Leu Asp Leu Ile Met Ala
290 295 300
Gly Ile Glu Ala Glu Lys Leu Ala Gly Asn Ala Ser Trp Gly Glu Leu
305 310 315 320
Phe Ser Thr Lys Thr Lys Val Phe Gln Arg Leu Leu Met Gly Val Phe
325 330 335
Val Gln Met Phe Gln Gln Leu Thr Gly Asn Asn Tyr Phe Phe Tyr Tyr
340 345 350
Gly Thr Val Ile Phe Lys Ser Val Gly Leu Asp Asp Ser Phe Glu Thr
355 3560 365
Ser Ile Val Ile Gly Val Val Asn Phe Ala Ser Thr Phe Phe Ser Leu
370 375 380
Trp Thr Val Glu Asn Leu Gly Arg Arg Lys Cys Leu Leu Leu Gly Ala
385 3%0 385 400
Ala Thr Met Met Ala Cys Met Val Ile Tyr Ala Ser Val Gly Val Thr
405 410 415
Arg Leu Tyr Pro His Gly Lys Ser Gln Pro Ser Ser Lys Gly Ala Gly
420 425 430
Agn Cys Met Ile Val Phe Thr Cys Phe Tyr Ile Phe Cys Tyr Ala Thr
435 440 445
Thr Trp Ala Pro Val Ala Trp Val Ile Thr Ala Glu Ser Phe Pro Leu
450 455 460
Arg Val Lys Ser Lys Cys Met Ala Leu Ala Ser Ala Ser Asn Trp Val
465 470 475 480
Trp Gly Phe Leu Ile Ala Phe Phe Thr Pro Phe Ile Thr Ser Ala Ile
485 490 435
Asn Phe Tyr Tyr Gly Tyr Val FPhe Met Gly Cys Leu Val Ala Met Phe
500 505 510
Phe Tyr Val Phe Phe Phe Val Pro Glu Thr Lys Gly Leu Ser Leu Glu
215 520 525
Glu Tle Gln Glu Leu Trp Glu Glu Gly Val Leu Pro Trp Lys Ser Glu

530 535 540
Gly Trp Ile Pro Ser Ser Arg Arg Gly Asn Asn Tyr Asp Leu Glu Asp
545 550 555 560
Leu Gln His Asp Asp Lys Pro Trp Tyr Lys Ala Met Leu Glu
565 570

157
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<210> 60
<211> 9400
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222> 1..9400

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="pRN187 (pSH65-derived CRE recombinase que expresun
vector)" /tipo_mol="ADN no asignado"

158

<400> 60
cctectagagt cgacctgcag cttctcaatg atattecgaat acgetttgag gagatacage 60
ctaatatccyg acaaactgtt ttacagattt acgatcgtac ttgttaccca tcattgaatt 120
ttgaacatce gaacctggga gttttcecctg aaacagatag tatatttgaa cctgtataat 180
aatatatagt ctagcgettt acggaagaca atgtatgtat tteggttoct ggagaaacta 240
ttgcatctat tgecataggta atcttgcacg teogecatccec ggttecatttt ctgegtttcce 300
atocttgeact tcaatagecat atctttgtta acgaageate tgtgettecat tttgtagaac 360
aaaaatgcaa cgcgagagcyg ctaatttttc aaacaaagaa tctgagctgc atttttacag 420
aacagaaatg caacgcgaaa gcgctatttt accaacgaag aatctgtget tecatttttgt 480
aaaacaaaaa tgcaacgcga gagcegcetaat ttttcaaaca aagaatctga getgeatttt 540
tacagaacag aaatgcaacyg cgagagcgct attttaccaa caaagaatct atacttcttt 600
tttgttcetac aaaaatgeat cccegagageg ctatttttet aacaaagcat cttagattac 660
tttttttete ctttgtgege tetataatge agtctettga taactttttyg cactgtaggt 720
ccgttaaggt tagaagaagg ctactttggt gtctattttec tecttccataa aaaaagectg 780
actccacttc ccgecgtttac tgattactag cgaagctgecg ggtgcatttt ttcaagataa 840
aggcatcccc gattatattc tataccgatg tggattgcgc atactttgtg aacagaaagt 200
gatagcgttyg atgattcttc attggtcaga aaattatgaa cggtttcttc tattttgtcet 960
ctatatacta cgtataggaa atgtttacat tttcgtattg ttttecgattc actctatgaa 1020
tagttcttac tacaattttt ttgtctaaag agtaatacta gagataaaca taaaaaatgt 1080
agaggtcgag tttagatgca agttcaagga gcgaaaggtg gatgggtagg ttatataggg 1140
atatagcaca gagatatata gcaaagagat acttttgage aatgtttgtg gaageggtat 1200
tcegecaatatt ttagtagete gttacagtec ggtgegtttt tggttttttg aaagtgogtce 1260
ttcagagege ttttggtttt caaaageget ctgaagttce tatactttet agagaatagg 1320



aactteggaa
gagctgegea
tatatataca
gtctatttat
cggggtateg
caattggatt
agtaccgaga
ttgtcctgge
cegttaggee
ggccattttt
atctgactaa
tecctatttac
cgcctatttt
tttcggggaa
tatccogotea
atgagtattc
gtttttgectc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacy
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cetgtageaa
toccggeoaac
teggeectte
cgoggtatea
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte

accaaaatcc

taggaacttc
catacagcte
tgagaagaac
gtaggatgaa
tatgcttcct
agtctcecatee
aactagtgeg
cacggcagaa
cttcattgaa
tatagcaaag
gttatctttt
tegttttagg
tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacattteeg
acccagaaac
acatcgaact
ttecaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aacecggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggetggetg
ttgeageact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt

cttaacgtga
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aaagegttte
actgttcacg
ggcatagtge
aggtagtcta
tcagcactac
ttcaatgcta
aagtagtgat
gcacgcttat
agaaatgagg
attgaataag
aataattggt
actggttcag
tgtecatgata
aaccectatt
accctgataa
tgtegeectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagce
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc

gttttcgttc

cgaaaacgag
tegcacctat
gtgtttatge
gtaccteectg
cctttagetg
tecattteett
caggtattge
cgctccaatt
tcatcaaatg
goegecattttt
atteoctgttt
aattettgaa
ataatggttt
tgtttatttt
atgettcaat
attcoecetttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttectge
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggecca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagecoct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga

cactgagcgt
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cgcttecgaa
atctgcgtgt
ttaaatgegt
tgatattate
ttctatatge
tgatattgga
tgttatcotga
tceccacaaca
tcttcecaatg
cttcaaagct
attgettgaa
gacgaaaggyg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tcettgagag
tatgtggege
actattctea
gceatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgcaggace
gageeggtga
cccgtategt
agategctga
catatatact
tcectttttga

cagaccccgt

aatgcaacge
tgcctgtata
acttatatge
cecattecatg
tgccactcet
tcatatgeat
tgagtatacg
ttagtcaact
tgagattttg
ttattgtacg
gaattgccgg
cetegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecetteet
gttgggtgca
ttttcgecee
ggtattatee
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctaget
acttctgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgec
ttagattgat
taatctcatg

agaaaagatc

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



aaaggatctt
ccaccgcetac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttocogaag
cgcacgaggyg
cacctetgac
aacgccagca
ttcttteoctg
gataccgete
gagcgeccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gcaattaace
gagegggtga
gcgtteetga
atactagctt
caaatgaacg
tttetggggt
caaaaactgc
attcaaatgt
aaggagaaaa
tcaagcttat
tatctgagtg
tcgatgecaac
cgttttetga

gcaagttgaa

cttgagatce
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgecagtgg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaagygc
agcttecagg
ttgagegteg
acgcggcectt
cgttatecececo
gcogeageeg
tacgcaaacce
tteocegactg
aggcaccceca
gataacaatt
cteactaaag
cagececteceg
aacgcagatg
ttatggttat
aatcaaatta
aattaatcag
ataaccactt
aataaaagta
aaccccggat
cgataccgtc
ttaaatgtec
gagtgatgag
gcatacetgy

taaccggaaa
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tttttttetg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaceg
cgataagteg
gtegggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtyg
aacgaccgag
gcctoteocee
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
aaggaagact
tgeetegege
gaagaggaaa
acaaccatag
cgaagcgatg
taactaatac
tcaacaaaaa
tctagaacta
gaggggcaga
aatttactga
gttcgcaaga
aaaatgette

tggttteceg

cgegtaatet
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatace
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagegtg
ceggtaageg
tggtatcttt
tgctegteag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gegegttgge
agtgagegea
tttatgette
aacagctatg
ctggagetet
ctccteegtg
cgcactgete
aattggcagt
gatgataatg
atttttgatc
tttcaacatt
attgttaata
gtggatccce
gccgatcctg
cegtacacea
acctgatgga
tgtcegtttyg

cagaacctga

160

gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
togetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtegy
atagtcctgt
gggggcggayg
gctggccttt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctectat
accatgatta
agtacggatt
cgtcectegte
cgaacaataa
aacctggccc
cgattagttt
tattaacaga
ttecggtttgt
tacctctata
cgggctgcag
tacactttac
aaatttgect
catgttcagg
ceaggtegtyy

agatgttege

aacaaaaaaa
ttttecgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gceccagettg
aagcgccacyg
aacaggagayg
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagetgg
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagcgc
agaagcagec
ttcaccggtc
agattctaca
cacaaacctt
tttagcectta
tatataaatg
attacttctt
ctttaacgtce
gaattcgata
ttaaaaccat
gcattaccgg
gatcgccagg
geggeatggt

gattatctte

3300

3360

3420

34890

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



tatatctteca
acatgcttca
ttatgeggeg
egttegaacg
aggatatacg
aaattgoccag
atattggeag
gggtaactaa
actacctgtt
tatcaactcg
aggatgactc
cgcgagatat
ccaatgtaaa
tgecgecetget
atatttatgg
tgtaagcact
gecctgatatt
tttcgtgatg
tttggegaac
cacgcttaca
aacctgaagt
ttatatttca
tgaaaacctt
taggaccggt
agtgattttc
acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctett
ctecaatggag
atgtatctat

agctgaaaaa

ggcegegeggt
tegteggtee
gatccgaaaa
cactgattte
taatctggca
gatcagggtt
aacgaaaacg
actggtcgag
ttgecgggte
cgccctggaa
tggtcagaga
ggccegeget
tattgtcatg
ggaagatggce
tgacatatga
aatattecagt
gactcaatat
aatgccaccg
tottgggtaa
ttcacgecect
ctaggtececct
aatttttctt
gcttgagaag
ttatecattat
ctaactttat
aatagggggc
cotggeatee
aatecccagea
agcgcaacta
tgatgecaace
ctecattttet

aaaggttgaa
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ctggecagtaa
gggetgecac
gaaaacgttg
gaccaggtte
tttctgggga
aaagatatet
ctggttagca
cgatggattt
agaaaaaatg
gggatttttg
tacctggoct
ggagtttcaa
aactatatcc
gattagccat
gaaaggattt
cgocagecgt
ccgttgegtt
aggaagaage
ggttggaatt
ceceeccacat
atttattttt
ttttttectgt
gttttgggac
caatactgee
ttagtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaacag
tgcctggagt
tacaccttet

accagttcecc

aaactatcca
gaccaagtga
atgecggtga
gttecactecat
ttgcttataa
cacgtactga
ccgeaggtgt
cegtetetgg
gtgttgecege
aagcaactca
ggtctggaca
taceggagat
gtaccectgga
taacgcgtaa
caacatcgac
cattgtcact
tcctgtcaaa
acggcygcggt
gtegaccteg
ccgetctaac
ttatagttat
acagacgcgt
gctcgaagge
atttcaaaga
aattagecctt
gaatatataa
atggagceeg
gttttettea
gggcacaaac
aaatgatgac
attacettct

tgaaattatt
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gcaacatttg
cagcaatget
acgtgcaaaa
ggaaaatage
caccctgtta
cggtgggaga
agagaaggeca
tgtagctgat
gccatctgee
tcgattgatt
cagtgecccgt
catgcaaget
tagtgaaaca
atgattgcta
ggaaaatatg
gtaaagectga
agtatgegta
tttgcaaagt
agtcatgtaa
cgaaaaggaa
gttagtatta
gtacgcatgt
tttaatttge
atacgtaaat
ttaattetge
catcgtaggt
ctttttaage
ccaaccatea
aggcaaaaza
acaaggcaat
geteteotetg

ccectacttg

ggccagctaa
gtttcactgg
caggcetctag
gategetgee
cgtatagceg
atgttaatcc
cttagectgg
gatccgaata
accagccagc
tacggcgcta
gtcggagecg
ggtggetgga
ggggcaatgg
taattatttg
tagtgetgte
gcgatagaat
gtgctgaaca
gatgtctgag
ttagttatgt
ggagttagac
agaacgttat
aacattatac
ggceggtace
aattaatagt
tgtaacccgt
gtctgggtga
tggecatcecag
gtteataggt
cgggcacaac
tgacccacge
atttggaaaa

actaataagt

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5240

6000

6060

6120

6180

6240

€300

6360

€420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6500

6960

7020



atataaagac
tctactttta
aacacacata
aaagaattta
attgaaggtg
actaaaggtg
tcaaaagctt
gaaggtttta
caagattcat
tttecatcag
agaatgtatc
gatggtggtc
ttaccaggtg
actattgttg
ttatataaat
attataagca
tttttaagat
gaacagegte
tgtgtcgcga
tcatcaactg
accatagctt
gcatecgeegt
ctctagggtg
gtttettttt
attttttttt
ggtcttcaat
tcttgttcat
categgeata
agttgaccag
ggaccgaceg

gggacgacgt

ggtaggtatt
tagttagtct
aagaattcaa
tgagatttaa
aaggtgaagg
gtccattace
atgttaaaca
aatgggaaag
cattacaaga
atggtecagt
cagaagatgg
attatgatgc
cttataatgt
aacaatatga
aatctagaca
aagatacgta
ttggttatat
caagtaacta
aaagtaaaaa
tttaaaagat
caaaatgttt
accacttcaa
tcgttaatta
cttegtcgaa
ttagtttttt
ttctcaagtt
tagaaagaaa
gtatategge
tgccgttecg
gcteggygtte

gacceetgtte

ES 2 663 480 T3

gattgtaatt
tttttttagt
aatggtttca
agttcatatg
tagaccatat
atttgettgg
tccagctgat
agttatgaat
tggtgaattt
tatgcaaaaa
tgctttaaaa
tgaagttaaa
taatattaaa
aagagctgaa
aategetott
aattttgett
aatgtacgta
cattatgtge
ttttaaaaat
ctgagctege
ctactccttt
aacacccaag
cccgtactaa
aaaggcaata
tctetttecag
tcagtttcat
gcatagcaat
atagtataat
gtgctcacecg
tecegggact

atcagcgegg

ctgtaaatet
tttaaaacac
aaaggtgaag
gaaggttcag
gaaggtacte
gatattttgt
attccagatt
tttgaagatyg
atttataaag
aaaactatgg
ggtgaaatta
actacttata
ttggatatta
ggtagacatt
aaatatatac
atattattat
atgcaaagga
actaatagtt
tagagcacct
ggccgcegata
tttactcttce
cacagcatac
aggtttggaa
aaaattttta
tgacctccat
ttttettgtt
ctaatctaag
acgacaaggt
cgcgegacgt
teogtggagga

tccaggacca
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atttcttaaa
caagaactta
aagataatat
ttaatggtca
aaactgctaa
caccacaatt
atttaaaatt
gtggtgttgt
ttaaattgag
gttgggaage
aacaaagatt
aagctaaaaa
cttcacataa
caactggtgg
ctaaagaaca
acacatatca
aataaatttt
tagegtegtyg
tgaacttgcg
tegetagete
cagattttct
taaattttce
aagaaaaaag
tcacgtttct
tgatatttaa
ctattacaac
gggcggtgtt
gaggaactaa
cgceggageg
cgacttegee

ggtggtgecg

cttettaaat
gtttcgaata
ggctattatt
tgaatttgaa
attgaaagtt
tatgtatggt
gtcatttcca
tactgttact
aggtactaat
ttcatcagaa
gaaattaaaa
accagttcaa
tgaagattat
tatggatgaa
ttaaagctat
tatttctata
atacattatt
aagactttat
aaaaaggttc
gagcccacac
cggactccge
ctetttette
agaccgecte
ttttcttgaa
gttaataaac
tttttttact
gacaattaat
accatggcoca
gtcgagttct
ggtgtggtcce

gacaacaccoc

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880



10

15

tggcctgggt
ccacgaacktt
ggcgggagtt
aggactgaca
tcetttgteg
teegetetaa
tttatagtta
tacagacgeg

cgctegaagyg

gtgggtgege
cegggacged
cgeectgege
cgtccgacgg
atatcatgta
ccgaaaagga
tgttagtatt
tgtacgeatyg

ctttaatttg

ES 2 663 480 T3

ggcctggacyg
teegggeegy

gacceggooy

cggcccacgy
attagttatg
aggagttaga
aagaacgtta
taacattata

caagctgaat

<210> 61
<211> 5763
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..5763

<223> /organismo="Secuencia artificial"

/tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 61

agctgtacge
ccatgacega
gcaactgegt
gtccecaggec
tcacgettac
caacctgaag
tttatatttc
ctgaaaaccet

tececggggat

/nota="pRN486
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cgagtggtceg
gatcggegag
geacttegtyg
tecggagatecc
attcacgcce
tcetaggtece
aaatttttet

tgettgagaa

gaggtcogtgt
cagcegtggyg
geecgaggage
gtcccocettt
tcecceccaca
tatttatttt
tttttttetg

ggttttggga

8940

9000

9060

9120

92180

9240

9300

9360

9400

(TOPO-BLUNT-his3::loxP-natMX-loxP)"



acttcgtata
aagggagaaa
agaggctagc
tagtgagagt
taccaacgat
tgcagcatac
tatacgaaca
tgaacgaggc
acggatcata
gatctggctt
tctagaggge
caacgtcgtg
cctttegeca
cgcagcctat
ctgtttgtgyg

ctggecagty

atgtatgcta
gtaggagatc
agaattaccc
gcgttecaagg
gtteccteca
gatatatata
gtatgatact
gecgetttect
tgcggtgtga
aagggcgaat
ccaattegec
actgggaaaa
gctggegtaa
acgtacggca
atgtacagag

cacgtetget

ES 2 663 480 T3

tacgaagtta
tctcttgega
tccacgttga
ctettgeggt
ccaaaggtgt
catgtgtata
gaagatgaca
tttttctttt
aatactcgag
tctgagatat
ctatagtgag
ccctggegtt
tagcgaagag
gtttaaggtt
tgatattatt

gtcagataaa

tacgtacgca
gatgatcccg
ttgtctgcga
tgccataaga
tottatgtag
tatgtatace
aggtaatgea
tgctttttct
atcttgctga
ccatcacact
teogtattaca
acccaactta
gocccgeacceg
tacacctata

gacacgccgg

gtetecegtyg
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gttgtcgaac
cattttcttg
ggcaagaatg
gaagccacct
tgacaccgat
tatgaatgte
tecattctata
ttttttttet
aaaactcgag
ggcggccget
attcactgge
atcgecttge
atcgecctte
aaagagagag
ggecgacggat

aactttacce

ttggtttgca
aaagctttgce
atcatcaccg
cgcccaatgg
tatttaaagce
agtaagtatg
cgtgtecatte
cttgaactcg
ccatccggaa
cgagcatgca
cgtegtttta
agcacatccc
ccaacagttg
ccgttategt
ggtgatccce

ggtggtgcat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960



ateggggatg
atcggggaag
ctgatgttet
atccttttca
tactgggeta
gggcttacat
ccagctgggy
tegoogocaa
tegtttogea
aggctatteg
cggctgtcag
aatgaactgc
gcagetgtge
ccgggygcagyg
gatgcaatge
aaacatcgca
ctggacgaag
atgococgacy
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttcc
cgccttottg
ctecttacge
tgcgoggaac
gacaataacc
tgaccagtge
ccgaccggcet
acgacgtgac
cctgggtgtg
cgaactteeg

gggagttege

aaagctggeg
aagtggctga
ggggaatata
cgtagaaagc
tctggacaag
ggcgataget
cgcecectetgg
ggatetgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcagggdcyg
aagacgaggc
tcgacgttgt
atctectgte
ggcggetgea
tcgagcgage
agcatcaggg
gegaggatat
gecgetttte
tagegttgge
tcgtgcttta
acgagttctt
atctgtgegg
ccctatttgt
ctgataaatg
cgttecggtg
cgggttctec
cctgtteate
ggtgegegge
ggacgecteoc

cetgogegac

ES 2 663 480 T3

catgatgace
tctcagecac
aatgtcaggc
cagtccgoag
ggaaaacgca
agactgggeg
taaggttggyg
gegeagggga
agatggattg
ggcacaacaqg
cccggbtctt
agcgcggcta
cactgaageg
atctcaccott
tacgettgat
acgtactcgg
gctcgegcceca
cgtegtgace
tggattcatc
taccegtgat
cggtatcgec
ctgaattatt
tatttecacac
ttatttttet
cttcaataat
ctcaccgege
cgggacttcg
agegeggtee
ctggacgagce
gggecggeca

coggocggeoa

accgatatgg
cgcgaaaatg
atgagattat
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
aagccctgca
tcaagetetg
cacgcaggtt
acaatecgget
tttgtcaaga
tegtggetgg
ggaagggact
gcteoetgecyg
caggctacet
atggaagccg
gccgaactgt
catggagatyg
gactgtggce
attgctgaag
gctcoccgatt
aacgcttaca
cgcatacagg
aaatacattc
agcacgtgag
gcgacgtecge
tggaggacga
aggaccaggt
tgtacgccga
tgaccgagat

actgoegtgea
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ccagtgtgee
acatcaaaaa
caaaaaggat
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
ctceggecge
getetgatge
ccgacctgtc
ccacgacggg
ggctgetatt
agaaagtatc
gcccattega
gtecttgtecga
tcgccaggcet
cctgettgee
ggetgggtgt
agcttggegg
cgcagcgcat
atttcctgat
tggcactttt
aaatatgtat
gagggccacc
cggageggtce
cttcgeoggt
ggtgeeggac
gtggtcggag
cggegageayg

cttegtggee

ggtetcegtt
cgccattaac
cttcacctag
gaatgtcage
agecttgeagt
accggaattg
gatggctttc
aggatgagga
ttgggtggag
cgeegtgtte
cggtgcecctg
cgtteccttge
gggegaagtg
catcatgget
ccaccaageg
tcaggatgat
caaggcgagc
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatgggct
cgccttctat
geggtatttt
cggggaaatg
ccgectcatga
atggccaagt
gagttctgga
gtggtceggy
aacaccctgg
gtcgtgteca
cegtgggage

gaggagcagg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



actgacacgt
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttcogaa
agccgtagtt
taatcotgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgage
aatacgcaaa
gtttccegac
ttaggcaccc
cggataacaa
acactataga
cggocogecay
agaaagattg
gtttgaacac
tetattacte
tecattttttt
acataatgaa
tgagcaggea
tacaaatgaa
tatacgaagt
tcgacageag
cacttaactt

catttgatta

gctaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgeta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtgget
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcoccgaa
gcgeacgagg
ccacctetga
aaacgccagce
gttectttect
tgatacecget
caegectetee
tggaaagcgy
caggctttac
ttteacacag
atactcaagce
tgtgcetggaa
tacatcecgga
ggcattagtc
ttggcecteet
ttttcocacct
ttatacatta
agataaacga
accaagatte
tatgegeget
tatagecgace
cgcatetggyg

aaatagaaca

ES 2 663 480 T3

catttttaat
ccttaacgtyg
tecttgagate
ccageggtgg
ttcagcagaqg
ttcaagaact
getgecagtg
aaggcgcage
acctacacecg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegte
aacgeggect
gcgttatcecec
cgocgoagec
ccgegegttg
gcagtgagcg
actttatgect
gaaacagcta
tatgcatcaa
ttegocccat
attctagatt
agggaagtca
ctagtacact
agcggatgac
tataaagtaa
aggcaaagat
agattgegat
ctagatatcyg
agcattcaca
cagatgatgt

actacaatat

ttaaaaggat
agttttcogtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacce
gcgataagte
ggtcgggoty
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaceaga
gacgatteat
caacgcaatt
tceggetegt
tgaccatgat
gettggtace
ggeagetgag
ggtgagcgct
taacacagtce
ctatattttt
tetttttttt
tgtgatttct
gacagageag
ctetttecta
tecgacactgg
tacgattgac
cgaggcgaaa

aaaaaaacta
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ctaggtgaag
ccactgageg
gegegtaate
ggatcaagag
aaatactgtc
gcectacatac
gtgtettace
aacqggggggt
cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgectegtea
cctgggettt
ggataaccgt
gegeagoegag
taatgcaget
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgeocaage
gagctcggat
aatattgtag
aggagtcact
ctttcocccgea
ttatgecteg
tettagegat
tcgaagaata
aaagecctag
taacttegta
atggcggcgt
geatgatatt
aaaaatataa

tacaaatgac

atcetttttg
tcagacceeg
tgetgettge
ctaccaacte
cttctagtgt
ctegetetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtog
tatagtcctg
ggggggcgga
tgectggectt
attaccgeet
tcaagogoce
ggcacgacag
agctcacteca
gaattgtgag
tatttaggtg
ccactagtaa
gagatcttot
gccaggtatc
attttetttt
gtaatgattt
tggcattatce
tactaaaaaa
taaagcgtat
tagecatacat
tagtatcgaa
acttteotgeg
atcacgctaa

aagttcttga

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



10

15

20

aaacaagaat
tcgeegteeg
atccgeceggt
ccggegeccee
tgccceeggt
gagtacgaga
cgggagtcayg
aacaccttgg
gcggtgacyge
gogtocoeccog
catggttgtt
agtatatgaa
geggegtggy
agcgaggage
gattatacat
ctgegeoacgt
cceggegggyg

ata

<210> 62
<211> 23
<212> ADN

ctttttattg
aggcggtgeoe
acgcgtggat
gctegeggge
gctecgggge
cgaccacgaa
ggtecgecgte
tcaggggegg
ggaagacggt
ggacactggt
tatgttcgga
agaagaacct
gacaatteaa
cgtaattttt
ggggatgtat

caagactgte

acgaggcaag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador ActinF (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 62

ggattctgag gttgctgctt tgg 23

<210> 63
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 663 480 T3

tcagtactag
gtcgtacagg
cgccggtgeg
gaactecgte
gacctcgatyg
geccgecagyg
ctccacggeg
gtccaccgge
gtcggtggty
geggtacegyg
tgtgatgtga
cagtggcaaa
cgegtetgtyg
gcttegegee
gggctaaatyg
aaggagggta

cttaagggcg

gggcagggea
geggtgteoca
ttgacgttgg
gcgagcccoca
tectegacgg
tegeegtegt
tecgattegt
acctccegea
aaggacccat
taagoeogtgt
gaactgtate
tcctaacctt
aggggagegt
gtgcggecat
tacgggecgac
ttctgggeet

aattccagca

167

tgctcatgta
ggccgcagag
tgacctccag
tcaacgeogeg
tcagceggeg
ceecgtacge
cgtaagatte
gggtgaagcc
ccagtgecte
cgtcaagagt
ctagcaagat
ttatatttct
tteccetgete
caaaatgtat
agtcacatca
ccatgteget

cactggecgge

gagcgectge
ggtgaacccce
ccagaggtgce
cccgaccceg
gttccagceg
gacgaacgte
gtegtegggg
gtcceceggtg
gatggecctceyg
ggtcatttta
tttaaaagga
ctacaggggc
gcaggtetge
ggatgcaaat
tgccecctgag
ggccgggtga

cgttactaga

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5763
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35

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador ActinR (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 63

gagcttcatc accaacgtag gag

<210> 64
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT1F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 64

tgttctctgt acaccgttga ccg

<210> 65
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT1R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 65

agatcataca gttaccagca ccc

<210> 66

23

23

23

ES 2 663 480 T3
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<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.19

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota=" Cebador HXT2F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 66

cttcgcatcc actttcgtg

<210> 67
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..22

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT2R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 67

aatcatgacg ttaccggcag cc

<210> 68
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT3F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

19

22

ES 2 663 480 T3
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ES 2 663 480 T3

<400> 68

gaagctagag ctgctggttc agc 23

<210> 69
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..24

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT3R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no
asignado"

<400> 69

acaacgacat aaggaattgg agcc 24

<210> 70
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..24

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT4F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no
asignado"

<400> 70

atggagagtt ccattaggtc tagg 24

<210> 71
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<222>1.24

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT4R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 71

atggagagtt ccattaggtc tagg

<210> 72
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT5F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 72

ttgctatgtc gtctatgcct ctg

<210> 73
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..22

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT5R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 73

agataaggac ataggcaacg gg

<211>21
<212> ADN

23

24

22

ES 2 663 480 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.21

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT7F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 74

gggtgcetgca tccatgactg ¢

<210> 75
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.24

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT7R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 75

acaacgacat aaggaattgg agcc

<210> 76
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..25

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT8F ((PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 76

gtactactat cttcaaatct gtcgg

21

25

24
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<210> 77
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.21

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT8R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 77

cttgtgacgc caacggaggc g

<210> 78
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..22

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXTOF (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 78

ccattgagag gtttggacgc cg

<210> 79
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT9R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

21

22
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<400> 79

acacaatcat acagttaccg gcg

<210> 80
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT10F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 80

ggaatgcaag actctttcga gac

<210> 81
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.21

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT10R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 81

ctagtgacgc caacggtggc g

<210> 82
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

23

23

21
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<221> fuente

<222>1.21

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT11F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 82

gccactcaat ggagagtcgg ¢

<210> 83
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..22

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT11R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 83

caactagcaa ggctggatcg tc

<210> 84
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT12F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 84

caccatcttc aaatctgtcg gtc

<210> 85
<211> 23

21

22

23
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT12R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 85

caatcataca gttaccggca ccc

<210> 86
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..20

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT13F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 86

ccctcatggc caggacggtc

<210> 87
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT13R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 87

20

23
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ttgccataac cagttgcatg cag

<210> 88
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.24

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT14F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 88

gccttagtag tgtactgcat cggt

<210> 89
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT14R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 89

tgatacgtag ataccatgga gcc

<210> 90
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

23

24

23
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<222>1.21

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT15F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 90

gaggcctgtg tctccatcge ¢

<210> 91
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.24

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT15R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 91

cacaagaata cctgtgatca aacg

<210> 92
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.24

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT16F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 92

caaggaagta tagtaatact gcgc

<210> 93
<211> 21
<212> ADN

21

24

24
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.21

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT16R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 93

ttggcgatgg agacacaggc ¢

<210> 94
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT17F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 94

taacactgca caatggagag tcc

<210> 95
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..22

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT17R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 95

tgagtaccca tggatcctct gg

21

22

23
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<210> 96
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..23

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador GAL2F (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 96

tcaatggaga gttccattag ggc

<210> 97
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.21

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador GAL2R (PCR en tiempo real)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 97

ctggacggca ggatcctctg g

<210> 98
<211> 82
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..82

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador KOP11* para KO HXT11" /tipo_mol="ADN no

asignado"

23

21
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<400> 98

aataatcatt gcacaattta gttctaaacg cttttgttat tactcaatat ccgttttaag

agcttggtga gcgctaggag tc

<210> 99
<211> 101
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..101

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador KOT11* para KO HXT11" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 99

tcgtcaattt ttttttttge ttttttacca atttaccgaa aactagaaga gagttcaaga

gaaaaaaaaa gaaaaagCcaa aaagaaaaaa ggaaagcgeg ¢

<210> 100
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..39

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador iHXT11F (HXT11 inversa)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 100

ggcctctaga tcagctggaa aagaacctct tgtaaattg

<210> 101
<211> 41

39

181
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.41

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador iHXT11R (HXT11 inversa)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 101

gctaggatcc atgtcaggtg ttaataatac atccgcaaat g

<210> 102
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..36

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT11F (clonacién)" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 102

ggcctctaga atgtcaggtg ttaataatac atccgc

<210> 103
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..37

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT12F (clonacion)" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 103

ggcctctaga atgggtttga ttgtctcaat attcaac

36

37

41
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<210> 104
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..39

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT11/12R (clonacién)" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 104

cgatggatcc tcagctggaa aagaacctct tgtaaattg

<210> 105
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..36

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador HXT1 Xbal (clonacién)" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 105

gcattctaga atgaattcaa ctcccgatct aatatc

<210> 106
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..38

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador R HXT1 Cfr9i (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

36

39
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<400> 106

tgcatccegg gttatttcct gctaaacaaa ctcttgta

<210> 107
<211>33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..33

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador F HXT2 Xbai (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 107

gtcctctaga atgtctgaat tcgctactag ccg

<210> 108
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..40

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador R HXT2 Cfr9i (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 108

catcgcccgg gttattcctc ggaaactctt ttttcttttg

<210> 109
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

33

38

40
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<221> fuente

<222>1..38

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador F HXT3 Xbal (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 109

gcattctaga atgaattcaa ctccagattt aatatctc

<210> 110
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..36

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador R HXT6 Cfr9i (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 110

catcgcccegg gttatttggt gctgaacatt ctcttg

<210> 111
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..35

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador F HXT4 Xbal (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 111

gtcctctaga atgtctgaag aagctgccta tcaag

<210> 112
<211> 38

38

36

35
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..38

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador R HXT4RN Cfr9l (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 112

tatcgccegg gttaattaac tgacctactt ttttccga

<210> 113
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..35

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador F HXT5 Xbal (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 113

gtcctctaga atgtcggaac ttgaaaacgc tcatc

<210> 114
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..40

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador R HXT5 Cfr9i (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 114
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gcatcccggg ttatttttct ttagtgaaca tccttttata

<210> 115
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.34

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador F HXT7 Xbal (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 115

gtcctctaga atgtcacaag acgctgctat tgca

<210> 116
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..36

<223> /organismo="Secuencia artificial" /nota="Cebador R HXT7 Cfr9l (clonacién)" /tipo_mol="ADN no

asignado"

<400> 116

catcgcccegg gttatttggt gctgaacatt ctcttg

<210> 117
<211> 6338
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

40

34

36
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<222>1..6338

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="Plasmido pRS313-P7T7" /tipo_mol="ADN no asignado"

188

<400> 117
tcgegegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gecagectcceg gagacggtca &0
cagettgtet gtaageggat googggagea gacaageceg tcagggogeg tcagegggtg 120
ttggcgggtg tcggggcectgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgce 180
accataattc cgttttaaga gettggtgag cgcectaggagt cactgecagg tategtttga 240
acacggcatt agtcagggaa gtcataacac agtcectttec cgecaatttte tttttetatt 300



actcttggee
ttttttttee
tgaattatac
ggcaagataa
tgaaaccaag
gatctteocca
taacgtcocac
cggctggtey
tgaagactgc
aaaaaggttt
tctttegaac
tctetettge
cctccacgtt
ggctettgeg
caccaaaggt
tacatgtgta
ctgaagatga
cttttttett
gaaatacecge
ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
egaggtgeeg
ggggaaagcee
gggcgetgge
cgeegetaca
gatcggtgeg
gattaagttyg
aattgtaata
ccctgegtgt

gcaacaagga

tectcetagta
acctagegga
attatataaa
acgaaggcaa
attcagattyg
gaaaaagagy
acaggtatag
ctaatcgttyg
gggattgcte
ggatcaggat
aggccgtacyg
gagatgatce
gattgtctge
gttgccataa
gtteottatgt
tatatgtata
caaggtaatg
tttgettttt
acagatgegt
attegegtta
aatcccttat
caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggegegteg
ggeetetteg
ggtaacgcca
cgactcacta
tettetgagg

aaaattagat
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cactctatat
tgactectttt
gtaatgtgat
agatgacaga
cgatctettt
cagaagcagt
ggtttetgga
agtgcattgg
tcggtcaage
ttgcgecktt
cagttgtcga
cgeattttet
gaggcaagaa
gagaagccac
agtgacaceg
cctatgaatg
catcattcta
cttttttttt
aaggagaaaa
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtyg
aateggaacce
gcgagaaagg
gtcacgetge
cgecattege
ctattaecgece
gggttttccc
tagggegaat
tteatetttt

ggcaaaaagt

ttttttatge
tttttettag
ttetteogaag
gcagaaagece
aaagggtggt
agcagaacag
ccatatgata
tgacttacac
ttttaaagag
ggatgaggca
acttggtttg
tgaaagettt
tgatcatcac
ctcgececcaat
attatttaaa
tecagtaagta
tacgtgtcat
ctecttgaact
tacegeatea
aaatcagecte
aatagaccga
acgtggactc
aaccatcace
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
cattcagget
agetggegaa
agtcacgacg
tggagectete
acatttgett

cgtetttcaa

189

cteggtaatg
cgattggcat
aatatactaa
ctagtaaage
ccectagega
gccacacaat
catgetetgg
atagacgacc
gcectactgg
ctttccagag
caaagggaga
gcagaggceta
cgtagtgaga
ggtaccaacg
getgeageat
tgtatacgaa
tctgaacgag
cgacggatca
ggaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
cococgattt
agcgaaagga
cacacccgee
gegeaactgt
ggggggatgt
ttgtaaaacyg
tcegtaggaac
ctgetggata

ggaaaaatce

attttecattt
tatcacataa
aaaatgagca
gtattacaaa
tagagcactc
cgcaagtgat
ccaagcatte
atcacaccac
cgcgtggagt
cggtggtaga
aagtaggaga
gcagaattac
gtgcgttcaa
atgttccete
acgatatata
cagtatgata
gegegettte
tatgcggtgt
aacgttaata
caataggceg
agtgttgtte
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcettgac
gegggegcta
gegettaatg
tgggaaggge
getgcaagge
acggccagtyg
aattteggge
attttcagag

ccaccatctt

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

s00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1%80

2040

2100

2160

2220



tegagateoce
tactagaact
ttcgaatcta
ctcaacttgt
taatcaaaaa
cgattttgcg
actctaattc
atacaaaata
gggacggaga
cgaccgeact
tggttagttt
tttttctgta
gccegteact
ttoaatttte
gtgttgtaaa
gcacagcaaa
aggattctca
taagoaagat
ctatggagag
caaaggattt
ttgaagcgaa
tcatcccaga
ggcceggtac
tggtcatagc
gccggaagca
gcgttgeget
atcggccaac
actgactege
gtaatacggt
cagcaaaagyg

cococtgacyg

ctgtaactta
gaaaaaaaaa
ttctteattt
cttttctaag
tctagaacta
aacactttta
taattttata
atacagttta
caaagaaact
gttattcaca
ggtaaatggt
tccegettca
taaaagaaga
acaatgcatc
ttetgttaat
tatgatttet
tcctgatgta
ttecggegta
aggcgatttg
ggcagtccaa
tggcccgttc
tatcttaace
ccagettttg
tgtttcoctgt
taaagtgtaa
cactgcecege
gcgcggggayg
tgogeteggt
tatccacaga
ccaggaaceqg

agcatcacaa

ES 2 663 480 T3

ttggcaactyg
aagtataaat
gcagctattg
aacaaagaat
gtggatecceo
ttaattcatg
tttttaatga
attttcaagt
ttaaagagaa
aatattccaa
aaggatatag
aaaagtgtct
aaaattactt
tatggagagg
caaagaaaaa
caactaaaga
aatatcgtgg
gactagtete
ttgattccta
tgggctgaaa
atccagtttt
agaaaggagg
ttcocecetttag
gtgaaattgt
agcctggggt
tttecagteg
aggcggtttyg
cgtteggetyg
atcaggggat
taaaaaggee

aaatcgacge

aaagaatgaa
agagacgata
taaaataata
aaacacaaaa
cgggetgeag
atcacgetct
tatcttgaaa
ttttgatcat
atgcaaagtg
ttttgectge
tagagccttt
aatgagtcag
tecatgatgeg
atattataag
gcaatagete
aactatctat
atttgatgag
ttatttttee
tcccaagatt
aatttccatg
tcttcaacce
attatggttce
tgagggttaa
tatccgetca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattgggce
cggcgagegyg
aacgcaggaa
gegttgetgyg

tcaagtcaga

190

aaggaggaaa
tatgccaata
aaacatcaag
acaaaaagtt
gaattecgata
aatttgtgca
agtaaatacg
ttgtteoetcag
ggaagaagtc
agacccacgt
ttgaaatggg
ttatttettt
aagcgaaaaa
gttacgaaat
gtttttetac
cgcggaacct
aaattacatt
agcattagaa
gagaatcaaa
tggagatttc
tcaattttta
ttgegtegac
ttecegagett
caattccaca
tgaggtaact
cgtgececaget
gctctteocge
tatcagetea
agaacatgtg
cgttttteca

ggtggcgaaa

atacaaaata
cttcacaatg
aacaaacaag
tttttaattt
tcaagettat
tttgaaatgt
tttttaatat
aaagttgagt
agttgtttac
ctacaaattt
aaatatcttc
cttactcatc
aatttttage
aaattcttga
agaatggcta
geggttgeca
tcacaagaat
tggacaaata
ggtgccaatc
ttggagaaag
gcaaaacttg
ctegaggggyg
ggecgtaatca
caacatagga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctegetce
ctcaaaggeg
agcaaaaggcC
taggctegge

cccgacagga

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



ctataaagat
ctgcecgetta
tgctcacget
cacgaacecce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacaqg
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgctc
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctcocagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtegtttg
tceccccatgt
aagttggceg
atgccatceeg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
ttttcatcac
taaaaataga
aaaagactet

ggtattaatg

accaggegtt
ceggatacct
gtaggtatcet
ccgtteoagee
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatect
cttggtetga
ttegtteate
taccatetgg
tatcagcaat
caegectecat
atagtttgcyg
gtatggcttc
tgtgaaaaaa
cagtgttatc
taagatgcett
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttacttteoac
gaataagggc
gcatttatceca
aacaaatagg
gtgctataaa
aagtaaaaaa
agggggatcg

ccgaattgtt
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cececectgga
gtcegecttt
cagtteggtg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgecc
cceceagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagectec
ageggttage
actcatggtt
ttetgtgact
ttgctecttge
gctcatcatt
atcecagtteg
cagegtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttoegege
aataattata
agaaattaaa
ccaacaaata

tcatcttgtc

gattttacat
taataaatat
tttttettea
aacataaaaa
aggcgcegtgt

aacctataaa

tttacttate gttaatcgaa
atatgtaaag tacgottttt
tteegtaact cttotaccett
taaataaaca cagagtaaat
aagttacagg caagcgatcc

aataggegta tcacgaggeco

agctececteg
cteceettogg
taggtegtte
geettateoeg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
getggtageyg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactgececeg
gcaatgatac
geeggaaggg
aattgttgee
gcecattgeta
ggttcccaac
teetteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
cteatgageg
acatttecce
atttaaattt
gaaaaaatag
ctacectttta
tgtgtagaag
tgtatatcta
gttgaaattt
ctttatttac
tceccaaatta
gtcctaagaa

ctttegte
191

tgegetetee
gaagegtgge
getecaagot
gtaactateg
ctggtaacag
ggoctaacta
ttacecttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacce
tcegtgtagat
cgcgagacce
cocgagogoag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctecgategt
tgcataattce
caaccaagte
tacgggataa
ctteggggeg
ctegtgeace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgece
tttaatataa
tttttgtttt
tcttgeotett
accacacacyg
tttaatctge
tttaaacectt
tttctaaaat
ttccatcatt

accattatta

tgttececgace
getttetcaa
gggetgtgtg
tettgagtee
gattagcaga
cggetacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatectcageg
aactacgata
acgctcaceg
aagtggtect
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tecttactgte
attctgagaa
taccgegecea
aaaactctca
caactgatect
gcaaaatgce
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgggtoe
atatataaat
ccgaagatgt
cetgetetea
aaaatcctgt
ttttettgte
tgtttatttt
ccaaatacaa
aaaagatacg

tcatgacatt

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4220
4%80
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5%40
€000
6060
6120
6180
6240
6300

6338
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<210> 118
<211> 8726
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..8726

<223> /organismo="Secuencia

asignado"

<400> 118

tcgegegttt
cagcttgtet
ttggcgggtyg
accataatte
acacggcatt
actcttggce
ttttttttece
tgaattatac
ggcaagataa
tgaaaccaag
gatcttcceca
taacgtccac
cggctggteg
tgaagactge
aaaaaggttt
tctttegaac
tectectettge

ccotocacgtt

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetay
cgttttaaga
agtcagggaa
tcetctagta
acctagcgga
attatataaa
acgaaggcaa
attcagattg
gaaaaagagg
acaggtatag
ctaatcgttg
gggattgcte
ggatcaggat
aggccgtacyg
gagatgatce

gattgtetge
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artificial" /nota="Plasmido pRS313-P7t7-HXT11+GFP" /tipo_mol="ADN no

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
gettggtgag
gtcataacac
cactctatat
tgactctttt
gtaatgtgat
agatgacaga
cgatctcettt
cagaagcagt
ggtttctgga
agtgcattgg
tcggtcaage
ttgcgeettt
cagttgtcga
cgecattttet

gaggcaagaa

tctgacacat
gacaagcccyg
cggcatcaga
cgetaggagt
agtcctttce
ttttttatge
tttttecttag
ttcecttegaag
gcagaaagee
aaagggtggt
agcagaacag
ccatatgata
tgacttacac
ttttaaagag
ggatgaggca
acttggtttg
tgaaagcttt

tgatcatcac

192

gecagctecceg
tcagggegeg
gcagattgta
cactgecagg
cgcaattttc
cteggtaatg
cgattggcat
aatatactaa
ctagtaaagce
ceccoctagega
gccacacaat
catgctctgg
atagacgacc
geectactgg
cttteccagag
caaagggaga
gcagaggcta

cgtagtgaga

gagacggtca
tocagegggty
ctgagagtge
tatcgtttga
tttttctatt
attttcattt
tatcacataa
aaaatgagca
gtattacaaa
tagagcactc
cgcaagtgat
ccaagcattc
atcacaccac
cgegtggagt
cggtggtaga
aagtaggaga
gcagaattac

gtgegttcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ggctettgeg
caccaaaggt
tacatgtgta
ctgaagatga
cttttttett
gaaataccge
ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgecg
ggggaaagcee
gggcgetgge
cgeccgetaca
gatcggtgeg
gattaagttg
aattgtaata
ccctgegtgt
gcaacaagga
tcgagatcecc
tactagaact
ttcgaatcta
ctcaacttgt
taatcaaaaa
catgtctaac
taaaaattcc
ctetgegtat
tggttgggat
cggtcaaaaa
ctcaatattc
atatggtegt

ccaaataact

gttgccataa
gttecttatgt
tatatgtata
caaggtaatg
tttgcttttt
acagatgegt
attogogtta
aatceccttat
caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagecg
gggegegteg
ggcetotteg
ggtaacgcca
cgactcacta
tcttetgagg
aaaattagat
ctgtaactta
gaaaaaaaaa
ttcttcattt
cttttctaag
tctagaatgt
tctaactcag
cttaacctag
accacegteg
accggtacca
aatgacaagq
aacattgget
cgtattggat

tccataaaca
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gagaagccac
agtgacaccyg
cctatgaatg
catecattcta
cttttttett
aaggagaaaa
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgetge
cgeceattege
ctattacgec
gggttttcec
tagggcgaat
ttcatctttt
ggcaaaaagt
ttggcaactyg
aagtataaat
gcagctattg
aacaaagaat
caggtgttaa
cagtaggegce
atgccaatga
caatectgtg
tttetggttt
gaacctacta
gegecatagg
tgattacagt

agtggtacca

ctegeccaat
attatttaaa
tcagtaagta
tacgtgteat
ctcttgaact
taccgecatca
aaatcagete
aatagaccga
acgtggactce
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
cattcaggct
agetggcogaa
agtcacgacg
tggagctcte
acatttgett
cgtettteaa
aaagaatgaa
agagacgata
taaaataata
aaacacaaaa
taatacatce
tceecctetgtt
gccaccetatt
tttgatgatt
tgttaacctt
cttatcgaaa
cggaattgto
tactgecatt

atacttcatt

193

ggtaccaacg
gctgeageat
tgtatacgaa
tetgaacgag
cgacggatca
ggaaattgta
attttttaac
gatagggttyg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
ccoccogattt
agcgaaagga
cacacccgece
gcgcaactgt
ggggggatgt
ttgtaaaacg
tcgtaggaac
ctgctggata
ggaaaaatce
aaggaggaaa
tatgeccaata
aaacatcaag
acaaaaagtt
gcaaatgagt
aagactgaac
gacttaccte
geatttggeg
tetgatttea
gtaagaatgyg
ttgtcaaaag
tacgttgtag

ggaagaatta

atgtteeccte
acgatatata
cagtatgata
gegegettte
tatgcggtgt
aacgttaata
caataggeeg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gegggegeta
gcegcttaatg
tgggaagggc
gotgeoaagge
aecggecagtg
aatttcggge
attttcagag
cecaccatett
atacaaaata
cttcacaatg
aacaaacaag
tttttaattt
tatectactac
acggtgacte
aaaaaccect
geotteatott
tecagaaggtt
gtttgatcgt
toggtgatat
geatectaat

tttetggeet

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



aggagtggga
tatcagagga
atactgtacc
tggtotttge
accacgttac
caacaaagtc
aattgaactt
aaaggtettt
tgacaactac
ctttcagact
caccattgag
ctgectttget
ccaagacatt
tttttegtte
tettagggte
cctgattagt
attecttagge
aggccetgaca
ggectcatgg
tgacaataga
cgaggagctg
ccacaagttc
gaagttecatc
gacctacggc
caagtcecgee
caactacaag
gctgaaggge
ctacaacage
cttcaagatce
gaacacccece

gteogeoactg

ggcattgetg
actctggtcc
aattacggta
tttgecectggg
ctgattgagg
tcagttgacg
gaaaagctgg
cagegtgtto
ttcttttact
tcgatcatta
aggtttggac
gtgtttgect
acttctecagg
gccaccactt
aaatcaagag
ttetttacece
tgtctggttt
ctggaggagg
gtgccaccgg
ccaatttaca
ttcaccgggg
agcgtgtceg
tgcaccaccg
gtgcagtgct
atgcccgaag
acccgcgeeg
atcgacttca
cacaacgtet
cgccacaaca
atcggegacyg

agcaaagatc
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tocetttecee
aattgtacca
ccaagaacta
ctacattcat
ttggtaaaga
atccageoctt
caggtaacgc
tecatgggagt
acggtaccac
teggtgtggt
gccgtacgtg
ccgtecggtgt
gegecggtaa
gggcaggcgyg
gaatggcaat
cattcattac
ttgcatactt
tgaatactat
agagaagaac
agaggttctt
tggtgcccat
gcgagggcga
gcaagctgee
tcagccgeta
gctacgtcea
aggtgaagtt
aggaggacgyg
atatcatgge
tcgaggacgg
gececgtget

ccaacgagaa

aatgttgata
gctgatgggt
tcacaacgcc
ggttagtgga
tgaggaageg
gctagttgaa
atcatggtct
gatgatccaa
catcttcaaa
taatttttte
tctattgtgg
gacaaagttg
ctgtatgatt
ctgttacgtt
cgcaacaget
cggggcaatc
ttatgtcttt
gtggetggaa
cgcagattac
tteccagetga
cctggtecgag
gggcgatgcce
cgtgcecctgg
ccococgaccac
ggagcgcace
cgagggcgac
caacatcctg
cgacaagecag
cagcgtgcag
gectgeccgace

gegegatcac

194

tctgaagttg
acgatgggta
actcaatgga
atgatgtttg
aaacgttcac
tatgacacta
gaactactct
togoetgeage
tctgteggtco
tctteattea
ggtgctgctt
tggcctcaag
gtgtttacta
attgtectcag
gcaaactgga
aacttttact
ttctttgtee
ggtgtgccag
gatgctgatg
cccgggatgg
ctggacggcyg
acctacggca
cccacccteg
atgaagcagc
atcttcttca
accctggtga
gggcacaagc
aagaacggea
ctcgecegacce
aaccactacce

atggtoctge

ctoccaaaca
tttttctagg
gagtcggect
taccagaatc
tategaaate
taaaggcagg
ccactaaaac
aattaacegyg
taaaggactc
tageggtata
ctatgctatg
gaagcagtca
tgttettecat
agacgtttec
tgtggggttt
acggttacgt
cagaaacaaa
catggaaate
caatagatca
tgagcaaggyg
acgtaaacgg
agctgaccct
tgaccaccet
acgacttctt
aggacgacgg
accgcatcga
tggagtacaa
tcaaggtgaa
actaccagca
tgagcaccca

tggagttegt

3060

3120

3180

32490

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4149

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



gaccgeegece
cacttttatt
attttatatt
acagtttaat
aagaaacttt
tattcacaaa
taaatggtaa
ccgcttcaaa
aaagaagaaa
aatgcatcta
ctgttaatca
tgattteotea
ctgatgtaaa
ccggegtaga
gogatttgtt
cagtccaatg
gececgttceat
tcttaaccag
agettttgtt
tttceotgtgt
aagtgtaaag
ctgcecogett
gcggggagag
egcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegttec
ggatacctgt
aggtatectea
gttcageeeg

cacgacttat

gggatcactec
aattcatgat
tttaatgata
ttteaagttt
aaagagaaat
tattccaatt
ggatatagta
aagtgtctaa
aattactttc
tggagaggat
aagaaaaagc
actaaagaaa
tategtggat
ctcgtetett
gattcctate
ggctgaaaaa
ccagtttttce
aaaggaggat
ccctttagtg
gaaattgtta
cctggggtge
teccagteggg
gcggtttgeg
tteggetgeg
caggggataa
aaaaggeeoge
atcgacgete
cccoctggaag
cegectttct
gtteggtgta
accgetgege

cgceactgge
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tecggecatgga
cacgetetaa
tecttgaaaag
ttgatcattt
gcaaagtgygy
ttgeotgeag
gagecttbtt
tgagtcagtt
atgatgcgaa
attataaggt
aatagctcgt
ctatetateg
ttgatgagaa
atttttccag
ccaagattga
tttecatgtg
ttcaacccte
tatggttctt
agggttaatt
tcegetcaca
ctaatgagtg
aaacctgteg
tattgggcge
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtecagagg
cteocectegtg
cecctteggga
ggtegttege
cttateceggt

agcagccact

cgagetgtac
tttgtgcatt
taaatacgtt
gttetecagaa
aagaagtcag
acccacgtet
gaaatgggaa
atttctttct
gcgaaaaaaa
tacgaaataa
ttttctacag
cggaacctge
attacattte
cattagaatg
gaatcaaagg
gagatttett
aatttttage
gogtogacct
cegagettgg
attccacaca
aggtaactca
tgccagctge
tctteocogett
teageteact
aacatgtgag
tttttocata
tggegaaace
cgetetectg
agcgtggegce
tccaagetgg
aactatcgte

ggtaacagga

195

aagtaaateg
tgzaatgtac
tttaatatat
agttgagtgg
ttgtttaccg
acaaattttg
atatettctt
tactcatcge
tttttagett
attcttgagt
aatggctage
ggttgccaag
acaagaatta
gacaaatact
tgccaatcea
ggagaaagtt
aaaacttgtc
<cgagggggayg
cgtaatcatg
acataggagce
cattaattge
attaatgaat
cctegetcac
caaaggceggt
caaaaggcca
ggcteoggeee
cgacaggact
tteegaccet
tttctcaatg
gotgtgtgea
ttgagtccaa

ttagcagage

attttgegaa
tctaattcta
acaaaataat
gacggagaca
accgcactgt
gttagtttygg
tttotgtato
ccgtcactta
caattttcac
gttgtaaatt
acagcaaata
gattectcate
agcaagattt
atggagagag
aaggatttgg
gaagcgaatg
atcccagata
ceeggtacee
gtecatagetg
cggaagcata
gttgegoetcoa
cggccaacgc
tgactcgetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
geegettace
ctcacgctgt
cgaacccoeo

ceeggtaaga

gaggtatgta

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5%40

6000

€060

6120

€180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780
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ggcggtgeta cagagttett gaagtggtgg cctaactacg gctacactag aaggacagta 6840
tttggtatct gcgctectgct gaagccagtt accttcggaa aaagagttgg tagectcttga 6900
tccggcaaac aaaccaccgce tggtageggt ggtttttttg tttgcaagca gcagattacg 6960
cgcagaaaaa aaggatctca agaagatcet ttgatctttt ctacggggtce tgacgctcag 7020
tggaacgaaa actcacgtta agggattttg gtcatgagat tatcaaaaag gatecttcace 7080
tagatccttt taaattaaaa atgaagtttt aaatcaatct aaagtatata tgagtaaact 7140
tggtctgaca gttaccaatg cttaatcagt gaggcaccta tctcagcgat ctgtctattt 7200
cgtteateca tagttgeoctg actgecoegte gtgtagataa ctacgatacyg ggagggetta 7260
ccatctggee ccagtgctge aatgataccg cgagacccac gctcaccgge tccagattta 7320
tcagcaataa accagdcage cggaagggee gagegceagaa gtggtectge aactttatee 7380
gcctccatce agtctattaa ttgttgoccgg gaagctagag taagtagttc gccagttaat 7440
agtttgegea acgttgttge cattgectaca ggcatcgtgg tgtcacgete gtegtttggt 7500
atggettcat teagetcegg ttecccaacga tcaaggegag ttacatgate ccocecatgttg 7560
tgaaaaaaag cggttagete ctteggteoct ccgatcecgttg tcagaagtaa gttggeccogea 7620
gtgttatcac tecatggttat ggcagecactg cataattete ttactgtcat gecatcogta 7680
agatgetttt ctgtgactgg tgagtactca accaagtcat tctgagaata gtgtatgegg 7740
cgaccgagtt gctcttgcee ggegtcaata cgggataata ccgegecaca tagcagaact 7800
ttaaaagtge teatecattgg aaaacgttet tegggoegaa aactctcaag gatcttaceg 7860
ctgttgagat ccagttcgat gtaacccact cgtgcaccca actgatctte agcatctttit 7920
actttcacca gegtttetgg gtgagcaaaa acaggaagge aaaatgoecge aaaaaaggga 7980
ataagggcga cacggaaatg ttgaatactc atactcttcc tttttcaata ttattgaage 8040
atttatcagg gttattgtct catgagecgga tacatatttg aatgtattta gaaaaataaa 8100
caaatagggg ttccgegcac atttcccecga aaagtgccac ctgggtectt ttcatcacgt 8160
gctataaaaa taattataat ttaaattttt taatataaat atataaatta aaaatagaaa 8220
gtaaaaaaag aaattaaaga aaaaatagtt tttgttttcc gaagatgtaa aagactctag 8280
ggggatcgee aacaaatact accttttate ttgeotcttece tgetctcagg tattaatgece 8340
gaattgtttc atcttgtctg tgtagaagac cacacacgaa aatcctgtga ttttacattt 8400
tacttategt taatcgaatg tatatctatt taatctgett ttettgtceta ataaatatat 8460
atgtaaagta cgctttttgt tgaaattttt taaacctttg tttatttttt tttetteatt 8520
coegtaactet tctaccetteot ttatttactt tetaaaatce asatacaaaa cataaaaata 8580
aataaacaca gagtaaattc ccaaattatt ccatcattaa aagatacgag gogogtgtaa 8640
gttacaggca agcgatccgt cctaagaaac cattattatce atgacattaa cctataaaaa 8700
taggcgtatce acgaggccct ttogte 8726

<210> 119
<211>1704

<212> ADN
196



ES 2 663 480 T3

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> fuente
<222>1..1704

<223> Jorganismo="Saccharomyces cerevisiae" /nota="HXT11 ORF RN1053" /tipo_mol="ADN no asignado"

197

<400> 119
atgtcaggtg ttaataatac atccgcaaat gagttatcta ctacecatgte taactectaac 60
tcagcagtag gcgctceccte tgttaagact gaacacggtg actctaaaaa ttcccettaac 120
ctagatgcca atgagccacc tattgactta cctcaaaaac ccctectctge gtataccace 180
gtegeaatee tgtgtttgat gattgeattt ggeggettea tetttggbtg ggataceggt 240
accatttctg gttttgttaa cctttctgat ttcatcagaa ggttcggtca aaaaaatgac 300
aagggaacct actacttatc gaaagtaaga atgggtttga tcgtctcaat attcaacatt 360
ggctgogeca taggoeggaat tgtettgtea aaagteggtg atatatatgg tegtegtatt 420
ggattgatta cagttactge catttacgtt gtaggcatce taatccaaat aacttecata 480
aacaagtggt accaatactt cattggaaga attatttctg gecctaggagt gggaggcatt 540
gctgtcettt ccccaatgtt gatatectgaa gttgcteccca aacatatcag aggaactcetg 600
gtccaattgt accagctgat gggtacgatg ggtattttte taggatactg taccaattac 660
ggtaccaaga actatcacaa cgcocactcaa tggagagtcog gocttggtet ttgetttgee 720
tgggctacat tcatggttag tggaatgatg tttgtaccag aatcaccacg ttacctgatt 780
gaggttggta aagatgagga agcgaaacgt tcactatcga aatccaacaa agtcectecagtt 840
gacgatccag ccttgetagt tgaatatgac actataaagg caggaattga acttgaaaag 300
ctggcaggta acgcatcatg gtctgaacta ctetecacta aaacaaaggt ctttcagegt 960
gttetecatgyg gagtgatgat ccaatcegetg cagcaattaa coggtgacaa ctacttettt 1020
tactacggta ccaccatcott caaatctgte ggtctaaagg actectttea gacttegate 1080
attatcggtg tggttaattt tttctettca ttcatagegg tatacaccat tgagaggttt 1140
ggacgcegta cgtgtcotatt gtggggtget gettetatge tatgetgett tgetgtgttt 1200
gcctecegteg gtgtgacaaa gttgtggeoct caaggaagca gtcaccaaga cattacttet 1260
cagggegeeg gtaactgtat gattgtgttt actatgttet teatttttte gttegecace 1320
acttgggecag geggetgtta cgttattgte tcagagacgt ttecctettag ggtcaaatca 1380



10

agaggaatgyg
accccattea
gtttttgeat
gaggtgaata
ccggagagaa

tacaagaggt

<210> 120
<211> 1626
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> fuente

<222>1..1626

caatecgcaac
ttacegggge
acttttatgt
ctatgtgget
gaaccgcaga

tetttteocag

ES 2 663 480 T3

agctgecaaac
aatcaacttt
ctttttettt
ggaaggtgtg
ttacgatgct

ctga

tggatgtggg
tactacggtt
gtoccagaaa
ccagcatgga

gatgcaatag

gtttecectgat
acgtattectt
caaaaggect
aatcggeocte

atcatgacaa

tagtttcttt
aggetgtetg
gacactggag
atgggtgcca

tagaccaatt

1440

1500

1560

1620

1680

1704

<223> Jorganismo="Saccharomyces cerevisiae" /nota="HXT2 ORF" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 120

198



10

atgtctgaat
actccgatag
actaacgetg
ctaatgattg
gttaatcaaa
cttteggacg
gggttaacct
gttctggtat
tatttcattg
actttgattt
ttaatgatca
tccaattcag
atcgctggta
gaagacgcta
gttgctgaaa
tettggggtyg
atgattcaat
attttcaacg
aacttecgeat
ctattgggtg
acaagcttat
attgtcttta
gttattgttg
ggtgccaact
attggatttt
tttttcetttg
gaaggtgtca

gaataa

<210> 121
<211> 1725
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> fuente

tcgectactag
tgcagaaatt
aactcccage
catttggtgg
ccgatttcaa
tccggactgg
taggacgtct
acatcgttgg
gtagaattat
ccgaaacagc
ctctaggtat
ttcaatggag
tgctaatggt
aacgttettt
tggatacaat
agttattetce
ccttacaaca
cegteggtat
ccactttecgt
gttctgctte
atccaaatgg
cctgtttatt
cegaatecta
ggatttgggg
catacgggta
tetgtgaaac

aaccatggaa

ES 2 663 480 T3

ccgegttgaa
agagacggat
aaagccaatc
gtttgtettt
aagaagattt
tttgatcgtt
gggtgatatyg
tattgtgatt
ctoetggtatyg
accaaaacac
tttettaggt
agtgcctttg
tccagaatct
ggcaaaatct
tatggccaac
caacaaaggt
attaactggt
gaaagattct
ggccttatac
catggccatt
taaagatcaa
cattttcttc
tcectttgegt
tttcttgatt
tgtcttecatg
caagggcetta

atctggtage

agtggcectcte
gaatcteccta
gecgeatatt
ggttgggata
ggtcaaatga
ggtatcttca
tatggacgta
caaattgctt
ggtgteggtyg
attagaggta
tactgtacca
ggtttgaact
ccaagattct
aacaaagtca
gttgaaactg
gctattttac
aacaattact
ttccaaactt
actgttgata
tgttttgtta
ccatcetteca
ttcgctatta
gtcaaaaatc
ggtttcttca
ggctgtttgg
acattagagg

tggatctcaa

199

aacaaacttc
ttcaaaccaa
ggactgttat
ctggtaccat
aatctgatgg
atattggttg
gaattggttt
ctagtgacaa
gtattgetgt
cctgtgttte
actatggtac
ttgcecttcege
tagtcgaaaa
ccattgaaga
aaagattagc
ctcgtgtgat
tcttectatta
ccatcgtttt
aatttggtcg
tcttetctac
aggetgeegg
gttgggccce
gtgectatgge
ctecctteat
tattttcatt
aagttaatga

aagaaaaaag

tatccactct
atctgaatac
ctgtttatgt
ctetggtttt
tacctattat
tgectttggt
gatgtgcgte
atggtaccaa
cetateteea
tttectatcag
taaagactac
tattttcatg
aggcagatac
tccaagtatt
cggtaacgct
tatgggtatt
tggtactact
aggtatagtc
tcgtaagtgt
tgtcggtgtce
taacgtcatg
aattgcctac
tattgctgtt
tacaagtgca
cttectacgtyg
aatgtatgtt

agtttecgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1626



ES 2 663 480 T3

<222>1..1725

<223> Jorganismo="Saccharomyces cerevisiae" /nota="GAL2 ORF" /tipo_mol="ADN no asignado"

200

<400> 121
atggcagttg aggagaacaa tatgcctgtt gtttcacagec aacceccaage tggtgaagac 60
gtgatctett cactcagtaa agatteccat ttaagegcac aatctcaaaa gtattecaat 120
gatgaattga aagccggtga gtcagggcct gaaggctccce aaagbgttcc tatagagata 180
coccaagaage ccatgtctga atatgttace gtttcoecttge tttgtttgtg tgttgectte 240
ggcggettea tgtttggetg ggataceggt actatttetg ggtttgttgt ccaaacagac 300
tttttgagaa ggtttggtat gaaacataag gatggtaccec actatttgte aaacgtcaga 360
acaggtttaa tcgtcgccat tttcaatatt ggctgtgect ttggtggtat tatactttee 420
aaaggtggag atatgtatgg ccgtaaaaag ggtctttcga ttgtegtete ggtttatata 430
gttggtatta tcattcaaat tgcctctatc aacaagtggt accaatattt cattggtaga 540
atcatatctg gtttgggtgt cggecggecatc geoegtecttat gtcoctatgtt gatctectgaa 600
attgctccaa agecacttgag aggcacacta gttteottgtt atcagetgat gattactgea 660
ggtatctttt tgggctactg tactaattac ggtacaaaga gctattcgaa ctcagttcaa 720
tggagagttc cattagggct atgtttcget tggtcattat ttatgattgg cgetttgacg 780
ttagttcctg aatcceccacg ttatttatgt gaggtgaata aggtagaaga cgccaagctt 840
tccattgeta agtctaacaa ggtgtcacca gaggatcetg ccgtecagge agagttagat S00
ctgatcatgg ccggtataga agctgaaaaa ctggetggea atgegtcctg gggggaatta 960
ttttccacca agaccaaagt atttcaacgt ttgttgatgg gtgtatttgt tcaaatgtte 1020
caacaattaa ccggtaacaa ttatttttte tactacggta cegttatttt caagtcagtt 1080
ggcetggaty attocctttga aacatccatt gtcattggtg tagtcaactt tgectecact 1140
ttetttagtt tgtggactgt cgaaaacttg gggegtcgta aatgtttact tttgggeget 1200
gccactatga tggettgtat ggtcatetac gectetgttg gtgttaccag attatatcect 1260
cacggtaaaa gccagccatc ttctaaaggt gccggtaact gtatgattgt ctttacctgt 1320
ttttatattt tctgttatge cacaacctgg gogecagttg cctgggtcat cacagcagaa 1380
tcattcccac tgagagtcaa gtcgaaatgt atggegttgg cctctgettce caattgggta 1440
tgggggttcot tgattgcatt tttcacccoca ttcatcacat ctgecattaa cttcectactac 1500
ggttatgtct tcatgggctg tttggttgce atgttttttt atgtettttt ctttgttcca 1560
gaaactaaag gcctatcgtt agaagaaatt caagaattat gggaagaagg tgttttacct 1620
tggaaatcetyg aaggetggat tecttcatce agaagaggta ataattacga tttagaggat 1680
ttacaacatg acgacaaacc gtggtacaag gccatgctag aataa 1725
<210> 122



10

<211> 1704
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> fuente

<222>1..1704

ES 2 663 480 T3

<223> Jorganismo="Saccharomyces cerevisiae" /nota="HXT3-6 ORF" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 122

atgaattcaa
ctgccttcga
ttecaagety
actgtgtcta
ggtaccattt
aaagatggta
attggttgtg
atgggtttga
atcaacaaat

attgecegttt

cteoccagattt
atagctctca
aggcegacca
tctgttgtgt
ctggtttcgt
gttattattt
ccattggtgg
ttgtegttgt
ggtaccaata

tatctectat

aatatctcca
ggtaatgaac
agtacttace
tatggttgce
cgoccaaact
gtetaaggtt
tattattttg
tgttatctac
tttcateggt

gttgatttct

caaaagtcaa
atgcctgaag
aacccaaata
ttcggtggtt
gatttcttga
agaactggtt
gctaaattgg
atcateggta
agaattattt

gaagtegete

201

gtgagaattc
aaaaaggtgt
caggtaaagg
tegttttegg
gaagattecgg
taattgtcte
gtgatatgta
ttattattca

ccggtttggg

ctaaggaaat

gaatgectgac
tcaagatgat
tgeatatgte
ttgggatact
tatgaagcat
cattttcaac
cggtcgtaaa
aattgecatcce
tgttggtggt

gagaggtact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

ttagtctect
ttcggtacta
gcctgggett
gttgaagctg
ccagaccatc
agagctgetg
cgtactatga
ttotactatg
attgtttteg
tttggacgtc
tacgcttctg
ggtgctggta
tgggctcocaa
gctatgteta
ccatttatta
ttcatgttct
gtcaacacca
tctagaagag

aagagaatgt

<210> 123
<211> 567
<212> PRT

<220>
<223> Hxt11p

<400> 123

gttaccaact
agaactactc
tgtttatgat
gtcaaattga
cattcattca
gttcagcatce
tgggtatcat
gtactacegt
gtgtcgtcaa
gtaactgttt
ttggtgtcac
actgtatgat
ttccttatgt
ttgctacagce
ctggtgetat
tctatgtttt
tgtgggaaga
gtgccaacta

tcagcaccaa

<213> Saccharomyces cerevisiae

ES 2 663 480 T3

gatgattace
caactctgtg
cggtggtaty
cgaagcaaga
acaagagttg
atggggtgag
gatccaatct
ttttaacget
cttettetct
gttatatggt
cagactatgg
tgtctttgee
cgttgtttcet
tgctaattgg
taacttetac
gttagttgtt
aggtgttcta
cgacgctgaa

ataa

ttgggtattt
caatggagag
actttcgttc
gcatctcttt
gaagttattg
ttgttcactyg
ctacaacaat
gttggtatga
acttgttgtt
gccattggta
ccaaatggtg
tgtttctata
gaaactttce
ttgtggggtt
tacggttacyg
ccagaaacta
ccatggaagt

gaaatggcte

202

tettgggtta
ttcecattagg
cagaatcccc
ccaaagttaa
aagctagtgt
gtaagecgge
tgactggtga
gtgattottt
ctttgtacac
tggtectgetg
aaggtaatgg
ttttctgttt
cattgagagt
tcttgattag
tttteatggg
agggtttgac
ctgccteatg

acgatgataa

ctgtaccaac
tttgtgtttt
acgttatttg
caaggttgce
tgaagaagct
catgtttaag
taactattte
cgaaacttet
tgtcgatcgt
ttatgtagtt
ttcatccaag
tgctactaca
caagtctaag
tttcttcact
ctgtttggte
tttggaagaa
ggttccacca

gccattgtac

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1704



Met
Ser
Gly
Asp
Cys
65

Thr

Gln

Leu

Ser
Asn
Asp
Leu
Leu
Ile
Lys

Ile

Gly
Ser
Ser
35

Pro
Met
Ser

Asn

Val

val
Asn
20

Lys
Gln
Ile
Gly
Asp

100
Ser

Asn
Ser
Asn
Lys
Ala
Phe
85

Lys

Ile

ES 2 663 480 T3

Asn
Ala
Ser
Pro
Phe
70

Val

Gly

Phe

Thr
val
Leu
Leu
Gly
Asn
Thr

Asn

Ser
Gly
Asn
40

Ser
Gly
Leu
Tyr

Ile

Ala
Ala
25

Leu
Ala
Phe
Ser
Tyr

105
Gly

203

Asn
10

Pro
Asp
Tyr
Ile
Asp
30

Leu

Cys

Glu
Ser
Ala
Thr
Phe
75

Phe

Ser

Ala

Leu
val
Asn
Thr
60

Gly
Ile
Lys

Ile

Ser
Lys
Glu
45

Val
Trp
Arg

Val

Gly

Thr
Thr
30

Pro
Ala
Asp
Arg
Arg

110
Gly

Thr
15

Glu
Pro
Ile
Thr
Phe
95

Met

Ile

Met
His
Ile
Leu
Gly
Gly
Gly

Val



Leu
val
145
Asn
Val
Pro
Thr
Tyr
225
Trp
Arg
Ser
Tyr
Ala
308
val
Asn
Lys
Ser
Cys
385
Ala
Asp
Phe
Ile
Ile
465
Thr
Leu
Glu
Gly
Thr

545
Tyr

<210> 124
<211> 541
<212> PRT

Ser
130
Thr
Lys
Gly
Lys
Met
219
His
Ala
Tyr
Lys
Asp
230
Sar
Leu
Tyr
Asp
Ser
370
Leu
Ser
Ile
Phe
Val
450
Ala
Pro
Gly
Thr
Val
530

Ala

Lys

115
Lys

Ala
Trp
Gly
His
185
Gly
Asn
Thr
Leu
Ser
275
Thr
Trp
Met
Phe
Ser
355
Phe
Leu
Val
Thr
Ile
435
Ser
Thr
Phe
Cys
Lys
515
Pro

Asp

Arg

val
Ile
Tyr
Ile
180
Ile
Ile
Ala
Phe
Ile
260
Asn
Ile
Ser
Gly
Phe
340
Phe
Ile
Trp
Gly
Ser
420
Phe
Glu
Ala
Ile
Leu
500
Gly
Ala
Tyr

Phe

Gly
Tyr
Gln
165
Ala
Arg
Phe
Thr
Met
245
Glu
Lys
Lys
Glu
val
325
Tyr
Gln
Ala
Gly
Val
405
Gln
Ser
Thr
Ala
Thr
485
val
Leu
Trp

Asp

Phe
565

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

ES 2 663 480 T3

Asp
val
150
Tyr
Val
Gly
Leu
Gln
230
Val
Val
val
Ala
Leu
310
Met
Tyr
Thr
val
Ala
390
Thr
Gly
Fhe
FPhe
Asn
470
Gly
Phe
Thr
Lys
Ala

550
Ser

Ile
135
val
Phe
Leu
Thr
Gly
215
Trp
Ser
Gly
Ser
Gly
295
Leu
Ile
Gly
Ser
Tyr
375
Ala
Lys
Ala
Ala
Pro
455
Trp
Ala
Ala
Leu
Ser
535

Asp

Ser

120
Tyr

Gly
Ile
Ser
Leu
200
Tyr
Arg
Gly
Lys
Val
280
Ile
Ser
Gln
Thr
Ile
360
Thr
Ser
Leu
Gly
Thr
440
Leu
Met
Ile
Tyr
Glu
520

Ala

Ala

Gly
Ile
Gly
Pre¢
185
val
Cys
Val
Met
Asp
265
Asp
Glu
Thr
Ser
Thr
345
ITle
Ile
Met
Trp
Aszn
425
Thr
Arg
Trp
Asn
Phe
505
Glu

Ser

Ile

204

Arg
Leu
Arg
170
Met
Gln
Thr
Gly
Met
250
Glu
Asp
Leu
Lys
Leu
330
Ile
Ile
Glu
Leu
Pro
410
Cys
Trp
Val
Gly
Phe
430
Tyr
val

Trp

Asp

Arg
Ile
155
Ile
Leu
Leu
Asn
Lau
235
Phe
Glu
Pro
Glu
Thr
315
Gln
Phe
Gly
Arg
Cys
395
Gln
Met
Ala
Lys
Phe
475
Tyr
Val
Asn

Val

His
555

Ile
140
Gln
Ile
Ile
Tyr
Tyr
220
Gly
Val
Ala
Ala
Lys
300
Lys
Gln
Lys
Val
Phe
380
Cys
Gly
Ile
Gly
Ser
460
Leu
Tyr
Phe
Thr
Pro

540
Asp

125
Gly

Ile
Ser
Ser
Gln
205
Gly
Leu
Pro
Lys
Leu
285
Leu
val
Leu
Ser
Val
365
Gly
Phe
Ser
Val
Gly
445
Arg
Ile
Gly
Phe
Met
525

Pro

Asn

Leu
Thr
Gly
Glu
190
Leu
Thr
Cys
Glu
Arg
270
Leu
Ala
Phe
Thr
val
350
Asn
Arg
Ala
Ser
Phe
430
Cys
Gly
Ser
Tyr
Phe
510
Trp

Glu

Arg

Ile
Ser
Leu
175
Val
Met
Lys
Phe
Ser
255
Ser
Val
Gly
Gln
Gly
335
Gly

Phe

Val
His
415
Thr
Tyr
Met
Phe
Val
495
val
Leu

Arg

Pro

Thr
Ile
160
Gly
Ala
Gly
Asn
Ala
240
Pro
Leu
Glu
Asn
Arg
320
Asp
Leu
Phe
Thr
Phe
400
Gln
Met
val
Ala
Phe
480
FPhe
Pro
Glu

Arg

Ile
560



<223> Hxt2p

<400> 124

Met
Ser
Pro
Pro
Phe
65

val
Gly
Phe
Asp
Ile
145
Tyr
Val
Gly
Leu
Gln
225
Ile
Lys
Val
Ala
Leu
3058
Met
Tyr
Thr
Leu
Ser
385
Thr
Gly
Ile

Leu

Ile

Ser
Ile
Ile
Ile
50

Gly
Asn
Thr
Asn
Met
130
Val
Phe
Leu
Thr
Gly
210
Trp
Ala
Gly
Thr
Asn
230
Phe
Ile
Gly
Ser
Tyr
370
Ala
Ser
Asn
Ser
Arg

450
Trp

Glu
His
Gln
35

Ala
Gly
Gln
Tyr
Ile
115
Tyr
Gly
Ile
Ser
Cys
195
Tyr
Arg
Gly
Arg
Ile
275
val
Ser
Gln
Thr
Ile
355
Thr
Ser
Leu
val
Trp
435
Val

Gly

Phe
Ser
20

Thr
Ala
Phe
Thr
Tyr
100
Gly
Gly
Ile
Gly
Pro
180
Vval
Cys
Val
Met
Tyr
260
Glu
Glu
Asn
Ser
Thr
340
Val
val
Met
Tyr
Met
420
Ala

Lys

Phe

Ala
Thr
Lys
Tyr
val
Asp
85

Leu
Cys
Arg
Val
Arg
165
Thr
Ser
Thr
Pro
Leu
245
Glu
Asp
Thr
Lys
Leu
325
Ile
Leu
Asp
Ala
Pro
405
Ile
Pro

Asn

Leu

ES 2 663 480 T3

Thr
Pro
Ser
Trp
FPhe
70

Fhe
Ser
Ala
Arg
Ile
150
Ile
Leu
Phe
Asn
Leu
230
Met
Asp
Pro
Glu
Gly
310
Gln
Phe
Gly
Lys
Ile
390
Asn
Val
Ile

Arg

Ile

Ser
Ile
Glu
Thr
55

Gly
Lys
Asp
Phe
Ile
135
Gln
Ile
Ile
Tyr
Tyr
215
Gly
Val
ala
Ser
Arg
295
Ala
Gln
Asn
Ile
Phe
375
Cys
Gly
Phe
Ala
Ala

455
Gly

Arg
Val
Tyr

40
val

Trp
Arg
val
Gly
120
Gly
Ile
Ser
Ser
Gln
200
Gly
Leu
Pro
Lys
Ile
280
Leu
Ile
Leu
Ala
Val
360
Gly
Phe
Lys
Thr
Tyr
440

Met

Phe

Val
Gln
25

Thr
Ile
Asp
Arg
Arg
105
Gly
Leu
Ala
Gly
Glu
185
Leu
Thr
Asn
Glu
Arg
265
Val
Ala
Leu
Thr
vVal
345
Asn
Arg
Vval
Asp
Cys
425
Val

Ala

Phe

205

Glu
10

Lys
Asn
Cys
Thr
Phe
90

Thr
Len
Met
Ser
Met
170
Thr
Met
Lys
Phe
Ser
250
Ser
Ala
Gly
Pro
Gly
330
Gly
Phe
Arg
Ile
Gln
410
Leu
Ile

Ile

Thr

Ser
leu
Ala
Leu
Gly
75

Gly
Gly
Thr
Cys
Ser
155
Gly
Ala
Ile
Asp
Ala
235
Pro
Leu
Glu
Asn
Arg
315
Asn
Met
Ala
Lys
Phe
395
Pro
Phe
val

Ala

Pro

Gly
Glu
Glu
Cys
60

Thr
Gln
Leu
Leu
Val
140
Agp
val
Pro
Thr
Tyr
220
Phe
Arg
Ala
Met
Ala
300
Val
Asn
Lys
Ser
Cys
380
Ser
Ser
Ile
Ala
val

460
Phe

Ser
Thr
Leu
45

Leu
Ile
Met
Ile
Gly
125
Val
Lys
Gly
Lys
Leu
205
Ser
Ala
Phe
Lys
Asp
285
Ser
Ile
Tyr
Asp
Thr
365
Leu
Thr
Ser
Phe
Glu
445
Gly

Ile

Gln
Asp
Pro
Met
Ser
Lys
val
110
Arg
Leu
Trp
Gly
His
190
Gly
Asn
Ile
Leu
Ser
270
Thr
Trp
Met
Phe
Ser
350
Phe
Leu
Val
Lys
Phe
430
Ser

Ala

Thr

Gln
15

Glu
Ala
Ile
Gly
Ser
Gly
Leu
Val
Tyr
Ile
175
Ile
Ile
Ser
Phe
val
255
Asn
Ile
Gly
Gly
Phe
335
Phe
Val
Gly
Gly
Ala
415
Phe
Tyr
Asn

Ser

Thr
Ser
Lys
Ala
Phe
Asp
Ile
Gly
Tyr
Gln
160
Ala
Arg
Phe
Val
Met
240
Glu
Lys
Met
Glu
Ile
320
Tyr
Gln
Ala
Gly
Val
400
Ala
Ala
Pro

Trp

Ala
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ES 2 663 480 T3

465 470
Ile Gly Phe Ser Tyr Gly
485
Phe Phe Tyr Val Phe Phe
500
Glu Glu Val Asn Glu Met
515
Gly Ser Trp Ile Ser Lys
530

<210> 125
<211> 574
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<223> Gal2p

<400> 125

Tyr

Phe

Tyr

Glu
535

Val Phe

Val Cys
505

val Glu

520

Lys Arg

206

Met
490
Glu
Gly

Val

475
Gly Cys

Thr Lys
val Lys

Ser Glu
540

Leu Val Phe
495
Gly Leu Thr
510
Pro Trp Lys
525
Glu

480
Ser

Len

Ser



Met
Ala
Ala
Gly
Met
65

Gly
val
Thr
Asn
Met
145
val
Phe
Leu
Thr
Gly
225
Trp
Gly
Asn
Ser
Gly
305

Phe

val

Ala
Gly
Gln
Ser
50

Ser
Gly
Gln
His
Ile
130
Tyr
Gly
Ile
Cys
Leu
2190
Tyr
Arg
Ala
Lys
Pro
290
Ile

Ser

Gln

val
Glu
Ser
35

Glu
Glu
Phe
Thr
Tyr
115
Gly
Gly
Ile
Gly
Pro
195
Val
Cys
val
Leu
val
275
Glu
Glu

Thr

Met

Glu
Asp
20

Gln
Gly
Tyr
Met
Asp
100
Leu
Cys
Arg
Ile
Arg
180
Met
Ser
Thr
Pro
Thr
260
Glu
Asp
Ala
Lys

Phe
340

Glu
val
Lys
Ser
Val
Phe
85

Phe
Ser
Ala
Lys
Ile
165
Ile
Leu
Cys
Asn
Leu
245
Leu
Asp
Pro
Glu
Thr

325
Gln

ES 2 663 480 T3

Asn
Ile
Tyr
Gln
Thr
70

Gly
Leu
Asn
Phe
Lys
150
Gln
Ile
Ile
Tyr
Tvr
230
Gly
Val
Ala
Ala
Lys
310
Lys

Gln

Asn
Ser
Ser
Ser
55

val
Trp
Arg
val
Gly
135
Gly
Ile
Ser
Ser
Gln
215
Gly
Leu
Pro
Lys
Val
295
Leu

val

Leu

Met
Ser
Asn
40

Val
Ser
Asp
Arg
Arg
120
Gly
Leu
Ala
Gly
Glu
200
Leu
Thr
Cys
Glu
Arg
280
Gln
Ala

Phe

Thr

Pro
Leu
25

Asp
Pro
Leu
Thr
Phe
105
Thr
Ile
Ser
Ser
Leu
185
Ile
Met
Lys
Phe
Ser
265
Ser
Ala
Gly
Gln

Gly
345

207

val
10

Ser
Glu
Ile
Leu
Gly
Gly
Gly
Ile
Ile
Ile
170
Gly
Ala
Ile
Ser
Ala
250
Pro
Ile
Glu
Asn
Arg

330
Asn

Val
Lys
Leu
Glu
Cys
75

Thr
Met
Leu
Leu
val
155
Asn
Val
Pro
Thr
Tyr
235
Trp
Arg
Ala
Leu
Ala
315

Leu

Asn

Ser
Asp
Lys
Ile
60

Leu
Ile
Lys
Ile
Ser
140
val
Lys
Gly
Lys
Ala
220
Ser
Ser
Tyr
Lys
Asp
300
Ser

Leu

Tyr

Gln
Ser
Ala
45

Pro
Cys
Ser
His
Val
125
Lys
Ser
Trp
Gly
His
205
Gly
Asn
Leu
Leu
Ser

285
Leu

Trp
Met

Phe

Gln
His
30

Gly
Lys
Val
Gly
Lys
110
Ala
Gly
val
Tyr
Ile
150
Leu
Ile
Ser
Phe
Cys
270
Asn
Ile
Gly
Gly

Phe
350

Pro¢
15

Leu
Glu
Lys
Ala
Phe
95

Asp
Ile
Gly
Tyr
Gln
175
Ala
Arg
Phe
Val
Met
255
Glu
Lys
Met
Glu
val

335
Tyr

Gln
Ser
Ser
Pro
Phe
Val
Gly
Phe
Asp
Ile
160
Tyr
Val
Gly
Leu
Gln
240
Ile
Val
val
Ala
Leu
320

Phe

Tyr
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Gly
Ser
Trp
385
Ala
Arg
Asn
Thr
Arg
465
Trp
Asn
Phe
Glu
Gly

545
Leu

<210> 126
<211> 508
<212> PRT

Thr
Ile
370
Thr
Thr
Leu
Cys
Trp
450
Val
Gly
Phe
Tyr
Ile
530

Trp

Gln

val
355
Val
val
Met
Tyr
Met
435
aAla
Lys
Phe
Tyr
val
515
Gln

Ile

His

Ile
Ile
Glu
Met
Pro
420
Ile
Pro
Ser
Leu
Tyr
500
Phe
Glu

Pro

Asp

Phe
Gly
Asn
Ala
405
His
Val
val
Lys
Ile
485
Gly
Phe
Leu

Ser

Asp
565

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<223> Hxt3-6p

<400> 126

ES 2 663 480 T3

Lys
Val
Leu
330
Cys
Gly
Phe
Ala
Cys
470
Ala
Tyr
Phe
Trp
Ser

550
Lys

Ser
val
375
Gly
Met
Lys
Thr
Trp
455
Met
Phe
Val
vVal
Glu
535

Arg

Pro

Val
360
Agn
His
val
Ser
Cys
440
val
Ala
Phe
Phe
Pro
520
Glu

Arg

Trp

Gly
Phe
Arg
Ile
Gln
425
Phe
Ile
Leu
Thr
Met
505
Glu
Gly
Gly

Tyr

208

Leu
Ala
Lys
Tyr
410
Pro
Tyr
Thr
Ala
Pro
490
Gly
Thr
val

Asn

Lys
570

Asp
Ser
Cys
395
Ala
Ser
Ile
Ala
Ser
475
Phe
Cys
Lys
Leu
Asn

555
Ala

Asp
Thr
380
Leu
Ser
Ser
Phe
Glu
460
Ala
Ile
Leu
Gly
Pro
540

Tyr

Met

Ser
365
Phe
Leu
val
Lys
Cys
445
Ser
Ser
Thr
Val
Leu
525
Trp

Asp

Leu

Phe
Phe
Leu
Gly
Gly
430
Tyr
Phe
Asn
Ser
Ala
510
Ser
Lys
Leu

Glu

Glu
Ser
Gly
val
415
Ala
Ala
Pro
Trp
Ala
495
Met
Leu

Ser

Glu

Thr
Leu
Ala
400
Thr
Gly
Thr
Leu
Val
480
Ile
Phe
Glu
Glu

Asp
560



<210> 127
<211> 38

Met
Ser
Glu
Leu
Cys
65

Gly
Gly
Gly
Ile
val
145
Ile

Gly

Ala

Ile
Asn
225
Ala
Pro
Leu
Glu
Ser
305
Arg
Asp
Met
Phe
Asn
385
TYyr
Gly
Tyr
Ile
Ala
465

Pro

Gly

Asn
Asn
Glu
Thr
50

Cys
Thr
Met
Leu
Leu
130
val
Asn

Val

Pro

Thr
210
Tyr
Trp
Arg
Ser
Leu
290
Ala
Thr
Asn
Ser
Ser
370
Cys
Ala
Ser
Ile
Ser
4590
Thr

Phe

Cys

Ser
Ala
Lys
35

Asn
val
Ile
Lys
Ile
115
Ala
val
Lys
Gly
Lys

195
Leu

Ser
Ala
Tyr
Lys
275
Glu
Ser
Met
Tyr
Asp
355
Thr
Leu
Ser
Ser
Phe
435
Glu
Ala

Ile

Gln

Thr
Asp
20

Gly
Pro
Met
Ser
His
100
Val
Lys
Vval
Trp
Gly
180
Glu
Gly
Asn
Leu
Leu
260
val
Val
Trp
Met
Phe
340
Ser
Cys
Leu
val
Lys
420
Cys
Thr
Ala

Thr

Glu
500

Pro
Leu
Val
Asn
val
Gly
85

Lys
Ser
Leu
Ile
Tyr
165
Ile

Met

Ile
Ser
Phe
245
val
Asn
Ile
Gly
Gly
325
Phe
Phe
Cys
Tyr
Gly
405
Gly
Phe
Phe
Asn
Gly

485
Gln

ES 2 663 480 T3

Asp
Pro
Gln
Thr
Ala
70

Phe
Asp
Ile
Gly
Tyr
150
Gln

Ala

Arg

Phe
Val
230
Met
Glu
Lys
Glu
Glu
310
Ile
Tyr
Glu
Ser
Gly
390
val
Ala
Ala
Pro
Trp
470

Ala

Thr

Leu
Ser
Asp
Gly
Phe
val
Gly
Ile
Asp
135
Ile
Tyr
Vval
Gly
Leu
215
Gln
Ile
Ala
val
Ala
295
Leu
Met
Tyr
Thr
Leu
375
Ala
Thr
Gly
Thr
Leu
455
Leu

Ile

Ser

Ile
Asn
Azp
40

Lys
Gly
Ala
Ser
Asn
120
Met
Ile
Phe
Leu

Thr

200
Gly

Trp
Gly
Gly
Ala
280
Ser
Phe
Ile
Gly
Ser
360
Tyr
Ile
Arg
Asn
Thr
440
Arg
Trp
Asgn

Ser

Ser
Ser
25

Phe
Gly
Gly
Gln
Tyr
105
Ile
Tyr
Gly
Ile
Ser

185
Leu

Tyr
Arg
Gly
Gln
265
Pro
Val
Thr
Gln
Thr
345
Ile
Thr
Gly
Leu
Cys
425
Trp
Val
Gly

Phe

Thr
505

209

Pro
10

Ser
Gln
Ala
Phe
Thr
20

Tyr
Gly
Gly
ILle
Gly
170

Pro

val

Cys
val
Met
250
Ile
Asp
Glu
Gly
Ser
330
Thr
Val
val
Met
Trp
410
Met
Ala
Lys
Phe
Tyr

490
Cys

Gln
Gln
Ala
Tyr
Val
75

Asp
Leu
Cys
Arg
Ile
155
Arg

Met

Ser

Thr
Pro
235
Thr
Asp
His
Glu
Lys
315
Leu
VvVal
Phe
Asp
Val
395
Pro
Ile
Pro
Ser
Leu
475

Tyr

Leu

Lys
Val
Glu
Val
Phe
Phe
Ser
Ala
Lys
140
Ile
Ile
Leu
Cys
Asn
220
Leu
Phe
Glu
Pro
Ala
300
Pro
Gln
Phe
Gly
Arg
380
Cys
Asn
Cys
Ile
Lys
460
Ile
Gly

Phe

Ser
Met
Ala
45

Thr
Gly
Leu
Lys
Ile
125
Met
Gln
Ile
Ile
Tyr

205
Phe

Gly
Val
Ala
Phe
285
Arg
Ala
Gln
Asn
Val
365
Phe
Cys
Gly
Phe
Ala
445
Ala

Gly

Tyr

Ser
Asn
30

Asp
val
Trp
Arg
vVal
110
Gly
Gly
Ile
Ser
Ser
150
Gln
Gly
Leu
Pro
Arg
270
Ile
Ala
Met
Leu
Ala
350
Val
Gly
Tyr
Glu
Ala
430
Tyr
Met

Phe

Val

Glu
15

Met
Gln
Ser
Asp
Arg
95

Arg
Gly
Leu
Ala
Gly
175
Glu

Leu

Thr
Cys
Glu
255
Ala
Gln
Ala
Phe
Thr
335
val
Agsn
Arg
Val
Gly
415
Cys
val
Ser

Phe

Phe
4395

Asgn
Pro
val
Ile
Thr
80

Phe
Thr
Ile
Ile
Ser
160
Leu

Val

Met

Lys
Phe
240
Ser
Ser
Gln
Gly
Lys
320
Gly
Gly
Phe
Arg
Val
400
Asn
Phe
Val
Ile
Thr

480
Met
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..38

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador F HXT36 Bcui" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 127

ES 2 663 480 T3

gcatactagt atgaattcaa ctccagattt aatatctc

<210> 128
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..30

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador R HXT36 367NNN" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 128

caacaagtag agaagaannn gacgacaccg

<210> 129
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..30

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador F HXT36 367NNN" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 129

cggtgtcgtc nnnttcttct ctacttgttg

30

30

38

210
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<210> 130
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..36

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador R HXT36 BamHi" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 130

acgtggatcc ttatttggtg ctgaacattc tcttgt

<210> 131
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..35

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador R HXT36 BamHI-stop" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 131

ccatggatcc tttggtgctg aacattctct tgtac

<210> 132
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1.31

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador F GFP BamHI" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 132

ES 2 663 480 T3

36

35

211
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ES 2 663 480 T3

aaaggatcca tggtgagcaa gggcgaggag ¢ 31

<210> 133
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="cebador R GFP Clal" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 133

aaaatcgatt tacttgtaca gctcgtcc 28

<210> 134
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..36

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 Xbal" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 134

ggcctctaga atgtcaggtg ttaataatac atccgc 36

<210> 135
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..39

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 BamHI" /tipo_mol="ADN no asignado"

212
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<400> 135

ES 2 663 480 T3

cgatggatcc tcagctggaa aagaacctct tgtaaattg

<210> 136
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 366NNN" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 136

cggtgtggtt nnntttttct cttcattc 28

<210> 137
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 366NNN" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 137

gaatgaagag aaaaannnaa ccacaccg

<210> 138
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

28

39

213
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<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 N366F" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 138

cggtgtgatt ttttttttct cttcattc

<210> 139
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 N366F" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 139

28

gaatgaagag aaaaaaaaaa ccacaccg

<210> 140
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 N366E" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 140

cggtgtggtt gagtttttct cttcattc

<210> 141
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

28

ES 2 663 480 T3

28

214
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<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 N366E" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 141

gaatgaagag aaaaactcaa ccacaccg

<210> 142
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 N366K" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 142

cggtgtggtt aaatttttct cttcattc

<210> 143
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 N366K " /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 143

gaatgaagag aaaaatttaa ccacaccg

<210> 144
<211>28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

28

ES 2 663 480 T3

28

28

215
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<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 N366M" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 144

cggtgtggtt atgtttttct cttcattc

<210> 145
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 N366M" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 145

28

gaatgaagag aaaaacataa ccacaccg

<210> 146
<211>28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 N366W" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 146

cggtgtgatt tggtttttct cttcattc

<210> 147
<211>28
<212> ADN

28

ES 2 663 480 T3

28

216
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 N366W" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 147

gaatgaagag aaaaaccaaa ccacaccg

<210> 148
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="F HXT11 N366Y" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 148
cggtgtgatt tattttttct cttcattc 28

<210> 149
<211>28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..28

<223> Jorganismo="Secuencia artificial" /nota="R HXT11 N366Y" /tipo_mol="ADN no asignado"

<400> 149

gaatgaagag aaaaaataaa ccacaccg

ES 2 663 480 T3

28

28

217
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ES 2 663 480 T3

REIVINDICACIONES

1. Polipéptido que tiene una o mas sustituciones en una posiciéon correspondiente a la posiciéon 339 o 376 de
SEQ ID NO: 59, en la que el polipéptido es un miembro de la superfamilia de facilitadores principales (MFS),
polipéptido que es polipéptido de hexosa permeasa, en el que, cuando la sustitucion es en la posicion
correspondiente a 376, el aminoacido en esa posicién esta sustituido por un aminoacido que tiene un volumen de
van der Waals de 80 a 138 A% y una hidrofobia de cadena lateral de 10 a 100 AtR, y cuando la sustitucion es en la
posicion correspondiente a 339, el aminoacido en esa posicién esta sustituido por un aminoacido que tiene una
hidrofobia de cadena lateral de -30 a 10 AtR y un volumen de van der Waals de 80 a 160 A®.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, que tiene uno o mas aminoacido correspondientes a 339N/V, o 3761/M/V.

3. Polipéptido segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el polipéptido tiene actividad de transporte de glucosa reducida
en comparacion con el polipéptido de SEQ ID NO: 59.

4. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el polipéptido tiene actividad de transporte de
xilosa mejorada en comparacion con el polipéptido de SED ID NO: 59.

5. Polipéptido segun la reivindicacién 1, en la que el polipéptido tiene actividad de transporte de glucosa reducida y
actividad de transporte de xilosa mejorada en comparacion con el polipéptido que tiene SEQ ID NO: 59.

6. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende secuencias que contienen uno o mas
de los siguientes motivos de aminoacido:

G-R-x(3)-G-x(3)-G-x(11)-E-x(5)-[LIVM]-R-G-x(12)-[GA];
R-x(14)-G-x(2)-Y-x(2)-[YF]-[YF]-[GSAL] y/o
V-x(15)-[GNR]-[RH]-R-x(2)-[LM]-x(2)-[GA]
en el que los fragmentos en (a) a (c) en el polipéptido se corresponden con las posiciones en SEQ ID NO: 59.

7. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprenden un motivo G-R-x(3)-G-x(3)-G-x(11)-E-
X(5)-[LIVM]-R-G-x(12)-[GA].

8. Polinucledtido que tiene al menos el 50 % de identidad con SEQ ID NO: 56, que codifica el polipéptido segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Construccién de acidos nucleicos que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 8.

10. Célula hospedadora transformada con la construccién de acidos nucleicos de la reivindicacion 9.
11. Célula hospedadora transformada segun la reivindicacion 10, que es una eucariota.

12. Célula hospedadora transformada segun la reivindicacion 11, que es levadura.

13. Célula hospedadora transformada segun la reivindicacion 12, que pertenece al género Saccharomyces, en
particular la especie Saccharomyces cerevisiae.

14. Célula hospedadora transformada que comprende un nucleétido heterélogo que codifica un polipéptido segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o codifica un polipéptido que tiene la sustituciéon M339S o N376C de
secuencia ID NO: 59.

15. Hospedador transformado segun la reivindicacion 14, en el que el polinucleétido codifica un polipéptido que es
un mutante de un polipéptido que es nativo en la célula hospedadora no transformada.

16. Célula hospedadora transformada segun la reivindicacién 14 o 15, en la que el polipéptido que es nativo en la
célula hospedadora no transformada es un miembro de la superfamilia de facilitadores principales (MFS).

17. Célula hospedadora transformada segun cualquiera de las reivindicaciones 15 o0 16, en la que el polipéptido que
es nativo en la célula hospedadora no transformada es un polipéptido de transportador de hexosa.

18. Célula hospedadora transformada segun la reivindicacion 17, en la que el polipéptido que es nativo en la célula
hospedadora no transformada es un transportador polipéptido elegido de la lista que consiste en Gal2, Hxt1, Hxt2,
Hxt3, Hxt4, Hxt5, Hxt6, Hxt7, Hxt8, Hxt9, Hxt10, Hxt11, Hxt12, Hxt13, Hxt14, Hxt15, Hxt16 y Hxt17.

19. Uso de un polipéptido que tiene una sustituciéon correspondiente a N376T de SEQ ID NO:59, como un

transportador de xilosa, en el que el polipéptido es un miembro de la superfamilia de facilitadores principales (MFS) y
el polipéptido es un polipéptido de hexosa permeasa.
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20. Uso segun la reivindicacion 19, en el que el polipéptido se expresa en una célula eucariota y la célula eucariota
se usa para fermentar xilosa en presencia de glucosa.

21. Proceso para la degradacion de material lignoceluldsico o hemicelulésico, en el que el material lignocelulésico o
hemiceluldsico se pone en contacto con una composicion de enzima, en el que se producen uno o mas azucares, y
en el que el azucar producido se fermenta para dar un producto de fermentacion, en el que la fermentacion se
realiza con una célula hospedadora transformada de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18.

22. Proceso segun la reivindicacion 21, en el que el azlcar producido comprende xilosa y glucosa y en el que la
célula co-fermenta xilosa y glucosa.

23. Proceso segun la reivindicacion 22, en el que el producto de fermentacion es uno o mas de etanol, butanol, acido
lactico, un plastico, un acido organico, un disolvente, un suplemento para pienso para animales, un producto
farmacéutico, una vitamina, un aminoacido, una enzima o una materia prima quimica.

24. Proceso segun la reivindicacion 23, en el que el producto de fermentacion es uno o mas de etanol, butanol, acido
lactico, di-terpeno, di-terpeno glucosilado, un plastico, un acido organico, un disolvente, un suplemento para pienso
para animales, un producto farmacéutico, una vitamina, un aminoacido, una enzima o una materia prima quimica.
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