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DESCRIPCION
Produccion de xilitol a partir de glucosa mediante una cepa recombinante
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para usar microorganismos genéticamente modificados para la
produccion de xilitol y a un método para preparar un microorganismo genéticamente modificado que es capaz de
convertir en una etapa fuentes de carbono faciles de conseguir, tales como D-glucosa, en xilitol.

Antecedentes de la invencion

El xilitol es un polialcohol o alcohol de azucar (alditol) de férmula (CHOH)3(CH20H)», que se aplica en formulaciones
y productos para higiene y nutracéuticos.

El xilitol se usa como un edulcorante diabético que es casi tan dulce como la sacarosa con 33 % menos de calorias.
A diferencia de otros edulcorantes naturales o sintéticos, el xilitol es activamente beneficioso para la salud dental ya
que reduce las caries hasta un tercio con su uso regular y ayuda a la remineralizacion.

El xilitol se encuentra naturalmente en concentraciones bajas en las fibras de muchos frutos y hortalizas, y se puede
extraer de varias bayas, avena y setas, asi como de materiales fibrosos como vainas de maiz y bagazo de cafa de
azucar, y abedul.

Sin embargo, la produccién industrial comienza a partir de xilano (una hemicelulosa) extraido de maderas duras o
zuros de maiz, que se hidroliza en xilosa y se hidrogena cataliticamente en xilitol.

La purificacion de la xilosa y también del xilitol, por lo tanto, presenta un problema significativo. Se conocen diversos
procesos de este tipo. Las patentes estadounidenses 4.075.406 y 4.008.285 se pueden mencionar como ejemplos.

La reduccion de D-xilosa en xilitol también se puede lograr en un proceso microbioldgico usando cepas de levadura
aisladas a partir de cepas naturales (cepas de tipo natural) o genéticamente manipuladas.

Sin embargo, obtener el sustrato, D-xilosa, en una forma adecuada para la fermentacion por levadura es un
problema porque las fuentes de xilosa econdémicas tales como licor de sulfito de procesos de pulpa y papel
contienen impurezas que inhiben el crecimiento de la levadura.

Un método alternativo atractivo para la produccién de xilitol es obtenerlo por medio de la fermentacién de un sustrato
econdémico y facil de conseguir, tal como D-glucosa.

En el estado de la técnica, existen algunos microorganismos recombinantes descritos capaces de producir xilitol en
ciertas cantidades durante una fermentacién de una etapa de cualesquiera fuentes de carbono comunes distintas de
D-xilosa y D-xilulosa.

Estos microorganismos recombinantes, especialmente levaduras osmofilas, son por ejemplo Zygosaccharomyces
rouxii, Candida polymorpha y Torulopsis candida, conocidas inicialmente como productoras de cantidades
significativas de una xilitol estrechamente relacionado con pentitol, que es D-arabitol, a partir de D-glucosa (Lewis
D.H. & Smith D.C., 1967, New Phytol. 66:143-184).

Por lo tanto, la solicitud de patente internacional WO 94/10325 proporciona métodos para construir dichos
hospedantes recombinantes capaces de producir xilitol cuando se cultivan en fuentes de carbono distintas de D-
xilulosa o D-xilosa, y distintas de polimeros u oligdmeros o mezclas de estos.

En la presente solicitud de patente, este objetivo se logra a través de la modificacion del metabolismo del
microorganismo deseado, preferiblemente, un microorganismo que es levadura de origen natural, mediante la
introduccion y expresion de genes heterélogos deseados.

Este objetivo también se logra mediante la modificacion adicional del metabolismo de dicho microorganismo
deseado, para sobreexpresar e/o inactivar la actividad o expresion de determinados genes homodlogos de dicho
microorganismo en su estado natural.

El método proporcionado en la presente solicitud de patente para la produccién de xilitol utilizé una via de biosintesis
de D-arabitol alterada, y dicha via se alteré notablemente al extender la via de D-arabitol preexistente mediante la
introduccion y sobreexpresion de los genes que codifican D-arabitol deshidrogenasa formadora de D-xilulosa (EC
1.1.1.11) y xilitol deshidrogenasa (EC 1.1.1.9) en un microorganismo productor de D-arabitol.

Sin embargo, el rendimiento de xilitol en los ensayos descritos en WO 94/10325 fue de solo aproximadamente 7,7 g/l
después de 48 horas de cultivo en un medio con extracto de levadura.

Para intentar optimizar este primer resultado, se propuso adicionalmente en WO 94/10325 inactivar, usando
mutagénesis o interrupcion génica, los genes que codifican transcetolasa (EC 2.2.1.1) y/o el gen que codifica D-
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xilulocinasa (EC 2.7.1.17), y también sobreexpresar los genes que codifican las enzimas de la rama oxidativa de la
via de pentosa-fosfato y, especificamente, el gen de D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) y/o 6-fosfo-
D-gluconato deshidrogenasa (EC 1.1.1.44) y/o D-ribulosa-5-fosfato epimerasa (EC 5.1.3.1) en dichos
microorganismos.

Pero, independientemente de la combinacion genética empleada, el titulo de xilitol nunca supero los 9 g/l.

Lafayette et al (2005, Plant Cell Report, 24, 596-602) describe una construccion génica que codifica Arabitol
deshidrogenasa a partir de E. coli.

El documento US 2011/027847 describe un gen para la xilitol deshidrogenasa especifica para NADP aislado a partir
de Pischia stipitis, una levadura genéticamente modificada a la cual se transfirié un gen de xilosa reductasa, un gen
de xilitol deshidrogenasa especifico para NADP vy xilulocinasa.

Por consiguiente, todavia existe una necesidad insatisfecha de una mejor manipulacion genética de las cepas
productoras de xilitol a efectos de optimizar su produccion y, por lo tanto, hacerla comercialmente rentable.

Compendio de la invencion

La presente invencién se refiere a una célula hospedante recombinante capaz de producir xilitol, en donde dicha
célula hospedante comprende:

una secuencia de acido nucleico heteréloga que codifica D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD* (EC
1.1.1.11) usando D-arabitol como sustrato y que produce D-xilulosa como producto; vy,

una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica una xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH que usa
D-xilulosa como sustrato y que produce xilitol como producto.

Preferiblemente, la célula hospedante no consume D-arabitol como Unica fuente de carbono. Mas preferiblemente, la
célula hospedante se selecciona de bacterias, hongos y levadura. En una realizacion preferida, la célula hospedante
es una levadura osmdéfila u osmotolerante, en particular, Pichia ohmeri.

Preferiblemente, la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD® (EC 1.1.1.11) es de E. coli Mas
preferiblemente, la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" (EC 1.1.1.11) comprende o consiste en la
secuencia de la sec. con num. de ident. 2 o una secuencia con 1-3 adiciones, sustituciones o supresiones de
aminoacidos. En una realizacién preferida, la secuencia que codifica la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para
NAD" (EC 1.1.1.11) comprende o consiste en la secuencia de la sec. con nim. de ident. 3.

Preferiblemente, la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH es una xilitol deshidrogenasa de Pichia stipitis o
Gluconobacter oxydans mutada para cambiar la especificidad para el cofactor de NADH a NADPH. Mas
preferiblemente, la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH comprende o consiste en la secuencia de la sec.
con num. de ident. 5 u 8 o una secuencia con 1-3 adiciones, sustituciones o supresiones de aminoacidos. En una
realizacion preferida, la secuencia que codifica la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH comprende o
consiste en la secuencia de la sec. con num. de ident. 6 0 9.

Preferiblemente, la célula hospedante es capaz de producir un titulo de xilitol de al menos 15 g/l en el sobrenadante
después de un cultivo de 48 horas.

La presente invencion también se refiere a un método para producir xilitol que comprende cultivar una célula
hospedante recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, y recuperar xilitol.

Ademas, la presente solicitud describe un acido nucleico que comprende o consiste en una secuencia de acido
nucleico seleccionada del grupo que consiste en la sec. con num. de ident. 1, 3, 7 y 9, un casete de expresion o
vector que comprende dicho acido nucleico.

Finalmente, la presente invencion se refiere al uso de una célula hospedante recombinante segun la presente
invencioén para producir xilitol.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Segun se usa en la presente memoria, se entiende por “fuente de carbono distinta de D-xilosa y D-xilulosa» un
sustrato de carbono para la produccion de xilitol distinto de D-xilosa y D-xilulosa o polimeros u oligdmeros o mezclas
de estos (tales como xilano y hemicelulosa). La fuente de carbono incluye, preferiblemente, D-glucosa, y diversos
jarabes que contienen D-glucosa y mezclas de D-glucosa con otros azucares.

Segun se usa en la presente memoria, se entiende por “gen” una secuencia de acido nucleico que puede codificar
una proteina, en particular, una secuencia de ADN.
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Segun se usa en la presente memoria, se entiende por “vector” un plasmido o cualquier otra secuencia de ADN que
es capaz de llevar informacion genética, especificamente ADN, a una célula hospedante. El vector puede contener,
ademas, un marcador o reportero adecuado para su uso en la identificacién de células transformadas con el vector,
y origenes de replicacion que permiten el mantenimiento y la replicacion del vector en uno o mas hospedantes
procariéticos o eucariéticos. Un “plasmido” es un vector, generalmente ADN circular, que se mantiene y replica de
manera auténoma en al menos una célula hospedante.

Segun se usa en la presente memoria, se entiende por “vector de expresion” un vector similar a un vector, pero que
respalda la expresién de un gen o acido nucleico codificante que se ha clonado en este, después de la
transformacion en un hospedante. El gen o acido nucleico codificante clonado generalmente se coloca bajo el
control de (es decir, ligado funcionalmente a) determinadas secuencias de control tales como secuencias
promotoras, que se pueden proporcionar mediante el vector o mediante la construccion recombinante del gen
clonado. Las secuencias de control de la expresién variaran dependiendo de si el vector se disefia para expresar el
gen ligado funcionalmente en un hospedante procariético o eucariético y pueden contener, adicionalmente,
elementos transcripcionales tales como elementos potenciadores (secuencias de activacion posteriores) y
secuencias de terminacion y/o sitios de iniciacion y terminacién de la traduccion.

Segun se usa en la presente memoria, se entiende por “hospedante” una célula, procariética o eucariotica, que se
utiliza como el receptor y vehiculo de material recombinante.

Segun se usa en la presente memoria, se entiende por “rama oxidativa de la via de pentosa-fosfato” que se incluye
la parte de la derivacién de pentosa-fosfato que cataliza reacciones oxidativas, tales como reacciones catalizadas
por D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) gluconolactonasa (EC 3.1.1.17), y 6-fosfo-D-gluconato
deshidrogenasa (EC 1.1.1.44) y que utiliza sustratos de hexosa para formar pentosa fosfatos. La parte “no oxidativa”
de la via de pentosa-fosfato (que también cataliza la formacién neta de ribosa a partir de D-glucosa) se caracteriza
por isomerizaciones no oxidativas tales como las reacciones catalizadas por transcetolasa (EC 2.2.1.1), ribosa-5-
fosfato isomerasa (EC 5.3.1.6), D-ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa (EC 5.1.3.1) y transaldolasa (EC 2.2.1.2). Véase
Biological Chemistry, H.R. Mahler & E.H.Cordes, Harper & Row, publishers, Nueva York, 1966, pags. 448-454.

Segun se usa en la presente memoria, se entiende por “acido nucleico codificante” una molécula de acido nucleico
(preferiblemente ADN). El acido nucleico codificante es capaz de codificar una proteina y se puede preparar a partir
de una variedad de fuentes. Estas fuentes incluyen ADN gendmico, ADNc, ADN sintético y combinaciones de estos.

“Heterologo/a”, seguin se usa en la presente memoria, significa que un gen o secuencia codificante se ha introducido
en la célula mediante manipulacion genética. Puede estar presente en forma episémica o cromosémica. El gen o
secuencia codificante puede originarse a partir de una fuente diferente de la célula hospedante en la cual se
introduce. Sin embargo, también puede venir de la misma especie que la célula hospedante en la cual se introduce,
pero se considera heterélogo debido a que su entorno no es natural. Por ejemplo, se llama heterélogo al gen o
secuencia codificante debido a que esta bajo el control de un promotor que no es su promotor natural, se introduce
en una ubicacion que difiere de su ubicacion natural. La célula hospedante puede contener una copia endégena del
gen antes de la introduccion del gen heterélogo o puede no contener una copia enddgena.

Objeto de la invencion

Segun la invencion, las vias metabdlicas naturales de un hospedante microbiano especifico se manipulan para
reducir o eliminar la utilizacién de carbono para propésitos distintos de la produccién de xilitol.

Dicha cepa hospedante genéticamente modificada, por lo tanto, es capaz de producir xilitol en una etapa de
fermentacion con un rendimiento elevado. Por ejemplo, el titulo de xilitol después 48 horas de cultivo en el
sobrenadante es mayor que 15 g/l.

En la puesta en practica de la invencion, el hospedante genéticamente modificado de la invencion también se
caracteriza por su capacidad para sintetizar xilitol a partir de fuentes de carbono no relacionadas estructuralmente
tales como D-glucosa, y no solo a partir de D-xilosa y/o D-xilulosa.

Preferiblemente, el hospedante genéticamente modificado de la invencion también es capaz de secretar el xilitol
sintetizado en el medio.

Especificamente, en las realizaciones ejemplificadas y preferidas, el hospedante genéticamente modificado de la
invencion se caracteriza por una via en la que arabitol es un intermediario en la formacién de xilitol.

Por consiguiente, la cepa hospedante recombinante de la invencion se caracteriza por las siguientes alteraciones
genéticas:

(1) un acido nucleico heterdlogo que codifica una proteina que posee actividad de D-arabitol 4-oxidorreductasa
especifica para NAD" (formadora de D-xilulosa) se ha introducido en la célula hospedante, proporcionando, de esta
manera, la conversion de D-arabitol en D-xilulosa; y
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(2) un acido nucleico heterélogo que codifica una proteina que posee actividad de xilitol deshidrogenasa especifica
para NADPH se ha introducido en la célula hospedante, proporcionando, de esta manera, la conversiéon de D-
xilulosa en xilitol.

La eleccion de los microorganismos

Los microorganismos o cepas hospedantes adecuados para la presente invenciéon son capaces de producir D-
arabitol a partir de glucosa. Mas especificamente, son capaces de producir cantidades significativas de D-arabitol a
partir de glucosa en medio a presiéon osmética elevada.

Se entiende por “medio a presion osmotica elevada”, en la presente, un medio que contiene 10-60 % de D-glucosa,
preferiblemente, aproximadamente 25 % de D-glucosa.

Se entiende por “cantidades significativas de D-arabitol” al menos 100 g/L de D-arabitol. En particular, se considera
que un microorganismo o cepa hospedante produce cantidades significativas de D-arabitol cuando el
microorganismo o cepa hospedante produce 100g/L de D-arabitol en un medio que contiene 25 % de D-glucosa en
condiciones de lote.

Los ejemplos de cepas hospedantes capaces de producir cantidades significativas de D-arabitol a partir de glucosa
incluyen levaduras osmofilas u osmotolerantes, en particular, aquellas que pertenecen a las especies Pichia,
Kodamaea, Candida, Zygoaccharomyces, Debaromyces, Metschnikowia y Hansenula; o los hongos productores de
D-arabitol, en particular, aquellos que pertenecen a las especies Dendryphiella y Schizophyllum, en particular,
Dendryphiella salina 'y Schizophyllum commune.

Los ejemplos de los microorganismos del género Pichia incluyen Pichia ohmeri, Pichia stipitis, Pichia farinosa, Pichia
haplophila. Los ejemplos de los microorganismos del género Candida incluyen Candida polymorpha y Candida
tropicalis. Los ejemplos de los microorganismos del género Zygoaccharomyces incluyen Zygoaccharomyces rouxii.
Otros ejemplos incluyen Torulopsis candida y Torulaspora hansenii. Los ejemplos de los microorganismos del
género Metschnikowia incluyen Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia reukaufii, Metschnikowia bicuspidata,
Metschnikowia lunata y Metschnikowia zobelli. Como cepas especificas, se pueden mencionar Metschnikowia
pulcherrima ATCC 18406, Metschnikowia reukaufii ATCC 18407, Metschnikowia bicuspidata ATCC 24179,
Metschnikowia lunata ATCC 22033, Metschnikowia zobellii ATCC 22302 y Metschnikowia pulcherrima FERM BP-
7161. Estas cepas se pueden obtener en la Coleccion Estadounidense de Cultivos Tipo, direccion: 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20852, Estados Unidos de América. Metschnikowia pulcherrima FERN BP-7161 se
deposité originalmente en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana, Agencia de Ciencia y Tecnologia
Industrial, Ministerio de Comercio Internacional e Industria (codigo postal: 305-8566, 1-3 Higashi 1-Chome, Tsukuba-
shi, Ibaraki-ken, Japoén) el 16 de enero de 1998, con el nimero de depdsito FERM P-16592 y se transfirié del
depdsito original al depdsito internacional en virtud del Tratado de Budapest el 15 de mayo de 2000, y se ha
depositado con el nimero de depdsito FERM BP-7161. En un aspecto especifico, el microorganismo tiene el nimero
de acceso FERM BP-7161. Por mas informacion, consulte EP1065276.

El microorganismo se puede manipular genéticamente a efectos de mejorar su capacidad de producir D-arabitol y/o
reducir su capacidad de usar D-arabitol para un objetivo distinto de la produccion de xilitol.

Para la invencion, la cepa hospedante se elige ventajosamente por sus atributos metabdlicos especificos:

— puede ser una productora de cantidades significativas de D-arabitol a partir de glucosa, segun se detalla
anteriormente, en particular, en medio a presion osmoética elevada, por ejemplo, medio que contiene 10-60 % de
D-glucosa vy, preferiblemente, 25 % de D-glucosa (el medio “Normal” habitualmente contiene solo 2-3 % de
glucosa);

— puede no consumir D-arabitol como Unica fuente de carbono;

— su equilibrio de oxidorreduccion permite la generacion de los cofactores necesarios para la conversion de alcohol
cetopentosa / pentosa correspondiente.

En una realizacion de la invencion, la levadura osmdfila Pichia ohmeri (y sus derivados mutagenizados) se ha
empleado como modelo y como hospedante preferido. Pichia ohmeri se ha aislado inicialmente a partir de encurtido
de pepino y usado cominmente en la industria alimentaria para la fermentacion en conservas, cascaras y frutos.

El experto en la técnica sabe que las especies de levaduras tales como Pichia, Zygosaccharomyces, Debaromyces'y
Hansenula son capaces de crecer en entornos con baja actividad de agua, a diferencia de Saccharomyces
cerevisiae. Estas levaduras osmotolerantes u osmofilas acumulan soluto compatible similar a glicerol, D-arabitol,
eritritol y manitol que protegen y estabilizan las enzimas, permitiendo, de esta manera, las funciones celulares en
condiciones de crecimiento osméticas. Los polioles producidos también tienen una funcién en el equilibrio de la
oxidorreduccion.
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En un aspecto preferido, el microorganismo es Pichia ohmeri. De hecho, la principal caracteristica de la cepa
hospedante Pichia ohmeri es producir solo D-arabitol como soluto compatible, a diferencia de Zygosaccharomyces
rouxii productora de glicerol y D-arabitol. Ademas, la via metabdlica de glucosa a D-arabitol se conoce bien en Pichia
ohmeri.

Segun se describid, en Zygoaccharomyces rouxii (J.M. INGRAM and W.A. WOOD, 1965, Journal of Bacteriology,
tomo 89, n.° 5, 1186-1194), el flujo de carbono en Pichia ohmeri pasa a través de la parte oxidativa de la via de
pentosa-fosfato (PPP, por sus siglas en inglés) para convertir D-Glucosa en D-ribulosa-5-P con la produccion
concomitante de dos moléculas de NADPH. La D-ribulosa-5-P se desfosforila en D-ribulosa y luego se reduce a D-
arabitol. En la cepa hospedante Pichia ohmeri, la via de pentosa fosfato (PPP) es muy activa y se ha determinado
que supera el 50 %.

Reacciones y enzimas de oxidorreduccién

Los cofactores NADH y NADPH son esenciales para multiples funciones bioldgicas, actuando en las denominadas
reacciones de oxidorreduccion como vehiculos de electrones de una reaccion a otra. Las células necesitan mantener
el equilibrio metabdlico de los dos pares de oxidorreduccién NADH/NAD® y NADPH/NADP* sabiendo que el par
NADPH/NADP® se mantiene en un estado mas reducido que el par NADH/NAD" para proporcionar una fuerza
propulsora termodindmica. NADH, que en su mayoria se encuentra en la forma oxidada NAD®, es el principal
cofactor en reacciones catabodlicas donde participa en la liberacion oxidativa de energia de los nutrientes. A
diferencia de NADH, NADPH se reoxida exclusivamente en reacciones anabdlicas o en momentos de estrés
oxidativo.

Cualquier estrategia de manipulacién metabdlica que implique reacciones de oxidorreduccion debe funcionar segun
estas limitaciones celulares. Esto se ha hecho en la cepa genéticamente modificada que es objeto de la invencion.

Segun hallé la inventora, y se describe notablemente en su tesis de doctorado titulada “Contribution a I'étude du
metabolisme des pentitols chez Pichia ohmeri” (Sophie Huchette, University of Sciences and Technics of Lille, 1992),
se ha demostrado que las reacciones que participan en la oxidorreduccion de cetopentosas se catalizan mediante
dos enzimas diferentes.

Por lo tanto, la cepa hospedante tiene una enzima definida como D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para
NADPH, formadora de D-arabitol a partir de D-ribulosa y formadora de xilitol a partir de D-xilulosa. La cepa
hospedante también posee una D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADH, formadora de ribitol y xilitol,
respectivamente, a partir de D-ribulosa y D-xilulosa. Esta enzima es préxima a la conocida xilitol deshidrogenasa
especifica para NAD" E.C 1.1.1.9 de Pichia stipitis (XYL2). Dado que solo hay D-ribulosa intracelular disponible con
respecto a D-xilulosa, la cepa hospedante equilibra el par de oxidorreduccion NADPH/NADP® directamente con la
reoxidacion de NADPH a través de la formacién citosolica de D-arabitol a partir de D-ribulosa. A continuacion, se
secreta D-arabitol en el caldo a través de una difusion pasiva.

Los inventores hallaron que la falta de D-xilulosa intracelular seria la principal razén para la no produccién de xilitol
por parte de la cepa hospedante, incluso si Pichia ohmeri posee todas las herramientas enzimaticas para producir
este poliol a través de D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADH o NADPH.

De hecho, se eligio clonar en la cepa hospedante natural Pichia ohmeri un gen codificante de una proteina que
posee actividad de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica de NAD® (formadora de D-xilulosa) (E.C.1.1.1.11)
permitiendo que el D-arabitol citosdlico se convirtiera en D-xilulosa y NADH.

Por lo tanto, la D-xilulosa intracelular se vuelve disponible en la cepa genéticamente modificada y podria reducirse
mediante la D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADH y NADPH intrinseca. Sin embargo, la cepa
carece de las enzimas enddgenas capaces de transformar de manera eficaz D-xilulosa en xilitol. Por consiguiente,
es necesario manipular genéticamente la cepa para introducir una xilitol deshidrogenasa heteréloga.

En la patente WO 94/10325, se eligié clonar la xilitol deshidrogenasa especifica para NAD" (E.C 1.1.1.9) de Pichia
stipitis (XYL2) permitiendo la produccién de xilitol y equilibrando el par de oxidorreduccion NADH/NAD" con la
oxidacién de NADH producido por la etapa metabdlica previa. Pero como se mencioné antes, los resultados no son
realmente convincentes.

Los inventores hallaron que, al clonar un gen que codifica una proteina mutada que posee xilitol deshidrogenasa
especifica para NADPH, la D-xilulosa se convierte en xilitol para equilibrar el par de oxidorreduccién NADPH/NADP*
tal como se hace mediante la produccion intrinseca de D-arabitol a partir de D-ribulosa.

Debido a su baja afinidad de la D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADPH con D-arabitol, la cepa
hospedante natural Pichia ohmeri no consume el D-arabitol extracelular.

Debido a la introduccién de una actividad de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD® (formadora de D-
xilulosa) en la cepa genéticamente modificada, el D-arabitol producido en el caldo podria ser consumido por la cepa
modificada de la misma forma que el D-arabitol citosdlico.
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En consecuencia, el xilitol se produce al mismo tiempo a partir del D-arabitol intracelular y extracelular.

Su produccién se podria mejorar al potenciar la eficacia de la extension de la via del xilitol para evitar
completamente la exportaciéon del D-arabitol intermediario.

Por lo tanto, se produciria solo xilitol a partir de D-glucosa con el mismo efecto fisiolégico que D-arabitol. Esta mejora
podria resultar de las modificaciones genéticas, pero también de la adaptacion de las condiciones de cultivo.

La eleccion de las dos actividades enzimaticas que se clonaran en la cepa hospedante

La eleccion de estas dos actividades enzimaticas se fundamenta por su especificidad de cofactor, segun se describe
anteriormente.

La primera enzima oxida D-arabitol en D-xilulosa.

Se conocen dos tipos de D-arabitol deshidrogenasas: Formadora de D-xilulosa (EC 1.1.1.11) (D-arabinitol:4-
oxidorreductasa NAD") y formadora de D-ribulosa (EC 1.1.1.250). A menos que se indique de cualquier otra manera,
en la presente memoria se pretende usar la deshidrogenasa formadora D-xilulosa y se denomina en la presente
memoria arabitol deshidrogenasa. Las deshidrogenasas formadoras de D-ribulosa se encuentran en levaduras y
hongos naturales.

Las arabitol deshidrogenasas formadoras de D-xilulosa se conocen principalmente en bacterias. Por ejemplo, se han
identificado en Enterobacteriaceae, en particular E. coli, Klebsiella aerogenes, y Aerobacter aerogenes cepa PRL-
R3, en Gluconobacter oxydans y adicionalmente también en Pichia stipitis. En particular, se mencionan diversas
enzimas en la base de datos UniprotKB, tales como, Klebsiella pneumoniae (n.° 052720), Ralstonia solanacearum
(n.° P58708), Yersinia pestis (n.° P58709), Aerobacter aerogenes (n.° L8BEFO0), E. coli (n.° K3EX35, 12ZSJ5,
W1BYD6, W1H8N7, E7TU4R7).

A los efectos de la presente invencion, Escherichia coli es |la fuente preferida del gen de D-arabitol 4-oxidorreductasa
especifica para NAD" (formadora de D-xilulosa). Mas especificamente, su secuencia de aminoacidos se describe en
la sec. con num. de ident. 2. En particular, las secs. con nims. de ident. 1 y 3 describen acidos nucleicos que
codifican D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de Escherichia coli. La secuencia codificante se ha
optimizado para Pichia ohmeri al tomar en cuenta su especificidad codonica.

La segunda enzima convierte D-xilulosa en xilitol.

Aunque la mayoria de las levaduras y hongos poseen un gen enddgeno de xilitol deshidrogenasa (EC 1.1.1.9), el
cambio de su especificidad de cofactor de NADH a NADPH es necesario para la implementacion de la presente
invencion. De hecho, un aspecto esencial de la presente invencion es el uso de una xilitol deshidrogenasa especifica
para NADPH. Ademas, esta enzima preferiblemente se sobreexpresa en el hospedante.

Se conocen numerosas xilitol deshidrogenasas y diversos articulos cientificos ensefian coémo cambiar la
especificidad de cofactor de NADH a NADPH. Watanabe et al (J; Biol. Chem., 2005, 280, 10340-10345) describen
una xilitol deshidrogenasa mutada de Pichia stipitis con una especificidad de cofactor modificada, especialmente el
mutante triple (D207A/I208R/F209S) y el mutante cuadruple (D207A/1I208R/F209S/N211R). La secuencia de
aminoacidos del mutante cuadruple se describe en la sec. con nim. de ident. 5. Un mutante doble de xilitol
deshidrogenasa de Gluconobacter oxydans (D38S/M39R) con una especificidad de cofactor para NADPH se
describe en Ehrensberger et al (2006, Structure, 14, 567-575). La secuencia de aminoacidos del mutante doble se
describe en la sec. con nim. de ident. 8.

Los inventores han preparado la mutacion y la clonacion de la secuencia de acido nucleico de Pichia stipitis XYL2
que codifica la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH. En particular, las secs. con nums. de ident. 4 y 6
describen acidos nucleicos que codifican xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Pichia stipitis.

Alternativamente, los inventores también han llevado a cabo la mutacion y la clonacion de la secuencia de acido
nucleico de Gluconobacter oxydans que codifica la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH. En particular, las
secs. con nums. de ident. 7 y 9 describen acidos nucleicos que codifican xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH de Gluconobacter oxydans. La secuencia codificante se ha optimizado para Pichia ohmeri al tomar en
cuenta su especificidad codonica.

Casete de expresion, vector y célula hospedante recombinante

En un aspecto especifico, la presente descripcion se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia
codificante optimizada para Pichia ohmeri seleccionada del grupo que consiste en la sec. con num. de ident. 1, 3,7 y
9.

También se refiere a un casete de expresién que comprende un acido nucleico que comprende una secuencia
codificante optimizada para Pichia ohmeri seleccionada del grupo que consiste en la sec. con nim. de ident. 1, 3,7 y
9.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2673 865 T3

Se refiere, ademas, a la construccion de acido nucleico de la sec. con num. de ident. 4 y un acido nucleico que
comprende dicha construcciéon de acido nucleico.

Ademas, se refiere a un vector recombinante, en particular un vector de expresién que comprende dicho acido
nucleico o casete de expresion. Generalmente, un casete de expresion comprende todos los elementos necesarios
para la transcripcion y traduccion del gen en una proteina. En particular, comprende un promotor, opcionalmente un
potenciador, un terminador de la transcripcion y los elementos para la traduccion. Mas particularmente, el promotor
que se usa para controlar la expresion de la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH se selecciona para
accionar una expresion intensa. De hecho, esta enzima preferiblemente se sobreexpresa en la célula hospedante.
Dichos promotores son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el promotor podria ser el promotor de ribulosa
reductasa de P. ohmeri (poRR) o el fosfoglicerato cinasa de P. ohmeri (poPGK1).

Se refiere a un vector recombinante, en particular un vector de expresién que comprende un acido nucleico que
codifica una D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD® y un &cido nucleico que codifica xilitol
deshidrogenasa especifica para NADPH. También se refiere a un kit que comprende un vector recombinante, en
particular un vector de expresién que comprende un acido nucleico que codifica una D-arabitol 4-oxidorreductasa
especifica para NAD" y un vector recombinante, en particular un vector de expresiéon que comprende un acido
nucleico que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH.

Preferiblemente, dichas D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" y xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH se seleccionan entre las enzimas descritas anteriormente. En particular, dicha D-arabitol 4-oxidorreductasa
especifica para NAD" comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident. 2 o una
secuencia con 1-3 adiciones, sustituciones o supresiones de aminoacidos. En particular, dicha xilitol deshidrogenasa
especifica para NADPH comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident. 5u 8
0 una secuencia con 1-3 adiciones, sustituciones o supresiones de aminoacidos.

Un vector preferido es un plasmido. Los plasmidos adecuados son conocidos para el experto en la técnica y, por
ejemplo, se pueden seleccionar entre aquellos descritos especificamente en los Ejemplos.

El hospedante genéticamente modificado de la invencion se produce primero mediante la clonaciéon de los genes
que codifican la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" y la xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH bajo el control de promotores adecuados en un vector recombinante y se introduce en la célula hospedante
del organismo productor de D-arabitol mediante transformacion.

La presente invencion se refiere a una célula hospedante recombinante o genéticamente manipulada que
comprende una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para
NAD" (EC 1.1.1.11) y una secuencia de acido nucleico heteréloga que codifica una xilitol deshidrogenasa especifica
para NADPH. La D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" usa D-arabitol como sustrato y produce D-
xilulosa como producto. La xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH usa D-xilulosa como sustrato y produce
xilitol. La secuencia codificante de la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH y la D-arabitol 4-oxidorreductasa
especifica para NAD" puede ser episémica o se puede integrar en el cromosoma de la célula hospedante. De hecho,
los transformantes genéticamente estables se construyen preferiblemente a través de sistemas de transformacion
que usan un vector, por medio del cual se integra un ADN deseado en el cromosoma hospedante. Dicha integracion
se produce de novo dentro de la célula o puede ser asistida por transformaciéon con un vector que se inserta
funcionalmente en el cromosoma hospedante, con elementos de ADN que promueven la integracion de secuencias
de ADN en los cromosomas.

La célula hospedante se selecciona entre los microorganismos detallados anteriormente. En una realizacion
preferida, la célula hospedante es Pichia ohmeri.

La presente invencién se refiere a un método para producir xilitol que comprende cultivar la célula hospedante
recombinante o genéticamente manipulada en un medio de cultivo y recuperar el xilitol producido. Preferiblemente,
el medio de cultivo proporciona al microorganismo la fuente de carbono conveniente. La fuente de carbono incluye,
preferiblemente, D-glucosa, y diversos jarabes que contienen D-glucosa y mezclas de D-glucosa con otros azucares.
El método puede comprender, ademas, una etapa de purificacion del xilitol.

El xilitol producido por dichas cepas genéticamente modificadas se puede purificar del medio de los hospedantes de
la invencion segun cualquier técnica conocida en la técnica. Por ejemplo, US 5.081.026, incorporada a la presente
memoria a modo de referencia, describe la separacion cromatografica de xilitol de los cultivos de levadura. Por lo
tanto, a partir de la etapa de fermentaciéon, se puede purificar el xilitol del medio de cultivo usando etapas
cromatograficas segun se describe en US 5.081.026, seguido de cristalizacion.

Otros rasgos caracteristicos y ventajas de la invencion seran evidentes tras la lectura de los siguientes Ejemplos. Sin
embargo, se proporcionan en la presente solo como ejemplo y no son limitantes.

Figuras y secuencias
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Figura 1: 12 ABYWMP: Mapa de restriccién de la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" sintetizada a
partir de E. coli flanqueada por los sitios de restriccion Ascl y Sphl.

Figura 2a: lig7.78: Mapa de restriccion de la xilitol deshidrogenasa especifica para NADH de Pichia stipitis.

Figura 2b: 12AALQTP: Mapa de restriccion de la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH sintetizada a partir
de Pichia stipitis flanqueada por los sitios de restriccion Hindlll y Sacll.

Figura 3: 13AAYSYP: Mapa de restriccion de la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH sintetizada a partir de
Gluconobacter oxydans flanqueada por los sitios de restriccion Ascl y Sphl.

Figura 4: Construccion de un casete de expresidon que consiste en un marco de lectura abierto flanqueado por un
promotor y terminador poRR usando PCR de superposicion.

Figura 5: 12 AAMCJP: Mapa de restriccion de la tagatosa-3-epimerasa sintetizada de Pseudomonas cichorii
flanqueada por los sitios de restriccion Hindlll y Sacll.

Figura 6: Construccion de vectores versatiles de P. ohmeri con marcadores de seleccion poLEU2 y poURAS3.

Figura 7: pEVE2523: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri poURA3 pEVE2523, con un casete
de expresion clonado que contiene el marco de lectura abierto de tagatosa-3-epimerasa de Pseudomonas cichorii
flanqueado por un promotor y terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri.

Figura 8: pEVE2560: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri poLEU2 pEVE2560, con un casete
de expresion clonado que contiene el marco de lectura abierto de tagatosa-3-epimerasa de Pseudomonas cichorii
flanqueado por un promotor y terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri.

Figura 9: Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH de Gluconobacter oxydans.

Figura 10: pEVE3284: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri pEVE3284, con un casete de
expresion clonado que contiene la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter oxydans
flanqueado por un promotor y terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri.

Figura 11: Construccion de vectores de P. ohmeri para la sobreexpresion de xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH de Pichia stipitis.

Figura 12: pEVE2562/pEVE2564: Mapa de restriccion de los vectores de expresion de P. ohmeri
pEVE2562/pEVE2564, con un casete de expresion clonado que contiene la xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH de Pichia stipitis flanqueado por un promotor y terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri con ya
sea un marcador de seleccién poURA3 o poLEU2, respectivamente.

Figura 13: Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de xilitol deshidrogenasa especifica para
NADH de Pichia stipitis.

Figura 14: pEVE2563: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri pEVE2563, con un casete de
expresion clonado que contiene la xilitol deshidrogenasa especifica para NADH de Pichia stipitis flanqueado por un
promotor y terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri.

Figura 15: Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica
para NAD" de E. coli bajo el control del promotor y terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri usando un
marcador de seleccion poURAS.

Figura 16: pEVE2839: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri pEVE2839, con un casete de
expresion clonado que contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli flanqueado por un
promotor y terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri.

Figura 17: Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica
para NAD" de E. coli bajo el control del promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y el terminador de transcetolasa
(poTKL) de P. ohmeri usando un marcador de seleccion poURAS.

Figura 18: pEVE3102: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri pEVE3102, con un casete de
expresion clonado que contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli flanqueado por un
promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y el terminador de ribulosa reductasa (poRR) de P. ohmeri.

Figura 19: pEVE3123: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri pEVE3123, con un casete de
expresion clonado que contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli flanqueado por un
promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y un terminador de transcetolasa (poTKL) de P. ohmeri y un marcador
de seleccion poURAS.
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Figura 20: Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica
para NAD" de E. coli bajo el control del promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y el terminador de transcetolasa
(poTKL) de P. ohmeri usando un marcador de seleccion poLEU2.

Figura 21: pEVE3157: Mapa de restriccion del vector de expresion de P. ohmeri pEVE3157, con un casete de
expresion clonado que contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli flanqueado por un
promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y un terminador de transcetolasa (poTKL) de P. ohmeri y un marcador
de seleccion poLEU2.

LISTADO DE SECUENCIAS

Sec. con num.|Descripcion

de ident.

1 Secuencia que codifica D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli flanqueada
por los sitios de restriccion Ascl y Sphl

2 Secuencia de aminoacidos de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli

3 Secuencia que codifica D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli

4 Secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Pichia stipitis flanqueada
por los sitios de restriccion Hindlll y Sacll.

5 Secuencia de aminoacidos de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de P. stipitis

6 Secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Pichia stipitis

7 Secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter oxydans
flanqueada por los sitios de restriccion Ascl y Sphl.

8 Secuencia de aminoacidos de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter
oxydans

9 Secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter oxydans

10 Secuencia que codifica tagatosa-3-epimerasa de Pseudomonas cichorii ST24

11 Secuencia de aminoacidos de tagatosa-3-epimerasa de Pseudomonas cichorii ST24

Ejemplos

Ejemplo 1. Eleccién de una cepa de Pichia ohmeri como preferida para la manipulacién genética

Como cepa hospedante elegida, Pichia ohmeri:

— es una productora de cantidades significativas de arabitol a partir de glucosa, en medio a presion osmética
elevada, por ejemplo, medio que contiene 10-60 % de D-glucosa y, preferiblemente, 25 % de D-glucosa (el
medio “Normal” habitualmente contiene solo 2-3 % de glucosa).

— tiene un equilibrio de oxidorreduccién que permite la generacion de los cofactores necesarios.

Como ilustraciéon de sus rendimientos, las siguientes tablas indican las actividades enzimaticas que participan en la
via metabdlica del arabitol de Pichia ohmeri (Sophie HUCHETTE Thesis, 1992)

La via de hexosa monofosfato: de glucosa-6-P a D-ribulosa-5-P y D-xilulosa-5-P

La parte oxidativa de la PPP, también denominada via de hexosa monofosfato (HMP, por sus siglas en inglés), es
una via productora de NADPH. Las dos enzimas dependientes de NADP® que son glucosa-6-P deshidrogenasa
(E.C.1.1.1.49) y 6-P-gluconato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.44) participan en la oxidacion de 1 mol de glucosa-6-P en
1 mol de D-ribulosa-5-P y generan 2 moles de NADPH.
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Tabla 1

Via de hexosa monofosfato en P. ohmeri ATCC 20209

Enzimas Actividad especifica U/mg
G6P deshidrogenasa NADP" 1,5
6PG deshidrogenasa NADP* 0,55

Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como el consumo de 1 umol de NAD(P)H o NAD(P)+ por minuto por
mL de extracto bruto. Una unidad de actividad especifica se definio como una unidad de actividad enzimatica por mg
de proteinas en el extracto bruto.

Se determinaron los parametros cinéticos de las siguientes enzimas: D-ribulosa-5-P 3-epimerasa (E.C 5.1.3.1), D-
ribosa-5-P ceto-isomerasa (E.C.5.3.1.6), transcetolasa (E.C.2.2.1.1) y fosfatasas acidas (E.C. 3.1.3.2).

Tabla 2

Parametros cinéticos de enzimas usando D-Ribulosa-5-P como sustrato en P. ohmeri ATCC 20209

Enzimas Ky mM Vi Umg
D-Ribulosa-5-P 3-epimerasa 6,3 3
D-Ribosa-5-P ceto-isomerasa 0,35 1,8
Fosfatasa acida 4.3 0,65

Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como el consumo de 1 umol de NAD(P)H o NAD(P)+ por minuto por
mL de extracto bruto. Una unidad de actividad especifica se defini6 como una unidad de actividad enzimatica por mg
de proteinas en el extracto bruto.

Tabla 3

Parametros cinéticos de enzimas usando D-Xilulosa-5-P como sustrato en P. ohmeri ATCC 20209

Enzimas Ky mM Vi Umg
D-Ribulosa-5-P 3-epimerasa 6,6 0,7
Transcetolasa (D-ribosa-5-P) 0,2 0,9
Transcetolasa (Eritrosa-4-P) 0,6 1,45
Fosfatasa acida 16 0,11

Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como el consumo de 1 umol de NAD(P)H o NAD(P)+ por minuto por
mL de extracto bruto. Una unidad de actividad especifica se defini6 como una unidad de actividad enzimatica por mg
de proteinas en el extracto bruto.

In vivo, D-xilulosa-5-P, sintetizada a partir de la epimerizacion de D-ribulosa-5-P, ingresa de manera eficaz en la
parte no oxidativa de la PPP a través de la transcetolizacion. En consecuencia, D-xilulosa-5-P no esta disponible
para su desfosforilacion en D-xilulosa.

D-cetopentosa-oxidorreductasas especificas para NADH y NADPH

D-ribulosa y D-xilulosa se producen por la desfosforilacion de D-ribulosa-5-P y D-xilulosa-5-P.
11
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Las constantes de Michaelis-Menten destacan las afinidades de las D-cetopentosa-oxidorreductasas con NADH vy
NADPH para cada sustrato y las velocidades maximas correspondientes.

Tabla 4

Parametros cinéticos de D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADH de P. ohmeri ATCC 20209

Sustrato Ky mM Vi Umg
D-ribulosa 90 1
Ribitol 16 0,16
D-xilulosa 5 0,6
Xilitol 7 0,2

Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como el consumo de 1 umol de NAD(P)H o NAD(P)+ por minuto por
mL de extracto bruto. Una unidad de actividad especifica se defini6 como una unidad de actividad enzimatica por mg
de proteinas en el extracto bruto.

La D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADH, formadora de ribitol y xilitol, respectivamente, a partir de
D-ribulosa y D-xilulosa, exhibe una afinidad mas alta con D-xilulosa que con D-ribulosa. La reaccion inversa muestra
una buena afinidad con xilitol y ribitol, lo que explica el buen crecimiento de la cepa hospedante en estos dos
polioles.

Tabla 5

Parametros cinéticos de D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADPH de P. ohmeri ATCC 20209

Sustrato Ky mM Vi Umg
D-ribulosa 72 3,4
D-Arabitol 1300 0,8
D-xilulosa 262 1,5
Xilitol 200 0,15

Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como el consumo de 1 umol de NAD(P)H o NAD(P)+ por minuto por
mL de extracto bruto. Una unidad de actividad especifica se definio como una unidad de actividad enzimatica por mg
de proteinas en el extracto bruto.

La D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADPH, formadora de D-arabitol a partir de D-ribulosa y
formadora de xilitol a partir de D-xilulosa exhibe una afinidad mas alta con D-ribulosa que con D-xilulosa. La reaccion
inversa muestra una afinidad muy baja con D-arabitol, lo que explica el no crecimiento de la cepa hospedante en
este poliol.

Las dos cetopentosa-oxidorreductasas de la cepa hospedante se caracterizaron como diferentes de las enzimas
previas descritas en Saccharomyces rouxii por Ingram and Wood, 1965 (Journal of Bacteriology, tomo 89, n.° 5,
1186-1194). De hecho, en Saccharomyces rouxii, no se detectd reaccion directa en D-ribulosa y NADH y se detectd
una reaccion inversa en D-arabitol con NADPH.

La relacién de Haldane predice las conductas cinéticas enzimaticas in vivo.
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Tabla 6

Determinacion de constantes de Haldane: D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADH

SustratolProducto Keqg mM’
D-Ribulosa/Ribitol 78
D-Xilulosa/Xilitol 104

Determinacion de constantes de Haldane: D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADPH

SustratolProducto Keqg mM’
D-Ribulosa/D-Arabitol 104
D-Xilulosa/Xilitol 24

Las dos enzimas favorecen la reaccion directa (oxidacion de D-cetopentosa) con respecto a la reaccion inversa
(reduccién de pentitol).

La PPP en la cepa hospedante es extremadamente eficaz y se generan 2 moles de NADPH a partir de 1 mol de
glucosa consumido. En consecuencia, habria un exceso de NADPH disponible para reacciones anabdlicas y
reacciones de mantenimiento. La cepa hospedante debe producir D-arabitol a partir de D-ribulosa o xilitol a partir de
D-xilulosa para equilibrar el par de oxidorreduccién NADPH/NADP".

El efecto inhibidor de NADP" sobre la D-cetopentosa-oxidorreductasa especifica para NADPH se ha determinado in
vitro. La actividad es 80 % menor cuando se agrega un exceso de NADP". Incluso si esta concentracién no es
compatible con la concentracién de NADP” intracelular, este resultado proporciona una perspectiva sobre la funcién
de la D-cetopentosa oxidorreductasa especifica para NADPH en el equilibrio del par de oxidorreduccion
NADPH/NADP".

La cepa hospedante produce solo D-arabitol a partir de D-ribulosa dado que D-xilulosa no esta disponible debido al
ingreso de D-xilulosa-5-P en la parte no oxidativa de la PPP.

La relacion entre la produccion de D-arabitol y el equilibrio de oxidorreduccién de NADPH/NADP® se ha demostrado
en la cepa hospedante al evaluar el impacto de la sobreexpresion de Glucosa-6-P deshidrogenasa sobre la
produccion de D-arabitol. Por consiguiente, la cepa obtenida alberga una actividad de G6PDH 1,5 veces mas alta 'y
produce 10 % mas de D-arabitol en comparacion con la cepa hospedante (FR2772788).

Ejemplo 2. Uso de codones de Pichia ohmeri

El uso de codones de P. ohmeri se determiné a partir del ADN disponible y la secuencia de aminoacidos
correspondiente de cinco genes de P. ohmeri. transcetolasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (FR 2772788),
ribulosa reductasa, beta-isopropilmalato deshidrogenasa - LEU2 (Piredda and Gaillardin, Yeast, tomo 10:1601-1612
(1994) y orotidina-5'-fosfato descarboxilasa - URA3 (Piredda and Gaillardin, 1994, supra).

Cada gen individual se dividid en tripletes nucleotidicos que codifican un Unico aminoacido. Los cinco genes
consistian en un total de 2091 codones.

Para cada aminoacido, se contd la cantidad de cada codén presente en los cinco genes, dividida entre 2091 y
multiplicada por 1000. De este modo, se estimé la frecuencia de un codén especifico en 1000 codones.

El uso de codones preliminar de P. ohmeri se representa en la Tabla 7.

Todos los genes heterdlogos expresados en P. ohmeri, excepto la xilitol deshidrogenasa de P. stipitis, se
optimizaron por codén usando esta tabla y el programa Optimizer obtenido de http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/.

La secuencia obtenida se envio para sintesis génica después de la adicion manual de sitios de reconocimiento para
enzimas de restriccion en los respectivos extremos 5' y 3' de la secuencia codificante de la enzima.
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Tabla 7. Tabla de uso de codones de P. ohmeri derivada de 5 secuencias codificantes (CDS, por sus siglas en

inglés)
Pichia ohmeri [gbpln]: 5 CDS (2091 codones)
campos: [triplete] [frecuencia: por mil] ([cantidad])
TTT 10,5( 22) TCT 30,6( 64) TAT 7,7( 16) TGT 5,7( 12)
TTC 30,1( 63) TCC 23,4( 49) TAC 27,3( 57) TGC 1,4( 3)
TTA 5,3( 11) TCA 4,8( 10) TAA 1,4( 3) TGA 0,0( 0)
TTG 64,1( 134) TCG 9,6( 20) TAG 1,0( 2) TGG 12,9( 27)
CTT 10,5( 22) CCT 12,0( 25)  CAT 3,3( 7) CGT 5,7( 12)
CTC 12,0( 25) CCC 0,0( 0) CAC 15,8( 33) CGC 1,0( 2)
CTA 0,0( 0) CCA 34,0( 71)  CAA 12,4( 26) CGA 0,0( 0)
CTG 2,9( 6) CCG 0,5( 1) CAG 17,7( 37) CGG 0,5( 1)
ATT 27,7( 58) ACT 22,0( 46)  AAT 7,7( 16) AGT 1,9( 4)
ATC 30,6( 64) ACC 24.,4( 51) AAC 29,2( 61) AGC 2,4( 5)
ATA 2,4( 5) ACA 3,3( 7) AAA 11,0( 23) AGA 26,3( 55)
ATG 14,3( 30) ACG 1,4( 3) AAG 64,1( 134) AGG 0,0( 0)

GTT  273(  57) GCT 46,9 98) GAT  230(  48) GGT  60,7(  127)
GTC  19,1(  40) GCC  27,7(  58) GAC  359(  75) GGC  105(  22)
GTA 19(  4) GCA  110( 23) GAA  187(  39) GGA  120(  25)
GTG 215  45) GCG 33( 7)) GAG  469(  98) GGG 100 2)

Ejemplo 3. Clonacién del gen de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD® (formadora de D-xilulosa)
bacteriano de E. coli

Un fragmento de ADN que codifica el altD de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD* de E. coli se
sintetizd quimicamente (GeneArt® Gene Synthesis, Life Technologies, Regensburg, Alemania), segun la secuencia
enviada de la secuencia enviada de la sec. con num. de ident.: 1.

Los nucleétidos 1441 a 2808 de la secuencia AF378082.1 (obtenido de
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/AF378082) que codifica el gen altD se usaron como plantilla y se sometieron a
optimizacién por coddn para su uso en P. ohmeri ATCC 20209 segun la Tabla 7 del ejemplo 2, usando el programa
Optimizer obtenido de http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/.

En los extremos 5 y 3' de la secuencia resultante, se agregaron nucleétidos que codifican los sitios de
reconocimiento de las enzimas de restriccion Ascl (GGCGCGCC) y Sphl (GCATGC), respectivamente, para facilitar
la clonacion adicional.

Ademas, se incluy6 un triplete de adenosina adelante del ATG inicial para compensar una adenosina en la posicion -
3 en la secuencia de levaduras similares a Kozak.

A continuacién, la secuencia final (sec. con nim. de ident.: 1) se envidé para su sintesis (GeneArt, Regensburg,
Alemania).
14
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El fragmento de ADN sintetizado que codificaba la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli se
suministré como 5 pg de ADN plasmidico liofilizado en un vector derivado de pMK-RQ (12ABYWMP, Figura 1).

Para la subclonacion adicional, el gen se liber6 mediante corte de restriccion con las enzimas Ascl y Sphl (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

Ejemplo 4. Mutagénesis y clonacion de xilitol deshidrogenasa especifica para NADH y NADPH de Pichia stipitis

Clonacién de xilitol deshidrogenasa especifica para NADH de Pichia stipitis

La secuencia de nucledtidos conocida del gen de levadura XYL2 (Pichia stipitis), que codifica xilitol deshidrogenasa
(Kotter et al., Curr. Genet. 18:493-500 (1990)) se clond en el vector plasmidico lig 7.78 siguiendo las instrucciones
de FR 2 765 589 (véase el ejemplo 4 y la Figura 7 de la presente patente). El mapa de restriccion del vector se
presenta en la Figura 2a.

Mutagénesis y clonacién de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Pichia stipitis

Un fragmento de ADN que codifica el XYL2 de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Pichia stipitis se
sintetizd quimicamente (GeneArt® Gene Synthesis, Life Technologies, Regensburg, Alemania) segun la secuencia
de la sec. con num. de ident. 4):

Los nucledtidos 319 a 1410 de la secuencia X55392.1 (obtenida de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X55392.1)
que codifica el gen XYL2 se usaron como plantilla.

Segun el articulo de Watanabe et al. (J; Biol. Chem., 2005, 280, 10340-10345), la preferencia de cosustrato de la
xilitol deshidrogenasa se podria cambiar de NADH a NADPH mediante la introduccion de cuatro mutaciones de
aminoacido publicadas: D207A/1I208R/F209S/N211R (numeracién basada en la secuencia proteica P22144 obtenida
de http://www.uniprot.org/uniprot/P22144).

Por consiguiente, los codones que codifican D207, 1208, F209 y N211 se reemplazaron manualmente por GCT,
AGA, TCA y AGA en la secuencia correspondiente, respectivamente.

Ademas, los nucledtidos que codifican los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion Hindlll (AAGCTT) y
Sacll (CCGCGG) se incluyeron manualmente en los respectivos extremos 5'y 3' para facilitar la clonacién adicional.

Adicionalmente, se incluyd un triplete de adenosina adelante del ATG inicial para compensar una adenosina en la
posicion -3 en la secuencia de levaduras similares a Kozak. La secuencia final (sec. con num. de ident.: 4) se envio
para su sintesis (GeneArt, Regensburg, Alemania).

El fragmento de ADN sintetizado que codificaba la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de P. stipitis se
suministré como 5 ug de ADN plasmidico liofilizado en un vector derivado de pMA-T (12AALQTP, Figura 2b).

Ejemplo 5. Mutagénesis y clonacién de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter oxydans

Un fragmento de ADN que codifica el Xdh de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter
oxydans se sintetizé quimicamente (GeneArt® Gene Synthesis, Life Technologies, Regensburg, Alemania) segun la
secuencia enviada de la sec. con nim. de ident.: 7.

Los nucleétidos 1063 a 1851 de la secuencia AB091690.1 (obtenida de
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/AB091690.1) que codifica el gen Xdh se usaron como plantilla y se sometieron
a optimizacion por coddn para su uso en P. ohmeri ATCC 20209 segun la Tabla 7 (Ejemplo 2), usando el programa
Optimizer obtenido de http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/.

Segun la publicacion de Ehrensberger et al. (Structure, 2006, 14, 567-575), la especificidad de cosustrato de la
enzima se podria cambiar de NADH a NADPH mediante la introduccién de dos mutaciones de aminoacido
publicadas: D38S/M39R (numeracion basada en la secuencia proteica Q8GR61 obtenida de
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8GR61).

Por consiguiente, los codones que codifican D38 y M39 se reemplazaron manualmente por TCT y AGA en la
secuencia correspondiente, respectivamente. Ademas, los nucleétidos que codifican los sitios de reconocimiento de
las enzimas de restriccion Ascl (GGCGCGCC) y Sphl (GCATGC) se incluyeron manualmente en los respectivos
extremos 5'y 3' para facilitar la clonacion adicional.

Adicionalmente, se incluyd un triplete de adenosina adelante del ATG inicial para compensar una adenosina en la
posicion -3 en la secuencia de levaduras similares a Kozak. La secuencia final (sec. con num. de ident.: 7) se envio
para su sintesis (GeneArt, Regensburg, Alemania).

El fragmento de ADN sintetizado que codificaba la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter
oxydans se suministré como 5 pg de ADN plasmidico liofilizado en un vector derivado de pMA-T (13AAYSYP, Figura
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3). Para la subclonacién adicional, el gen se liberé mediante corte de restriccion con las enzimas Ascl y Sphl (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

Ejemplo 6. Construccién de un vector de P. ohmeri para la expresién génica heterdloga usando el marcador de
seleccién poURA3

La clonacién de un vector con:
— promotor,

— marco de lectura abierto y
— elementos terminadores

reemplazables se llevd a cabo mediante dos PCR de superposicién sucesivas de tres fragmentos individuales
(Figura 4).

El vector se planificé originalmente como un modelo de expresion para evaluar la clonacion y la sobreexpresion del
gen de tagatosa 3-epimerasa en la cepa de Pichia ohmeri recombinante.

Segun se describira mas adelante, el gen de tagatosa 3-epimerasa se clond en un casete con sitios de restriccion
Ascl - Sphl especificos, permitiendo la clonacién de cualquier gen de interés al usar estos mismos sitios de
insercion.

La clonacion se concibié de la siguiente manera.

En una primera PCR (PCR1), se amplificé un fragmento del promotor de ribulosa reductasa de 490 bp de longitud de
P. ohmeri flanqueado por los sitios Spel y Ascl (subrayados en la secuencia del cebador) usando:

- cebador EV2960:

GAACTAGTGGATCCGTAGAAATCTTG (sec. con num. de ident. 12) y

- cebador EV2961:

CTTTGTTCATTTTGGCGCGCCTTTTAGTTTAATAAGGGTCCGTG (sec. con num. de ident. 13).

Ademas, en el extremo 5' del cebador inverso EV2961, se agregé un fragmento de 13 nucleétidos de longitud que
representaba el extremo &' del gen de tagatosa-3-epimerasa.

Este fragmento junto con los 8 nucledtidos del sitio Ascl y los siguientes 10 nucleétidos del extremo 3' del promotor
de ribulosa reductasa eran necesarios como superposicion para fusionar el fragmento de PCR1 con el fragmento de
PCR2 descrito mas adelante. EI ADN genémico de P. ohmeri ATCC 20209 se usé como plantilla.

Después de una centrifugacion a velocidad maxima, se usaron 0,5 pl del sobrenadante para la PCR. Con este fin,
una colonia recientemente sembrada en estrias se resuspendié en 30 yl de SDS al 0,2 % y se calent6 durante 4 min
a95°C.

La plantilla se amplificé en una mezcla de reaccidon que consistia en 200 uM de cada ANTP y 0,5 uM de cada
cebador con 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampén adecuado.

La PCR se llevo a cabo con una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98 °C y posteriormente 25 ciclos con
10sega 98 °C/20sega50°C/15sega 72 °C, y una etapa de extension final de 10 minutos a 72 °C. El producto
de PCR se separ6 en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo y purificé usando el kit de recuperacion de ADN en gel
Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California).

En una segunda PCR (PCR2), se amplific6 un fragmento de 911 bp de longitud de tagatosa-3-epimerasa de
Pseudomonas cichorii ST24 flanqueado por los sitios Ascl y Sphl (subrayados en la secuencia del cebador) usando:

- cebador EV2962:

AAACTAAAAGGCGCGCCAAAATGAACAAAGTTGGCATG (sec. con num. de ident. 14) y
- cebador EV2963:

TTCTCTTCGAGAGCATGCTCAGGCCAGCTTGTCACG (sec. con num. de ident. 15).

El extremo 5' del cebador EV2962 contiene un fragmento de 9 nucleétidos de longitud que representaba el extremo
3' del promotor de ribulosa reductasa.
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Este fragmento junto con los 8 nucledtidos del sitio Ascl y los siguientes 12 nucleétidos del marco de lectura abierto
de tagatosa-3-epimerasa, se usa para la PCR de superposicion para fusionar el producto de PCR2 con el producto
de PCR1 descrito anteriormente.

Ademas, el extremo 5' del cebador inverso EV2963 contiene un fragmento de 12 nucledtidos de longitud que
representa el extremo 5' del terminador de ribulosa reductasa de P. ohmeri.

Este fragmento junto con los 6 nucledtidos del sitio Sphl y los siguientes 12 nucleétidos del extremo 3' del marco de
lectura abierto de tagatosa-3-epimerasa son necesarios como superposicion para fusionar PCR2 con el fragmento
de PCR de PCR3 descrito mas adelante.

Como plantilla, se usaron 25 ng del vector 12AAMCJP (Figura 5) (GeneArt, Regensburg, Alemania) que contenia
una copia sintetizada del gen de tagatosa-3-epimareasa de Pseudomonas cichorii ST24 (nucledtidos 719 a 1591 de
AB000361.1, de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB000361) - sec. con num. de ident.: 11.

La plantilla se amplificé en una mezcla de reaccidon que consistia en 200 uM de cada ANTP y 0,5 uM de cada
cebador con 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampén adecuado.

La PCR se llevo a cabo con una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98 °C y posteriormente 25 ciclos con
10sega 98 °C /20 seg a 48 °C/ 30 seg a 72 °C y una etapa de extension final de 10 minutos a 72 °C.

En una tercera PCR (PCR3), se amplificé un fragmento del terminador de ribulosa reductasa de 380 bp de longitud
de P. ohmeri flanqueado por los sitios Sphl y Sacll (subrayados en la secuencia del cebador) usando:

- cebador EV2964
AAGCTGGCCTGAGCATGCTCTCGAAGAGAATCTAG (sec. con num. de ident. 16) y

- cebador EV2965
GTTCCGCGGAGAATGACACGGCCGAC (sec. con num. de ident. 17).

El producto de PCR se separ6 en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo y purificd usando el kit de recuperacién de
ADN en gel Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California).

El extremo 5' del cebador EV2964 contiene un fragmento de 12 nucledtidos de longitud del extremo 3' del marco de
lectura abierto de tagatosa-3-epimerasa que, junto con los 6 nucleotidos del sitio Sphl y los siguientes 12 nucleétidos
del terminador de ribulosa reductasa de P. ohmeri se usan para la fusién de PCR3 con el PCR2 descrito
anteriormente.

El ADN gendmico de P. ohmeri ATCC 20209 se us6 como plantilla. Después de una centrifugacion a velocidad
maxima, se usaron 0,5 pl del sobrenadante en la PCR. Con este fin, una colonia recientemente sembrada en estrias
se resuspendié en 30 ul de SDS al 0,2 % y se calentd durante 4 min a 95 °C.

La plantilla se amplificd en una mezcla de reaccién que consistia en 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada cebador
y 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampén adecuado.

La PCR se llevd a cabo con una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98 °C y posteriormente 25 ciclos con
10sega 98 °C/20sega50°C/15sega 72 °C, y una etapa de extension final de 10 minutos a 72 °C. El producto
de PCR se separ6 en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo y purificé usando el kit de recuperacion de ADN en gel
Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California).

La fusion de los tres fragmentos de PCR individuales se llevd a cabo de la siguiente manera: 50 ng de cada producto
purificado de gel de PCR1 y PCR2 se usaron como plantilla en una reaccion de PCR con EV2960 y EV2963.

Un segmento homologo de 30 nucledtidos de longitud en los dos fragmentos, resultante del disefio del cebador
descrito anteriormente, se usé como superposicion en la reaccién de fusion.

De esta manera, se fusiond un fragmento de 1,4 kb de longitud, que consiste en un promotor de ribulosa reductasa
de P. ohmeri flanqueado por los sitios Spel y Ascl con el marco de lectura abierto de tagatosa-3-epimerasa de
Pseudomonas cichorii ST24.

Las plantillas se amplificaron en una mezcla de reaccién que consistia en 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada
cebador y 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampo6n adecuado.

La PCR se llevo a cabo con una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98 °C y posteriormente 30 ciclos con
10sega 98 °C /20 sega 62 °C/45sega 72 °C, y una etapa de extension final de 10 minutos a 72 °C. El producto
de PCR se separ6 en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo y purificé usando el kit de recuperacion de ADN en gel
Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California).
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El fragmento purificado se fusiond en una segunda PCR de superposicion con el producto de PCR3. 40 ng de cada
fragmento se usaron como plantilla y se amplificaron con EV2960 y EV2965.

Un segmento homologo de 30 nucledtidos de longitud en los dos fragmentos, resultante del disefio del cebador
descrito anteriormente, se usé como superposicién en la fusion.

De esta manera, se fusiond un fragmento de 1,8 kb de longitud, que consiste en un promotor de ribulosa reductasa
de P. ohmeri flanqueado por los sitios Spel y Ascl y el marco de lectura abierto de tagatosa-3-epimerasa de
Pseudomonas cichorii ST24 flanqueado por los sitios Ascl y Sphl con el terminador de ribulosa reductasa de P.
ohmeri.

Las plantillas se amplificaron en una mezcla de reaccién que consistia en 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada
cebador y 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampén adecuado.

La PCR se llevo a cabo con una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98 °C y posteriormente 30 ciclos con
10sega 98 °C /20 sega 65 °C/55sega 72 °C, y una etapa de extension final de 10 minutos a 72 °C. El producto
de PCR se separé en un gel de agarosa, se extrajo y purificé usando el kit de recuperacion de ADN en gel
Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California).

El producto de PCR final que consistia en un fragmento de 1,7 kb de longitud de tagatosa-3-epimerasa de
Pseudomonas cichorii ST24 flanqueada por un promotor y terminador de ribulosa reductasa se digiri6 con las
enzimas de restriccion Spel y Sacll (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts), se purificd en gel y se ligé
durante toda la noche a 16 °C con un fragmento aislado de 9,8 kb de longitud de Spel/Sacll de una estructura de
vector lig7.78 usando T4 ADN ligasa (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts) (Figura 6).

Después de la transformaciéon de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico usando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research Corporation, Irvine, California). EI ADN plasmidico purificado se usé para caracterizacion adicional
mediante digestion por restriccion y secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

El plasmido de expresion recientemente clonado pEVE2523 (Figura 7) es un vector versatil de E. coli - P. ohmeri que
consiste en un origen de replicacion y un gen de resistencia a ampicilina bacterianos (E. coli), la secuencia de
replicacion autonoma de levadura (P. ohmeri), y el gen de poURA3 (P. ohmeri) para la seleccion en levadura.

Ademas, contiene un elemento promotor (a través de restriccion por Spel y Ascl) y un elemento terminador (a través
de Sphl y Sacll) intercambiables de ribulosa reductasa de P. ohmeri que flanquean un marco de lectura abierto de la
tagatosa-3-epimerasa de Pseudomonas cichorii (intercambiable a través de la restriccion por Ascl y Sphl).

Ejemplo 7. Construccién de un vector de P. ohmeri para la expresién génica heterdloga usando el marcador de
seleccién poLEU2

Para la construccion de un segundo vector de expresion de P. ohmeri, el casete de expresion del plasmido
pEVE2523 (Figura 7) descrito anteriormente en el Ejemplo 6 se cloné en un vector que contenia el marcador de
seleccion poLEU2 de P. ohmeri (Figura 6).

Un fragmento despuntado de 1,7 kb del vector pEVE2523 (Figura 7) cortado con Spel y Sacll (New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts) se usé como inserto. El despuntamiento se llevé a cabo con la Blunting Enzyme Mix (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts) durante 15 min a temperatura ambiente y posteriormente mediante
inactivacion térmica de las enzimas durante 10 min a 70 °C.

La estructura del vector se obtuvo de un vector poARS (plig3 - FR 2772788) linealizado con Sa/l (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts), despuntado y desfosforilado durante 1 h a 37 °C usando fosfatasa Antarctic (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts). El inserto y la estructura de vector purificados de gel usando el kit de
recuperacion de ADN en gel Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California) se ligaron durante 1 h a
TA usando T4 ADN ligasa (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

Después de la transformaciéon de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico usando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se usé para caracterizacion adicional mediante digestion por restriccion y
secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

Los plasmidos de expresion recientemente clonados pEVE2560 (Figura 8) es un vector versatil de E. coli - P. ohmeri
que contiene en un origen de replicacion y un gen de resistencia a ampicilina bacterianos (E. coli), la secuencia de
replicacion autonoma de levadura (P. ohmeri), y el gen de poLEUZ2 (P. ohmeri) para la seleccion en levadura.

Ademas, el marco de lectura abierto de la tagatosa-3-epimerasa de Pseudomonas cichorii flanqueado por un
promotor y terminador de ribulosa reductasa de P. ohmeri es intercambiable a través de la restriccion por Ascl y
Sphl.
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Ejemplo 8. Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH de Gluconobacter oxydans.

Se construyd un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de
Gluconobacter oxydans.

Para la clonacion en el vector de expresion, el fragmento de ADN que codifica la xilitol deshidrogenasa especifica
para NADPH de Gluconobacter oxydans se liber6é del vector 13AAYSYP (Figura 3) al cortarlo con las enzimas de
restriccion Ascly Sphl (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

El fragmento de 803 bp se purificé del gel usando el kit de recuperacion de ADN en gel Zymoclean™ (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se ligé durante 2 h a temperatura ambiente con la estructura de vector de
pEVE2523 (Figura 7) de 9,8 kb digerida por Ascl/Sphl y purificada del gel usando T4 ADN ligasa (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts) (Figura 9).

Después de la transformaciéon de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico usando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se caracterizd adicionalmente mediante digestién por restriccion y
secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

El plasmido resultante pEVE3284 (Figura 10) contiene la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de
Gluconobacter oxydans optimizada por codon flanqueada por un promotor y terminador de ribulosa reductasa de P.
ohmeriy el marcador de seleccion poURAS3.

Ejemplo 9. Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH de Pichia stipitis.

Para la subclonacion en el vector de expresion, el fragmento de ADN que codifica la xilitol deshidrogenasa
especifica para NADPH de Pichia stipitis debia estar flanqueado por los sitios de restriccion Ascly Sphl.

Con este fin:
— el cebador EV3101

AAGGCGCGCCAAA ATGACTGCTAACCCTTCC (sec. con num. de ident. 18) que contiene un sitio Ascl (subrayado)
y

- el cebador EV3102
GAGCATGCTTACTCAGGGCCGTCAATG (sec. con num. de ident. 19) que contiene un Sphl (subrayado)
se usaron en una reaccion de PCR con 30 ng del vector 12AALQTP (Figura 2b) como plantilla.

La plantilla se amplificé en una mezcla de reacciéon que consistia en 200 uM de cada ANTP y 0,5 uM de cada
cebador con 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampén adecuado.

La PCR se llevo a cabo con una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98 °C y posteriormente 25 ciclos con
10sega 98 °C /20 seg a 55 °C /30 seg a 72 °C, y una etapa de extension final de 10 minutos a 72 °C.

El producto de PCR de 1,1 kb se separé en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo, purificd usando el kit de
recuperacion de ADN en gel Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California) y se digirié por restriccion
con Ascl y Sphl (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts). Después de la purificacion en columna con el kit
DNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research Corporation, Irvine, California), se ligé durante 2 h a temperatura
ambiente con la estructura de vector de pEVE2523 (Figura 7) de 10,6 kb digerida por Ascl/Sphl y purificada del gel y
la estructura de vector de pEVE2560 (Figura 8) de 11,8 kb digerida por Ascl/Sphl y purificada del gel,
respectivamente, usando T4 ADN ligasa (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts) (Figura 11).

Después de la transformacion de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico y se caracterizé adicionalmente mediante digestion
por restriccion y secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

Los plasmidos resultantes pEVE2562 y pEVE2564 (Figura 12) contienen la xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH de Pichia stipitis optimizada por codon flanqueada por un promotor y terminador de ribulosa reductasa de P.
ohmeriy el marcador de seleccion poURA3 o poLEU2, respectivamente.

Ejemplo 10. Construccion de un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de xilitol deshidrogenasa especifica para
NADH de Pichia stipitis
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Para la subclonacion en el vector de expresion, el fragmento de ADN que codifica la xilitol deshidrogenasa
especifica para NADH de Pichia stipitis debia estar flanqueado por los sitios de restriccion Ascl'y Sphl.

Con este fin:

— EV3101 (AAGGCGCGCCAAA ATGACTGCTAACCCTTCC) (sec. con num. de ident. 18) que contiene un
sitio Ascl (subrayado) y el

— EV3102 (GAGCATGCTTACTCAGGGCCGTCAATG) (sec. con num. de ident. 19) que contiene un Sphl
(subrayado)

se usaron en una reaccion de PCR con 30 ng del vector lig7.78 (Figura 2a) como plantilla.

La plantilla se amplificé en una mezcla de reaccidon que consistia en 200 uM de cada ANTP y 0,5 uM de cada
cebador con 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampén adecuado.

La PCR se llevo a cabo con una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98 °C y posteriormente 25 ciclos con
10sega 98 °C /20 seg a 55 °C /30 sega 72 °C, y una etapa de extension final de 10 minutos a 72 °C.

El producto de PCR de 1,1 kb se separé en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo, purificd usando el kit de
recuperacion de ADN en gel Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California) y se digirié por restriccion
con Ascl y Sphl (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

Después de la purificacion en columna con el kit DNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research Corporation,
Irvine, California), se ligoé durante 2 h a temperatura ambiente con la estructura de vector de pEVE2560 (Figura 8) de
10,5 kb digerida por Ascl/Sphl y purificada del gel usando T4 ADN ligasa (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts) (Figura 13).

Después de la transformacion de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico y se caracterizé adicionalmente mediante digestion
por restriccion y secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

El plasmido resultante pEVE2563 (Figura 14) contiene la xilitol deshidrogenasa especifica para NADH de Pichia
stipitis optimizada por codén flanqueada por un promotor y terminador de ribulosa reductasa de P. ohmeri y €l
marcador de seleccion poLEU2.

Ejemplo 11. Construccién de vectores de P. ohmeri para la sobreexpresion de D-arabitol 4-oxidorreductasa
especifica para NAD' de E. coli

Se construy6 un vector de P. ohmeri para la sobreexpresion de D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD"
de E. coli.

Para la clonaciéon en el vector de expresion, el fragmento de ADN que codifica la D-arabitol 4-oxidorreductasa
especifica para NAD" de E. coli optimizada por codén se liberé del vector 12ABYWMP (Figura 1) al cortarlo con las
enzimas de restriccion Ascl y Sphl (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

El fragmento de 1,4 bp se purificé del gel usando el kit de recuperaciéon de ADN en gel Zymoclean™ (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se ligé durante 2 h a temperatura ambiente con la estructura de vector de
pEVE2523 (Figura 7) de 9,8 kb digerida por Ascl/Sphl y purificada del gel usando T4 ADN ligasa (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts) (Figura 16).

Después de la transformaciéon de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico usando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se caracterizd adicionalmente mediante digestién por restriccion y
secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

El plasmido resultante pEVE2839 (Figura 15) contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E.
coli optimizada por codén flanqueada por un promotor y terminador de ribulosa reductasa de P. ohmeriy el marcador
de seleccion poURAS.

Ademas del promotor de ribulosa reductasa de P. ohmeri, la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E.
coli también se clon6 bajo el control del promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y el terminador de transcetolasa
(poTKL) de P. ohmeri.

La clonacion se llevé a cabo en dos etapas consecutivas, al reemplazar primero el promotor de ribulosa reductasa

por el promotor poPGK1, y posteriormente mediante un intercambio del terminador de ribulosa reductasa por el
terminador poTKL.
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Un fragmento de 611 bp de longitud del promotor poPGK1 de P. ohmeri se amplifico a partir del ADN gendmico de
P. ohmeri usando:

— el cebador EV3177 (GAAGACTAGTTCACGTGATCTC) (sec. con num. de ident. 20) que contiene un sitio Spel
(subrayado) y

— el cebador EV3178 (CACTGGCGCGCCTTTTGTGTGGTGGTGTCC) (sec. con num. de ident. 21) que contiene
un sitio Ascl (subrayado).

Después de una centrifugacion a velocidad maxima, se usaron 0,5 pl del sobrenadante para la PCR. La plantilla de
ADN gendmico se preparo al resuspender una colonia recientemente sembrada en estrias en 30 yl de SDS al 0,2 %
y calentar durante 4 min a 95 °C.

La amplificacion se llevoé a cabo en una mezcla de reaccidon que consistia en 200 uM de cada dNTP y 0,5 pM de
cada cebador con 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampoén adecuado.

La PCR se logré con una etapa de desnaturalizacion inicial de 2 min a 96 °C y posteriormente 25 ciclos con 10 seg a
96 °C /10 sega 58 °C /30 seg a 72 °C, y una etapa de extension final de 2 minutos a 72 °C.

El producto de PCR se separ6 en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo y purificd usando el kit de recuperacién de
ADN en gel Zymoclean™ (Zymo Research Corporation, Irvine, California).

El fragmento amplificado del promotor poPGK1 de 610 bp de longitud se digirié por restriccion con Spel y Ascl (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts) y se ligd durante 2 h a temperatura ambiente con la estructura de vector
de pEVE2839 (Figura 16) de 11,5 kb digerida por Spel/Ascl y purificada de gel usando T4 ADN ligasa (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts) (Figura 17).

Después de la transformaciéon de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico usando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se caracterizd adicionalmente mediante digestién por restriccion y
secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

El plasmido resultante pEVE3102 (Figura 18) contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E.
coli optimizada por codén flanqueada por un promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y un terminador de ribulosa
reductasa de P. ohmeriy el marcador de seleccion poURAS.

En la siguiente etapa el terminador de ribulosa reductasa de pEVE3102 se intercambié por el terminador de
trancetolasa (poTKL) de P. ohmeri.

Un fragmento de 213 bp de longitud del terminador poTKL de P. ohmeri se amplifico a partir del ADN genémico de
P. ohmeri usando:

— el cebador EV3817 (TAGCAGCATGCATAGGTTAGTGAATGAGGTATG) (sec. con num. de ident. 22) que
contiene un sitio Sphl (subrayado) y

— el cebador EV3818 (TAGGTCCGCGGGAGCTTCGTTAAAGGGC) (sec. con num. de ident. 23) que contiene un
sitio Sacll (subrayado).

La plantilla de ADN genémico se prepard segun se describe anteriormente.

La amplificacion se llevoé a cabo en una mezcla de reaccidon que consistia en 200 uM de cada dNTP y 0,5 pM de
cada cebador con 0,02 U/ul de polimerasa iProof™ (BIO-RAD, Hercules, California) en 1X del tampo6n adecuado.

La PCR se logré con una etapa de desnaturalizacion inicial de 2 min a 96 °C y posteriormente 25 ciclos con 10 seg a
96 °C /10 sega 57 °C /30 seg a 72 °C, y una etapa de extension final de 2 minutos a 72 °C. El producto de PCR se
separd en un gel de agarosa al 1 %, se extrajo y purifico usando el kit de recuperacién de ADN en gel Zymoclean™
(Zymo Research Corporation, Irvine, California).

El fragmento amplificado del terminador poTKL de 213 bp de longitud se digirié por restriccion con Sphl y Sacll (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts) y se ligd durante 2 h a temperatura ambiente con la estructura de vector
de pEVE3102 (Figura 18) de 11,5 kb digerida por Sphl/Sacll y purificada de gel usando T4 ADN ligasa (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts) (Figura 17).

Después de la transformaciéon de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico usando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se caracterizd adicionalmente mediante digestién por restriccion y
secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).
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El plasmido resultante pEVE3123 (Figura 19) contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E.
coli optimizada por codon flanqueada por un promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y un terminador de
transcetolasa (poTKL) de P. ohmeriy el marcador de seleccion poURA3.

Para poder expresar la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD' de E. coli a partir de un plasmido usando
otra seleccion, el marcador poURA3 de pEVE3123 se intercambid por el marcador poLEU2.

Con este fin, el marcador poURAZ3 se liberd del vector pEVE3123 (Figura 19) mediante digestion por restriccion con
Psil y Afel (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

La estructura de vector de 9,1 kb se purificé del gel usando el kit de recuperacion de ADN de gel Zymoclean™
(Zymo Research Corporation, Irvine, California), se despunto con el kit Blunting Enzyme Mix (New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts) durante 15 min a temperatura ambiente, y posteriormente mediante inactivacion térmica de
las enzimas durante 10 min a 70 °C y se desfosforilo durante 1 h a 37 °C usando fosfatasa Antarctic (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts).

Como inserto, se uso un fragmento de 3 kb despuntado y purificado de gel del marcador poLEU?2 liberado del vector
pEVE2560 (Figura 8) mediante digestion por restriccion con Asel y Afel. La ligadura de los fragmentos se llevo a
cabo durante 2 h a temperatura ambiente usando T4 ADN ligasa (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts)
(Figura 20).

Después de la transformaciéon de las células ultracompetentes XL10 Gold (Agilent Technologies, Santa Clara,
California) con la mezcla de ligadura, se aislé el ADN plasmidico usando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research Corporation, Irvine, California) y se caracterizd adicionalmente mediante digestién por restriccion y
secuenciacion (Microsynth, Balgach, Suiza).

El plasmido resultante pEVE3157 (Figura 21) contiene la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E.
coli optimizada por codon flanqueada por un promotor de fosfoglicerato cinasa (poPGK1) y un terminador de
transcetolasa (poTKL) de P. ohmeriy el marcador de seleccion poLEU2.

Ejemplo 12. Expresién de la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli plasmidica y del gel de
xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Pichia stipitis plasmidico en la cepa de Pichia ohmeri ATCC 20209

Para la conversion biosintética de arabitol en xilitol, se necesita la expresién simultanea de la D-arabitol 4-
oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli y la xilitol deshidrogenasa especifica para NADP de P. stipitis.

La primera enzima conduce a la formacion de xilulosa y la segunda convierte xilulosa en xilitol.

La cepa de P. ohmeri SRLU (MATh' leu2 ura3) derivada de ATCC 20209 y auxétrofa para leucina y uracilo (Piredda
and Gaillardin, 1994, supra) se usé como hospedante para la construccion de una cepa de levadura que secreta
xilitol mediante transformacion con plasmidos:

— pEVE2839 (D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli) y
— pEVE2564 (xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de P. stipitis) que conducen a la cepa EYS2755.

Ademas, como testigo (siguiendo las instrucciones de WO 94/10325) se construy6 también una cepa que expresa la
xilitol deshidrogenasa especifica para NADH natural de P. stipitis mediante transformacion con los plasmidos:

— pEVE2839 (D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli) y

— pEVE2563 (xilitol deshidrogenasa especifica para NADH de P. stipitis) en la hospedante SRLU que conduce a la
cepa EYS2962.

Como testigo, también se generaron cepas transformadas con plasmidos simples:
— pEVE2839 (D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD+ de E. coli),
— pEVE2563 (xilitol deshidrogenasa especifica para NADH de P. stipitis) y

— pEVE2564 (xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de P. stipitis) que conducen a EYS2943, EYS2696 y
EYS2697, respectivamente.

La transformacién de la levadura se llevé a cabo esencialmente mediante el método por esferoplasto de Green et al.
(Green E.D., Hieter, P., y Spencer F. A., capitulo 5 en Genome Analysis: A Laboratory Manual, tomo 3, Cloning
Systems, Birren et al. (eds.), Cold Spring Harbor Press, Nueva York, 1999) con las siguientes modificaciones: En
lugar de Lyticase, se usé Zymolyase 100T para la generacion de esferoplastos y la incubacion con la enzima se llevo
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a cabo a 37 °C hasta que la DO de la suspension celular alcanzé el 20-30 % de la DO original antes del tratamiento
con Zymolyase.

En resumen, se cultivaron células de P. ohmeri durante toda la noche a 30 °C en medio YPD (extracto de levadura al
1 % (p/v), Peptona al 2 % (p/v), Dextrosa al 2 % (p/v)) hasta una DOsqo final de 3-5. Se cosecharon 200 unidades de
DOsoo mediante centrifugacion, se lavaron una vez con agua y 1 M sorbitol, y se resuspendieron en tampén SCE (1
M sorbitol, 100 mM de sal dihidratada trisddica de acido citrico, 10 mM de EDTA) hasta una concentracion final de
70 DO/m.

Se agregaron DTT y Zymolase (LuBio Science, Lucerna, Suiza) hasta una concentracion final de 10 mM y 0,5 U/DO,
respectivamente, y la mezcla se incubo a 37 °C con agitacion lenta.

Tras la digestion de la pared celular, se procedio a medir la densidad 6ptica de la disolucion diluida en agua. Cuando
este valor se redujo hasta un 80 % del original, la digestion se terminé mediante centrifugacion cuidadosa y lavado
con 1 M sorbitol y tampoén STC (0,98 M sorbitol, 10 mM de Tris, pH 7,5, 10 mM de CaCly).

Los esferoplastos se resuspendieron cuidadosamente en tampén STC que contenia 50 pug/ml de ADN de timo de
ternero (Calbiochem/VWR, Dietikon, Suiza) hasta una concentracién final de 200 DO/mI. Se mezclaron alicuotas de
100 pl con 100-200 ng de ADN plasmidico y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente.

Se agreg6 1 ml de disolucién de PEG (19,6% de PEG 8000 p/v, 10 mM de Tris pH 7,5, 10 mM de CaCly) a la
suspension, se incubaron durante 10 minutos y se granularon. Los esferoplastos se regeneraron a 30 °C durante 1-2
h en 1 ml de una disolucion de 1 M sorbitol que contenia YPD al 25 % y 7 mM de CaCl..

A las células regeneradas se agregaron 7 ml de agar superior caliente a 50 °C (base de nitrégeno de levadura sin
aminoacidos al 0,67 %, polvo de desactivacion sin leucina/uracilo/histidina/triptéfano/metionina al 0,13 %, 0,086 %o
del aminoacido faltante requerido, glucosa al 2 %, 1 M sorbitol, pH 5,8 y agar Noble al 2,5 %) y la mezcla se vertié
uniformemente sobre placas selectivas que contenian sorbitol precalentadas (base de nitrégeno de levadura sin
aminoacidos al 0,67 %, polvo de desactivacion sin leucina/uracilo/histidina/triptéfano/metionina al 0,13 %, 0,086 %o
del aminoacido faltante requerido, glucosa al 2 %, 1 M sorbitol, pH 5,8).

Las placas se incubaron durante 3-5 dias a 30 °C. Los transformantes se reseleccionaron en las placas selectivas
adecuadas.

Cada cepa generada se evaluo por triplicado para determinar la produccion de arabitol, xilitol y ribitol.

Con este fin, los clones primero se cultivaron a 30 °C durante toda la noche en medios de siembra (base de
nitrégeno de levadura sin aminoacidos al 0,67 %; polvo de desactivacion sin
leucina/uracilo/histidina/triptéfano/metionina al 0,13 %; 0,086 %o del aminoacido faltante requerido, glucosa al 5 %;
pH 5,7).

De este cultivo durante toda la noche, se inoculd un cultivo principal en medios de produccion (base de nitrégeno de
levadura sin aminoacidos al 0,67 %; polvo de desactivacion sin leucina/uracilo/histidina/triptéfano/metionina al 0,13
%; 0,086 %o del aminoacido faltante requerido; glucosa al 15 %; pH 5,7) a una DO600 de partida de 0,2.

Este cultivo se cultivd a 37 °C durante 48 horas y se determinaron las concentraciones de arabitol, xilitol y ribitol de
los sobrenadantes mediante HPLC/MS usando una columna Aminex® HPX-87 (Bio-Rad, Hercules, California) y un
Waters® TQ-Detector (Acquity® UPLC enlazado a un detector triple cuadrupolo, Waters, Milford, Massachusetts) y
condiciones isocraticas con agua al 100 % como fase movil.

Los titulos de poliol de todas las cepas evaluadas se representan en la Tabla 8.

Tabla 8

Produccion de poliol de cepas de P. ohmeri SRLU transformadas con xilitol deshidrogenasa especifica para NADH y
NADPH de P. stipitis y/o D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli (promedio de triplicados)

Cepa Arabitol (g/L) Xilitol (g/L) Ribitol (g/L)
SRLU 32,9424 nd nd
EYS2943 [pEVE2839] 26,4128 2,3+0,1 0,7+1,2
EYS2696 [pEVE2563] 36,042,7 nd. 0,8+0,1
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Produccion de poliol de cepas de P. ohmeri SRLU transformadas con xilitol deshidrogenasa especifica para NADH y
NADPH de P. stipitis y/o D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli (promedio de triplicados)

Cepa Arabitol (g/L) Xilitol (g/L) Ribitol (g/L)
EYS2697 [pEVE2564] 31,111,6 nd 6,310,1
EYS2962 [pEVE2839/pEVE2563] 29,610,8 7,0£0,3 2,3+0,1
EYS2755 [pEVE2839/pEVE2564] 16,4122 19,9+0,8 10,9+0,4

nd - no detectado

El uso de la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de P. stipitis conduce a un aumento significativo en los
titulos de xilitol, en comparacién con la enzima especifica para NADH natural.

Ejemplo 13. Expresion del gen de xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de Gluconobacter oxydans
plasmidico en Pichia ohmeri

Ademas de una cepa productora de xilitol que usa la xilitol deshidrogenasa especifica para NADP de P. stipitis, se
manipulé una segunda cepa que expresa la xilitol deshidrogenasa especifica para NADP de G. oxydans.

La cepa de P. ohmeri SRLU (MATh' leu2 ura3) derivada de ATCC 20209 y auxétrofa para leucina y uracilo (Piredda
and Gaillardin, 1994, supra) se usé como hospedante para la construccion de una cepa de levadura que secreta
xilitol mediante transformacion con los plasmidos pEVE3157 (D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de
E. coli) y pEVE3284 (xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de G. oxydans) que condujo a la cepa EYS3324.

Como testigo, también se generaron cepas transformadas con plasmidos simples:
— pEVE3157 (D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli) y

— pEVE3284 (xilitol deshidrogenasa especifica para NADH de G. oxydans) que conducen a EYS3067 y EYS3323,
respectivamente.

La D-arabitol 4-oxidorreductasa de E. coli usada para la construccion de las cepas mencionadas anteriormente se
controla mediante el promotor poPGK1 a diferencia del promotor poRR usado en las cepas que expresan la xilitol
deshidrogenasa de P. stipitis.

Sin embargo, para excluir una influencia del promotor y, por lo tanto, ser capaces de comparar los niveles de poliol
en cepas que expresan la xilitol deshidrogenasa de G. oxydans con aquellas que expresan la enzima
correspondiente de P. stipitis, se generd una cepa adicional.

Esta cepa EYS2963 se obtuvo mediante la transformacién del hospedante SRLU con
— pEVE3123 (D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli) y

— pEVE2564 (xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de P. stipitis).

La transformacion de la levadura se llevd a cabo segun se describe en el Ejemplo 12. Cada cepa generada se
evaluo por triplicado para determinar la produccién de arabitol, xilitol y ribitol, seguin se describe en el Ejemplo 12.

Los titulos de poliol de todas las cepas evaluadas se representan en la Tabla 9.

Tabla 9

Produccion de poliol de cepas de P. ohmeri SRLU transformadas con xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH
de G. oxydans ylo D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli (promedio de triplicados)

Cepa Arabitol (g/L) Xilitol (g/L) Ribitol (g/L)

SRLU 32,924 nd nd
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Produccion de poliol de cepas de P. ohmeri SRLU transformadas con xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH
de G. oxydans ylo D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" de E. coli (promedio de triplicados)

Cepa Arabitol (g/L) Xilitol (g/L) Ribitol (g/L)
EYS3067 [pEVE3157] 29,0+3,8 1,540,3 1,810,4
EYS3323 [pEVE3284] 32,840,6 nd nd
EYS3324 [pEVE3157/pEVE3284] 26,3+1,7 21,111 1,240,1
EYS2963 [pEVE3123/pEVE2564] 27,325 17,7817 13,9+0,7

nd - no detectado

Los titulos de xilitol en cepas que expresan la xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH de G. oxydans
(EYS3324) son similares a los de las cepas que expresan la enzima correspondiente de P. stipitis (EYS2963). Sin
embargo, la enzima de G. oxydans conduce a titulos de ribitol mucho mas bajos, por lo tanto, exhibe una
especificidad de sustrato mas alta para xilulosa.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ROQUETTE FRERES

<120> PRODUCCION DE XILITOL A PARTIR DE GLUCOSA MEDIANTE UNA CEPA RECOMBINANTE

<130> B1828EP

<160> 23

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

< 211> 1385

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Secuencia que codifica D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD flanqueada por sitio de restriccion

<220>

< 221> caracteristica_diversa

< 222> (1)..(8)

< 223> sitio de reconocimiento de Ascl

<220>
< 221> CDS
< 222> (12)..(1379)

<220>

< 221> caracteristica_diversa

< 222> (1380)..(1385)

< 223> sitio de reconocimiento de Sphl

<400> 1

ggcgcgecaa a atg aac gag cag tte ace tgg ttg cac ate ggt ttg ggt
Met Asn Glu Gln Phe Thr Trp Leu His Ile Gly Leu Gly
1 S 10

tct ttc cac aga get cac cag get tgg tac ttg cac aga ttg cag gtt
Ser Phe His Arg Ala His Gln Ala Trp Tyr Leu His Arg Leu Gln Val
15 20 25

atg ggt gac aag aga tgg tct ate gect get ggt aac atc aga aac gac
Met Gly Asp Lys Arg Trp Ser Ile Ala Ala Gly Asn Ile Arg Asn Asp
30 35 40 45

get gag cac gtt gtt cag get ttg tet got cag aag ggt aga tac gtt
Ala Glu His Val Val Gln Ala Leu Ser Ala Gln Lys Gly Arg Tyr Val
50 55 60

ttg gag ace gtt tet cca gag ggt gttt tot gag tac gag gag ate acce
Leu Glu Thr Val Ser Pro Glu Gly Val Ser Glu Tyr Glu Glu Ile Thr
65 70 75

tet ate cag aag ttg ate cca tgg cag got gac ttg cag cca ttg ate
Ser Ile Gln Lys Leu Ile Pro Trp Gln Ala Asp Leu Gln Pro Leu Ile
80 85 20

get gag ggt geot gac cca aag acc aag gkt atc get tte ace gttt acc
Ala Glu Gly Ala Asp Pro Lys Thr Lys Val Ile Ala Phe Thr Val Thr

26

50

98

146

194

242

290

338



gag
Glu
110

cca
Pro

gtt
val

ttg
Leu

cac
His

atc
Ile
190

aga

Arg

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys

aag
Lys
270

acc
Thr

atc
Ile

ttg
Leu

aag
Lys

gct

95

ggt
Gly

gac
Asp

atc
Ile

acc
Thr

gac
Asp
175

gac
Asp

atc
Ile

acec
Thr

tgg
Trp

gtt
val
255

atc

Ile

ttg
Leu

tac
Tyr

ggt
Gly

aga
Arg
335

gac

ggt
Gly

ttg
Leu

acc
Thr

ttg
Leu
160

ggt
Gly

tgg
Trp

acc
Thr

ggt
Gly

gtt
val
240

ggt
Gly

aga
Arg

ate
Ile

cag
Gln

gac
Asp
320

ttc
Phe

ggt

tac
Tyr

gect
Ala

aga
Arg
145

ttg
Leu

ttg
Leu

ttg
Leu

cca
Pre

atc
Ile
225

gtt
val

gtt
Val

atc
Ile

ggt
Gly

atc
Ile
305

aac
Asn

agce
Thr

ttc

tac
Tyr

gect
Ala
130

atc
Ile

aac
Asn

gtt
val

tct
Ser

aga
Arg
210

gct
Ala

gag
Glu

gag
Glu

ttg
Leu

cag
Gln
290

gct
Ala

ggt
Gly

aac
Asgn

tet

ttg
Leu
115

gac
Asp

ttg
Leu

tgt
Cys

gag
Glu

acc
Thr
185

cca

Pro

gac
Asp

gac
Asp

ttg
Leu

aac
Asn
275

aag
Lys

gac
Asp

ate
Ile

cca
Pro

aag

100

aac
Asn

ttg
Leu

gag
Glu

gac
Asp

tte
Phe
180

aac
Aan

gct
Ala

aag
Lys

aac
Asn

gtt
Val
260

tct

Ser

tac
Tyr

aga
Arg

gac
Asp

cac
His
340

atec

acc
Thr

aag
Lys

gct
Ala

aac
Asn
1€é5

ttg
Leu

ace
Thr

gct
Ala

gct
Ala

ttc
Phe
245

gct

Ala

tct
Ser

atc
Ile

tac
Tyr

ttg
Leu
325

ate
Ile

cca

tet
Ser

ggt
Gly

aga
Arg
150

gtt
val

cag
Gln

acc
Thr

gag
Glu

cca
Pro
230

aga

Arg

tet
Ser

cac
His

cac
His

gtt
val
310

cca
Pro

caqg
Gln

gct
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cac
His

ggt
Gly
135

atg
Met

aga
Arg

ttg
Leu

tgt
Cys

ttg
Leu
215

gtt
val

gac
Asp

gtt
Val

tct
Ser

gag
Glu
295

acc
Thr

ace
Thr

gac
Asp

atg

aag
Lys
120

tgt
Cys

gct
Ala

cac
His

acc
Thr

cca
Pro
200

cca

Pro

atg
Met

gtt
val

ata
Ile

tgt
Cys
280

tct
Ser

gag
Glu

tac
Tyr

acg
Thr

ate

105

ttg
Len

aag
Lys

aac
Asn

aac
Asn

ggt
Gly
185

aac

Asn

gct
Ala

ggt
Gly

aga
Arg

cca
Pro
265

atc
Ile

acc
Thr

gac
Asp

aga
Arg

aac
Asn
345

gct

27

gag
Glu

acc
Thr

aac
Asn

ggt
Gly
170

aag
Lys

acc
Thr

aga
Arg

gag
Glu

cca
Pro
250

tac

Tyr

gect
Ala

atg
Met

gtt
val

gac
Asp
330

cag
Gln

cca

gtt
val

ate
Ile

gct
Ala
155

gag
Glu

cag
Gln

atg
Met

atc
Ile

ace
Thr
235

gct
Ala

gag
Glu

tgg
Trp

ace
Thr

atc
Ile
315

gtt
val

aga
Arg

ace

aac
Asn

tac
Tyr
140

ggt
Gly

aga
Arg

gac
Asp

gtt
Val

aag
Lys
220

ttc
Phe

ttg
Leu

gag
Glu

gct
Ala

gac
Asp
300

cca
Pro

gtt
val

gtt
val

ttg

aac
Asn
125

ggt
Gly

cca
Pro

tte
Phe

gtt
val

gac
Asp
205

gct
Ala

atc
Ile

gag
Glu

gct
Ala

ggt
Gly
285

tte
Phe

tgt
Cys

ttg
Leu

gct
Ala

aga

386

434

482

530

578

626

674

722

770

866

914

262

1010

1058

1106



10

Ala Asp
350

gag tgt
Glu Cys

gcet ttg
Ala Leu

tac gag
Tyr Glu

ttg cag
Leu Gln
415

tte ggt
Phe Gly
430

aag atc
Lys Ile

<210> 2

Gly

tac
Tyr

tte
Phe

tac
Tyr
400

tct

Ser

gac
Asp

gct
Ala

<211> 455
<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>

Phe

cag
Gln

tac
Tyr
385

cag

Gln

gct
Ala

ttg
Leu

gac
Asp

Ser

aga
Arg
370

gtt
Val

gac
Asp

gac
Asp

acc
Thr

gtt
val
450

Lys
355

ggt
Gly

tte
Phe

ggt
Gly

cca
Pro

gag
Glu
435

tac
Tyr

< 223> Construccion sintética

<400> 2

Met Asn Glu Gln

1

Arg Ala

Lys Arg

Val Vval
50

Val Ser
65

Lys Leu

Ala Asp

His

Trp

35

Gln

Pro

Ile

Pro

Gln

Ser

Ala

Glu

Pro

Lys

Phe

5

Ala

Ile

Leu

Gly

Trp

85

Thr

Thr

Trp

Ala

Ser

Val

70

Gln

Lys

Ile

gtt
Val

atg
Met

atc
Ile

gtt
val
420

aga
Arg

gct
Ala

Trp

Tyr

Ala

Ala

55

Ser

Ala

Val

Pro

aga
Arg

gag
Glu

ttg
Leu
405

gct
Ala

gag
Glu

ttg
Leu

Leu

Leu

Gly

40

Gln

Glu

Asp

Ile
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Ala

cca
Pro

cag
Gln
390

gac

Asp

gtt
val

gac
Asp

atc
Ile

His

His

25

Asn

Lys

Tyr

Leu

Ala

Met

aac
Asn
375

tgg
Trp

gct
Ala

tac
Tyr

tte
Phe

aac
Asn
455

Ile

10

Arg

Ile

Gly

Glu

Gln

30

Phe

Ile
360

gct
Ala

cac
His

cca
Pro

gct
Ala

got
Ala
440

taa

Gly

Leu

Arg

Arg

Glu

75

Pro

Thr

Ala

acc
Thr

cac
His

gct
Ala

tect
Ser
425

got
Ala

Fro

gct
Ala

ggt
Gly

gtt
Val
410

gac

Asp

ttg
Leu

gcatge

Leu

Gln

Asn

Tyr

60

Ile

Leu

Val

28

Gly

Val

Asp

45

Val

Thr

Ile

Thr

Thr

atg
Met

aag
Lys
395

cac
His

aag
Lys

ttg
Leu

Ser

Met

aAla

Leu

Ser

Ala

Glu

Leu

ttg
Leu
380

ttg
Leu

gct

Ala

gct

Ala

aga

Arg

Phe

15

Gly

Glu

Glu

Ile

Glu

95

Gly

Arg
365

cca

Pro

cca
Pro

atg
Met

ttg
Leu

gag
Glu
445

Hisg

Asp

His

Thr

Gln

Gly

Gly

1154

1202

1250

1298

1346

1385



Tyr

Ala

Arg

145

Leu

Leu

Leu

Pro

Ile

225

Val

Val

Ile

Gly

Ile

305

Asn

Thr

Tyr

Ala

130

Ile

Asn

Val

Ser

Arg

210

Ala

Glu

Glu

Leu

Gln

290

Ala

Gly

Asn

Leu

115

Asp

Leu

Cys

Glu

Thr

195

Pro

Asp

Asp

Leu

Asn

275

Lys

Asp

Ile

Pro

100

Asn

Leu

Glu

Asp

Phe

180

Asn

Ala

Lys

Asn

val

260

Ser

Tyr

Arg

Asp

Hig
340

Thr

Lys

Ala

Asn

165

Leu

Thr

Ala

Ala

Phe

245

Ala

Ser

Ile

Tyr

Leu

325

Ile

Ser

Gly

Arg

150

val

Gln

Thr

Glu

Pro

230

Arg

Ser

His

His

val

310

Pro

Gln

His

Gly

135

Met

Arg

Leu

Cys

Leu

215

val

Asp

Val

Ser

Glu

285

Thr

Thr

Asp

Lys

120

Cys

Ala

His

Thr

Pro

200

Pro

Met

Val

Ile

Cys

280

Ser

Glu

Tyr

Thr
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105

Leu

Lys

Asn

Asn

Gly

185

Asn

Ala

Gly

Arg

Pro

265

Ile

Thr

Asp

Arg

Asn
345

Glu

Thr

Asn

Gly

170

Lys

Thr

Arg

Glu

Pro

250

Tyr

Ala

Met

val

Asp

330

Gln

Val

Ile

Ala

155

Glu

Gln

Met

Ile

Thr

235

Ala

Glu

Trp

Thr

Ile

315

Val

Arg

Asn

Tyr

140

Gly

Arg

Asp

Val

Lys

220

Phe

Leu

Glu

Ala

Asp

200

Pro

Val

Val

29

Asn

125

Gly

Pro

Phe

Val

Asp

205

Ala

Ile

Glu

Ala

Gly

285

Phe

Cys

Leu

Ala

110

Pro

Val

Leu

His

Ile

190

Arg

Gln

Gln

Lys

Lys

270

Thr

Ile

Leu

Lys

Ala
350

Asp

Ile

Thr

Asp

175

Asp

Ile

Thr

Trp

Val

258

Ile

Leu

Tyr

Gly

Arg

338

Asp

Leu

Thr

Leu

160

Gly

Trp

Thr

Gly

val

240

Gly

Arg

Ile

Gln

Asp

320

Phe

Gly



Phe Ser

Gln Arg

370

Tyr Val

385

Gln Asp

Ala Asp
Thr

Leu

val
450

Asp

<210> 3
<211> 1368
<212> ADN

Lys

355

Gly

Phe

Gly

Pro

Glu

435

Tyr

Ile Pro

val

Arg

Met Glu

Ala

Pro

Gln

Met Ile

360

Asn Ala

375

Trp His

390

Ile Leu

405

val
420

Ala
Glu

Arg

Ala Leu

< 213> secuencia artificial

<220>

Asp

val

Asp

Ile

Ala Pro

Tyr Ala

Phe Ala

440

Asn
455
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Ala Pro Thr

Thr Ala Met

His Gly Lys

395

Ala val

410

His

Ser
425

Asp Lys

Ala Leu Leu

Leu Arg

365

Leu Pro

380

Leu Pro

Ala Met
Ala

Leu

Glu
445

Arg

Glu

Ala

Tyr

Leu

Phe

430

Lys

Cys Tyr

Leu Phe

Glu Tyr

400

Gln
415

Ser
Gly

Asp

Ile Ala

< 223> Secuencia que codifica D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD+

<400> 3
atgaacgagce

gcttggtact
aacatcagaa
gttttggaga
aagttgatcce
accaaggtta
ttggaggtta
ggtgttatca
ttgaactgtg
ttgcagttga
aacaccatgg
getecagaceg

gttgaggaca

agttcacctg
tgcacagatt
acgacgctga
cegttteteeo
catggcagge
tecgettteac
acaacccaga
ccagaatctt
acaacgttag
ccggtaagea
ttgacagaat
gtatcgetga

acttcagaga

gttgcacate
gcaggttatg
gcacgttgtt
agagggtgtt
tgacttgeag
cgttaccgag
cttggctget
ggaggctaga
acacaacggt
ggacgttatc
caccccaaga
caaggcteca

cgttagacca

ggtttgggtt

ggtgacaaga

caggctttgt
tctgagtacg
ccattgateg
ggtggttact
gacttgaagg
atggctaaca
gagagattcc
gactggttgt
ccagctgctg
gttatgggtg

gctttggaga

ctttcecacag
gatggtctat
ctgctcagaa
aggagatcac
ctgagggtge
acttgaacac
gtggttgtaa
acgctggtce
acgacggttt
ctaccaacac
agttgccagc
agacctteat

aggttggtgt

30

agctcaccag
cgctgctggt
gggtagatac
ctetatccag
tgacccaaag
ctctcacaag
gaccatectac
attgaccttg
ggttgagttec
cacctgtceca
tagaatcaag
ccagtgggtt

tgagttggtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

15

20

gcttectgtta
atcgettggg
ttcatctacc
aacggtatcg
atccaggaca
gctccaacct
ccagctttgt
caggacggta
gctgtttacg

gctttgttga

<210> 4
<211> 1107
<212> ADN

tcccatacga
ctggtacectt
agatcgetga
acttgccaac
ccaaccagag
tgagagagtg
tctacgtttt
tcttggacge
cttctgacaa

gagagaagat

< 213> secuencia artificial

<220>

< 223> Secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH flanqueada por sitios de restriccion

<220>

ggaggctaag
gatcggtcag
cagatacgtt
ctacagagac
agttgetget
ttaccagaga
catggagcag
tccagetgtt
ggctttgtte

cgetgacgtt

< 221> caracteristica_diversa

< 222> (1)..(6)

< 223> sitio de reconocimiento de Hindlll

<220>
<221>CDS

< 222> (10)..(1101)

<220>

< 221> caracteristica_diversa
< 222> (1102)..(1107)
< 223> sitio de reconocimiento de Sacll

<400> 4
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atcagaatct
aagtacatcc
accgaggacg
gttgttttga
gacggtttet
ggtgttagac
tggcaccacg
cacgctatgt

ggtgacttga

tacgetttga

tgaactctte
acgagtctac
ttatccecatg
agagattcac
ctaagatece
caaacgctac
gtaagttgcce
tgcagtctge
ccgagagaga

tcaactaa

tcactettgt
catgacecgac
tttgggtgac
caacccacac
agctatgate
cgctatgttg
atacgagtac
tgacccagtt

ggacttceget

aagcttaaa atg act gect aac cct tec ttg gtg ttg aac aag atc gac gac
Met Thr Ala Asn Pro Ser Leu Val Leu Asn Lys Ile Asp Asp

att
Ile
15

tecg
Ser

cte
Leu

gte
val

tte
Phe

tac
Tyr

gtec ttg

gte
val

geco
Ala

ggt

ttc gaa act tac gat
Phe

Glu Thr

20

cag
Gln

gte
val
35

cat
His
50

ggt
Gly

cac gaa

Tyr

aag
Lys

aga
Arg

tece

5

gcc
Asp Ala

aaa
Lys

acc
Thr

atc
Ile

ggt
Gly

gce ggt

atc
Ile
25

cca
Pro

gaa
Glu

ate
Ile
40

tgt
Cys

ggt
Gly

tte
Phe

aac
Asn
55

gtt
val

act gtt gte

10

tct

Ser Glu

tec
Ser

ggt
Gly

ttg
Leu

acc
Thr
&0

cag gtt

31

gaa cct
Pro

gac
Asp

aag
Lys

ggt

acc
Thr

gat
Asp
30

ate
Ile
45

cac
His

cca
Pro

atg
Met

aag ggt

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368

51

99

147

195

243



Val

gte
Val

cca
Pro
95

cot
Pro

aac
Asn

ttg
Leu

gag
Glu

tte
Phe
175

gct
Ala

got
Ala

act
Thr

got
Ala

gaa
Glu
255

tte
Phe

gtt
Val

tte
Phe

aac
Asn

aga
Arg
335

ggt
Gly

Leu

ace
Thr
80

tce
Ser

cac
His

cca
Pro

gtc
Val

cca
Pro
160

ggc
Gly

get
Ala

aga
Arg

cac
His

tte
Phe
240

cct
Pro

gtt
Val

tte
Phe

aac
Asn

ggt
Gly
320

tac

Tyr

aag
Lys

Gly

tet
Ser

aga
Arg

atg
Met

cca
Fro

aag
Lys
145

ttg
Leu

gac
Asp

gct
Ala

tca
Ser

acc
Thr
225

ggt
Gly

tgt
Cys

caa
Gln

goo
Ala

gac
Asp
305

aga

aag
Lys

ggt
Gly

His

ctt
Leu

tte
Phe

gecc
Ala

ggt
Gly
130

ttg
Leu

tct
Ser

tac
Tyr

gte
Val

gac
Asp
210

tte
Phe

ggt
Gly

atc
Ile

gtt
Val

atg
Met
230

tac

Tyr

gaa
Glu

ttc
Phe

gct
Ala

Glu

aag
Lys

tee
Ser

tte
Phe
115

acc
Thr

cca
Pro

gtt
Val

gtt
Val

gce
Ala
195

aga
Arg

aac
Asn

aac
Asn

aag
Lys

ggt
Gly
275

aag
Lys

aag
Lys

aat
Asn

aag
Lys

gte
val
355

Ser

gtt
Val

gac
Asp
100

gcc
Ala

tta
Leu

gac
Asgp

ggt
Gly

gcoe
Ala
180

aag
Lys

aag
Lys

tece
Ser

gty
Val

ttg
Leun
260

aadc
Asn

gaa
Glu

act
Thr

gct
Ala

gac
Asp
340

aag
Lys

Ala

ggt
Gly
85

gaa
Glu

get
Ala

tgt
Cys

cac
His

gtc
Val
165

gte
Val

acc
Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cca
Pro
245

ggt
Gly

gct
Ala

ttg
Leu

get
Ala

cca
Pro
325

gct
Ala

tgt
Cys

Gly
70

gac
Asp

tac
Tyr

act
Thr

aag
Lys

gtc
Val
150

cac
His

ttt
Phe

tte
Phe

aag
Lys

acc
Thr
230

aac
Asn

gtt
val

gct
Ala

act
Thr

gtt
vVal
310

att
Ile

att
Ile

cte
Leu

Thr

aac
Aszn

aag
Lys

cct
Pro

tac
Tyr
135

agec
Ser

gcc
Ala

ggt
Gly

ggt
Gly

atg
Met
215

ggt
Gly

gtc
Val

gac
Asp

ggt
Gly

ttg
Leu
295

gga
Gly

gac
Asp

gaa
Glu

att
Ile

ES 2673 865 T3

val

gtec
val

age
Ser

aac
Asn
120

tte
Fhe

ttg
Leu

tcc
Ser

gct
Ala

gct
Ala
200

gce
Ala

ggt
Gly

gtt
val

gcc
Ala

caca
Pro
280

tte
Phe

atc
Ile

ttt
Phe

gcc
Ala

gac
Asp

Val

gct
Ala

ggt
Gly
105

tec
Ser

aag
Lys

gaa
Glu

aag
Lys

ggt
Gly
185

aag
Lys

aag
Lys

tct
Ser

ttg
Leu

att
Ile
265

gtc
Val

ggt
Gly

ttt
Phe

gaa
Glu

tac
Tyr

Gln

ate
Ile
20

cac
His

aag
Lys

tcg
Ser

ctc
Leu

ttg
Leu
170

cct
Pro

ggt
Gly

gac
Asp

gaa
Glu

gaa
Glu
250

gcc

Ala

agc
Ser

teat
Ser

gac
Asp

caa
Gln

Val
75

gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu

<ca
Pro

ggt
Gly
155

ggt
Gly

gtt
Val

gte
Val

att
Ile

gaa
Glu
235

tgt
Cys

cca
Pro

tte
Phe

tte
Phe

act
Thr
315

330

345

360

ggce
Gly

32

gac
Asp

cct
Pro

ttg
Leu

ttg
Leu

gag
Glu

Gly

cca
Pro

aac
Asn

gge
Gly

gaa
Glu
140

gct
Ala

tce
Ser

ggt
Gly

ate
Ile

ggt
Gly
220

ttg
Leu

act
Thr

ggt
Gly

cca
Pro

aga
Arg
300

aac
Asn

atc
Ile

gtc
Val

taa

Lys

ggt
Gly

ttg
Leu

gaa
Glu
125

gac
Asp

ctt
Leu

gtt
Val

ctt
Leu

gte
Val
205

gct
Ala

atc
Ile

ggt
Gly

ggt
Gly

atc
Ile
285

tac

Tyr

tac
Tyr

Gly

att
Ile

tgt
Cys
110

cca
Pro

tte
Phe

gtt
Val

gct
Ala

ttg
Leu
190

gtt
val

gct
Ala

aag
Lys

gct
Ala

cgt
Arg
270

acc

Thr

gga
Gly

caa
Gln

acc cac
Thr His

aga gcc
Arg Ala
350

cegegg

291

339

387

435

483

531

579

627

675

723

771

B67

%15

563

1011

1059

1107



<210>5
<211> 363
<212>PRT

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Construccion sintética

<400> 5

Met

1

Phe

Val

Ala

Gly

65

Ser

Arg

Met

Pro

Lys
145

Thr

Glu

Gln

His

50

His

Leu

Phe

Ala

Gly

130

Leu

Ala

Thr

Val

35

Gly

Glu

Lys

Ser

Phe

115

Thr

Pro

Asn

Tyr

20

Lys

Arg

Ser

val

Asp

100

Ala

Leu

Asp

Pro

Asp

Lys

Ile

Ala

Gly

85

Glu

Ala

Cys

His

Ser

Ala

Thr

Gly

Gly

70

Asp

Tyr

Thr

Lys

val
150

Leu

Pro

Gly

Asn

85

Thr

Asn

Lys

Pro

Tyr

135

Ser

Val

Glu

Ile

40

Phe

Val

val

Ser

Asn

120

Phe

Leu

ES 2673 865 T3

Leu

Ile

25

Cys

val

val

Ala

Gly

105

Ser

Lys

Glu

Asn

10

Ser

Gly

Leu

Gln

Ile

90

His

Lys

Ser

Leu

Lys

Glu

Ser

Thr

Val

75

Glu

Tyr

Glu

Pro

Gly
155

Ile

Pro

Asp

Lys

60

Gly

Pro

Asn

Gly

Glu

140

Ala

33

Asp

Thr

Ile

45

Pro

Lys

Gly

Leu

Glu

125

ASp

Leu

Asp

Asp

His

Met

Gly

Ile

Cys

110

Pro

Phe

val

Ile

15

val

Phe

Val

Val

Pro

95

Pro

Asn

Leu

Glu

Ser

Leu

Tyr

Leu

Thr

80

Ser

Hisg

Pro

val

Pro
160
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Leu Ser Val Gly Val His Ala Ser Lys Leu Gly Ser Val Ala Phe Gly
165 170 175

Agp Tyr Val Ala Val Phe Gly Ala Gly Pro Val Gly Leu Leu Ala Ala
180 185 1390

Ala Val Ala Lys Thr Phe Gly Ala Lys Gly Val Ile Val Val ARla Arg
195 200 205

Ser Asp Arg Lys Leu Lys Met Ala Lys Asp Ile Gly Ala Ala Thr His
210 215 220

Thr Phe Asn Ser Lys Thr Gly Gly Ser Glu Glu Leu Ile Lys Ala Phe
225 230 235 240

Gly Gly Asn Val Pro Asn Val Val Leu Glu Cys Thr Gly Ala Glu Pro
245 250 255

Cys Ile Lys Leu Gly Val Asp Ala Ile Ala Pro Gly Gly Arg Phe Val
260 265 270

Gln Val Gly Asn Ala Ala Gly Pro Val Ser Phe Pro Ile Thr Val Phe
275 280 285

Ala Met Lys Glu Leu Thr Leu Phe Gly Ser Phe Arg Tyr Gly Phe Asn
290 295 300

Asp Tyr Lys Thr Ala Val Gly Ile Phe Asp Thr Asn Tyr Gln Asn Gly
305 310 315 320

Arg Glu Asn Ala Pro Ile Asp Phe Glu Gln Leu Ile Thr His Arg Tyr
325 330 335

Lys Phe lys Asp Ala Ile Glu Ala Tyr Asp Leu Val Arg Ala Gly Lys
340 345 350

Gly Ala Val Lys Cys Leu Ile Asp Gly Pro Glu
355 360

<210> 6
<211>1092
5 < 212> ADN
< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH

<400> 6

10 atgactgcta aceccttectt ggtgttgaac aagatcgacg acatttegtt cgaaacttac

34



10

15

20

gatgcceccag
tgtggttceg
ccaatggtct
tatcttaagg
gaatacaaga
tccaaggaag
gacttettgg
ttgtetgttyg
gtectttggtyg
aagggtgtca
getgetacte
ggtggtaacg
ggtgttgacg
gtcagcttce
tacggattca
agagaaaatg
gctattgaag

ggccctgagt

<210>7
< 211> 806
<212> ADN

aaatctctga
acatccactt
tgggtcacga
ttggtgacaa
gcggtcacta
gcgaaccaaa
tcaagttgee
gtgtccacge
ctggtecotgt
tegtegttge
acaccttcaa
tgccaaacgt
ccattgaceca
caatcaccgt
acgactacaa
ctccaattga
cctacgactt

aa

< 213> secuencia artificial

<220>

< 223> secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH flanqueada por sitio de restriccion

<220>

acctaccgat
ctacgcccat
atccgccggt
cgtcogetate
caacttgtgt
coccaccaggt
agaccacgte
ctocaagttg
tggtettttg
tagatcagac
ctccaagace
cgttttggaa
aggtggtegt
ttteogeecatg
gactgctgtt
ctttgaacaa

ggtcagagcc

< 221> caracteristica_diversa

< 222> (1)..(8)

< 223> sitio de reconocimiento de Ascl

<220>
<221>CDS

< 222> (12)..(800)

<220>

< 221> caracteristica_diversa
< 222> (801)..(806)
< 223> sitio de reconocimiento de Sphl

<400> 7
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gtectegtec
ggtagaatcg
actgttgtcc
gaaccaggta
cctcacatgg
accttatgta
agettggaac
ggttocgttg
gcetgetgetyg
agaaagttga
ggtggttctg
tgtactggtg
ttegttoaag
aaggaattga
ggaatctttg

ttgatcaccc

ggtaagggtg

aggtcaagaa
gtaacttcgt
aggttggtaa
ttocatecag
ccttegecge
agtacttcaa
teggtgetct
ctttocggega
tcgccaagac
agatggccaa
aagaattgat
ctgaaccttg
ttggtaacge
ctttgttegg
acactaacta

acagatacaa

ctgtcaagtg

aaccggtatc
tttgaccaag
gggtgtcacc
attcteocgac
tactectaac
gteogecagaa
tgttgagcca
ctacgttgece
ctteggtget
ggacattggt
caaggettte
tatcaagttg
tgetggteca
ttctttecaga
ccaaaacggt
gttcaaggac

tctcattgac

ggcgegecaa a atg tet aag aag tte aac ggt aag gtt tgt ttg gtt ace

35

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1092

50



ggt
Gly

gag
Glu
30

aag
Lys

gtt
val

gtt
Val

tac
Tyr

gct
Ala
110

got
Ala

acc
Thr

ggt
Gly

gaca
Asp

atg
Met
190

gtt
Val

atg
Met

cca
Pro

ggt
Gly

gct
Ala
15

ggt
Gly

gct
Ala

tgt
Cys

gtt
Val

cag
Gln
95

aga
Arg

gtt
val

gct
Ala

acc
Thr

ttyg
Leu
175

ggt
Gly

ggt
Gly

ate
Ile

ggt
Gly

gtt
val
255

<210> 8
< 211> 262
< 212> PRT
< 213> secuencia artificial

ggt
Gly

ace
Thr

gag
Glu

gac
Asp

aga
Arg
80

ggt
Gly

gtt
Val

tet
Ser

tot
Ser

tct
Ser
160

got
Ala

cca
Pro

tet
Ser

ggt
Gly

gtt
val
240

aac
Asn

Met Ser Lys Lys Phe Asn Gly Lys Val Cys Leu Val Thr

1

ggt
Gly

gect
Ala

gct
Ala

gtt
val
65

gac
Asp

gct
Ala

ttg
Leu

aga
Arg

atg
Met
145

aag
Lys

cca
Pro

ggt
Gly

cag
Gln

tet
Ser
225

gtt
val

ttg cca atc get ggt ggt tga geatge

aac
Asn

atc
Ile

tot
Ser
50

acc
Thr

ttc
Phe

ttc
Phe

ace
Thr

cag
Gln
130

gct
Ala

ggt
Gly

tac
Tyr

ttc
Phe

tac
Tyr
210

gtt
Val

got
Ala

atc
Ile

gect
Ala
35

gtt
val

tet
Ser

ggt
Gly

gct
Ala

atc
Ile
115

atg
Met

ggt
Gly

gct
Ala

aac
Asn

atg
Met
135

tte
Phe

cca
Pro

tta
Phe

ggt
Gly
20

ttg
Leu

aga
Arg

gag
Glu

aag
Lys

cca
Pro
100

aac
Asn

ate
Ile

gtt
val

atc
Ile

atc
Ile
180

tgg
Trp

tot
Ser

atg
Met

ttg
Leu

5

ttg
Leu

ttg
Leu

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile
BS

gtt
Val

gtt
Val

acc
Thr

aag
Lys

atc
Ile
165

aga
Arg

gag
Glu

acc
Thr

aga
Arg

ttg
Leu
245

gct
Ala

tct
Ser

aag
Lys

gct
Ala
70

gac
Asp

cag
Gln

acc
Thr

cag
Gln

ggt
Gly
150

gct
Ala

gtt
Val

aga
Arg

gac
Asp

aga
Arg
230

ggt
Gly

ES 2673 865 T3

acc
Thr

aga
Arg

ggt
Gly
55

gtt
val

ttc
Phe

gac
Asp

agt
Gly

aac
Asn
135

cca
Pro

ttg
Leu

aac
Asn

cag
Gln

cca
Pro
215

tac

Tyr

gac
Asp

Leu Pro Ile Ala Gly Gly

260

gt
Ala

aac
Asn
40

gtt
val

atc
Ile

ttg
Leu

tac
Tyr

gct
Ala
120

tac
Tyr

cca
Pro

acc
Thr

got
Ala

gtt
Val
200

aaqg

lys

ggt
Gly

gac
Asp

ttg
Leu
25

aga
Arg

gag
Glu

ggt
Gly

ttc
Phe

cca
Pro
105

tte
Phe

ggt
Gly

aac
Asn

gag
Glu

atc
Ile
185

gag
Glu

gtt
Val

gac
Asp

tot
Ser

36

10

aga
Arg

gag
Glu

gct
Ala

acc
Thr

aac
Agn
90

tct
Ser

cac
His

aga
Arg

atg
Met

acc
Thr
170

tot
Ser

ttg
Leu

gtt
Val

atc
Ile

tet
Ser
250

ttg
Leu

get
Ala

aga
Arg

gtt
val
75

aac
Asn

gac
Asp

gtt
Val

ate
Ile

gct
Ala
155

gct
Ala

cca
Pro

cag
Gln

get
Ala

aac
Asn
235

tte
Phe

gct
Ala

ttg
Leu

tet
Ser
60

gac
Asp

gct
Ala

gac
Agp

ttg
Leu

gtt
Val
140

gct
Ala

gct
Ala

ggt
Gly

gct
Ala

cag
Gln
220

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
45

tac
Tyr

tect
Ser

ggt
Gly

ttc
Phe

aag
Lys
125

aac
Asn

tac
Tyr

ttg
Leu

tac
Tyr

aag
Lys
205

cag
Gln

ate
Ile

ace
Thr

58

146

184

242

280

338

386

434

482

530

578

€626

674

722

770

806



<220>
< 223> Construccion sintética

<400> 8
Met Ser Lys Lys Phe Asgsn

1

Gly

Ala

Ala

val

65

Asp

Ala

Leu

Arg

Met

145

Lys

Pro

Gly

Gln

Ser

225

val

Leu

Asn

Ile

Ser

50

Thr

Phe

Phe

Thr

Gln

130

Ala

Gly

Tyr

Phe

Tyr

2190

Val

Ala

Pro

Ile

Ala

35

Val

Ser

Gly

Ala

Ile

115

Met

Gly

Ala

Asn

Met

195

Phe

Pro

Phe

Ile

Gly

Leu

Arg

Glu

Lys

Pro

100

Asn

Ile

val

Ile

Ile
180

Trp

Ser

Met

Leu

Ala
260

5

Leu

Leu

Glu

Glu

Ile

85

Val

Val

Thr

Lys

Ile

165

Arg

Glu

Thr

Arg

Leu

245

Gly

Ala

Ser

Lys

Ala

70

Asp

Gln

Thr

Gln

Gly

150

Ala

val

Arg

Asp

Arg

230

Gly

Gly

Gly

Thr

Arg

Gly

55

val

Phe

Asp

Gly

Asn

135

Pro

Leu

Asn

Gln

Pro

215

Tyr

Asp

Lys

Ala

Asn

40

Val

Ile

Leu

Tyr

Ala

120

Tyr

Pro

Thr

Ala

Val

200

Lys

Gly

Asp

ES 2673 865 T3

Val

Leu

25

Arg

Glu

Gly

Phe

Pro

105

Phe

Gly

Asn

Glu

Ile
185

Glu

val

Asp

Ser

Cys

10

Arg

Glu

Ala

Thr

Asn

20

Ser

His

Arg

Met

Thr

170

Ser

Leu

val

Ile

Ser
250

Leu

Leu

Ala

Arg

val

75

Asn

Asp

Val

Ile

Ala

155

Ala

Pro

Gln

Ala

Asn

235

Phe

val

Ala

Leu

Ser

60

Asp

Ala

Asp

Leu

val

140

Ala

Ala

Gly

Ala

Gln

220

Glu

Met

37

Thr

Glu

Glu

45

Tyr

Ser

Gly

Phe

Lys

125

Asn

Tyr

Leu

Tyr

Lys

205

Gln

Tle

Thr

Gly

Glu

30

Lys

Val

val

Tyr

Ala

110

BLla

Thr

Gly

Asp

Met
150

Val

Met

Pro

Gly

Ala

15

Gly

Ala

Cys

val

Gln

85

Arg

Val

Ala

Thr

Leu

175

Gly

Gly

Ile

Gly

Val
255

Gly

Thr

Glu

Asp

Arg

Gly

val

Ser

Ser

Ser

160

Ala

Pro

Ser

Gly

Val

240

Asn
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<210>9
<211>789
<212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
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< 223> secuencia que codifica xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH

<400>9
atgtctaaga

ttggctaccg
agagaggctt
tacgtttgtg
gactteggta
gttcaggact
tteccacgttt
aacaccgett
aagggtgcta
agagttaacg
gagttgcagg
cagatgateg
gttgctttet

ggtggttga

<210> 10
<211> 873
<212> ADN

agttcaacgg
ctttgagatt
tggagaaggce
acgttacctc
agatcgactt
acccatctga
tgaaggctgt
ctatggetgg
tcatogettt
ctatetctee
ctaaggttgg
gttctgttee

tgttgggtga

< 213> secuencia artificial

<220>

taaggtttgt
ggctgaggag
tgaggcttet
tgaggagget
cttgttecaac
cgactteget
ttctagacag
tgttaagggt
gaccgagaca
aggttacatg
ttetecagtac
aatgagaaga

cgactcttet

ttggttacecyg
ggtacegcta
gttagagaga
gttatcggta
aacgctggtt
agagttttga
atgatcacce
ccaccaaaca
getgektttgg
ggtccaggtt
ttctectaceg
tacggtgaca

tteatgaccg

< 223> secuencia que codifica tagatosa-3-epimerasa

<220>
<221>CDS

< 222> (1)..(873)

gtgctggtgg
tegetttgtt
agggtgttga
cegttgacte
accagggtge
ccatcaacgt
agaactacgg
tggctgetta
acttggctee
tecatgtggga
acccaaaggt
tcaacgagat

gtgttaactt

38

taacatecggt
gtctagaaac
ggctagatet
tgttgttaga
tttegeteoca
taccggtget
tagaategtt
cggtacctet
atacaacatc
gagacaggtt
tgttgectcecag
ccecaggtgtt

gecaatoget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

789



<400> 10

atyg
Met
1

gte
val

tta
Leu

aag
Lys

tge
Cys
65

age
Ser

tgt
Cys

tgg
Trp

gac
Asp

tac
Tyr
145

ctt

Leu

agt
Ser

gag
Glu

cat
His

aac
Asn

gac
Agp

atg
Met

cgt
Arg

tgt
Cys

gtt
Val

cac
His

cce
Pro

cgt
Arg
130

ggc
Gly

tgc
Cys

cog
Pro

act
Thr

tte
Phe

aaa
Lys

ttt
Phe

gaa
Glu
35

gag
Glu

ate
Ile

cgt
Arg

cte
Leu

caa
Gln
115

gca
Ala

att
Tle

aat
Asn

gcg
Ala

tce
Ser
195

cat
His

gtt
val

ceg
Pro
20

atc
Ile

cta
Leu

gga
Gly

gat
Asp

cte
Leu
100

tet
Ser

atc
Ile

att
Ile

gac
Asp

tge
Cys
180

tte
Phe

ttg
Leu

ggc
Gly

gcyg
Ala

tcg
Ser

aaa
Lys

ctg
Leu

gee
Ala
85

ggt
Gly

ceg
Pro

gaa
Glu

tat
Tyr

gece
Ala
165

aag

Lys

ege
Arg

gge
Gly

atg
Met

act
Thr

ctc
Leu

gce
Ala

aag
Lys
70

ggc
Gly

gcg
Ala

cog
Pro

agce
Ser

gca
Ala
150

aag

Lys

gte
Val

gat
Asp

gaa
Glu

tte
Phe

gcg
Ala

ggc
Gly

gtg
Vval
55

tat
Ser

acg
Thr

ccg
Pro

ctg
Leu

gtt
Val
135

ctg

Leu

gaa
Glu

cag
Gln

gca
Ala

gcg
Ala

tac
Tyr

aag
Lys

gag
Glu
40

gct
Ala

gag
Glu

gaa
Glu

gte
val

gac
Asp
120

cgt
Arg

gaa
Glu

gca
Ala

cte
Leu

atc
Ile
200

aac
Asn
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acc
Thr

age
Arg
25

ttt
Phe

gat
Asp

tac
Tyr

tat
Tyr

ttt
Phe
105

atg
Met

cgt
Arg

gtg
val

att
Ile

gac
Asp
185

ctt

Leu

cgt
Arg

tac
Tyr
10

att
Ile

cac
His

gat
Asp

gac
Asp

gtg
Val
90

got
Ala

aag
Lys

gtt
Val

gtg
Val

gcg
Ala
170

aca

Thr

gece
Ala

ctg
Leu

tgg
Trp

gcoe
Ala

aat
Asn

ctg
Leu

ttt
Phe
15

aag
Lys

ggc
Gly

gat
Asp

atc
Ile

aac
Asn
155

ttt
Phe

tte
Phe

tge
Cys

cog
Pro

tcg
Ser

gg9g9
Gly

ctt
Leu

999
Gly

gce
Ala

cgc
Arg

ctt
Leu

aag
Lys

aag
Lys
140

cga
Arg

goc
Ala

cac
His

aag
Lys

ceg
Pro

39

act
Thr

cte
Leu

tee
Ser
45

cte
Leu

tag
Ser

ttg
Leu

acyg
Thr

cge
Arg
125

gta
Val

ttc
Phe

gac
RAsp

atg
Met

ggc
Gly
205

ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly
30

gac
Asp

acg
Thr

cag
Pro

cte
Leu

tte
FPhe
110

cct
Pro

gect
Ala

gag
Glu

gcg
Ala

aat
Asn

190
aag

Lys

gag
Glu

tgg
Trp
15

tte
Phe

gcg
Ala

gtg
val

gac
Asp

gac
Asp
95

tge
Cys

tac
Tyr

gaa
Glu

cag
Gln

gtt
val
175

atc

Ile

atg
Met

ggt
Gly

atg
Met

gac
Asp

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
80

gac
Asp

gcyg
Ala

gte
val

gac
Asp

tgg
Trp
160

gac

Asp

gaa
Glu

ggc
Gly

cge
Arg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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ctyg
Leu
225

ggc
Gly

cgc
Arg

gag
Glu

ctg
Leu

210

ccg
Pro

ace
Thr

gcyg
Ala

atg
Met

gce
Ala
280

<210> 11
<211> 290
<212>PRT

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Construccion sintética

<400> 11

Met

1

val

Leu

Lys

Cys

65

Ser

Cys

Trp

Asn

Asp

Met

Arg

50

Cys

Val

His

Pro

tgg
Trp

atec
Ile

gtg
val

gac
Asp
275

tga

Lys

Phe

Glu

35

Glu

Ile

Arg

Leu

Gln
115

gat
Asp

gtt
val

ggc
Gly
260

gag
Glu

val

Pro

20

Tle

Leu

Gly

Asp

Leu

100

Ser

gaa
Glu

atg
Met
245

gta
val

cgc
Arg

Gly

5

Ala

Ser

Lys

Leu

Ala

85

Gly

Pro

ata
Ile
230

gaa
Glu

tgg
Trp

gct
Ala

Met

Thr

Leu

Ala

Lys

70

Gly

Ala

Pre

215
tte
Phe

ccg
Pro

cgg
Arg

cgc
Arg

Phe

Ala

Gly

Val

55

Ser

Thr

Pro

Leu

ggg
Gly

tte
Phe

gat
Asp

cgc
Arg
280

Tyr

Lys

Glu

40

Ala

Glu

Glu

Val

Asp
120
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gcg
Ala

atg
Met

atg
Met
265

tcg
Ser

Thr

Arg

25

Phe

Asp

Tyr

Tyr

Phe

105

Met

ctg
Leu

cge
Arg
250

tcg

Ser

ttg
Leu

Tyr

10

Ile

His

Asp

Asp

Val

20

Ala

Lys

aag
Lys
235

aag
Lys

aac
Asn

cag
Gln

Trp

Ala

Asn

Leu

Phe

75

Lys

Gly

Asp

220
gaa

Glu

ggc
Gly

ggt
Gly

ttt
Phe

Ser

Gly

Leu

Gly

60

Ala

Arg

Leu

Lys

40

atc
Ile

ggc
Gly

gcg
Ala

gtt
val
285

Thr

Leu

Ser

45

Leu

Ser

Leu

Thr

Arg
125

gga
Gly

teg
Ser

acg
Thr
270

cgt
Arg

Glu

Gly

30

Asp

Thr

Pro

Leu

Phe

110

Pro

tat
Tyr

gte
val
255

gac

Asp

gac
Asp

Trp

15

Phe

Ala

Val

Asp

Asp

95

Cys

Tyr

gac
Asp
240

agc
Ser

gaa
Glu

aag
Lys

Met

Asp

Lys

Met

Lys

80

Asp

Ala

val

720

768

816

864

873
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Agp Arg Ala Ile Glu Ser Val Arg Arg
130 135

Tyr Gly Ile Ile Tyr Ala Leu Glu Val
145 150

Leu Cys Asn Asp Ala Lys Glu Ala Ile
165

Ser Pro Ala Cys Lys Val Gln Leu Asp
180 185

Glu Thr Ser Phe Arg Asp Ala Ile Leu
195 200

His Phe His Leu Gly Glu Ala Asn Arg
210 215

Leu Pro Trp Asp Glu Ile Phe Gly Ala
225 230

Gly Thr Ile Val Met Glu Pro Phe Met
245

Arg Ala Val Gly Val Trp Arg Asp Met
260 265

Glu Met Asp Glu Arg Ala Arg Arg Ser
275 280

Leu Ala
290

<210> 12

<211> 26

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 12
gaactagtgg atccgtagaa atcttg 26

<210> 13

<211>44

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 13
ctttgttcat tttggcgcegc cttttagttt aataagggtc cgtg

val

Val

Ala

170

Thr

Ala

Leu

Leu

Arg

2590

Ser

Leu

Ile

Asn

155

Phe

Phe

Cys

Pro

Lys

235

Lys

Asn

Gln

44

Lys

140

Arg

Ala

His

Lys

Pro

220

Glu

Gly

Gly

Phe

41

Val

Phe

Asp

Met

Gly

205

Gly

Ile

Gly

Ala

Val
285

Ala

Glu

Ala

Asn

130

Lys

Glu

Gly

Ser

Thr

270

Arg

Glu

Gln

Val

175

Ile

Met

Gly

Tyr

val

255

Asp

Asp

Asp

Trp

160

Asp

Glu

Gly

Arg

Asp

240

Ser

Glu

Lys
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<210> 14

<211> 38

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 14

ES 2673 865 T3

aaactaaaag gcgcgccaaa atgaacaaag ttggcatg 38

<210> 15

< 211> 36

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 15
ttctcttcga gagcatgctc aggccagctt gtcacg

<210> 16

<211>35

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 16
aagctggcct gagcatgctc tcgaagagaa tctag

<210> 17

<211> 26

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 17
gttccgcgga gaatgacacg gccgac 26

<210> 18

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 18
aaggcgcgcc aaaatgactg ctaacccttc ¢

<210> 19

< 211> 27

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

36

35

31

42
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<220>
< 223> cebador

<400> 19
gagcatgctt actcagggcc gtcaatg

<210> 20

<211> 22

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 20
gaagactagt tcacgtgatc tc 22

<210> 21

<211>30

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 21
cactggcgcg ccttttgtgt ggtggtgtce

<210> 22

<211> 33

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 22
tagcagcatg cataggttag tgaatgaggt atg

<210> 23

< 211> 28

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> cebador

<400>23
taggtccgeg ggagcttegt taaaggge

ES 2673 865 T3

27

30

33

28

43
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REIVINDICACIONES
1. Una célula hospedante recombinante capaz de producir xilitol, en donde dicha célula hospedante comprende:

una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica una D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica para NAD" (EC
1.1.1.11) que usa D-arabitol como sustrato y que produce D-xilulosa como producto; y

una secuencia de acido nucleico heterdéloga que codifica una xilitol deshidrogenasa especifica para NADPH que usa
D-xilulosa como sustrato y que produce xilitol como producto,

en donde la célula hospedante produce D-arabitol a partir de D-glucosa, en particular en medio a presion osmética
elevada y no consume D-arabitol como unica fuente de carbono.

2. La célula hospedante recombinante segun la reivindicacién 1, en donde la célula hospedante se selecciona de
bacterias, hongos y levadura.

3. La célula hospedante recombinante segun la reivindicacion 2, en donde la célula hospedante es una levadura
osmofila u osmotolerante.

4. La célula hospedante recombinante segun la reivindicacion 2, en donde la célula hospedante es Pichia ohmeri.

5. La célula hospedante recombinante segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la D-arabitol 4-
oxidorreductasa especifica para NAD" (EC 1.1.1.11) es de E. coli.

6. La célula hospedante recombinante segun la reivindicacion 5, en donde la D-arabitol 4-oxidorreductasa especifica
para NAD" (EC 1.1.1.11) comprende o consiste en la secuencia de la sec. con nim. de ident. 2 o una secuencia con
1-3 adiciones, sustituciones o supresiones de aminoacidos.

7. La célula hospedante recombinante segun la reivindicacion 6, en donde la secuencia que codifica la D-arabitol 4-
oxidorreductasa especifica para NAD" (EC 1.1.1.11) comprende o consiste en la secuencia de la sec. con nim. de
ident. 3.

8. La célula hospedante recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la xilitol
deshidrogenasa especifica para NADPH es una xilitol deshidrogenasa de Pichia stipitis o Gluconobacter oxydans
mutada para cambiar la especificidad para el cofactor de NADH a NADPH.

9. La célula hospedante recombinante segun la reivindicacion 8, en donde la xilitol deshidrogenasa especifica para
NADPH comprende o consiste en la secuencia de la sec. con nim. de ident. 5 u 8 o una secuencia con 1-3
adiciones, sustituciones o supresiones de aminoacidos.

10. La célula hospedante recombinante segun la reivindicacion 9, en donde la secuencia que codifica la xilitol
deshidrogenasa especifica para NADPH comprende o consiste en la secuencia de la sec. con num. de ident. 6 0 9.

11. La célula hospedante recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la célula
hospedante es capaz de producir un titulo de xilitol de al menos 15 g/l en el sobrenadante después de un cultivo de
48 horas.

12. Un método para producir xilitol que comprende cultivar una célula hospedante recombinante segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1-11 y recuperar xilitol.

13. Uso de una célula hospedante recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para producir
xilitol.
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FIGURA 1

Ascl {500)

™ 3000
12ABYWMP

3663 bp D-arabitol 4-oxidorreductasa
E. coli

Sphl (1882)

FIGURA 2a

Spel (2096}
Xy promotor poRR

Xilitol deshidrogenasa especifica para NADH
Pichia stipitis

11 927 bp

8000

Sacli (4253)

poURA3
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FIGURA 2b

Hindlll (524)

3499 bp 1000 - R Xilitol deshidrogenasa
especifica para NADPH

Pichia stipitis

Sacll (1628)

FIGURA 3

Ascl (510)

13AAYSYP

31 ?? bp i Xilitol deshidrogenasa
especifica para NADPH

2000 Gluconobacter oxydans

Sphi (1313)
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FIGURA 4
PCR1 PCR2
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FIGURA 5

Hindlll (515)

Tagatosa-3-epimerasa
Pseudomaonas cichorii

Sacll {1400)
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 9
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FIGURA 10

Spel (2096)
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Ascl (2560)
Xilitol deshidrogenasa especifica

' NADPH
para Gluconobacter oxydans
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18
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FIGURA 19
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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