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DESCRIPCION
Célula eucariota con elevada produccién de producto de fermentacién
Campo

La presente invencién se refiere a una célula eucariota con elevada produccién de producto de fermentacion. En
particular, la invencion se refiere a células eucariotas convertidoras de &cido acético, pentosa y glucosa con
mejorada conversion de acetato. La invencion se refiere ademas a los procesos en donde las células producen
productos de fermentacion tales como etanol.

Antecedentes

El bioetanol de segunda generaciéon se produce a partir de, por ejemplo, fracciones lignocelulésicas de biomasa
vegetal que se hidroliza en azicares monoméricos libres, tales como hexosas y pentosas, para la fermentacion en
etanol. Aparte de la liberacion de azlcar durante el pretratamiento y la hidrdlisis de la biomasa, se forman algunos
subproductos téxicos. Por ejemplo, furfural y HMF son dos de estos productos. Las cantidades en las que se forman
dependen de varios parametros de pretratamiento, tales como temperatura, presién y tiempo de pretratamiento. Los
hidrolizados lignocelulésicos también contienen altas cantidades de acido acético, que es un potente inhibidor de la
capacidad fermentativa de los microorganismos, tales como las células eucariotas.

Se ha informado de varios enfoques diferentes que podrian ayudar a reducir el efecto inhibidor de &cido acético
sobre la fermentacion de los azicares en hidrolizados, asi como a resolver (parcialmente) los problemas del
equilibrio de oxidacion-reduccion tras la delecién de los genes implicados en la produccion de glicerol, por ejemplo,
por ingenieria genética de células eucariotas. El acido acético, junto con otros inhibidores, se pueden retirar de los
hidrolizados mediante procedimientos de desintoxicaciéon quimica o biologica. Las etapas de desintoxicacion
adicionales después del pretratamiento son, sin embargo, caras y/o provocan una pérdida de sustrato fermentable.

En condiciones anaerobias, Saccharomyces cerevisiae no puede consumir naturalmente acido acético. Ademas, la
tolerancia al acido acético parece variar considerablemente entre diferentes cepas. La investigaciéon anterior se ha
centrado principalmente en la identificacién de posibles candidatos a genes asociados a la elevada tolerancia y en la
generacién de cepas con elevada robustez mediante el uso de enfoques metabdlicos/de ingenieria evolutiva. Sin
embargo, no se ha explorado suficientemente el concepto de generacion de cepas desintoxicantes mediante la
expresion de enzimas heterélogas.

Medina et al. 2010 describen que la expresion de mhpF de E. coli, que codifica una acetaldehido deshidrogenasa
acetilante dependiente de NAD+*, permitié6 el crecimiento anaerobio de una cepa gpd1A gpd2A acoplando la
reduccion de acetato a acetaldehido con regeneracién de NAD*. Este enfoque suprimié completamente la formacion
de glicerol y produjo un aumento de 13 % del rendimiento de etanol en azlcar, causado principalmente por la
minimizacion de las pérdidas de carbono para la produccién de glicerol y la reduccién de &cido acético en etanol. Un
beneficio adicional importante de esta estrategia es que permite la desintoxicacion in situ de &cido acético por la
levadura. Sin embargo, la cantidad de acido acético que se puede reducir de esta forma estéa limitada por la cantidad
de NADH que se genera durante el anabolismo, que se acopla a la formacién de biomasa.

El documento de patente US 2005/153411 describe un método de preparacion de una cepa productora de etanol,
que utiliza xilosa, de Saccharomyces cerevisiae que comprende genes para la expresién en exceso de xilosa
reductasa, xilitol deshidrogenasa y xilulocinasa, en donde ademas de dichos genes, se introducen y opcionalmente
expresan en exceso los genes para la produccion de fosfoacetiltransferasa y acetaldehido deshidrogenasa.

El documento de patente EP 2 277 989 describe una célula de levadura que carece de la actividad enzimatica
necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH o la célula que tiene una actividad enzimatica reducida
con respecto a la sintesis de glicerol dependiente de NADH en comparacion con su célula de levadura no mutante
correspondiente, comprendiendo la célula una o mas secuencias de acidos nucleicos heterélogas que codifican una
actividad de acetaldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.10) acetilante dependiente de NAD*.

El documento de patente WO2015/148272 describe una célula de levadura recombinante que incluye al menos un
acido nucleico heterélogo que codifica uno o mas polipéptidos que tienen actividad de fosfocetolasa; actividad de
fosfotransacetilasa; y/o actividad de acetaldehido deshidrogenasa acetilante, en donde la célula no incluye un gen de
xilosa reductasa modificado heterélogo, y en donde la célula es capaz de elevada produccién de productos finales
bioquimicos en un proceso de fermentacion cuando se compara con una célula de levadura parental.

Pickl et al. 2015 describen la purificacion y caracterizacién de un novedoso tipo de GIc6PDH en Haloferax volcanii.

Por tanto, aun existe la necesidad de mejorar la conversion de acetato, pentosa y/o hexosa en producto de
fermentacion.
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Es, por tanto, un objeto de la presente invencidn proporcionar células eucariotas que sean capaces de producir
etanol a partir de acido acético o acetato mientras que retienen sus capacidades de fermentacion de hexosas
(glucosa, fructosa, galactosa, etc.), asi como pentosas como xilosa, asi como procesos en donde estas cepas se
usan para la produccién de etanol y/u otros productos de fermentacién.

Es otro objeto proporcionar células, por ejemplo células eucariotas que son capaces de producir etanol a partir de
glicerol y/o glicerol y acido acético mientras que retienen sus capacidades de fermentacion de hexosas (glucosa,
fructosa, galactosa, etc.), asi como pentosas como xilosa. Otro objeto es aumentar la produccién de producto de
fermentacion (rendimiento, velocidad de produccion, o ambos). En una realizacién de la misma, la célula eucariota
produce menos glicerol.

Ademas, es un objeto de la invencion proporcionar una cepa de células eucariotas que pueda co-fermentar
anaerdébicamente acetato, pentosa y glucosa.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un método rentable de produccion de etanol por fermentacion de
pentosa y/o acetato.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar una célula eucariota que sea capaz de fermentar pentosa a una
velocidad mas alta que la que se puede lograr usando las cepas actualmente conocidos en la técnica.

Es otro objeto reducir el tiempo de fermentacion.
Es otro objeto aumentar el rendimiento de la fermentacién.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la revision de la memoria
descriptiva y las reivindicaciones.

Se obtienen uno o mas de estos objetos segln la invencién que proporciona una célula eucariota que esta
genéticamente modificada que comprende uno o0 mas genes heterélogos que codifican:

a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa;
b) 6-fosfogluconato deshidrogenasa y/o
¢) glucosa deshidrogenasa, gluconolactonasa y gluconato cinasa,
en donde a), b) y la glucosa deshidrogenasa en c¢) son dependientes de NAD~.

Segun la invencion, se puede aumentar el nivel de NADH citosélico en la célula eucariota. Esto puede conducir en
una realizacion a un rendimiento de glicerol mejorado, que es ventajoso en la industria vitivinicola. En una segunda
realizacién, puede dar como resultado elevada reduccion del nivel de acetato y/o elevado rendimiento de producto
de fermentacién, por ejemplo etanol, que es ventajoso en la industria de los biocombustibles. En una tercera
realizacién, en particular cuando tanto a) y b) son dependientes de NAD+*, la NADH generada se puede usar en la
produccion de cualquier producto de fermentacion en la célula eucariota, en donde NADH en el citosol actia de
cofactor reductor. En una tercera realizacion, la NADH generada se puede usar en la produccién de cualquier
producto de fermentacién en la célula eucariota, en donde la NADH en el citosol actia de cofactor reductor. Estas
ventajas se detallan a continuacién en el presente documento.

En una realizacién de la invencién, la célula eucariota comprende un gen que codifica D-glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NAD* a) (en esa realizacion la 6-fosfogluconato deshidrogenasa aun puede ser
dependiente de NADP*). En otra realizacion de la invencion, la célula eucariota comprende un gen que codifica 6-
fosfogluconato deshidrogenasa dependiente de NAD* (b) (en esa realizacién la D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
aun puede ser dependiente de NADP+). En una realizacion, la célula eucariota comprende genes que codifican tanto
(a) como (b), es decir, tanto D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+ (a) como 6-fosfogluconato
deshidrogenasa dependiente de NAD~ (b). Las realizaciones a) y b) generan NADH citosélica. En una realizacion, la
célula comprende c) glucosa deshidrogenasa, gluconolactonasa y gluconato cinasa. Estas tres enzimas forman otra
via de la glucosa a 6-fosfato-gluconato distinta de en la que participa (a) o (b), pero que también genera NADH,
puesto que la glucosa deshidrogenasa en (c) es dependiente de NAD*. La realizacién (c) se puede combinar con las
realizaciones (a) y/o (b).

Asi, en una realizacion, la célula eucariota tiene una alteracién de uno o mas genes nativos que codifican D-glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa y/o genes nativos que codifican 6-fosfogluconato deshidrogenasa, en donde nativo es
nativo en la célula eucariota.

En una realizacién, la D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa nativa en la célula eucariota se sustituye por la D-
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+* y/o la 6-fosfogluconato deshidrogenasa nativa en la célula
eucariota se sustituye por la 6-fosfogluconato deshidrogenasa dependiente de NAD*. De esa forma, el cofactor de
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estas enzimas se modifica ventajosamente. Un cambio de la dependencia/especificidad de cofactor se puede
denominar en el presente documento "ingenieria de cofactores".

Las células eucariotas segun la invencion, con gen(es) heterélogo(s) que codifica(n):
a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa;
b) 6-fosfogluconato deshidrogenasa; y/o
¢) glucosa deshidrogenasa, gluconolactonasa y gluconato cinasa,

en donde a) y b) y glucosa deshidrogenasa en c) son dependientes de NAD+*, produce mas glicerol que la cepa
nativa (que tiene tanto D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP+ como 6-fosfogluconato
deshidrogenasa dependiente de NADP+). Las cepas producidas de esa forma son ventajosas para la aplicacién en la
industria vitivinicola, puesto que mas glicerol puede mejorar el sabor del vino y al mismo tiempo se puede reducir la
cantidad de etanol, que también se desea en la industria vitivinicola. Estas sorpresas se obtienen segun la invencion
con efecto minimo sobre la fermentacién de la levadura del vino y el proceso de produccion del vino.
Alternativamente, las cepas segun la invencién se usan ventajosamente en la industria de los biocombustibles, por
ejemplo la industria de los combustibles de bioetanol.

En una realizacion, la NADH generada se puede usar en la produccion de cualquier producto de fermentacion, en
donde NADH en el citosol actia de cofactor reductor. Esto permite la produccién de productos de fermentacién que
de otro modo no se producirian por las células eucariotas debido a la ausencia de NADH en el citosol, o0 mejora el
rendimiento en caso de que la produccion de dicho producto de fermentacion se limite por el nivel de NADH en el
citosol. En esta realizacion es ventajoso que tanto (a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa como (b) 6-fosfogluconato
deshidrogenasa sean dependientes de NAD+, o incluso (a), (b) y (c1) glucosa deshidrogenasa sean dependientes de
NAD+*. Estas realizaciones permiten que los niveles de NADH en el citosol sean mas altos. Asi (a), (b) y (c1) crean
flexibilidad: Es posible que el experto, para cada producto de fermentacién y sustrato, convierta una parte flexible del
sustrato en CO2 y NADH en el citosol, que se adapta a la necesidad de producir el producto de fermentacién con un
alto rendimiento. En una realizacion, el producto de fermentacién es un producto que estd mas reducido que el
sustrato del que derivd, por ejemplo glucosa. Los ejemplos de productos de fermentacion adecuados que estan mas
reducidos que la glucosa es el glicerol. El experto puede determinar los productos de fermentacién que pueden ser
fermentados de esa forma. Dicha fermentacion puede ser aerobia o anaerobia.

En una realizacion, la célula eucariota es genéticamente modificada, que comprende uno o mas genes heterélogos
que codifican:

a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y/o
b) 6-fosfogluconato deshidrogenasa;
en donde a) y b) son dependientes de NAD*.
En una realizacién de la invencién, en donde la célula eucariota comprende:

d) una o mas secuencias de nucledtidos que codifican una acetaldehido deshidrogenasa acetilante
dependiente de NAD+ (E.C. 1.2.1.10) heter6loga;

e) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una acetil-CoA sintetasa (E.C. 6.2.1.1) homéloga o
heterdloga; y opcionalmente

g) una modificacion que conduce a la reduccion de la actividad de glicerol-3-fosfato fosfohidrolasa (E.C.
3.1.3.21) y/o glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.8 o E.C. 1.1.5.3), nativa en la célula eucariota, las
ventajas de dichas cepas segun la invencion son elevado consumo de acetato y elevada produccion de
producto de fermentacion, por ejemplo etanol.

Por tanto la invencion se refiere ademas a un proceso para la fermentaciéon de un sustrato para producir un producto
de fermentacién con la célula eucariota anterior, en donde se reduce el tiempo de fermentacion y/o se aumenta el
rendimiento, con elevada salida de producto de fermentacion simultdnea, con respecto a la fermentacion
correspondiente con célula eucariota no mutante (como se define en el presente documento).

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra actividades enzimaticas especificas in vitro de extractos libres de células de cultivos de
crecimiento exponencial en matraz oscilante, recogidas a DO (la densidad éptica se mide en el presente
documento a 660 nm, y se abrevia "DO") = 4 a 5. Se cultivaron los cultivos en medio sintético complementado
con 20 g L' de glucosa, pH 6, 30 °C, 200 rpm. Se indican: se da la actividad de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa dependiente de NADP+, actividad de 6-
fosfogluconato deshidrogenasa dependiente de NAD* para cuatro cepas: IMX585 (barras blancas, izquierda),
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IMX705 (barras gris claro), IMX706 (barras gris medio) y IMX707 (barras gris oscuro, derecha). Los datos de
las barras de error de experimentos duplicados independientes significan desviaciones de los duplicados.

FIG. 2. Perfiles de fermentacion de IMX585 (Fig. 2a, arriba), IMX705 (Fig. 2b, arriba), IMX899 (Fig. 2a, centro),
IMX756 (Fig. 2b, centro). Glucosa = circulos rellenos, biomasa = cuadrados rellenos, glicerol = cuadrados
abiertos, etanol = circulos abiertos. Las fermentaciones se realizaron en medio sintético complementado con 20
g L' de glucosa. Los lotes se realizaron a pH 5, burbujeo de 500 mL min-' de Nz, 30 °C. La biomasa se calcul6
convirtiendo los valores de DO a través de la fermentacion hasta biomasa basandose en una formula entre DO
y conversion de biomasa derivada de la representacion de muestras de biomasa reales frente a DO durante la
fase exponencial media.

Rendimiento de glicerol en glucosa de las fermentaciones de lotes anaerobios realizados con IMX585, IMX705,
IMX899, IMX756 (Fig. 2a, abajo). Rendimientos de etanol en glucosa a partir de las mismas fermentaciones
(Fig. 2b, abajo). El calculo de los rendimientos de etanol se bas6 en datos corregidos para la evaporacion. Los
datos se presentan como promedios de experimentos duplicados independientes.

FIG. 3: Perfiles de fermentacion de IMX585 (Fig. 3a, arriba), IMX888 (Fig. 3b, arriba) y IMX860 (Fig. 3a, centro).
Glucosa = circulos rellenos, biomasa = cuadrados rellenos, glicerol = cuadrados abiertos, etanol = circulos
abiertos, acetato = triangulos. Las fermentaciones se realizaron en medio sintético complementado con 20 g L™
de glucosa y 3 g L' de acido acético. Los lotes se realizaron a pH 5, burbujeo de 500 mL min-' de N2, 30 ¢C. La
biomasa se calculd convirtiendo los valores de DO a través de la fermentacion en biomasa basandose en una
formula de conversion entre DO y biomasa basada derivada de la representacion de muestras de biomasa
reales frente a DO durante la fase exponencial media.

Relacion entre el acetato consumido por la glucosa consumida en fermentaciones discontinuas anaerobias
realizadas con IMX585, IMX888 y IMX860 (Fig. 3a, abajo). Relaciéon de acetato consumido por biomasa
formada a partir de las mismas fermentaciones (Fig. 3b, abajo). Los datos se presentan como promedios de
experimentos duplicados independientes.

La FIG. 4 muestra el ciclo de tipo transhidrogenasa accionado por ATP catalizado por Acs1p/Acs2p, EutEp y
Aldép.

Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 Casete de expresion sintético gndA de codones optimizados;

SEQ ID NO: 2 Proteina GndA (Methylobacillus flagellates);

SEQ ID NO: 3 Casete de expresion sintético gox1705 de codones optimizados

SEQ ID NO: 4 Proteina Gox1705 (Gluconobacter oxidans 621H)

SEQ ID NO: 5 Casete de expresion sintético de 6pgdh de codones optimizados

SEQ ID NO: 6 Proteina 6pgdh WP_011089498.1 (multiples especies [Bradyrhizobium])
SEQ ID NO: 7 Gen azf de codones optimizados

SEQ ID NO: 8 Proteina azf (ADEE03728.1, Haloferax volcanii)

SEQ ID NO: 9 Casete de expresion eutE

SEQ ID NO: 10 Confirmacion de cebador de delecion de GPD2 (Codigo de cebador: 2015)
SEQ ID NO: 11 Confirmacion de cebador de delecion de GPD2 (Codigo de cebador: 2112)
SEQ ID NO: 12 Confirmacion de cebador de delecion de GND1 (Cédigo de cebador: 2123)
SEQ ID NO: 13 Confirmacion de cebador de delecion de GND1 (Cédigo de cebador: 2124)
SEQ ID NO: 14 Confirmacion de cebador de delecion de ALD6 (Codigo de cebador: 2164)
SEQ ID NO: 15 Confirmacion de cebador de delecién de ALD6 (Codigo de cebador: 2171)
SEQ ID NO: 16 Confirmacion de cebador de delecion de GPD1 (Codigo de cebador: 4397)
SEQ ID NO: 17 Confirmacion de cebador de delecién de GPD1 (Codigo de cebador: 4401)
SEQ ID NO: 18 Cebador para la amplificacion del esqueleto de pMEL11 (Cédigo de cebador: 5792)
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SEQ ID NO: 19 Cebador para la amplificaciéon del esqueleto de pROS11 (Cddigo de cebador: 5793)

SEQ ID NO: 20 Cebador para la amplificacion de la secuencia de insercion de pMEL11 (Cédigo de cebador:
5979)

SEQ ID NO: 21 Cebador para la amplificacion del esqueleto de pMEL11 (Cédigo de cebador: 5980)

SEQ ID NO: 22 Cebador para la amplificacion de la secuencia de insercién de pROS11 (que se dirige a GPD1)
(Cédigo de cebador: 6965)

SEQ ID NO: 23 Cebador para la amplificacion de la secuencia de insercion de pROS11 (que se dirige a GPD2)
(Cédigo de cebador: 6966)

SEQ ID NO: 24 Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en GPDT) (Cédigo de cebador:
6967)

SEQ ID NO: 25 Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en GPD1) (Codigo de cebador:
6968)

SEQ ID NO: 26 Cebador para la amplificacion del inserto de pMEL11 (que se dirige a GND2) (Cédigo de
cebador: 7231)

SEQ ID NO: 27 Cebador para la confirmacion de la delecién de GND2 (Coédigo de cebador: 7258)
SEQ ID NO: 28 Cebador para la confirmacion de la deleciéon de GND2 (Cédigo de cebador: 7259)

SEQ ID NO: 29 Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en GND2) (Cédigo de cebador:
7299)

SEQ ID NO: 30 Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en GND2) (Cédigo de cebador:
7300)

SEQ ID NO: 31 Cebador para la amplificacion del inserto de pMEL11 (que se dirige a GND1) (Cédigo de
cebador: 7365)

SEQ ID NO: 32 Cebador para la amplificacién del casete de integraciéon (gndA, 6pgdh, gox1705) (Cédigo de
cebador: 7380)

SEQ ID NO: 33 Cebador para la amplificacion del casete de integracion (gndA, 6pgdh, gox1705) (Codigo de
cebador: 7381)

SEQ ID NO: 34 Cebador para la confirmacién de la integraciéon de gndA (Codigo de cebador: 7441)

SEQ ID NO: 35 Cebador para la confirmacién de la integraciéon de gndA (Codigo de cebador: 7442)

SEQ ID NO: 36 Cebador para la confirmacion de la integracién de 6pgdh (Codigo de cebador: 7443)

SEQ ID NO: 37 Cebador para la confirmacion de la integracién de 6pgdh (Codigo de cebador: 7444)

SEQ ID NO: 38 Cebador para la confirmacion de la integracién de gox1705 (Codigo de cebador: 7445)

SEQ ID NO: 39 Cebador para la confirmacién de la integracién de gox1705 (Codigo de cebador: 7446)

SEQ ID NO: 40 Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en ALD6) (Codigo de cebador: 7608)
SEQ ID NO: 41 Oligonucleétido de reparacion (inactivado en ALD6) (Codigo de cebador: 7609)

SEQ ID NO: 42 Cebador para la amplificacion del inserto de pMEL11 (que se dirige a ALD6) (Codigo de
cebador: 7610)

SEQ ID NO: 43 Cebador para la amplificacion del casete de integracién (eutkE) (Codigo de cebador: 7991)
SEQ ID NO: 44 Cebador para la amplificacion del casete de integracién (eutkE) (Codigo de cebador: 7992)
SEQ ID NO: 45 Cebador para la confirmacion de la integracién de eutE (Codigo de cebador: 8337)

SEQ ID NO: 46 Cebador para la confirmacién de la integraciéon de eutE (Codigo de cebador: 8338)

SEQ 10 NO: 47 Secuencia de aminoacidos de aldehido oxidorreductasa (EutE de Escherichia coli);

SEQ 10 NO: 48 Secuencia de aminoacidos de glicerol deshidrogenasa de E. coli (9ldA de Escherichia coli).
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SEQ ID NO: 49 Secuencia de nucleétidos de gndA de codones optimizados (6-fosfogluconato deshidrogenasa)
(Methylobacillus flagellatus)

SEQ ID NO: 50 Secuencia de nucledtidos de gox7705 de codones optimizados (6-fosfogluconato
deshidrogenasa) (Gluconobacter oxidans)

SEQ ID NO: 51 Secuencia de nuclettidos de 6pgdh de codones optimizados (6-fosfogluconato
deshidrogenasa) (Bradyrhizobium sp.)

SEQ ID NO: 52 Secuencia de nucleétidos de azf de codones optimizados (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa)
(Haloferax volcanii)

SEQ ID NO: 53 Secuencia de nucleétidos de eutE de codones optimizados (acetaldehido deshidrogenasa
acetilante) (E. coli)

Descripcidn detallada

En toda la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprenden" e "incluyen" y
variaciones tales como "comprende", "que comprende", "incluye" y "que incluye" se deben interpretar inclusivamente.
Es decir, estas palabras pretenden expresar la posible inclusién de otros elementos o numeros enteros no

especificamente citados, donde lo permita el contexto.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, a uno o al
menos uno) del sujeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” puede significar un elemento o mas
de un elemento. A modo de ejemplo, la célula puede ser en el presente documento una célula, pero también se
refiere a una poblacién de células o una cepa.

"Célula eucariota" se define en el presente documento como cualquier microorganismo eucariota. Los eucariotas
pertenecen al taxén Eukarya o Eucariota. La caracteristica definitoria que diferencia las células eucariotas de las
células procariotas (Bacteria y Archaea) es que tienen organulos unidos a la membrana, especialmente el nucleo,
que contiene el material genético, y esta rodeado por la envoltura nuclear. La presencia de un nucleo da a los
eucariotas su nombre, que procede del griego gu (eu, "bien") y kdpuov (carion, "nuez" o "fruto"). Las células
eucariotas también contienen otros organulos unidos a la membrana, tales como mitocondrias y el aparato de Golgi.
Muchos organismos unicelulares son eucariotas, tales como protozoos y hongos. Todos los organismos
multicelulares son eucariotas. Los eucariotas unicelulares consisten en una unica célula durante todo su ciclo vital.
Los eucariotas microbianos pueden ser o haploides o diploides. Preferentemente, la célula eucariota es capaz de
fermentacion anaerobia, mas preferentemente fermentacion alcohélica anaerobia.

"Dependiente de NAD*" es en el presente documento una proteina especifica de caracteristica descrita por la
féormula:

1 < KuNADP* / KmNAD* < « (infinito)

Dependiente de NAD* es equivalente en el presente documento a especifico de NAD*, la dependencia de NAD* es
en el presente documento equivalente a la especificidad por NAD*. En una realizacion, KuNADP+ / KnNADP+ es
entre 1y 1000, entre 1 y 500, entre 1 y 200, entre 1 y 100, entre 1 y 50, entre 1 y 10, entre 5y 100, entre 5 y 50,
entre5y20o0entre 5y 10.

La Km es para las proteinas (por ejemplo, proteinas a), b) y c1) en las reivindicaciones) y se determina en el presente
documento como especifico de proteina, para NAD* y NADP+ respectivamente, usando técnicas de analisis, calculos
y protocolos conocidos. Estos se describen en el presente documento y, por ejemplo, en Lodish et al., Molecular Cell
Biology 62 Edicion, Ed. Freeman, paginas 80 y 81, por ejemplo la Figura 3-22.

"ldentidad de secuencia"

Se dice que las secuencias de aminoacidos o de nucleétidos son homélogas cuando presentan un cierto nivel de
similitud. Dos secuencias que son homélogas indican un origen evolutivo comun. Si dos secuencias homoélogas
estan estrechamente relacionadas o mas distantemente relacionadas, se indica por "porcentaje de identidad" o
"porcentaje de similitud”", que es alto o bajo, respectivamente. Aunque se debate, para indicar "porcentaje de
identidad" o "porcentaje similitud", se usan frecuentemente indistintamente "nivel de homologia" o "porcentaje de
homologia". Una comparacion de secuencias y determinaciéon de porcentaje de identidad entre dos secuencias se
pueden llevar a cabo usando un algoritmo matematico. El experto conocera el hecho de que estan disponibles varios
programas informaticos diferentes para alinear dos secuencias y determinar la homologia entre dos secuencias. Una
vision general de la comparacion de secuencias en D. Sankoff y J. B. Kruskal, (ed.), Time warps, string edits and
macromolecules: the theory and practice of sequence comparison, pp. 1-44 Addison Wesley). El porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch
para el alineamiento de dos secuencias. (Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). El
algoritmo alinea secuencias de aminoacidos, asi como secuencias de nucledtidos. El algoritmo de Needleman-
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Wunsch se ha implementado en el programa informatico NEEDLE. Con el fin de la presente invencién, se usé el
programa NEEDLE del paquete EMBOSS (version 2.8.0 o superior, EMBOSS: The European Molecular Biology
Open Software Suite (2000) Rice, P. Longden, I. y Bleasby, A. Trends in Genetics 16, (6) pp276-277,
http://emboss.biocinformatics.nl/). Para secuencias de proteinas, se usa EBLOSUM®62 para la matriz de sustitucion.
Para secuencias de nucleotidos, se usa EDNAFULL. Se pueden especificar otras matrices. Los parametros
opcionales usados para el alineamiento de secuencias de aminoacidos son una penalizacion por abertura de hueco
de 10 y una penalizacion por extensién de hueco de 0,5. El experto apreciara que todos estos parametros diferentes
daran resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje global de identidad de dos secuencias no se altera
significativamente cuando se usan diferentes algoritmos.

Definicion de homologia global

La homologia o identidad es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias completas con
respecto a la region alineada total que incluye cualquier hueco o extension. La homologia o identidad entre las dos
secuencias alineadas se calcula del siguiente modo: Numero de posiciones correspondientes en el alineamiento que
muestra un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido entre la longitud total del alineamiento que incluye los
huecos. La identidad definida como en el presente documento se puede obtener de NEEDLE y se marca en la salida
del programa como "IDENTIDAD".

Definicion de identidad mas larga

La homologia o identidad entre las dos secuencias alineadas se calcula del siguiente modo: Niumero de posiciones
correspondientes en el alineamiento que muestra un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido entre la
longitud total del alineamiento después de la resta del nimero total de huecos en el alineamiento. La identidad
definida como en el presente documento se puede obtener de NEEDLE usando la opcién NOBRIEF y se marca en la
salida del programa como "identidad mas larga".

Una variante de una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos desvelada en el presente documento también se
puede definir como una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos que tiene una o varias sustituciones, inserciones
y/o deleciones en comparacion con la secuencia de nucleétidos o de aminoacidos especificamente desvelada en el
presente documento (por ejemplo, en el listado de secuencias).

Opcionalmente, en la determinacion del grado de similitud de aminoacidos, el experto también puede tener en
cuenta las denominadas sustituciones "conservativos" de amino&cidos, como sera evidente para el experto. Las
sustituciones conservativas de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminodacidos que tiene cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales de hidroxilo alifaticas es serina y
treonina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un
grupo de aminodcidos que tiene cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de
aminoacidos que tiene cadenas laterales bésicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tiene
cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de sustitucion conservativa de
aminodcidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina vy
asparagina-glutamina. Se desvelan variantes de sustitucién de la secuencia de aminoacidos en el presente
documento son aquellas en las que se ha retirado al menos un resto en las secuencias desveladas y se ha insertado
un resto diferente en su lugar. Preferentemente, el cambio de aminoacidos es conservativo. Las sustituciones
conservativas preferidas para cada uno de los aminoacidos que existen de forma natural son las siguientes: Ala a
ser; Arg a lys; Asn a gln o his; Asp a glu; Cys a ser o ala; Gln a asn; Glu a asp; Gly a pro; His aasno gin; llealeu o
val; Leu a ile o val; Lys a arg; gln o glu; Met a leu o ile; Phe a Met, leu o tyr; Ser a thr; Thr a ser; Trp atyr; Tyratrp o
phe;y, Val aile o leu.

También se pueden definir secuencias de nucleotidos de la invencién por su capacidad para hibridarse con partes de
las secuencias de nucleétidos especificas desveladas en el presente documento, respectivamente, en condiciones
de hibridacién moderadas, o preferentemente en rigurosas. Las condiciones de hibridacion rigurosas se definen en el
presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de &cidos nucleicos de al menos
aproximadamente 25, preferentemente aproximadamente 50 nucleétidos, 75 o 100, y lo mas preferentemente de
aproximadamente 200 o mas nucleétidos, se hibride a una temperatura de aproximadamente 65 °C en una
disolucién que comprende sal aproximadamente 1 M, preferentemente 6 x SSC, o cualquier otra disolucién que tiene
una fuerza i6nica comparable, y lavando a 65 °C en una disolucion que comprende sal aproximadamente 0,1 M, o
menos, preferentemente 0,2 x SSC, o cualquier otra disolucion que tiene una fuerza ibnica comparable.
Preferentemente, la hibridacién se realiza durante la noche, es decir, al menos durante 10 horas y el lavado se
realiza preferentemente durante al menos una hora con al menos dos cambios de la disolucion de lavado. Estas
condiciones permitiran normalmente la hibridacién de secuencias especificas que tienen aproximadamente 90 % o
mas identidad de secuencia.

Condiciones moderadas se definen en el presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de
acidos nucleicos de al menos 50 nucleétidos, preferentemente de aproximadamente 200 o mas nucleétidos, se
hibride a una temperatura de aproximadamente 45 °C en una disolucion que comprende sal aproximadamente 1 M,
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preferentemente 6 x SSC o cualquier otra disolucion que tiene una fuerza iénica comparable, y lavado a temperatura
ambiente en una disolucion que comprende sal aproximadamente 1 M, preferentemente 6 x SSC, o cualquier otra
disolucién que tiene una fuerza ionica comparable. Preferentemente, la hibridacion se realiza durante la noche, es
decir, al menos durante 10 horas, y preferentemente el lavado se realiza durante al menos una hora con al menos
dos cambios de la disolucion de lavado. Estas condiciones normalmente permitiran la hibridacién especifica de
secuencias que tienen hasta 50 % de identidad de secuencia. El experto en la materia sera capaz de modificar estas
condiciones de hibridacion con el fin de identificar especificamente secuencias que varian en identidad entre 50 % y
90 %.

Una "construccion de &cidos nucleicos” o "vector de acido nucleico" se entiende en el presente documento que
significa una molécula de é&cidos nucleicos disefiada por el hombre resultante del uso de tecnologia de ADN
recombinante. El término "construccidon de &cidos nucleicos", por tanto, no incluye moléculas de acidos nucleicos
que existen de forma natural, aunque una construccion de acidos nucleicos puede comprender (partes de) moléculas
de acidos nucleicos que existen de forma natural. Los términos "vector de expresién" o "construccién de expresion”
se refieren a secuencias de nucledtidos que son capaces de afectar la expresién de un gen en células hospedadoras
u organismos hospedadores compatibles con tales secuencias. Estos vectores de expresién normalmente incluyen
al menos secuencias reguladoras de la transcripcion adecuadas y opcionalmente sefales de terminacion de la
transcripcion de 3'. También puede estar presentes factores necesarios adicionales o Utiles en efectuar la expresion,
tales como elementos potenciadores de la expresion. El vector de expresién se introducira en una célula
hospedadora adecuada y serd capaz de efectuar la expresion de la secuencia codificante en un cultivo celular
in vitro de la célula hospedadora. El vector de expresion sera adecuado para la replicacion en la célula hospedadora
u organismo de la invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" o "secuencia reguladora de la transcripcién" se refiere
a un fragmento de acido nucleico que funciona controlando la transcripcién de una o més secuencias codificantes, y
se localiza en la direccion 5' con respecto a la direccién de transcripcién del sitio de iniciacion de la transcripcion de
la secuencia codificante, y es estructuralmente identificado por la presencia de un sitio de union para ARN
polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcion y cualquier otra secuencia de ADN, que
incluye, pero no se limita a, sitios de unién al factor de transcripcion, sitios de unién a la proteina represora y
activadora, y cualquier otra secuencia de nucleétidos conocida para un experto en la materia por actuar directamente
o indirectamente para regular la cantidad de transcripcion del promotor. Un promotor "constitutivo” es un promotor
que es continuamente activo en la mayoria de las condiciones fisiologicas y de desarrollo. Un promotor "inducible" es
un promotor que esta regulado desde el punto de vista fisiolégico o del desarrollo, por ejemplo, por la aplicacién de
un inductor quimico.

El término "marcador de seleccion" es un término familiar para un experto habitual en la materia y se usa en el
presente documento para describir cualquier entidad genética que, cuando se expresa, se puede usar para
seleccionar una célula o células que contienen el marcador de seleccion. El término "indicador" se puede usar
indistintamente con marcador, aunque principalmente se usa para referirse a marcadores visibles, tales como
proteina verde fluorescente (GFP). Los marcadores de seleccion pueden ser dominantes o recesivos 0
bidireccionales.

Como se usa en el presente documento, el término "operativamente unido" se refiere a un enlace de elementos de
polinucleétido en una relacién funcional. Un acido nucleico esta "operativamente unido" cuando se pone en una
relacién funcional con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, una secuencia reguladora de la transcripcion
esta operativamente unida a una secuencia codificante si afecta la transcripcién de la secuencia codificante.
Operativamente unido significa que las secuencias de ADN que se unen normalmente son contiguas y, donde sea
necesario unir dos regiones codificantes de proteina, contiguas y en marco de lectura.

Los términos "proteina" o "polipéptido” se usan indistintamente y se refieren a moléculas que consisten en una
cadena de aminoacidos, sin referencia a un modo especifico de accién, tamafio, estructura tridimensional u origen.

Las levaduras se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas e incluyen todas las especies
de la subdivision Eumycotina que crecen predominantemente en forma unicelular. Las levaduras pueden o bien
crecer por gemacion de un talo unicelular o bien crecer por fisién del organismo. Las células de levadura preferidas
para su uso en la presente invencidn pertenecen a los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia. Preferentemente, la levadura es capaz
de fermentacién anaerobia, mas preferentemente fermentacién alcohdlica anaerobia.

"Hongos" (singular hongo) se entienden en el presente documento como microorganismos eucariotas heterotroficos
que digieren su alimento externamente, absorbiendo moléculas nutrientes en sus células. Los hongos son un reino
separado de organismos eucariotas e incluyen levaduras, mohos y setas. Los términos hongos, hongo y flngico,
como se usan en el presente documento, incluyen asi expresamente levaduras, ademas de hongos filamentosos.

El término "gen" significa un fragmento de ADN que comprende una region (region transcrita), que se transcribe en
una molécula de ARN (por ejemplo, un ARNm) en una célula, operativamente unida a regiones reguladoras
adecuadas (por ejemplo, un promotor). Un gen normalmente comprendera varios fragmentos operativamente unidos,
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tales como un promotor, una secuencia conductora de 5', una region codificante y una secuencia no traducida de 3'
(extremo 3') que comprende un sitio de poliadenilacion. "Expresién de un gen" se refiere al proceso en el que una
region de ADN que esta operativamente unida a regiones reguladoras apropiadas, particularmente un promotor, se
transcribe en un ARN, que es biolégicamente activo, es decir, que es capaz de ser traducido en una proteina o
péptido biolégicamente activo.

El término "homologo", cuando se usa para indicar la relacién entre una molécula de acido nucleico (recombinante)
dada o de polipéptido y un organismo hospedador dado o célula hospedadora, se entiende que significa que en la
naturaleza el acido nucleico o molécula de polipéptido se produce por una célula hospedadora u organismos de la
misma especie, preferentemente de la misma variedad o cepa. Si es homéloga a una célula hospedadora, una
secuencia de &cidos nucleicos que codifica un polipéptido normalmente se unird operativamente (pero no
necesariamente) a otra secuencia promotora (heteréloga) y, si es aplicable, otra secuencia sefial secretora
(heterdloga) y/o secuencia terminadora distinta de en su entorno natural. Se entiende que las secuencias
reguladoras, secuencias sefal, secuencias terminadoras, etc., también pueden ser homodlogas a la célula
hospedadora. En este contexto, el uso de solo elementos de secuencia "homoélogos" permite la construccién de
organismos genéticamente modificados (OGM) "auto-clonados" (la auto-clonacion se define en el presente
documento como en la Directiva europea 98/81/CE, Anexo Il). Cuando se usa para indicar la vinculacién de dos
secuencias de acidos nucleicos, el término "homdlogo" significa que una secuencia de &cidos nucleicos
monocatenaria se puede hibridar con una secuencia de acidos nucleicos monocatenaria complementaria. El grado
de hibridacién puede depender de varios factores, que incluyen la cantidad de identidad entre las secuencias y las
condiciones de hibridacién, tales como la temperatura y concentracion de sales como se trata después.

Los términos "heterdlogo” y "exdégeno", cuando se usan con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina,
se refieren a un acido nucleico o proteina que no se produce naturalmente como parte del organismo, célula,
genoma o secuencia de ADN o ARN en la que esta presente, o que se encuentra en una célula o localizacion o
localizaciones en el genoma o secuencia de ADN o ARN que se diferencian de aquella en la que se encuentra en la
naturaleza. Los &cidos nucleicos heterélogos y exdgenos o proteinas no son enddgenos a la célula en la que se
introducen, pero han sido obtenidos de otra célula o producidos sintéticamente o recombinantemente. En una
realizacién, un gen heter6logo puede sustituir un gen homélogo, en particular un gen homoélogo correspondiente
(enzima de expresion con la misma funcion, pero en el presente documento con un cofactor diferente, es decir,
dependiente de NAD"). Alternativamente, el gen homdlogo se puede modificar en la célula para llegar a ser
dependiente de NAD+, por ejemplo por una o mas mutaciones puntuales en el genoma, por ejemplo con tecnologia
CRISPR CAS. En general, aunque no necesariamente, tales acidos nucleicos codifican proteinas, es decir, proteinas
exogenas, que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o expresa. Similarmente,
el ARN exo6geno codifica proteinas que normalmente no se expresan en la célula en la que esta presente el ARN
exogeno. Los &cidos nucleicos heterélogos/exdgenos y proteinas también se pueden denominar acidos nucleicos o
proteinas extrafios. Cualquier acido nucleico o proteina que un experto en la materia reconoceria como extrafo a la
célula en la que se expresa esta englobado en el presente documento por el término acido nucleico heterélogo o
exdgeno o proteina. Los términos heterélogo y exdégeno también se aplican a combinaciones no naturales de
secuencias de acidos nucleicos o aminoécidos, es decir, combinaciones donde al menos dos de las secuencias
combinadas son extrafias la una con respecto a la otra.

Se entiende en el presente documento que la "actividad especifica" de una enzima significa la cantidad de actividad
de una enzima particular por la cantidad de proteina de célula hospedadora total, normalmente expresada en
unidades de actividad enzimatica por mg de proteina de célula hospedadora total. En el contexto de la presente
invencion, la actividad especifica de una enzima particular puede aumentar o disminuir en comparacion con la
actividad especifica de esa enzima en una célula hospedadora no mutada (por lo demas idéntica).

"Condiciones anaerobias" o un proceso de fermentacion anaerobia se define en el presente documento como
condiciones o un proceso de fermentacién realizado en ausencia de oxigeno o en el que sustancialmente no se
consume oxigeno, preferentemente menos de 5, 2,5 o 1 mmol/L/h, mas preferentemente se consumen 0 mmol/L/h
(es decir, el consumo de oxigeno no es detectable), y en el que las moléculas organicas sirven de tanto donante de
electrones como aceptores de electrones.

"Alteracion" se entiende en el presente documento que significa cualquier alteracion de la actividad, e incluye, pero
no se limita a, deleciéon, mutacion, reduccién de la afinidad del gen alterado y expresion de ARN antisentido
complementario a ARNm correspondiente. Nativo en célula eucariota en el presente documento se entiende como
que el gen esta presente en la célula eucariota antes de la alteracion. Incluye la situacién en la que el gen nativo en
célula eucariota esta presente en una célula eucariota no mutante, una célula eucariota de laboratorio o una célula
eucariota industrial. La célula eucariota también se puede designar en el presente documento cepa de célula
eucariota o parte de la cepa de célula eucariota.

Por célula eucariota "no mutante" se indica una cepa de células eucariotas fermentadoras de pentosa con niveles
normales de genes funcionales dependientes de NADP+ de los que se obtiene la célula eucariota de la presente
invencion. En ciertos casos, la "célula eucariota no mutante”, como se define en la presente solicitud de patente,
puede incluir célula eucariota mutagenizada.
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Las ecuaciones de reaccién en el presente documento son no estequiométricas.
Se describen ahora ciertas realizaciones de la invencion:

En una realizacion, la célula eucariota tiene una alteracion de uno o mas genes nativos que codifican D-glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa y/o genes nativos que codifican 6-fosfogluconato deshidrogenasa, en donde nativo es nativo
en la célula eucariota. En una realizacion, en la célula eucariota, la D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa nativa en la
célula eucariota se sustituye por la D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa heteréloga y/o en donde la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa nativa en la célula eucariota se sustituye por la 6-fosfogluconato deshidrogenasa heteréloga. En una
realizacién, en la célula eucariota, los genes nativos que son parte de la via de la pentosa-fosfato que son
dependientes de NADP+ se alteran o delecionan. Los ejemplos de genes a alterar o delecionar son GND1, GND2 y
ZWF1. Los genes heterdlogos D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+* y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa pueden ser genes procariotas o genes sintéticos que codifican enzimas procariotas. En una
realizacién, la célula eucariota que tiene genes heter6logos son genes procariotas que se originan a partir de
Methylobacillus, Gluconobacter, Bradyrhizobium'y Haloferax, por ejemplo, Methylobacillus flagellatus, Gluconobacter
oxydans, Bradyrhizobium o Haloferax volcanii.

En una realizacién, la célula eucariota es una célula de levadura, por ejemplo, una célula de Saccharomyces, por
ejemplo célula de Saccharomyces cerevisiae. En una realizacion, en la célula eucariota, se altera una acetaldehido
deshidrogenasa-6 (ALD6). En una realizacion, la célula eucariota comprende una alteracion de uno o méas de los
genes gpp1, gpp2, gpd1 y gpd2 nativos en la célula eucariota.

La célula eucariota puede comprender: h) una 0 mas secuencias de nucleétidos que codifican una xilosa isomerasa
(E.C. 5.3.1.5) heterologa y/o i) genes de la via de la arabinosa, j) una o mas secuencias de nucleotidos que codifican
una glicerol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.6) heterologa; y k) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una
dihidroxiacetona cinasa (E.C. 2.7.1.28 o E.C. 2.7.1.29) homoéloga o heteréloga. En una realizacion, la célula
eucariota es una célula eucatriota fermentadora de pentosa y glucosa que es capaz de consumo simultaneo
anaerobio de pentosa y glucosa. En una realizacion, el sustrato es un hidrolizado de material lignocelulésico. Por
ejemplo, un hidrolizado enzimatico de material lignocelulésico en donde el hidrolizado comprende acetato. El acetato
puede estar en la concentracion de acetato de 0,3 % (p/p) 0 mas en el hidrolizado.

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

En una realizacién, la invencién proporciona una célula eucariota que estd genéticamente modificada que
comprende:

a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y/o
b) 6-fosfogluconato deshidrogenasa;

¢) glucosa deshidrogenasa, gluconolactonasa y gluconato cinasa, en donde a) y b) y glucosa
deshidrogenasa en c¢) son dependientes de NAD+;

d) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una acetaldehido deshidrogenasa acetilante
dependiente de NAD* (E.C. 1.2.1.10) heter6loga;

e) una o mas secuencias de nucleotidos que codifican una acetil-CoA sintetasa (E.C. 6.2.1.1) homdloga o
heterdloga;

f) una alteracién de una o mas aldehido deshidrogenasas (E.C. 1.2.1.4) nativas en la célula eucariota

g) una modificacion que conduce a la reduccién de la actividad de glicerol-3-fosfato fosfohidrolasa y/o
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, en comparacién con la célula eucariota sin dicha modificacion;

h) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una xilosa isomerasa (E.C. 5.3.1.5) heteréloga;
i) genes de la via de la arabinosa

j) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una glicerol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.6) heterdloga;
y/o

k) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una dihidroxiacetona cinasa (E.C. 2.7.1.28 o
E.C. 2.7.1.29) homéloga o heterdloga.

Estas caracteristicas y otras realizaciones de la invencién se describen mas adelante con mas detalle.

a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que es dependiente de NAD+
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La enzima D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa nativa (abreviada en el presente documento G6PDH o ZWF1) es una
enzima que es parte de la parte oxidativa de la via de la pentosa-fosfato (via PPP). En células eucariotas, esta
enzima es dependiente de NADP*: La reaccion catalizada por la enzima nativa es:

D-glucosa-6-fosfato + NADP* <----- ZWF1 ----- > D-6-glucosa-glucono-lactona + NADPH + H*
(ecuacion 1)

La D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que es dependiente de NAD* que se usa segun la invencién usa NAD* como
cofactor. La reaccion de la enzima G6PDH dependiente de NAD* es:

D-glucosa-6-fosfato + NAD* <----- azf -----> D-6-glucosa-glucono-lactona + NADH + H*
(ecuacion 2)

En una realizacién, la G6PDH dependiente de NAD+ (enzima o gen) se origina a partir de un organismo procariota.
"Origina" se entiende en el presente documento que incluye a) aislado de un organismo o b) gen o proteina
sintetizado basandose en la informacién derivada de una secuencia o proteina de gen.

En una realizacién, G6PDH es un gen heterdlogo que codifica una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene al
menos 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad con SEQ ID NO: 7. En una realizacion, el gen
codifica una enzima que es una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene al menos 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad con SEQ ID NO: 8. Los ejemplos adecuados de las enzimas G6PDH anteriores
se dan en la Tabla 1.

Tabla 1: Enzimas G6PDH adecuadas e identidad con G6PDH WP 004044412.1

Proteina Identidad (%) | Acceso

Epimerasa dependiente de NAD [Haloferax volcanii] 100 WP_004044412.1
Proteina de tipo epimerasa/deshidratasa de azlcar [Haloferax sulfurifontis] 98 WP_007274874.1
Epimerasa dependiente de NAD [Haloferax mucosum) 94 WP_008319571.1
Proteina de tipo epimerasa/deshidratasa de azucar [Haloferax larsenii] 91 WP_007544789.1
Epimerasa dependiente de NAD [Halogeometricum borinquense] 81 WP_006056268.1
Epimerasa dependiente de NAD [Halorubrum saccharovorum) 75 WP_004048754.1
Epimerasa de nucleésido-difosfato-aztcar [Halonotius sp. JO7THNG] 70 WP_021060497.1
Epimerasa dependiente de NAD [Natronomonas pharaonis] 62 WP_011321883.1

b) 6-fosfogluconato deshidrogenasa

La enzima nativa 6-fosfogluconato deshidrogenasa (abreviada en el presente documento 6PGDH o GND71 o GND2)
es una enzima que es parte de la parte oxidativa de la via de la pentosa-fosfato (via PPP). En células eucariotas,
esta enzima es dependiente de NADP+*: La reaccion catalizada por la enzima nativa es:

6-fosfogluconato + NADP* <----- GND1 o GND2 ----- >
Ribulosa-5-fosfato + NADPH + H* + CO2
(ecuacion 3)

La 6-fosfogluconato deshidrogenasa que es dependiente de NAD* que se usa segun la invencion usa NAD* como
cofactor. La reaccion catalizada por la enzima 6PGDH dependiente de NAD* es:

6-fosfogluconato + NAD* <----- GND1 o0 GND2 (GndA) ----- >
Ribulosa-5-fosfato + NADH + H* + CO2
(ecuacion 4)

En una realizacién, la 6PGDH dependiente de NAD* (enzima o gen) se origina a partir de un organismo procariota.
"Origina" se entiende en el presente documento que incluye a) aislado de un organismo o b) sintetizado basandose
en la informacién derivada de una enzima o gen.
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En una realizacién, 6PGDH es un gen heterdlogo que codifica una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad con SEQ ID NO: 1. En una realizacién, el gen codifica una
enzima que es una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 %
de identidad con SEQ ID NO: 2. Los ejemplos adecuados de las enzimas 6PGDH anteriores se dan en la Tabla 2.

En una realizacién, 6PGDH es un gen heterdlogo que codifica una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad con SEQ ID NO: 3. En una realizacién, el gen codifica una
enzima que es una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene 6050, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 %
de identidad con SEQ ID NO: 4. Los ejemplos adecuados de las enzimas 6PGDH anteriores se dan en la Tabla 3.

En una realizacién, 6PGDH es un gen heterdlogo que codifica una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad con SEQ ID NO: 5. En una realizacién, el gen codifica una
enzima que es una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 %
de identidad con SEQ ID NO: 6. Los ejemplos adecuados de las enzimas 6PGDH anteriores se dan en la Tabla 4.

En una realizacién, las enzimas o genes 6PGDH heterélogos son genes procariotas que se originan de un
organismo elegido de la lista de géneros: Methylobacillus, Gluconobacter, Bradyrhizobium y Haloferax. En una
realizacién, las enzimas o genes 6PGDH son genes procariotas que se originan a partir de un organismo elegido de
la lista de especies: Methylobacillus flagellatus, Gluconobacter oxydans, Bradyrhizobium y Haloferax volcanii. Los
ejemplos de proteinas 6PGDH adecuadas se dan en las Tablas 2, 3y 4.

Tabla 2: Enzimas 6PGDH adecuadas e identidad con AAF34407.1; 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(Methylobacillus flagellates 6PGDH)

Proteina Identidad (%) | Acceso
6-fosfogluconato deshidrogenasa unida a NAD [Methylobacillus flagellatus] | 100 AAF34407 1
(gndA)

6-fosfogluconato deshidrogenasa [Methylobacillus glycogenes] 90 WP_025869439.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Methylovorus glucosotrophus] 82 WP_015829859.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Methylovorus sp. MP688] 82 WP_013441936.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Methylotenera versatilis] 81 WP_047538584.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Methylophilus sp. 5] 80 WP_029148659.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Sulfuricella denitrificans] 75 WP_009206043.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Candidatus Methylopumilus planktonicus] 70 WP_046487838.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [ Thioalkalivibrio sulfidiphilus] 66 WP_012637452.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [ Thermithiobacillus tepidarius) 60 WP_028989561.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Deinococcus ficus) 58 WP_027462489.1

Tabla 3: Proteinas 6PGDH adecuadas e identidad con WP 011253227.1; 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(Gluconobacter oxydans 6PGDH]

Proteina Identidad (%) Acceso

6-fosfogluconato deshidrogenasa [Gluconobacter oxydans] 100 WP_011253227.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Gluconobacter oxydans] 99 WP_041112000.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Gluconobacter morbifer] 86 WP_008850548.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Gluconobacter oxydans] 84 WP_046899919.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Asaia astilbis] 77 WP_025823114.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Acetobacter cibinongensis] 76 WP_048838399.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Komagataeibacter xylinus] 75 WP_048857212.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Granulibacter bethesdensis] 67 WP_011631561.1
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Tabla 4: Proteinas 6PGDH adecuadas e identidad con WP 011089498.1; 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(Bradyrhizobium 6PGDH]

Proteina Identidad (%) | Acceso

MULTIPLES ESPECIES: 6-fosfogluconato deshidrogenasa [Bradyrhizobium] 100 WP_011089498.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Bradyrhizobium sp. WSM2254] 98 WP_027546897.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Bradyrhizobium japonicum] 95 WP_024339411.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Bradyrhizobium elkanii] 83 WP_028347094.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Rhodopseudomonas palustris] 77 WP_011440787.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Microvirga lupini] 75 WP_036351036.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa (descarboxilante) [Afipia felis] 72 WP_002718635.1
6-fosfogluconato deshidrogenasa [Methylobacterium oryzae] 71 WP_043757546.1

c) glucosa deshidrogenasa, gluconolactonasa y gluconato cinasa

En una realizacion, la célula comprende glucosa deshidrogenasa, gluconolactonasa y gluconato cinasa. La
introduccion de estos genes y la expresion de las enzimas correspondientes conducen a las siguientes reacciones
en la célula:

Glucosa + NAD* <----- glucosa deshidrogenasa ----- > gluconolactona + NADH
(ecuacion 5), seguido por:
Gluconolactona + H20 <----- gluconolactonasa ----- > gluconato
(ecuacion 6), seguido por:
Gluconato + ATP <----- gluconato cinasa ----- > 6-P-gluconato + ADP* + Pi
(ecuacion 7) que completa la via de la glucosa a 6-P-gluconato.
Estas enzimas (designadas c1), c2) y c3), respectivamente, se describen ahora con mas detalle.

c1) glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.118) dependiente de NAD+ es una enzima que cataliza la reaccién
quimica

D-glucosa + NAD* = D-glucono-1,5-lactona + NADH

(ecuacion 8)

Asi, los dos sustratos de esta enzima son D-glucosa y aceptor, mientras que sus dos productos son D-glucono-1,5-
lactona y aceptor reducido. Esta enzima pertenece a la familia de las oxidorreductasas, especificamente las que
actian sobre el grupo de donante CH-OH con otros aceptores. El nombre sistematico de esta clase de enzimas es
D-glucosa:aceptor 1-oxidorreductasa. Otros nombres en uso comun incluyen glucosa deshidrogenasa (Aspergillus),
glucosa deshidrogenasa (descarboxilante) y D-glucosa:(aceptor) 1-oxidorreductasa. Esta enzima participa en la via
de la pentosa-fosfato. Emplea un cofactor, FAD.

c2) Gluconolactonasa (EC 3.1.1.17) es una enzima que cataliza la reaccion quimica

glucono-1,5-lactona + H20 = D-gluconato
(ecuacion 9)

Asi, los dos sustratos de esta enzima son D-glucono-1,5-lactona y H20, mientras que su producto es D-gluconato.
Esta enzima pertenece a la familia de las hidrolasas, especificamente las que actian sobre enlaces éster
carboxilico. EI nombre sistematico de esta clase de enzimas es D-glucono-1,5-lactona lactonohidrolasa. Otros
nombres en uso comun incluyen lactonasa, aldonolactonasa, glucono-delta-lactonasa y gulonolactonasa. Esta
enzima participa en la via de la pentosa-fosfato.

14




10

15

20

25

30

ES 2767728 T3

¢3) Gluconato cinasa o gluconocinasa (EC 2.7.1.12) es una enzima que cataliza la reaccion quimica:

ATP + D-gluconato = ADP + 6-fosfo-D-gluconato

(ecuacion 10)

Asi, los dos sustratos de esta enzima son ATP y D-gluconato, mientras que sus dos productos son ADP y 6-fosfo-D-
gluconato.

Esta enzima pertenece a la familia de las transferasas, especificamente los grupos que contienen fosforo de
transferencia (fosfotransferasas) con un grupo alcohol como aceptor. EI nombre sistematico de esta clase de
enzimas es ATP:D-gluconato 6-fosfotransferasa. Otros nombres en uso comun incluyen gluconocinasa (fosforilante)
y gluconato cinasa. Esta enzima participa en la via de la pentosa-fosfato.

d) acetaldehido deshidrogenasa (acetilante) (EC 1.2.1.10)

La célula de la invencion puede comprender ademas un gen exdgeno que codifica una enzima con la capacidad
para reducir acetil-CoA en acetaldehido, gen que confiere a la célula la capacidad de convertir acetil-CoA (y/o acido
acético) en etanol. Una enzima con la capacidad para reducir acetil-CoA en acetaldehido se entiende en el presente
documento como una enzima que cataliza la reaccion (ACDH; EC 1.2.1.10):

acetaldehido + NAD* + coenzima A = acetil-coenzima A + NADH + H* (Ecuacion 11)

Asi, la enzima cataliza la conversion de acetil-CoA en acetaldehido (y viceversa) y también se denomina una
acetaldehido deshidrogenasa (acetilante dependiente de NAD) o una acetil-CoA reductasa. La enzima puede ser
una enzima bifuncional que cataliza ademas la conversion de acetaldehido en etanol (y viceversa; véase mas
adelante). Por comodidad, los presentes inventores se deben referir en el presente documento a una enzima que
tiene al menos la capacidad de reducir acetil-CoA en o acetaldehido o etanol como una "acetaldehido
deshidrogenasa". Se entiende ademas en el presente documento que la célula tiene actividades de alcohol
deshidrogenasa enddgena que permiten a la célula, que se proporciona con actividad de acetaldehido
deshidrogenasa, completar la conversién de acetil-CoA en etanol. Ademas, la célula tiene acetil-CoA sintetasa
enddgena o exdgena, que permite que la célula, que se proporciona con actividad de acetaldehido deshidrogenasa,
complete la conversién de acido acético (mediante acetil-CoA) en etanol.

El gen exdgeno puede codificar una enzima monofuncional que tiene solo actividad de acetaldehido deshidrogenasa
(es decir, una enzima que solo tiene la capacidad de reducir acetil-CoA en acetaldehido) tal como, por ejemplo, la
acetaldehido deshidrogenasa codificada por el gen mhpF de E.coli o el gen EutE de E. coli (la parte que codifica
actividad de acetaldehido deshidrogenasa).

Los ejemplos adecuados de procariotas que comprenden enzimas monofuncionales con actividad de acetaldehido
deshidrogenasa se proporcionan en la Tabla 5. Las secuencias de aminoacidos de estas enzimas monofuncionales
estan disponibles en bases de datos publicas y se pueden usar por el experto para disefiar secuencias de
nucleétidos de codones optimizados que codifican la enzima monofuncional correspondiente.

Tabla 5: Enzimas adecuadas con actividad de acetaldehido deshidrogenasa e identidad con mhpF de E.coli

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Escherichia coli str. K12 substr. MG1655 100 %
Shigella sonnei 100 %
Escherichia coli 1AI39 99 %
Citrobacter youngae ATCC 29220 93 %
Citrobacter sp. 30_2 92 %
Klebsiella pneumoniae 342) 87 %
Klebsiella variicola 87 %
Pseudomonas putida 81 %
Ralstonia eutropha JMP134 82 %
Burkholderia sp. H160 81 %
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Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Azotobacter vinelandii DJ 79 %
Ralstonia metallidurans CH34 70 %
Xanthobacter autotrophicus Py2 67 %
Burkholderia cenocepacia J2315 68 %
Frankia sp. EAN1pec 67 %
Polaromonas sp. JS666 68 %
Burkholderia phytofirmans PsJN 70 %
Rhodococcus opacus B4 64 %

En una realizacién, la célula comprende un gen exdgeno que codifica una enzima bifuncional con actividad de
acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, gen que confiere a la célula la capacidad de convertir acetil-
CoA en etanol. La ventaja de uso de una enzima bifuncional con actividades de acetaldehido deshidrogenasa y
alcohol deshidrogenasa, en lugar de separar enzimas para cada una de las actividades de acetaldehido
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, es que permite que la canalizacion directa del producto intermedio entre
enzimas que catalizan reacciones consecutivas en una via ofrezca la posibilidad de un medio eficiente, exclusivo y
protegido del suministro de metabolitos. La canalizacion de sustratos disminuye asi el tiempo de transito de los
productos intermedios, previene la pérdida de productos intermedios por difusién, protege productos intermedios
labiles de disolvente, e impide la entrada de productos intermedios en vias metabdlicas que compiten. La enzima
bifuncional, por tanto, permite una conversion mas eficiente de acetil-CoA en etanol en comparacién con las enzimas
acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa separadas. Una ventaja adicional de uso de la enzima
bifuncional es que también se puede usar en células que tienen poca o ninguna actividad de alcohol deshidrogenasa
en la condicién usada, tales como, por ejemplo, condiciones anaerobias y/o condiciones de represion de catabolitos.

Se conocen en la técnica enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa. Pueden estar presentes en procariotas y protozoos, que incluyen, por ejemplo, las enzimas
bifuncionales codificadas por los genes adhE de Escherichia coli y ADH2 de Entamoeba histolytica (véanse, por
ejemplo, Bruchaus y Tannich, 1994, J. Biochem., 303: 743-748; Burdette y Zeikus, 1994, J. Biochem. 302: 163-170;
Koo et al., 2005, Biotechnol. Lett. 27: 505-510; Yong et al., 1996, Proc Natl Acad Sci USA, 93: 6464-6469). Las
enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa son proteinas mas
grandes que consisten en aproximadamente 900 aminoacidos y son bifuncionales por que presentan tanto actividad
de acetaldehido deshidrogenasa (ACDH; EC 1.2.1.10) como alcohol deshidrogenasa (ADH; EC 1.1.1.1). adhE de E.
coliy ADH2 de Entamoeba histolytica muestran 45 % de identidad de aminoacidos. Los ejemplos adecuados de
enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa e identidad con
adhE de E.coli se dan en la Tabla 6. Los ejemplos adecuados de enzimas bifuncionales con actividad de
acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa e identidad con ADH2 de Entamoeba histolytica se dan en la
Tabla 7.

Tabla 6: Enzimas bifuncionales adecuadas con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa e identidad con adhE de E. coli

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Escherichia coli O157:H7 str. Sakai 100 %

Shigella sonnei 100 %

Shigella dysenteriae 1012 99 %

Klebsiella pneumoniae 342 97 %

Enterobacter sp. 638 94 %

Yersinia pestis biovar Microtus str. 91001 90 %

Serratia proteamaculans 568 90 %

Pectobacterium carotovorum WPP14 90 %
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Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Sodalis glossinidius str. 'morsitans' 87 %
Erwinia tasmaniensis Et1/99 86 %
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 81 %
Vibrio vulnificus YJ016] 76 %

Tabla 7: Enzimas bifuncionales adecuadas con actividad de acetaldehido deshidrogenasa vy alcohol
deshidrogenasa e identidad con ADH2 de Entamoeba histolytica

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Entamoeba histolytica HM-1:IMSS 99 %
Entamoeba dispar SAW760 98 %
Mollicutes bacterium D7 65 %
Fusobacterium mortiferum ATCC 9817 64 %
Actinobacillus succinogenes 130Z 63 %
Pasteurella multocida Pm70 62 %
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E 61 %
Streptococcus sp. 2_1_36FAA] 61 %

Tabla 8: Enzimas adecuadas con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa e
identidad con EutE de E. coli

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Escherichia coli (EutE) 100 %
Escherichia coli 0157:H7 99 %
Shigella boydi 98 %
Salmonella typhimurium 94 %
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Weltevreden 94 %
Salmonella choleraesuis 93 %
Citrobacter youngae 93 %
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 92 %
Yersinia intermedia 80 %
Photobacterium profundum 59 %
Bilophila wadsworthia 60 %
Shewanella benthica 58 %
Thermincola potens 51 %
Acetonema longum 50 %
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Para la expresion de la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima bifuncional que tiene actividades de
acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, o la enzima que tiene actividad de acetaldehido
deshidrogenasa, la secuencia de nucleétidos (a expresar) se pone en una construccion de expresién en donde se
une operativamente a regiones de expresion/secuencias reguladoras adecuadas para garantizar la expresion de la
enzima tras la transformacion de la construccién de expresién en la célula de la invencién (véase anteriormente).
Promotores adecuados para la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima que tiene la enzima
bifuncional que tiene actividades de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, o la enzima que tiene
actividad de acetaldehido deshidrogenasa, incluyen promotores que son preferentemente insensibles a la represion
de catabolitos (glucosa), que son activos en condiciones anaerobias y/o que preferentemente no requieren xilosa o
arabinosa para la induccion. Los ejemplos de dichos promotores se dan anteriormente.

Preferentemente, la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima bifuncional que tiene actividades de
acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, o la enzima que tiene actividad de acetaldehido
deshidrogenasa, se adapta para optimizar su uso de codones al de la célula en cuestién (como se ha descrito
anteriormente).

e) acetil-CoA sintetasa (EC 6.2.1.1);

La célula de la invencién puede comprender un gen que codifica una enzima que tiene la actividad especifica de
acetil-CoA sintetasa. La acetil-CoA sintetasa o acetato-CoA ligasa es una enzima (EC 6.2.1.1) implicada en el
metabolismo de los azucares de carbono. Esta en la clase de ligasas de las enzimas, que significa que cataliza la
formacion de un nuevo enlace quimico entre dos moléculas grandes.

Las dos moléculas unidas por acetil-CoA sintetasa son acetato y coenzima A (CoA). La reaccién con los sustratos y
productos incluidos es:

Acetato + CoA = Pirofosfato + acetil-CoA (Ecuacion 12)

La forma Acsil y la forma Acs2 de acetil-CoA sintetasa estan codificadas por los genes ACS1 y ACS2,
respectivamente.

Los ejemplos adecuados de enzimas con actividad de acetil-CoA sintetasa se proporcionan en la Tabla 9.

Tabla 9: ACS adecuadas con identidad con proteina ACS2 de Saccharomyces cerevisiae.

Descripcion Identidad (%) | Acceso N¢
acetato--CoA ligasa ACS2 [Saccharomyces cerevisiae S288c] 100 NP_013254.1
acetil CoA sintetasa [Saccharomyces cerevisiae YJM789] 99 EDN59693.1
acetato--CoA ligasa [Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140] 85 XP_453827 1
acetato--CoA ligasa [Candida glabrata CBS 138] 83 XP_445089.1
acetato--CoA ligasa [Scheffersomyces stipitis CBS 6054] 68 XP_001385819.1
acetil-coenzima A sintetasa FacA [Aspergillus fumigatus A1163] 63 EDP50475.1
acetato--CoA ligasa facA-Penicillium chrysogenum [Penicillium chrysogenum | 62 XP_002564696.1
Wisconsin 54-1255]

f) Alteracion de una o mas aldehido deshidrogenasas (E.C. 1.2.1.4) nativas en la célula eucariota.

La enzima que se puede alterar segun la invencion es una aldehido deshidrogenasa aldehido deshidrogenasa (E.C:
1.2.1.4) nativa en la célula eucariota.

En una realizacién, la aldehido deshidrogenasa nativa en la célula eucariota es acetaldehido deshidrogenasa-6
(ALDS).

ALDG6 es en el presente documento cualquier enzima activada por Mg2+ que catalice la deshidrogenacion de
acetaldehido en acetato, y viceversa.

La reaccién que se cataliza por ALD6 es:
Acetaldehido + NAD*/NADP* + H20 <----- ALDE6 -----> acetato + NAD/NADPH

(Ecuacion 13)
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La enzima ALD6 en la Ecuacién 13 genera NADPH y acetato. Por ese motivo, en el contexto de la presente
invencion, la alteracién o delecion de ALDG6 es una realizacion preferida.

Una ventaja adicional de la delecion de ALD6 es evidente si la cepa segun la invencién comprende una acetaldehido
deshidrogenasa acetilante (por ejemplo, adhE o acdH) (véase d) y los documentos de patente W0O2015028583 y
W02015028582)). La combinacién de acetaldehido deshidrogenasa acetilante y ALD6 en una célula eucariota
segun la invencién puede conducir a un ciclo indatil que consume ATP. La delecién de ALD6 rompe el ciclo indtil, de
manera que se evita el consumo de ATP por el ciclo inutil. En una realizacién de la invencidn, se deleciona la célula
eucariota, una ALD6 de Saccharomyces cerevisiae. Esto se ilustra en la Figura 4.

Las secuencias de nucleétidos de ALD6 adecuadas para alteracion con identidad con la secuencia de nucle6tidos de
ALDG6 de Saccharomyces cerevisiae en otras células eucariotas se dan en la Tabla 10.

Tabla 10: Secuencias de nucleétidos ALD6 adecuadas para alteracion gue ocurren en diferentes tipos de
célula eucariota

Especie y cepa Numero de acceso | % de ID
aldehido deshidrogenasa (NADP(+)) ALD6 [Saccharomyces cerevisiae S288c] NP_015264.1 100
Ald6p [Saccharomyces cerevisiae AWRI796] EGA72659.1 99
aldehido deshidrogenasa 6 [Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces | CCD31406.1 97
kudriavzevii

proteina hipotética NDAI_0E02900 [Naumovozyma dairenensis CBS 421] XP_003670350.1 80
aldehido deshidrogenasa activada por magnesio [Kluyveromyces marxianus | BAP69922.1 74
DMKU3-1042]

aldehido deshidrogenasa (NAD+) [Wickerhamomyces ciferrii] XP_011273253.1 63
aldehido deshidrogenasa [Brettanomyces bruxellensis AWRI 1499] [Dekkera | EIF46557.1 56

bruxellensis AWRI 1499]

d) una modificacion _que conduce a la reduccion de la actividad de glicerol-3-fosfato fosfohidrolasa y/o
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa

La célula eucariota adicional puede comprender ademas una modificacion que conduce a la reduccion de la
actividad de glicerol-3-fosfato fosfohidrolasa y/o glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, en comparacién con la célula
eucariota sin dicha modificacion.

En esa realizacién, la célula puede comprender una alteracién de una o mas secuencia de nucledtidos endogenas
que codifican un gen de glicerol-3-fosfato fosfohidrolasa y/o que codifican un gen de glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa.

En dicha realizacion, la actividad enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH se reduce o
deleciona. La reduccion o delecion de esta actividad enzimatica se puede lograr modificando uno o mas genes que
codifican una actividad de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPD) dependiente de NAD, o uno o mas genes que
codifican una actividad de glicerol fosfato fosfatasa (GPP), de forma que la enzima se expresa considerablemente
menos en el no mutante o de forma que el gen codifique un polipéptido con actividad reducida.

Dichas modificaciones se pueden llevar a cabo usando técnicas biotecnolégicas cominmente conocidas, y pueden
en particular incluir una o mas mutaciones inactivantes o mutagénesis dirigida al sitio de regiones promotoras o
regiones codificantes de los genes estructurales que codifican GPD y/o GPP. Alternativamente, las cepas de células
eucariotas que son defectuosas en la produccion de glicerol se pueden obtener por mutagénesis aleatoria seguida
por seleccién de cepas con actividad reducida o ausente de GPD y/o GPP. Los genes GPD1, GPD2, GPP1y GPP2
de S. cerevisiae se muestran en el documento de patente W0O2011010923, y se desvelan en SEQ ID NO: 24-27 de
esa solicitud.

Asi, en las células de la invencion, se pueden reducir la glicerol-3-fosfato fosfohidrolasa especifica y/o que codifica
un gen glicerol 3-fosfato deshidrogenasa. En las células de la invencién, la actividad de glicerolfosfato
deshidrogenasa especifica se reduce preferentemente en al menos un factor de 0,8, 0,5, 0,3, 0,1, 0,05 o0 0,01 en
comparacién con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacién genética que causa la
reduccion en la actividad especifica, preferentemente en condiciones anaerobias. La actividad de glicerolfosfato
deshidrogenasa se puede determinar como se describe por Overkamp et al. (2002, Eukaryotic cell 19:509-520).
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Un gen preferido que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa cuya actividad se va a reducir o inactivar en la
célula de la invencion es GPD1 de S. cerevisiae como se describe por van den Berg y Steensma (1997, Eukaryotic
cell 13:551-559), que codifica la secuencia de aminoacidos GPD1 y ort6logos de los mismos en otras especies.

Los ejemplos adecuados de una enzima con actividad de glicerolfosfato deshidrogenasa que pertenece al género
Saccharomyces, Naumovozyna, Candida, Vanderwaltozyma y Zygosaccharomyces se proporcionan en la Tabla 11.

Tabla 11: Enzimas adecuadas con actividad de glicerolfosfato deshidrogenasa (GPD1) caracterizadas por

fuente de organismo e identidad de aminoacidos con glicerolfosfato deshidrogenasa de S. cerevisiae (GPD1

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
S. cerevisiae 100 %

Naumovozyma dairenensis 79 %

Naumovozyma castellii 80 %

Candida glabrata 77 %

Vanderwaltozyma polyspora 77 %

Zygosaccharomyces rouxii 74 %

Saccharomycopsis fibuligera 61 %

Sin embargo, en algunas cepas, por ejemplo de Saccharomyces, Candida y Zygosaccharomyces, un segundo gen
que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa es activo, es decir, GPD2. Otro gen preferido que codifica una
glicerolfosfato deshidrogenasa cuya actividad se va a reducir o inactivar en la célula de la invencién es, por tanto,
GPD2 de S. cerevisiae, que codifica la secuencia de amino&cidos de GPDZ2y ort6logos del mismo de otras especies.

Los ejemplos adecuados de organismos (hospedadores) que comprenden una enzima con actividad de
glicerolfosfato deshidrogenasa que pertenece al género (Zygo)Saccharomyces y Candida se proporcionan en la
Tabla 12.

Tabla 12: Enzimas adecuadas con actividad de glicerolfosfato deshidrogenasa (GPD2) caracterizadas por
fuente de organismo e identidad de aminoacidos con glicerofosfato deshidrogenasa (GPD2) de S. cerevisiae

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
S. cerevisiae 100 %

Candida glabrata 75 %

Zygosaccharomyces rouxii 73 %

Spathaspora passalidarum 62 %

Scheffersomyces stipites 61 %

En una realizacién, la célula es una célula eucariota en donde el genoma de la célula eucariota comprende una
mutacién en al menos un gen seleccionado del grupo de GPD1, GPD2, GPP1y GPP2, mutaciéon que puede ser una
mutacién inactivante, mutacioén inactivante que puede ser una delecién completa de al menos uno de dicho genes en
comparacioén con el gen de células eucariotas no mutantes correspondientes a la célula eucariota.
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h) Xilosa isomerasa (E.C. 5.3.1.5).

En una realizacién, la célula eucariota puede comprender una xilosa isomerasa ((E.C. 5.3.1.5); xylA).

Una "xilosa isomerasa" (E.C. 5.3.1.5) se define en el presente documento como una enzima que cataliza la
isomerizacion directa de D-xilosa en D-xilulosa y/o viceversa. La enzima también se conoce como una D-xilosa
cetoisomerasa. Una xilosa isomerasa en el presente documento también puede ser capaz de catalizar la conversién
entre D-glucosa y D-fructosa (y, por consiguiente, se puede denominar, por tanto, una glucosa isomerasa). En
general, una xilosa isomerasa requiere un catién bivalente, tal como magnesio, manganeso o cobalto como cofactor.

i) Enzimas de la via de la arabinosa (L-arabinosa isomerasa (araA), L-ribulocinasa (araB) y L-ribulosa-5-
fosfato 4-epimerasa (araD))

En una realizacion, la célula comprende genes que expresan enzimas de una via de fermentacion de la L-arabinosa.
El documento de patente EP 1 499 708 desvela la construccion de una cepa fermentadora de L-arabinosa por
expresion en exceso de la via de la L-arabinosa. En la via, las enzimas L-arabinosa isomerasa (araA), L-ribulocinasa
(araB) y L-ribulosa-5-fosfato 4-epimerasa (araD) participan convirtiendo L-arabinosa en L-ribulosa, L-ribulosa-5-P y
D-xilulosa-5-P, respectivamente.

i) Glicerol deshidrogenasa (EC 1.1.1.6)

Una glicerol deshidrogenasa se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza la reaccion
quimica (EC 1.1.1.6):

glicerol + NAD* = glicerona + NADH + H* (Ecuacion 14)

Otros nombres en uso comun incluyen glicerina deshidrogenasa, glicerol deshidrogenasa unida a NAD* y
glicerol:NAD+ 2-oxidorreductasa. Preferentemente, la modificacion genética provoca la expresién en exceso de una
glicerol deshidrogenasa, por ejemplo, por expresién en exceso de una secuencia de nucleétidos que codifica una
glicerol deshidrogenasa. La secuencia de nucleétidos que codifica la glicerol deshidrogenasa puede ser endégena
para la célula o puede ser una glicerol deshidrogenasa que es heterdloga para la célula. Las secuencias de
nucleétidos que se pueden usar para la expresion en exceso de glicerol deshidrogenasa en las células de la
invencion son, por ejemplo, el gen glicerol deshidrogenasa de S. cerevisiae (GCY1) como se describe, por ejemplo,
por Oechsner et al. (1988, FEBS Lett. 238: 123-128) o Voss et al. (1997, Eukaryotic cell 13: 655-672).

k) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una dihidroxiacetona cinasa (E.C. 2.7.1.28 o
E.C. 2.7.1.29) homologa o heterdloga

Una dihidroxiacetona cinasa se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza una de las
reacciones quimicas:

EC 2.7.1.28 ATP + D-gliceraldehido <=> ADP + D-gliceraldehido 3-fosfato
A
HO™ ™y g
OH
EC 2.7.1.29 ATP + glicerona <=> ADP + glicerona fosfato

O
o.M oH
(Ecuacion 15)
Glicerona = dihidroxiacetona.

Otros nombres en uso comun incluyen glicerona cinasa, ATP:glicerona fosfotransferasa y acetol cinasa (fosforilante).
Se entiende que la glicerona y la dihidroxiacetona son la misma molécula. Preferentemente, la modificacion genética
provoca la expresién en exceso de una dihidroxiacetona cinasa, por ejemplo, por expresién en exceso de una
secuencia de nucleétidos que codifica una dihidroxiacetona cinasa. La secuencia de nucleétidos que codifica la
dihidroxiacetona cinasa puede ser enddégena para la célula o puede ser una dihidroxiacetona cinasa que es
heterdloga para la célula. Las secuencias de nucleétidos que se pueden usar para la expresion en exceso de
dihidroxiacetona cinasa en las células de la invencion son, por ejemplo, los genes de dihidroxiacetona cinasa de
S. cerevisiae (DAK1) y (DAK2) como se describe, por ejemplo, por Molin et al. (2003, J. Biol. Chem. 278:1415-1423).

Los ejemplos adecuados de enzimas con actividad de glicerol deshidrogenasa se proporcionan en la Tabla 13.
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Tabla 13: GCY adecuadas con identidad con proteina GCY1 de GCY1 de Saccharomyces cerevisiae.

Descripcion Identidad (%) | Numero de acceso
Gey1p [Saccharomyces cerevisiae S288c] 100 % NP_014763.1
proteina de tipo GCY1 [Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802] 89 % EJT43197.1
proteina hipotética KNAG_0C04910 [Kazachstania naganishii CBS 8797] 69 % CCK69592.1

Yprip [Saccharomyces cerevisiae S288c] 65 % NP_010656.1
Aldo/ceto reductasa [Scheffersomyces stipitis CBS 6054] >gb|ABN65453.1 55 % XP_001383482.1

Los ejemplos adecuados de enzimas con actividad de dihidroxi acetona cinasa se proporcionan en la Tabla 14.

Tabla 14: DAK adecuadas con identidad con DAK1 proteina de Saccharomyces cerevisiae.

Descripcion Identidad (%) Numero de acceso
Dak1p [Saccharomyces cerevisiae S288c] 100 NP_013641.1
dihidroxiacetona cinasa [Saccharomyces cerevisiae YJM789] 99 EDN64325.1
proteina de tipo DAK1 [Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802] 95 EJT44075.1
ZYBA0S11-03576g1_1 [Zygosaccharomyces bailii CLIB 213] 77 CDF91470.1
proteina hipotética [Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140] 70 XP_451751.1
proteina hipotética [Candida glabrata CBS 138] 63 XP_449263.1
Dak2p [Saccharomyces cerevisiae S288c] 44 NP_116602.1

Otras realizaciones de la invencién se describen ahora con mas detalle.

La invencién se refiere ademas a una célula eucariota como se describe en el presente documento en la
fermentacion en la industria vitivinicola.

En otra realizacion, la invencion se refiere al uso de la célula eucariota como se describe en el presente documento
en la fermentacién en la industria de los bicombustibles.

Ademas, la invencién se refiere a un proceso para la fermentacion de un sustrato para producir un producto de
fermentacion con un eucariota como se describe en el presente documento, en la industria de los biocombustibles
del vino, en donde el consumo de acetato es elevado al menos 10 %, al menos 20 %, o al menos 25 %, con respecto
a la fermentacién correspondiente con célula eucariota no mutante. En una realizaciéon de la misma, el rendimiento
del etanol es al menos aproximadamente 0,5 %, o al menos 1 % superior al de un proceso con la célula eucariota no
mutante correspondiente. En dicho proceso, se cofermentan preferentemente pentosa y glucosa. En dicho proceso,
se puede fermentar un hidrolizado de material lignocelulésico. El hidrolizado puede ser un hidrolizado enzimatico de
material lignocelulésico. Dicho hidrolizado puede comprender acetato. El hidrolizado que comprende acetato puede
tener una concentracion de acetato de 0,3 % (p/p) 0 mas.

La célula eucariota puede contener genes de una via metabdlica de la pentosa no nativa para la célula eucariota y/o
que permite que la célula eucariota convierta pentosa(s). En una realizacién, la célula eucariota puede comprender
una o dos 0 mas copias de una o mas xilosa isomerasas y/o una o dos o0 mas copias de uno o mas genes de xilosa
reductasa y xilitol deshidrogenasa, que permiten que la célula eucariota convierta xilosa. En una realizaciéon de la
misma, estos genes se pueden integrar en el genoma de la célula eucariota. En otra realizaciodn, la célula eucariota
comprende los genes araA, araB y araD. Entonces es capaz de fermentar arabinosa. En una realizacién de la
invencion, la célula eucariota comprende el gen xylA, gen XYL1 y gen XYL2 y/o gen XKS1, para permitir que la
célula eucariota fermente xilosa; delecién del gen aldosa reductasa (GRE3); expresion en exceso de genes PPP,
TAL1, TKL1, RPE1y RKI1 para permitir el aumento de flujo a través de la via de la pentosa fosfato en la célula, y/o
expresion en exceso de GAL2 y/o delecién de GALS80. Asi, mediante la inclusién de los genes anteriores, se pueden
introducir pentosa adecuada u otra(s) via(s) metabdlica(s) en la célula eucariota que fueron no nativas en la célula
eucariota (no mutante). Segun una realizacion, se pueden introducir los siguientes genes en la célula eucariota por
introduccion en una célula hospedadora:
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1) un conjunto que consiste en los genes PPP TAL1, TKL1, RPE1y RKI1, opcionalmente bajo el control de
promotor constitutivo fuerte;

2) un conjunto que consiste en un gen xylA bajo el control de promotor constitutivo fuerte;
3) un conjunto que comprende un gen XKS1 bajo el control de promotor constitutivo fuerte,

4) un conjunto que consiste en los genes araA, araB y araD bajo el control de un promotor constitutivo
fuerte

5) delecion de un gen de aldosa reductasa

Las células anteriores se pueden construir usando técnicas de expresién recombinante conocidas. La modificacion
del cofactor se puede efectuar antes, simultdneamente o después de cualquiera de las modificaciones 1)-5).

La célula eucariota segun la invencion se puede someter a ingenieria evolutiva para mejorar sus propiedades. Los
procesos de ingenieria evolutiva son procesos conocidos. La ingenieria evolutiva es un proceso en donde fenotipos
industrialmente relevantes de un microorganismo, en el presente documento la célula eucariota, se pueden acoplar a
la velocidad de crecimiento especifica y/o la afinidad por un nutriente, por un proceso de seleccion natural
racionalmente establecida. La ingenieria evolutiva se describe con detalle, por ejemplo, en Kuijper, M, et al, FEMS
Eukaryotic cell Research 5(2005) 925-934, documentos de patente WO2008041840 y WO2009112472. Después de
la ingenieria evolutiva, se aisla la célula eucariota que fermenta la pentosa resultante. El aislamiento puede ser
realizado de cualquier modo conocido, por ejemplo por separacién de células de un caldo de células eucariotas
usado en la ingenieria evolutiva, por ejemplo, tomando una muestra de células o por filtracién o centrifugacion.

En una realizacion, la célula eucariota esta libre de marcador. Como se usa en el presente documento, el término
"marcador" se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que permite la seleccién, o el cribado, de una
célula hospedadora que contiene el marcador. Libre de marcador significa que los marcadores estan esencialmente
ausentes en la célula eucariota. El estar libre de marcador es particularmente ventajoso cuando se han usado
marcadores antibidticos en la construccion de la célula eucariota y se retiran de aqui. La retirada de marcadores se
puede hacer usando cualquier técnica adecuada del estado de la técnica, por ejemplo recombinacién intramolecular.

En una realizacion, la célula eucariota industrial se construye basandose en una célula hospedadora tolerante a
inhibidor, en donde la construccién se realiza como se describe en lo sucesivo. Las células hospedadoras tolerantes
a inhibidor se pueden seleccionar cribando cepas para el crecimiento sobre materiales que contienen inhibidores, tal
como se ilustra en Kadar et al, Appl. Biochem. Biotechnol. (2007), Vol. 136-140, 847-858, en donde se seleccion6
una cepa ATCC 26602 de S. cerevisiae tolerante a inhibidor.

La célula eucariota adicional puede comprender las actividades enzimaticas requeridas para la conversion de
piruvato en un producto de fermentacién deseado, tal como etanol, butanol (por ejemplo, n-butanol, 2-butanol e
isobutanol), &cido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido
fumarico, acido malico, acido itacénico, un aminoéacido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, un antibiético B-lactamico o
una cefalosporina.

En una realizacién, la célula eucariota deriva de una célula eucariota industrial. Una célula industrial y célula
eucariota industrial se pueden definir del siguiente modo. Los entornos vivos de células (células eucariotas) en
procesos industriales son significativamente diferentes de aquellos en el laboratorio. Las células eucariotas
industriales deben ser capaces de rendir bien en multiples condiciones medioambientales que pueden variar durante
el proceso. Dichas variaciones incluyen cambio en las fuentes de nutrientes, pH, concentracion de etanol,
temperatura, concentracién de oxigeno, etc., que juntos tienen un posible impacto sobre el crecimiento celular y la
produccion de etanol de Saccharomyces cerevisiae. En condiciones industriales adversas, las cepas tolerantes
medioambientales deben permitir el robusto crecimiento y produccién. Las cepas de células eucariotas industriales
son, en general, mas robustas hacia estos cambios en las condiciones medioambientales que pueden ocurrir en las
aplicaciones en las que se usan, tales como en la industria panificadora, industria cervecera, fabricacién de vino y la
industria de biocombustible de etanol. En una realizacién, la célula eucariota industrial se construye basandose en
una célula hospedadora industrial, en donde la construcciéon se realiza como se describe en lo sucesivo. Los
ejemplos de célula eucariota industrial (S. cerevisiae) son Ethanol Red® (Fermentis), Fermiol® (DSM) y
Thermosacc® (Lallemand).

Las células eucariotas segun la invencion son preferentemente tolerantes a inhibidor, es decir, pueden resistir a
inhibidores comunes al nivel que normalmente tienen con condiciones comunes de pretratamiento e hidrdlisis, de
manera que las células eucariotas pueden encontrar una amplia aplicacion, es decir, tienen alta aplicabilidad para
diferente materia prima, diferentes métodos de pretratamiento y diferentes condiciones de hidrdlisis. En una
realizacién, la célula eucariota es tolerante a inhibidor. La tolerancia a inhibidor es resistencia a compuestos
inhibidores. La presencia y el nivel de compuestos inhibidores en lignocelulosa pueden variar ampliamente con la
variacion de materia prima, método de pretratamiento, proceso de hidrdlisis. Los ejemplos de categorias de
inhibidores son acidos carboxilicos, furanos y/o compuestos fendlicos. Los ejemplos de acidos carboxilicos son acido
lactico, acido acético o acido férmico. Los ejemplos de furanos son furfural e hidroxi-metilfurfural. Los ejemplos o
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compuestos fendlicos son vainillina, acido siringico, acido ferulico y acido cumarico. Las cantidades tipicas de
inhibidores son, para acidos carboxilicos: varios gramos por litro, hasta 20 gramos por litro o mas, dependiendo de la
materia prima, el pretratamiento y las condiciones de hidrélisis. Para furanos: varios cientos de miligramos por litro
hasta varios gramos por litro, dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las condiciones de hidrdlisis. Para
fendlicos: varias decenas de miligramos por litro, hasta un gramo por litro, dependiendo de la materia prima, el
pretratamiento y las condiciones de hidrolisis.

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

Ademas, la invencién se refiere a un proceso para la fermentacion de un sustrato para producir un producto de
fermentacion con una célula eucariota como se describe en el presente documento, en la industria vitivinicola, en
donde el rendimiento del glicerol es al menos 5 %, al menos 10 % o al menos 10 %, al menos 20 % o al menos 30 %
superior al de un proceso con la célula eucariota no mutante correspondiente. En una realizacién de dicho proceso,
el rendimiento del etanol no es elevado o reducido, en comparacion con el de un proceso con la célula eucariota no
mutante correspondiente.

Cualquiera de las caracteristicas anteriores o actividades de una célula eucariota pueden estar naturalmente
presentes en la célula, o se pueden introducir o modificar por modificacion genética.

Expresién recombinante

La célula eucariota es una célula recombinante. Es decir, una célula eucariota comprende, o se transforma con, o se
modifica genéticamente con, una secuencia de nucleétidos que no ocurre naturalmente en la célula en cuestién.

Los expertos en la técnica conocen bien las técnicas para la expresiéon recombinante de enzimas en una célula, asi
como para las modificaciones genéticas adicionales de una célula eucariota. Normalmente, dichas técnicas implican
la transformacion de una célula con construccion de acidos nucleicos que comprende la secuencia relevante. Dichos
métodos se conocen, por ejemplo, de los libros de texto estandar, tales como Sambrook y Russel (2001) "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o
F. Ausubel et al., eds., "Current protocols in molecular biology", Green Publishing and Wiley Interscience, New York
(1987). Los métodos de transformacion y modificacion genética de células hospedadoras flingicas se conocen de,
por ejemplo, los documentos de patente EP-A-0635 574, WO 98/46772, WO 99/60102, WO 00/37671, WO90/14423,
EP-A-0481008, EP-A-0635574 y US 6.265.186.

Produccién de bioproductos

A lo largo de los afios se han hecho sugerencias para la introduccion de diversos organismos para la produccion de
bioetanol a partir de azlcares de cultivos. En la préactica, sin embargo, todos los procesos de produccion de
bioetanol importantes han continuado usando células eucariotas del género Saccharomyces como productor de
etanol. Esto es debido a las muchas caracteristicas atractivas de las especies de Saccharomyces para procesos
industriales, es decir, una alta tolerancia a acidos, etanol y osmotolerancia, capacidad de crecimiento anaerobio y,
por supuesto, su alta capacidad fermentativa alcohdlica. Las especies preferidas de células eucariotas como células
hospedadoras incluyen S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K.
marxianus o K. fragilis.

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

Dichos productos de fermentacién no etandlica incluyen en principio cualquier producto quimico a granel o fino que
sea producible por un microorganismo eucariota, tal como una célula eucariota o un hongo filamentoso.

Una célula eucariota preferida para la produccion de productos de fermentacion no etandlicos es una célula
hospedadora que contiene una modificacion genética que da como resultado la reducida actividad de alcohol
deshidrogenasa.

Lignocelulosa

La lignocelulosa, que se puede considerar una posible materia prima renovable, comprende, en general, los
polisacaridos celulosa (glucanos) y hemicelulosas (xilanos, heteroxilanos y xiloglucanos). Ademas, algunas
hemicelulosa pueden estar presentes como glucomananos, por ejemplo en materias primas derivadas de la madera.
La hidrélisis enziméatica de estos polisacaridos en azucares solubles, que incluyen tanto mondémeros como
multimeros, por ejemplo glucosa, celobiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, fructosa, manosa, ramnosa, ribosa, acido
galacturdnico, acido glucuroénico y otras hexosas y pentosas, ocurre bajo la accién de diferentes enzimas que actian
en concierto.
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Ademas, las pectinas y otras sustancias pécticas, tales como los arabinanos, pueden constituir una proporcion
considerable de la masa seca de paredes normalmente celulares de tejidos vegetales no lefiosos (aproximadamente
de un cuarto a la mitad de la masa seca pueden ser pectinas).

Pretratamiento

Antes del tratamiento enzimatico, se puede pretratar el material lignoceluldsico. El pretratamiento puede comprender
exponer el material lignoceluldésico a un acido, una base, un disolvente, calor, un peroxido, ozono, trituracién
mecanica, pulverizacion, molienda o despresurizacion rapida, o una combinacion de cualquiera dos o0 mas de los
mismos. Este pretratamiento quimico se combina frecuentemente con pretratamiento térmico, por ejemplo entre 150-
220 °C durante 1 a 30 minutos.

Hidrdlisis enzimatica

El material pretratado se somete cominmente a hidrolisis enzimatica para liberar azGcares que pueden ser
fermentados segun la invencién. Esto se puede ejecutar con métodos convencionales, por ejemplo poniendo en
contacto con celulasas, por ejemplo celobiohidrolasa(s), endoglucanasa(s), beta-glucosidasa(s) y opcionalmente
otras enzimas. La conversion con las celulasas se puede realizar a temperatura ambiente o a temperaturas mas
altas, en un tiempo de reaccién para liberar cantidades suficientes de azulcar(es). El resultado de las hidrélisis
enzimaticas es el producto de hidrélisis que comprende azucares C5/C6, designados en el presente documento la
composicion de azucar.

La composicién de azlcar

La composicion de azucar usada segun la invencién comprende glucosa y una o mas pentosas, por ejemplo
arabinosa y/o xilosa. Se puede usar cualquier composicion de azlcar en la invencidon que cumpla los criterios. Los
azlcares opcionales en la composicion de azlcar son galactosa y manosa. En una realizaciéon preferida, la
composicion de azucar es un hidrolizado de uno o mas materiales lignocelulésicos. La lignocelulosa en el presente
documento incluye hemicelulosa y partes de hemicelulosa de biomasa. La lignocelulosa también incluye fracciones
lignocelulésicas de biomasa. Los materiales lignocelulésicos adecuados se pueden encontrar en la siguiente lista:
pisos foliares de huertos frutales, chaparral, desechos de molienda, desechos urbanos de madera, desechos
municipales, desechos de explotaciones forestales, aclareos de bosques, cultivos lefiosos de rotacion corta,
desechos industriales, paja de trigo, paja de avena, paja de arroz, paja de cebada, paja de centeno, paja de lino,
cascaras de soja, cascaras de arroz, paja de arroz, alimentos de gluten de maiz, cascaras de avena, cafia de
azlcar, hojas y tallos de maiz, tallos de maiz, mazorcas de maiz, cascarillas de maiz, pasto varilla, miscanto, sorgo
dulce, tallos de colza, tallos de soja, pasto de praderas, gamagrass, cola de zorro; pulpa de remolacha azucarera,
pulpa de frutas citricas, cascaras de semillas, desechos animales celulésicos, recortes de césped, algodén, algas,
arboles, madera blanda, madera dura, chopo, pino, arbustos, pastos, trigo, paja de trigo, bagazo de cafna de azicar,
maiz, cascarillas de maiz, mazorcas de maiz, grano de maiz, fibra de granos, productos y subproductos de la
molienda en himedo o en seco de granos, residuos sélidos municipales, residuos de papel, restos de jardin, material
herbaceo, residuos agricolas, residuos de silvicultura, residuos solidos municipales, residuos de papel, pulpa,
residuos de molienda del papel, ramas, arbustos, cafas de azlcar, maiz, cascarillas de maiz, un cultivo de energia,
bosque, un fruto, una flor, un grano, un pasto, un cultivo herbaceo, una hoja, corteza, una aguja, un tronco, una raiz,
un arbol joven, un matorral, pasto varilla, un arbol, una verdura, cascara de fruta, una vid, pulpa de remolacha
azucarera, harinillas de trigo, cascaras de avena, madera dura o blanda, material de desechos organicos generados
a partir de un proceso agricola, restos de madera de silvicultura, o una combinacién de cualesquiera dos o0 mas de
los mismos.

Una visién general de algunas composiciones de azlUcar adecuadas derivadas de lignocelulosa y la composicién de
azucar de sus hidrolizados se da en la Tabla 15. Las lignocelulosas enumeradas incluyen: mazorcas de maiz, fibra
de maiz, cascaras de arroz, cascaras de melon, pulpa de remolacha azucarera, paja de trigo, bagazo de cafa de
azlcar, madera, pasto y prensados de aceitunas.

Tabla 15: Vision general de las composiciones de azucar de materiales lignoceluldsicos. Gal=galactosa,
Xil=xilosa, Ara=arabinosa, Man=manosa, Glu=glutamato, Ram=ramnosa. Se da el porcentaje de galactosa (%
de Gal) y la fuente bibliografica.

Material lignocelulésico Gal | Xil Ara | Man | Glu | Ram | Suma % de Gal.
Mazorca de maiz a 10 286 36 227 11 570 1,7
Mazorca de maiz b 131 | 228 | 160 144 663 19,8
Cascaras de arroz a 9 122 | 24 18 234 | 10 417 2,2
Céascaras de arroz b 8 120 28 209 12 378 2,2
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Material lignocelulésico Gal | Xil Ara | Man | Glu | Ram | Suma % de Gal.
Cascaras de melén 6 120 | 11 208 | 16 361 1,7
Pulpa de remolacha azucarera 51 17 209 11 211 24 523 9,8
Paja de trigo Idaho 15 249 | 36 396 696 2,2
Fibra de maiz 36 176 | 113 372 697 5,2
Bagazo de cana de azucar 14 180 24 5 391 614 2,3
Hojas y tallos de maiz 19 209 | 29 370 626

Taray (madera) 5 118 |7 3 493 625 0,7
Eucaliptus (madera) 22 105 | 8 3 445 583 3,8
CWR (pasto) 8 165 | 33 340 546 1,4
JTW (pasto) 7 169 | 28 311 515 1,3
MSW 4 24 5 20 440 493 0,9
Vegetacion de pasto alpiste 16 117 | 30 6 209 |1 379 4.2
Semilla de pasto alpiste 13 163 | 28 6 265 |1 476 2,7
Residuos del prensado de aceitunas 15 111 24 8 329 487 3,1

Es evidente de la Tabla 15 que en estas lignocelulosas esta presente una alta cantidad de azicar en forma de
glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa. La conversion de glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa en el producto de
fermentacion es asi de gran importancia econémica. También esta presente manosa en algunos materiales de
lignocelulosa, aunque normalmente estd en cantidades menores que los azlcares previamente mencionados.
Ventajosamente, por tanto, la manosa también se convierte por la célula eucariota.

Se espera que las células eucariotas de la presente invencion puedan ser adicionalmente manipuladas para lograr
otras caracteristicas deseables, o incluso mayores rendimientos globales de etanol.

La seleccion de células eucariotas mejoradas sometiendo a pases las células eucariotas sobre medio que contiene
hidrolizado ha producido célula eucariota mejorada con tasas de fermentacion potenciadas. Usando las ensefianzas
de la presente invencioén, se podrian facilmente dichas cepas mejoradas.

Por material que contiene pentosa se indica cualquier medio que comprenda pentosa, tanto liquida como sélida. Los
materiales que contienen pentosa adecuados incluyen hidrolizados de polisacarido o biomasa lignocelulésica, tales
como cascarillas de maiz, madera, papel, subproductos agricolas, y similares.

Por un "hidrolizado", como se usa en el presente documento, se indica un polisacarido que se ha despolimerizado
mediante la adicion de agua para formar azucares de mono y oligosacarido. Los hidrolizados se pueden producir por
hidrélisis enzimatica o acida del material que contiene polisacarido.

Preferentemente, la célula eucariota es capaz de crecer en condiciones similares a las encontradas en fuentes
industriales de pentosa. El método de la presente invencion seria mas econémico cuando el material que contiene
pentosa se pudiera inocular con la variante de células eucariotas sin excesiva manipulacion. A modo de ejemplo, la
industria de la pulpa genera grandes cantidades de desechos celulésicas. La sacarificacién de la celulosa por
hidrolisis acida da hexosas y pentosas que se pueden usar en reacciones de fermentacién. Sin embargo, el
hidrolizado o liquido de sulfito contiene altas concentraciones de sulfito e inhibidores fendlicos naturalmente
presentes en la madera que inhiben o previenen el crecimiento de la mayoria de los organismos. Los ejemplos a
continuacion describen la fermentacion de pentosa en hidrolizados &cidos (o licor residual de sulfito) de maderas
duras y maderas blandas por las células eucariotas de la presente invencion. Se espera razonablemente que las
cepas de células eucariotas capaces de crecer en liquido residual de sulfito puedan crecer en practicamente
cualquier otro hidrolizado de biomasa.

Propagacién

La invencion se refiere ademas a un proceso para la propagacion aerobia de la célula eucariota consumidora de
acetato, en particular la propagacion aerobia de la cepa de células eucariotas.
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La propagacion es en el presente documento cualquier proceso de crecimiento celular eucariota que conduce al
aumento de una poblacion de células eucariotas inicial. El principal fin de la propagacién es aumentar una poblacion
de células eucariotas usando las capacidades de reproduccion natural de las células eucariotas como organismos
vivos. Puede haber otros motivos para la propagacion, por ejemplo, en caso de usar célula eucariota seca, se usa
propagacion para rehidratar y acondicionar la célula eucariota, antes del cultivo. La célula eucariota fresca, tanto
célula eucariota secada activa como torta hiUmeda, se puede afadir para empezar la propagacion directamente.

Las condiciones de propagacion son criticas para la produccién Optima de células eucariotas y la posterior
fermentacion, tal como, por ejemplo, fermentacién de hidrolizado lignocelulésico en etanol. Incluyen fuente de
carbono adecuada, aireacién, temperatura y adiciones de nutrientes. El tamaro del tanque para la propagacién y es
normalmente entre 2 por ciento y 5 por ciento del tamafno del fermentador (hidrolizado lignocelulésico a etanol).

En la propagacion, la célula eucariota necesita una fuente de carbono. La fuente de carbono puede comprender en
el presente documento glicerol, etanol, acetato y/o azlcares (azUcares C6 y C5). También se pueden usar otras
fuentes de carbono. La fuente de carbono se necesita para la biosintesis de la pared celular y la produccion de
proteina y energia.

La propagacion es un proceso aerobio, asi el tanque de propagacién debe ser apropiadamente aireado para
mantener un cierto nivel de oxigeno disuelto. La aireacion adecuada se logra comunmente por inductores de aire
instalados en la tuberia que va al tanque de propagacion que empuja el aire en la mezcla de propagacién a medida
que el tanque se llena y durante la recirculacién. La capacidad de la mezcla de propagacion para retener el oxigeno
disuelto es una funcién de la cantidad de aire afadida y la consistencia de la mezcla, que es por lo que el agua se
anade frecuentemente a una relacion de entre 50:50 y 90:10 entre pulpa y agua. Las mezclas "densas" de
propagacion (relacion 80:20 entre pulpa y agua y superior) frecuentemente requieren la adicion de aire comprimido
para compensar la capacidad reducida para retener el oxigeno disuelto. La cantidad de oxigeno disuelto en la
mezcla de propagacién también es una funcion del tamafo de burbujas, por lo que algunas plantas de etanol afiaden
aire a través de burbujeadores que producen burbujas mas pequefias en comparacién con inductores de aire. Junto
con menor glucosa, la aireacion adecuada es importante para promover la respiracion aerobia, que se diferencia del
entorno de fermentacion comparablemente anaerobio. Un signo de aireacion inadecuada o altas concentraciones de
glucosa es la elevada produccion de etanol en el tanque de propagacion.

En general, durante la propagacién, la célula eucariota requiere una comoda temperatura para el crecimiento y el
metabolismo, por ejemplo la temperatura en el reactor de propagacion es entre 25-40 grados Celsius. En general,
menores temperaturas dan como resultado metabolismo mas lento y reproduccién reducida, mientras que
temperaturas mas altas pueden provocar la produccion de compuestos de estrés y reproduccién reducida. En una
realizacién, los tanques de propagacion estan en el interior y protegidos del ataque de las altas temperaturas en
verano o las bajas en invierno, de manera que el mantenimiento de las temperaturas éptimas de entre dentro del
intervalo de 30-35 °C no es normalmente un problema.

Se puede realizar propagacion adicional como normalmente se realiza la propagacién de célula eucariota.
Fermentacién

La invencién se refiere a un proceso para la fermentacién de una célula eucariota seguin la invencion, en donde
existe un rendimiento mejorado de glicerol, que es ventajoso en la industria vitivinicola. También puede dar como
resultado la elevada reduccion del nivel de acetato y/o el elevado rendimiento del producto de fermentacion, por
ejemplo etanol, que es ventajoso en la industria de los bicombustibles.

En una realizacion, la célula eucariota segun la invencién puede ser una célula eucariota fermentadora de pentosa y
glucosa, que incluye, pero no se limita a, dichas células que son capaces de consumo simultdneo anaerobio de
pentosa y glucosa. En una realizacion del proceso, el material que contiene pentosa comprende un hidrolizado de
material lignocelulésico. El hidrolizado puede ser un hidrolizado enzimatico de material lignoceluldsico.

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

Asi, en un proceso de fermentacion anaerobio preferido, se usa piruvato como electréon (y aceptor de hidrégeno) y se
reduce a productos de fermentacion tales como etanol, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido
acrilico, acido acético, acido succinico, acido malico, acido fumarico, un aminoacido y etileno.

El proceso de fermentacion se realiza preferentemente a una temperatura que es 6ptima para la célula. Asi, para la
mayoria de las células eucariotas o células hospedadoras fungicas, el proceso de fermentacion se realiza a una
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temperatura que es inferior a aproximadamente 50 °C, inferior a aproximadamente 42 °C, o inferior a
aproximadamente 38 °C. Para célula eucariota o células hospedadoras fungicas filamentosas, el proceso de
fermentacion se realiza preferentemente a una temperatura que es inferior a aproximadamente 35,
aproximadamente 33, aproximadamente 30 o aproximadamente 28 °C y a una temperatura que es superior a
aproximadamente 20, aproximadamente 22, o aproximadamente 25 °C.

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

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

El proceso de fermentacion segln la presente invencion se puede realizar en condiciones aerobias y anaerobias. En
una realizacion, el proceso se lleva a cabo en condiciones micro-aeroéfilas o de oxigeno limitado.

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

Un proceso de fermentacion limitado en oxigeno es un proceso en el que el consumo de oxigeno esta limitado por la
transferencia de oxigeno desde el gas hasta el liquido. La limitacion del grado de oxigeno se determina por la
cantidad y la composicién del flujo de gas de entrada, asi como las actuales propiedades de mezcla/transferencia de
masa del equipo de fermentacién usado. Preferentemente, en un proceso en condiciones de oxigeno limitado, la
tasa de consumo de oxigeno es al menos aproximadamente 5,5, mas preferentemente al menos aproximadamente
6, tal como al menos 7 mmol/L/h. Un proceso de la invencion puede comprender la recuperacion del producto de
fermentacion.

En un proceso preferido, la célula fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferentemente simultaneamente, en
cuyo caso se usa preferentemente una célula que es insensible a la represion de glucosa para prevenir el
crecimiento diatxico. Ademas de una fuente de xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de fermentacién
comprendera ademas el componente apropiado requerido para el crecimiento de la célula. Se conocen bien en la
técnica las composiciones de medios de fermentacién para el crecimiento de microorganismos, tales como células
eucariotas.

Los procesos de fermentaciéon se pueden llevar a cabo en modo discontinuo, de lotes alimentados, o continuo. Se
puede aplicar un proceso separado de hidrélisis y fermentacion (SHF) o también un proceso simultaneo de
sacarificacion y fermentacion (SSF). También puede ser posible una combinacion de estos procesos de
fermentacion para productividad éptima. Estos procesos se describen en lo sucesivo con mas detalle.

Modo SSF

Para el modo proceso simultaneo de sacarificacion y fermentacién (SSF), el tiempo de reaccion para la etapa de
licuefaccion/hidrélisis o presacarificacion depende del tiempo para realizar un rendimiento deseado, es decir,
rendimiento de la conversién de celulosa en glucosa. Dicho rendimiento es preferentemente tan alto como sea
posible, preferentemente 60 % o mas, 65 % o mas, 70 % o0 mas, 75 % o mas 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o0 mas,
95 % 0 mas, 96 % 0 mas, 97 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, incluso 99,5 % o mas 0 99,9 % o0 mas.

Segun la invencién, se realizan concentraciones de azucar muy altas en el modo SHF y concentraciones muy altas
de producto (por ejemplo, etanol) en el modo SSF. En la operacion de SHF, la concentracion de glucosa es 25 g/L o
mas, 30 g/L o més, 35 g/L o mas, 40 g/L o mas, 45 g/L o0 mas, 50 g/L o mas, 55 g/L o mas, 60 g/L o mas, 65 g/L o
mas, 70 g/L o mas, 75 g/L o mas, 80 g/L o mas, 85 g/L o mas, 90 g/L o mas, 95 g/L o mas, 100 g/L o mas, 110g/L o
mas, 120 g/L o mas, o puede ser, por ejemplo, 25 g/L-250 g/L, 30 g/L-200 g/L, 40 g/L-200 g/L, 50 g/L-200 g/L,
60 g/L-200 g/L, 70 g/L-200 g/L, 80 g/L-200 g/L, 90 g/L-200 g/L.

Concentracién de producto en modo SSF

En la operacion SSF, la concentracién de producto (g/L) depende de la cantidad de glucosa producida, pero ésta no
es visible puesto que los azlcares se convierten en producto en SSF, y se pueden relacionar concentraciones de
producto con la concentracién de glucosa subyacente por multiplicacién con el rendimiento maximo tedrico (Yps max
en g de producto por gramo de glucosa)

El rendimiento maximo tedrico (Yps max en g de producto por gramo de glucosa) de un producto de fermentacion se
puede derivar de la bioquimica de libros de texto. Para etanol, 1 mol de glucosa (180 gr) da segun la via de
fermentacion de glicélisis normal en la célula eucariota 2 moles de etanol (=2x46 = 92 g de etanol). El rendimiento
maximo teorico de etanol en glucosa es, por tanto, 92/180 = 0,511 g de etanol/g de glucosa.
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Para butanol (MW 74 g/mol) o isobutanol, el rendimiento maximo tedrico es 1 mol de butanol por mol de glucosa.
Asi, Yps max para (iso)butanol = 74/180 = 0,411 g de (iso)butanol/g de glucosa.

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

Se puede un calculo similar para fermentaciones de C5/C6, en las que ademas de glucosa también se incluyen
pentosas, por ejemplo, xilosa y/o arabinosa.

Para otros productos de fermentacién se puede hacer un célculo similar.

Modo SSF

En la operacién SSF, la concentracion de producto es 25 g * Yps g/L /L o mas, 30 * Yps g/L o més, 359 * Yps /L o
mas, 40 * Yps g/L 0 mas, 45 * Yps g/L o mas, 50 * Yps g/L o mas, 55 * Yps g/L o mas, 60 * Yps g/L o mas, 65 *
Yps g/L o mas, 70 * Yps g/L o mas, 75 * Yps g/L o més, 80 * Yps g/L o mas, 85 * Yps g/L o mas, 90 * Yps g/L 0 mas,
95 * Yps g/L o mas, 100 * Yps g/L o mas, 110 * Yps g/L o mas, 120 g/L * Yps 0 mas, o puede ser, por ejemplo, 25 *
Yps ¢/L-250 * Yps g/L, 30 * Yps g/L-200 * Yps g/L, 40 * Yps g/L-200 * Yps g/L, 50 * Yps ¢g/L-200 * Yps g/L, 60 *
Yps ¢/L-200 * Yps g/L, 70 * Yps g/L-200 * Yps g/L, 80 * Yps g/L-200 * Yps g/L, 90 * Yps g/L , 80 * Yps g/L-200 *
Yps g/L

Por consiguiente, la invencion proporciona un método de preparacioén de un producto de fermentacion, método que
comprende:

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

Producto de fermentacién

El producto de fermentacién de la invencién puede ser cualquier producto Util. En una realizacion, es un producto
seleccionado del grupo que consiste en etanol, n-butanol, 2-butanol, isobutanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-
propidnico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido fumarico, acido malico, acido itacénico, &cido
maleico, acido citrico, acido adipico, un aminoacido, tal como lisina, metionina, triptéfano, treonina y &cido aspartico,
1,3-propano-diol, etileno, glicerol, un antibidtico B-lactamico y una cefalosporina, vitaminas, productos farmacéuticos,
suplementos para piensos animales, productos quimicos de especialidad, materias primas quimicas, plasticos,
disolventes, combustibles, que incluyen biocombustibles y biogas o polimeros organicos, y una enzima industrial, tal
como una proteasa, una celulasa, una amilasa, una glucanasa, una lactasa, una lipasa, una liasa, una
oxidorreductasa, una transferasa o una xilanasa.

Recuperacién del producto de fermentacion

Para la recuperacion del producto de fermentacidén se usan tecnologias existentes. Para diferentes productos de
fermentacion, son apropiados diferentes procesos de recuperacion. Los métodos de recuperacion existentes de
etanol de mezclas acuosas usan comunmente técnicas de fraccionamiento y adsorcion. Por ejemplo, adn se puede
usar una cerveza para procesar un producto fermentado, que contiene etanol en una mezcla acuosa, para producir
una mezcla enriquecida que contiene etanol que luego se somete a fraccionamiento (por ejemplo, destilacion
fraccionada u otras técnicas similares). A continuacion, las fracciones que contienen las concentraciones de etanol
mas altas se pueden pasar a través de un adsorbente para retirar casi todo, si no todo, el agua restante del etanol.
En una realizacién, ademas de la recuperacién del producto de fermentacién, se puede recircular la levadura.

Los siguientes ejemplos no limitantes pretenden ser puramente ilustrativos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1

1. Materiales y métodos

1.1. Cepas y mantenimiento

Todas las cepas de S. cerevisiae usadas en esta solicitud (Tabla 16) se basan en el linaje CEN.PK (van Dijken et al.
2000). Se propagaron cultivos madre de S. cerevisiae en medio sintético (Verduyn et al. 1992), o medio YP (10 g de
L' de extracto de levadura Bacto, 20 g L' de peptona Bacto). Se complementaron 20 g L' de glucosa como fuente
de carbono en el medio anteriormente. Se propagaron cultivos madre de DH5a de E.coli en medio LB (10 g L' de
triptona Bacto, 5 g L' de extracto de levadura Bacto, 5 g L' de NaCl), complementado con 100 ug mL" de
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ampicilina o 50 ug mL" de kanamicina. Se almacenaron disoluciones madre congeladas de cepas a -80 °C, después
de la adicién de 30 % v/v de glicerol a cultivos de fase estacionaria.

Tabla 16. Cepas de S. cerevisiae usadas en este estudio.

Nombre de | Genotipo relevante Origen

cepa

CEN.PK113-7D | MATa MAL2-8° SUC2 P. Kotter

IMX585 MATa MAL2-8c SUC2 can1::cas9-natNT2 Maris et al. 2015

IMK643 MATa MAL2-8c SUC2 can1::cas9-natNT2 gnd2A Presente solicitud

IMX705 MATa MAL2-8c SUC2 can1::cas9-natNT2 gnd2A gnd1:.gndA Presente solicitud

IMX706 MATa MAL2-8c SUC2 can1::cas9-natNT2 gnd2A gnd1::6pgdh Presente solicitud

IMX707 MATa MAL2-8¢c SUC2 can1::cas9-natNT2 gnd2A gndi.gox1705 Presente solicitud

IMX756 MATa MAL2-8c SUC2 can1::cas9-natNT2 gnd2A gnd1i::gndA ald6A Presente solicitud

IMX817 MATa MAL2-8¢c SUC2 cani:cas9-natNT2 gnd2A gndi:igndA ald6A | Presente solicitud
gpd2::eutE

IMX860 MATa MAL2-8¢c SUC2 cani:cas9-natNT2 gnd2A gndi1:gndA ald6A | Presente solicitud
gpd2::eutE gpdiA

IMX883 MATa MAL2-8¢c SUC2 can1::cas9-natNT2 gpd2::eutE Presente solicitud

IMX888 MATa MAL2-8¢c SUC2 can1::cas9-natNT2 gpd2::eutE gpdi1A Presente solicitud

IMX899 MATa MAL2-8c SUCZ2 can1::cas9-natNT2 ald6A Presente solicitud

1.2. Construccion de plasmidos y casetes

Se realizaron modificaciones genéticas de levadura usando el sistema editor del genoma quimérico CRISPR/Cas9
(DiCarlo et al. 2013). Se us6 el plasmido pMEL11 (Mans et al. 2015) para deleciones individuales de GND1, GND2'y
ALD6. Se us6 el plasmido pROS11 (Mans et al. 2015) para deleciones individuales de GPD71 y GPD2. Se
identificaron secuencias diana de CRISPR/Cas9 unicas en cada gen basandose en la lista de secuencias
proporcionada por (DiCarlo et al. 2013). Los cebadores que se usan en el presente documento son SEQ ID NO: 10-
46, con sus N de cebador dados. Se amplificaron por PCR el esqueleto de plasmido de pMEL11 y pROS11 usando
las combinaciones de cebadores 5792-5980 y 5793-5793, respectivamente (Sigma-Aldrich). Se obtuvieron por PCR
secuencias de insercién de plasmidos, que expresan la secuencia de direccionamiento de ARNg de 20 pb, con las
combinaciones de cebadores 5979-7365 para GND1, 5979-7231 para GND2 y 5979-7610 para ALD6 usando
pMEL11 como molde. Se obtuvieron por PCR secuencias de insercion que expresan las secuencias de ARNg que
se dirigen a GPD1y GPD2 usando las combinaciones de cebadores 6965-6965 y 6966-6966, respectivamente, con
pROS11 como molde. Se realizaron las amplificaciones por PCR para la construcciéon de todos los plasmidos y
casetes usando ADN polimerasa Phusion® Hot Start Il High Fidelity (Thermo Scientific, Waltham, MA), segun las
pautas del fabricante. En los casos en los que los plasmidos se ensamblaron previamente, se usé el kit de clonacién
Gibson Assembly® (New England Biolabs, MA); las reacciones se realizaron seglin el protocolo del proveedor
(disminucion de escala a 10 pL). Se permitié el ensamblaje por secuencias homélogas en los extremos 5' y 3' de los
fragmentos de PCR generados. El ensamblaje del esqueleto de pMEL11 y las secuencias de insercién que codifican
los ARNg que se dirigen a GND1 y GND2 dieron los plasmidos pUDR122 y pUDR123, respectivamente. En cada
caso, se usé 1 pL de la mezcla de Gibson Assembly para la electroporacién de células DH5a de E. coli en un
sistema de electroporacién Gene PulserXcell (Biorad). Los plasmidos se volvieron a aislar de cultivos de E. coli
usando un kit de plasmidos Sigma GenElute (Sigma-Aldrich). La validacion de los plasmidos se realiz6 por PCR de
diagnostico (Dreamtag®, Thermo Scientific) o analisis de restriccion. Se puede encontrar una lista completa de todos
los plasmidos en la Tabla 17. No se ensamblaron previamente los plasmidos que expresan ARNg de ALD6, GPD1y
GPD2; el esqueleto y los fragmentos de insercién se transformaron directamente en levadura y los plasmidos se
ensamblaron in vivo en cada caso.

Se optimizaron en los codones las secuencias de Methylobacillus flagellatus KT gndA (AF167580_1), Gluconobacter
oxidans 621H gox1705 (AAW61445.1) y Bradyrhizobium japonicum USDA 110 6pgdh basandose en la composicion
de codones de genes glicoliticos altamente expresados. En el caso de B. japonicum, la secuencia de 6pgdh se
obtuvo alineando su secuencia genémica traducida (NC_004463.1) con las otras dos proteinas (45 % y 57 % de
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similitud, respectivamente). Se flanquearon los casetes de integracién de levadura de los genes anteriores por el
promotor de TPI1 y el terminador de CYC1. Se sintetizaron los casetes completos, que incluyen promotor, gen y
secuencias terminadoras, por GeneArt GmbH (Regensburg, Alemania) y se suministraron en vectores pMK-RQ
(GeneArt). Después de la clonacién en E. coli, los plasmidos se volvieron a aislar y se usaron como moldes para la
amplificacion por PCR de los casetes de integracion. Los casetes de integracién TPI1p-gndA-CYC1t, TPI1p-6pgdH-
CYC1t y TPl1p-gox1705-CYC1t se obtuvieron por PCR usando la combinacién de cebadores 7380-7381 y los
plasmidos pMK-RQ-gndA, pMK-RQ-6pgdH y pMK-RQ-gox1705, respectivamente, como moldes. Para la proteina
gox1705, Km NADP+ es 440 pM y Km NAD+ es 64 uM, de manera que la relacion Km NADP+ / Km NAD+ = 6,88. La
proteina gox1705 es dependiente de NAD+.

Se obtuvo eutE optimizado en el par de codones de S. cerevisiae a partir de pBOL199 por corte con restriccidon
Xhol/Spel y se ligo en pAG426GPD-ccdB (Addgene, Cambridge, MA), dando el plasmido de mdltiples copias
pUDE197. Para la preparacién de casetes de integracion se usd un pRS406 cortado con Sacl/Eagl (Addgene,
Cambridge, MA) como esqueleto de plasmido y se ligoé con el casete de TDH3p-eutE-CYCTt obtenido por el mismo
patrén de restriccién de pUDE197, dando el plasmido pUDI076.

El casete de integracion TDH3p-eutE-CYCTt se obtuvo usando la combinacién de cebadores 7991-7992 y el
plasmido pUDIO76 como molde. Los cebadores anteriores se disefiaron para afiadir 60 pb de secuencia de ADN en
los extremos 5'y 3' de los productos de PCR, correspondientes a las secuencias directamente en la direccion 5'y en
la direccion 3' del marco de lectura abierto de los loci dirigidos en el genoma de S. cerevisiae. Se dirigieron los
casetes que expresan TPIl1p-gndA-CYC1t, TPl1p-6pgdH-CYC1t y TPI1p-gox1705-CYCTt al locus de GND1 y se
dirigi6 el casete TDH3p-eutE-CYC1tal locus de GPD2.

Tabla 17. Plasmidos usados en este estudio.

Nombre Caracteristicas Origen

pBOL199 Vector de administracién, p426- TDH3p-eutE (Maller et al. 2010)
pMEL11 2 um ori, amdS, SNR52p-gRNA.CAN1.Y-SUP4t (Mans et al. 2015)
pROS11 AmdSYM-gRNA.CAN1-2mu-gRNA.ADE2 (Mans et al. 2015)
pUDE197 2 um ori, p426- TDH3p-eutE-CYC1t Presente solicitud
pUDIO076 pRS406- TDH3p-eutE-CYC1t Presente solicitud
pUDR122 2 um ori, amdS, SNR52p-gRNA.GND2.Y-SUP4t Presente solicitud
pUDR123 2 um ori, amdS, SNR52p-gRNA.GND1.Y-SUP4t Presente solicitud
pMK-RQ-gndA Vector de administracion, TP/1p-gndA-CYC1t GeneArt, Alemania
pMK-RQ-6pgdH Vector de administracion, TPI1p-6pgdh-CYC1t GeneArt, Alemania
pMK-RQ-gox1705 Vector de administracion, TPI1p-gox1705-CYC1t GeneArt, Alemania

1.3. Construccion de cepas

Se realizaron transformaciones de levadura usando el método de acetato de litio (Gietz y Woods, 2002). La
seleccion de mutantes se realizdé sobre placas de medio agar sintético (2 % de Agar Bacto, Difco) (Verduyn et al.
1992) complementado con 20 g L' de glucosa y con acetamida como la Gnica fuente de nitrégeno, como se describe
en (Solis-Escalante et al. 2013). En cada caso, se realiz6 la confirmacion de integraciones satisfactorias por PCR de
diagnédstico usando combinaciones de cebadores que se unen fuera de los loci dirigidos, asi como dentro de los
ORFs de los casetes integrados. Se ejecutd el reciclado de plasmidos después de la transformaciéon como se
describe en (Solis-Escalante et al. 2013).

Se obtuvo la cepa IMK643 por inactivacion de GNDZ2 basada en CRISPR/Cas9 sin marcadores por co-
transformaciéon del ARNg que expresa el plasmido pUDR123 y los oligonucleétidos de reparacién 7299-7300. Los
casetes de integracion TPI1p-gndA-CYCTt, TPI1p-6pgdH-CYC1t y TPI1p-gox1705-CYC1t se transformaron en
IMK643, junto con el ARNg que expresa el plasmido pUDR122, dando las cepas IMX705, IMX706 e IMX707,
respectivamente. La co-transformacién del esqueleto de pMEL11, el ARNg que se dirige a ALD6 que expresa la
insercién de plasmido y los oligonucle6tidos de reparaciéon 7608-7609 en las cepas IMX705 e IMX585 dio las cepas
IMX756 e IMX899, respectivamente, en las que ALD6 se deleciond sin integracion de un marcador. La co-
transformacion del esqueleto de pROS11, el ARNg que se dirige a GPD2 que expresa la insercion de plasmido y el
casete de integracion TDH3p-eutE-CYC1t en cepas IMX756 e IMX585 dio las cepas IMX817 e IMX883,
respectivamente. La delecién sin marcador de GPD7 en cepas IMX817 e IMX883 se realizd por co-transformacion
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del esqueleto de pROS11, el ARNg que se dirige a GPD1 que expresa la inserciébn de plasmido y los
oligonucledtidos de reparacion 6967-6968, dando las cepas IMX860 e IMX888, respectivamente.

1.4. Cultivo y medios

Se realizaron cultivos aerobios en matraz oscilante en matraces de 500 mL que contenian 100 mL de medio minimo
sintético (Verduyn et al. 1992), complementado con 20 g L' de glucosa. El valor de pH se ajusté a 6 mediante la
adicion de KOH 2 M antes de la esterilizacién por autoclave a 120 °C durante 20 min. Se esterilizaron en autoclave
por separado a 110 °C durante 20 min disoluciones de glucosa y se anadieron a los matraces estériles. Se
esterilizaron por filtracion disoluciones de vitamina y se afadieron a los matraces estériles por separado. Los cultivos
se cultivaron a 30 °C y 200 rpm. Se inocularon matraces oscilantes de pre-cultivo iniciales de disoluciones madre
congeladas en cada caso. Después de 8-12 h, se inocularon matraces de pre-cultivo nuevos a partir de los matraces
iniciales. Los cultivos preparados de esta forma se usaron en experimentos de matraz oscilante aerobio o como
inéculo para fermentaciones anaerobias. Los biorreactores se inocularon hasta un valor de DO de 0,2-0,3 a partir de
matraces de pre-cultivo exponencialmente en crecimiento. Las fermentaciones de lotes anaerobios se realizaron en
el biorreactor Applikon de 2 L (Applikon, Schiedam, NL), con un volumen de trabajo de 1 L. Todas las
fermentaciones discontinuas anaerobias se realizaron en medio minimo sintético (20 g L' de glucosa), preparado de
la misma forma que los medios de matraz. Los medios de crecimiento anaerobios se complementaron
adicionalmente con 0,2 g L' de antiespumante C estéril (Sigma-Aldrich), ergosterol (10 mg L") y Tween 80
(420 mg L"), afiadidos por separado. Las fermentaciones se realizaron a 30 °C y se agitaron a 800 rpm. Se usé gas
nitrégeno (<10 ppm de oxigeno) para el burbujeo (0,5 L min'). El pH de fermentacion se mantuvo a 5 por adicion
automatica de KOH 2 M. Los biorreactores se equiparon con tuberias Nonprene y juntas téricas Viton para minimizar
la difusién de oxigeno en el medio. Todas las fermentaciones se realizaron por duplicado.

1.5. Métodos analiticos

Se hizo la determinacién de la densidad éptica a 660 nm usando un espectrofotémetro Libra S11 (Biochrom, Cambridge,
R. U.). El anélisis de los gases de salida, mediciones de peso seco y andlisis de HPLC de sobrenadante de cultivo, que
incluyen correcciones para la evaporacién de etanol, se realizaron como se describe en (Medina et al. 2010).

1.6. Determinacion de la actividad enzimatica

Se realizé la preparacion de extractos sin células para la determinacion in vitro de actividades enzimaticas como se
describié previamente (Kozak et al. 2014). Los ensayos se realizaron a 30 °C; la actividad enzimatica se midié
monitorizando la reduccion de NAD*/NADP+ (para 6PGDH) u oxidacion de NADH a 340 nm (para EutE). La mezcla
del ensayo de actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa unida a NADP+ contuvo Tris-HCI 50 mM (pH 8,0),
5 mM de MgClz, 0,4 mM de NADP+y 50 o 100 pL de extracto de células en un volumen total de 1 mL. La reaccién se
empez6 mediante la adicién de 5 mM de glucosa-6-fosfato. La mezcla del ensayo de actividad de 6-fosfogluconato
deshidrogenasa unida a NAD* / NADP+ contuvo Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), 5 mM de MgClz, 0,4 mM de NAD+ /
NADP+, respectivamente, y 50 o 100 pL de extracto de células en un volumen total de 1 mL. Las reacciones
empezaron mediante la adicién de 5 mM de 6-fosfogluconato. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y las
velocidades de reaccion fueron proporcionales a la cantidad de extracto de células afiadidas.

1.7 Expresion de una 6-fosfogluconato deshidrogenasa dependiente de NAD* heterdloga

Para cambiar la especificidad del cofactor de 6-fosfogluconato deshidrogenasa de NADP+ a NAD+, se delecionaron
GND1y GND2, que codifican la isoforma principal y la secundaria de la enzima en S. cerevisiae, respectivamente.
Se optimizaron en los codones genes heterélogos que codifican enzimas dependientes de NAD* (M. flagellatus y B.
japonicum) o preferentes de NAD* (G. oxidans) para la expresién en S. cerevisiae y se integraron en el sitio de
GND1, con el control del promotor constitutivo fuerte de TPI/1. Los experimentos de crecimiento realizados en
matraces oscilantes de medio sintético aerobio (20 g L' de glucosa) con las capas manipuladas no indicaron un
efecto significativo de la expresion en exceso de los genes heterdlogos sobre la maxima velocidad de crecimiento en
comparacion con la cepa parental IMX585 (la velocidad de crecimiento fue aproximadamente 95 % de la cepa
parental), con la excepcion de IMX706, que expresa la enzima de B. japonicum (Tabla 18).

Tabla 18. Velocidades de crecimiento especificas promedio (1) obtenidas en matraces oscilantes de medio
sintético aerobio (pH 6) que contienen 20 g L' de glucosa (los experimentos se realizaron por duplicado, se
indican las desviaciones medias de duplicados), 30 ¢C, 200 rpm.

Cepa Genotipo relevante Promedio p (h)
IMX585 GND1 GND2 0,38 £ 0,01
IMX705 gnd2A gnd1: gndA 0,36 £ 0,00
IMX706 gnd2A gnd1::6pgdh 0,28 £ 0,01
IMX707 gnd2A gnd1:gox1705 0,36 + 0,00
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Para investigar la expresion funcional de las enzimas 6-fosfogluconato deshidrogenasa heteréloga en S. cerevisiae,
se realizaron ensayos enzimaticos en extractos sin células, preparados a partir de cultivos aerobios de crecimiento
exponencial en matraz oscilante de las cepas manipuladas (recogidas a DO 4-5). Los ensayos se realizaron para la
cuantificacion de actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, asi como actividades de 6-fosfogluconato
deshidrogenasas dependientes de NAD* y NADP+*. Se realizé la determinaciéon de actividad de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa como una comprobacion de calidad de los extractos sin células, las determinaciones de actividad
enzimatica demostraron glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa funcional en todas las
cepas generadas (Figura 1). Todas las cepas manipuladas mostraron actividades de 6PGDH dependiente de NAD*
altas y de NADP+ residuales bajas, en linea con la expresién funcional esperada de las enzimas heterdlogas y la
delecion de GND1y GND2. La cepa IMX705, que expresa gndA de Methylobacillus flagellatus, mostro6 la actividad
de 6-fosfogluconato deshidrogenasa dependiente de NAD* més alta in vitro (0,49 + 0,1 umol mg de biomasa™' min‘').

Ademas, todas las cepas manipuladas mostraron un aumento significativo en la relacién de actividades de 6-
fosfogluconato deshidrogenasa unida a NAD*/NADP+* cuando se compar6 con la cepa de control IMX585 (Tabla 18).
Ademas de la actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa dependiente de NAD* in vitro mas alta, la cepa IMX705
también mostr6 la relacién mas alta de todas las cepas manipuladas (46 * 10).

Tabla 18A. Relaciones de actividades de 6-fosfogluconato deshidrogenasa especifica unida a NAD*/NADP*
de extractos sin células de cultivos de crecimiento exponencial en matraz oscilante, recogidas a DO =4 a 5.
Los cultivos se cultivaron en medio sintético complementado con 20 g L' de glucosa, pH 6, 30 ¢C, 200 rpm.
Datos de experimentos duplicados independientes, las barras de error indican desviaciones medias de los

duplicados.
Cepa Genotipo relevante Relacion de actividad unida a NAD*/NADP*
IMX585 | GND1 GND2 <0,01
IMX705 gnd2A gnd1::gndA 46 + 10
IMX706 gnd2A gnd1::6pgdh 5+0,2
IMX707 gnd2A gnd1i.gox1705 11+£0,5

Los resultados del ensayo enzimatico indicaron hacia la cepa que expresa gndA que es la cepa que rinde mejor; por
este motivo, se caracteriz6 adicionalmente IMX705.

1.8 Experimentos discontinuos anaerobios

Los resultados de los ensayos enzimaticos indicaron hacia un cambio de especificidad de cofactor satisfactorio de 6-
fosfogluconato deshidrogenasa de NADP+ a NAD+.

Para investigar el efecto del cambio de especificidad de cofactor de 6-fosfogluconato deshidrogenasa sobre la fisiologia
anaerobia de S. cerevisiae, se realizaron experimentos discontinuos anaerobios en biorreactores. Se cultivaron cepas
IMX585 (GND1 GND2) y IMX705 (gnd2A gnd1::gndA) en medio sintético complementado con 20 g L' de glucosa. La
velocidad de crecimiento de la cepa manipulada IMX705 fue similar a la cepa de referencia (aproximadamente 95 % de
IMX585 (Tabla 19)). Ademas, fueron comparables los perfiles de consumo de azucar, siendo la glucosa agotada
después de aproximadamente 12 horas (Figura 2). El lote anaerobio con la cepa IMX705 produjo un elevado
rendimiento de glicerol del 19,8 % en glucosa en comparacion con IMX585 (Tabla 19). Ademas, la cantidad de glicerol
formada por biomasa en la fermentacion con la cepa IMX705 fue 24,1 % superior a aquella con la cepa IMX585.

En las fermentaciones anaerobias de la cepa IMX705, se observé un aumento de aproximadamente 9 % en la
produccion de acetato extracelular por biomasa formada, en comparaciéon con la cepa de referencia IMX585
(Tabla 19). El aumento en acetato extracelular podria haber sido un resultado de la regulaciéon por incremento de la
aldehido deshidrogenasa dependiente de NADP+ citosélica que cataliza la reaccion acetaldehido + NADP+ —
acetato + NADPH + H*, codificada por ALD6. Junto con la rama oxidativa de la via de la pentosa-fosfato, Ald6p
proporciona otra via importante para la regeneracion de NADPH en el citosol de las células. Se ha demostrado que
la expresion en exceso de ALD6 en una cepa zwf1A da como resultado elevadas velocidades de crecimiento en
glucosa; ademas, no son viables los mutantes dobles zwf1A ald6A. Ademas, en un escenario donde la via de
formacion de glicerol en la cepa IMX705 se ha sustituido por la reduccion de acetato, Aldép puede interferir con la
generacion de NADH adicional en el citosol, participando en un ciclo de tipo transhidrogenasa conducido por ATP en
el citosol (Figura 3). En este ciclo, 1 mol de acetato se convierte en 1 mol de acetil-CoA mediante la reaccién
catalizada por Acs1p y Acs2p, al coste neto de 2 moles de ATP. El 1 mol de acetil-CoA se reduce entonces en 1 mol
de acetaldehido mediante la reaccion catalizada por acetaldehido deshidrogenasa acetilante, con una oxidacion
concomitante de 1 mol de NADH a NAD*. El 1 mol de acetaldehido se puede entonces oxidar de nuevo en 1 mol de
acetato mediante Ald6p, con una reduccién concomitante de 1 mol de NADP* a NADPH. De esta forma, ambos
cofactores se pueden regenerar a costa de ATP. La retirada de la reaccién catalizada por Ald6p previene que este
posible ciclo tenga lugar.
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En las cepas no mutantes, la reaccion catalizada por Ald6p es importante para la generacion de NADPH, asi como la
formacion de acetato, que es un precursor de acetil-CoA. En la cepa de ald6A IMX756, se puede formar
posiblemente acetato mediante las reacciones catalizadas por Ald2p y Ald3p citosolicos por las isoformas Ald4p y
Ald5p mitocondriales. Ald2p y Ald3p son dependientes de NAD* y la formacién de acetato requerida para el
crecimiento mediante las reacciones catalizadas por estas enzimas resultara probablemente en la formacién
adicional de NADH citosélico. Ald4p puede utilizar tanto NAD* como NADP+* como cofactores. Los cofactores de
nicotinamida no pueden, en general, cruzar la membrana mitocondrial interna. En cultivos anaerdbicamente
cultivados de S. cerevisiae, la re-oxidacion de NADH producida por la formacién de acetato catalizada por Ald4p
requeriria la transferencia de reducir equivalentes a través de la membrana mitocondrial. Esto se podria llevar a
cabo, por ejemplo, mediante sistemas lanzadera mitocondriales, tales como la lanzadera de acetaldehido-etanol,
cuya transferencia reduce los equivalentes a NAD* citosolico. El exceso de NADH citosolico se puede re-oxidar
entonces mediante la elevada formacién de glicerol.

Para retirar la via de regeneracién alternativa de NADPH catalizada por Ald6p, se delecioné ALD6 en la cepa
IMX705 dando la cepa IMX756. Los presentes inventores han encontrado una delecion de ALD6 que es
posiblemente beneficiosa para la generacion de una cepa que consume acetato, ya que puede retirar una posible
reaccion de tipo transhidrogenasa conducida por ATP en el citoplasma de las células, creada por Acs1p / Acs2p,
EutEp y Ald6ép (Figura 4). Para investigar el efecto de Ald6p sobre la fisiologia anaerobia de S. cerevisiae no
mutante, ALD6 también se delecion6 en la cepa IMX585 dando la cepa IMX899.

Las cepas IMX899 e IMX756 se caracterizaron en experimentos discontinuos anaerobios, en las mismas
condiciones que los lotes realizados con las cepas IMX585 e IMX705. Las velocidades de crecimiento de IMX899 e
IMX756 fueron aproximadamente 90 % y 81 % de la velocidad de crecimiento de la cepa de referencia IMX585. La
formacion de acetato extracelular fue gravemente afectada en las fases tempranas de las fermentaciones, y su
concentracién disminuyd hasta por debajo de los niveles de deteccion en las etapas posteriores (datos no
mostrados) en fermentaciones con ambas cepas. El lote anaerobio con la cepa IMX899 produjo un aumento de 1 %
en el rendimiento de glicerol en glucosa y de 5,3 % en el glicerol formado por la biomasa en comparacién con la
cepa de referencia IMX585 (Tabla 19A), que indica un efecto menor de la delecion en la generacion de NADH
citosdlico adicional. Sin embargo, la fermentacién con la cepa IMX756, en la que la delecion de ALD6 se combind
con la expresién en exceso de gndA y las deleciones de GND1 y GND2, produjo un aumento de 39 % en el
rendimiento de glicerol en glucosa y de 55 % en el glicerol formado por la biomasa formada en comparacion con la
cepa de referencia IMX585 (Tabla 19A).

Este estudio proporciona prueba del principio de que diferentes 6-fosfogluconato deshidrogenasas dependientes de
NAD+ heterélogas pueden ser funcionalmente expresadas en S. cerevisiae. Ademas, la expresién en exceso de
gndA en una cepa gnd1A gnd2A produjo un aumento en la formacién de glicerol por biomasa formada, que indica un
aumento en la formacién de NADH citosélica por biomasa formada. La delecion adicional de ALD6 en la cepa
IMX705 mostrdé un marcado aumento en el rendimiento de glicerol en glucosa, asi como la formacion de glicerol por
biomasa formada en cultivos anaerobios de la cepa mutante en comparacion con el control. Las estrategias de
manipulacién causaron solo una disminucion menor en las maximas velocidades de crecimiento especificas de las
cepas mutantes. Esto indica que esta estrategia podria ser directamente aplicada a cepas industriales y ser usada
posiblemente para aumentar el consumo de &cido acético en hidrolizados.

Tabla 19. Maximas velocidades de crecimiento especificas (u), rendimientos de productos principales y
relaciones entre la formacion de glicerol y acetato por biomasa formada. Datos obtenidos a partir de las
fermentaciones discontinuas anaerobias realizadas en birreactores, con las cepas IMX585, IMX705, IMX899 e
IMX756. Las fermentaciones se realizaron en medio sintético complementado con 20 g L' de glucosa. Los
lotes se realizaron a pH 5, burbujeo de 500 mL min-' de N2, 30 °C. Los rendimientos y las relaciones se
calcularon a partir de los datos recogidos en la fase de crecimiento exponencial, como las pendientes de los
graficos de los valores medidos. El calculo de los rendimientos de etanol se baso en datos corregidos para
la evaporacion. Los datos se presentan como promedios de experimentos duplicados independientes.

Cepa IMX585 IMX705 IMX756

p(h) 0,32 + 0,00 0,30 + 0,01 0,26 + 0,01

Y glicerol/glucosa (g/g) 0,106 0,001 | 0,130 +0,002 | 0,144 +0,001

Y biomasa/glucosa (g/g) 0,094 + 0,004 | 0,087 +0,002 | 0,083 + 0,002

Y EtOH/glucosa (g/g) 0,360 + 0,01 0,368 + 0,01 0,363 £ 0,02

Relacion glicerol formado/biomasa (g/g) 1,123 £ 0,04 1,394 + 0,02 1,752 + 0,05

Relacion acetato formado/biomasa (g/g) 0,090 £0,002 | 0,098 + 0,001 Por debajo del limite de deteccién
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Considerando en el célculo la evaporacion del etanol, con mmoles en lugar de g para los célculos de relacion, y los
datos de adicidon para IMX899, los datos se dan en la Tabla 19A:

Tabla 19A
Cepa IMX585 IMX705 IMX899 IMX756
u (h) 0,32 + 0,00 0,30 £ 0,01 0,29 + 0,01 0,26 + 0,01
Y glicerol/glucosa (g g™) 0,105 +0.000 | 0,121 £0,001 0,106 £0.000 | 0,146 +£0.000
Y biomasa/glucosa (gx g) 0,094 £ 0,004 | 0,087 £0,002 | 0,088 = 0,001 0,083 £ 0,002
Y EtOH/glucosa (g g™') 0,372 £ 0,001 0,379 £ 0,001 0,386 £0.000 | 0,374 +0,002
Relacion glicerol formado/biomasa (mmol gx) | 12,19 + 0,44 15,14 £ 0,22 12,83 £ 0,39 18,90 £ 0,56
Relacion acetato formado/biomasa (mmol gx') | 1,50 + 0,03 1,63 £ 0,02 <0,05 <0,05

Ejemplo 2
2.1 Cambio de especificidad del cofactor de 6PGDH en combinacion con la via reductora de acetato

El cambio combinado de la especificidad del cofactor de 6-fosfogluconato deshidrogenasa de NADP+ a NAD* y la
delecion de ALDG6 en la cepa IMX756 produjo un aumento de 37,7 % en el rendimiento de glicerol en glucosa en
comparacion con la cepa de control IMX585 en fermentaciones discontinuas anaerobias. Este resultado estuvo en
linea con el aumento de 40,5 % estimado en el rendimiento de glicerol en glucosa, en el escenario donde se genera
NADH en exceso en el citosol basandose en la estrategia propuesta y la via de formacién de glicerol esta todavia
intacta. Como la siguiente etapa, se investiga el efecto de la sustitucion de la via de formacion de glicerol por la
reductora de acetato sobre la cantidad de acetato que se puede consumir por una cepa con IMX756 como parental.

Para sustituir la via de formacion de glicerol por la de reduccién de acetato, se delecionaron GPD1y GPD2 (que
codifican glicerol-3-fosfato deshidrogenasas) y se expres6 en exceso eutE (codificado por acetaldehido
deshidrogenasa acetilante de E. coli) en la cepa IMX756, dando la cepa IMX860. Ademas, la delecion de GPD1 y
GPD2y la expresion en exceso de eutE en IMX585 dio la cepa de control reductora de acetato IMX888.

En la cepa reductora de acetato IMX888, la 6-fosfogluconato deshidrogenasa es dependiente de NADP+. Basandose
en los analisis tedricos realizados en el presente documento, se espera un consumo de 5,51 mmoles de acetato por
gramo de biomasa formada para esta cepa, en fermentaciones anaerobias con glucosa como fuente de carbono. En
la cepa IMX860, en la que cambia la especificidad del cofactor, se espera un consumo de 8,75 mmoles de acetato
por gramo de biomasa formada.

En este experimento, se investiga el efecto de la estrategia de manipulacién propuesta en este escenario en el
consumo de acetato anaerobio. Se cultivaron las cepas IMX860 e IMX888 en fermentaciones anaerobias en
birreactores, complementados con 20 g L' de glucosa y 3 g L' de acido acético. El burbujeo, control del pH, asi
como temperatura, fueron idénticos a los lotes realizados con las cepas IMX585, IMX705 e IMX756. Basandose en
el andlisis tedrico, se espera un aumento de 59 % en acetato consumido por biomasa formada en la cepa IMX860 en
comparacién con IMX888. Ademas, la estrategia de manipulacién en la cepa IMX860 debe dar como resultado un
aumento tedrico de 3 % en el rendimiento del etanol en glucosa en comparacion con la cepa IMX888 y 22,4 % en
comparacién con el escenario no mutante. Los resultados se dan en las Tablas 20, 20A y 21. Para la Tabla 20A,
célculo del incremento de consumo de acetato sobre glucosa y por biomasa formada entre las cepas IMX888 (que
usa la estrategia de Medina et al. 2010) y la cepa IMX860 (que usa la estrategia en este ejemplo), se resté el
consumo aparente de la cepa de control IMX585 (que no contiene eutE) de los valores calculados.

Tabla 20. Maximas velocidades de crecimiento especificas, rendimientos de productos principales y
relaciones entre acetato consumido sobre glucosa consumida y biomasa formada. Datos obtenidos a partir
de las fermentaciones discontinuas anaerobias realizadas en birreactores, con las cepas IMX585, IMX888 e

IMX860. Las fermentaciones se realizaron en medio sintético complementado con 20 g L' de glucosay3 g L
1 de acido acético. Los lotes se realizaron a pH 5, burbujeo de 500 mL min-! de N2, 30 ¢C. Los rendimientos y
las relaciones se calcularon a partir de los datos recogidos en la fase de crecimiento exponencial. El calculo
de los rendimientos de etanol se basé en datos corregidos para la evaporacion. Los datos se presentan
como promedios de experimentos duplicados independientes.

Cepa IMX585 IMX888 IMX860
u (h) 0,28 + 0,01 0,26 + 0,01 0,20 £ 0,01
Y glicerol/glucosa (g/g) 0,062 £ 0,000 N/D N/D
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Y biomasa/glucosa (g/g) 0,076 £ 0,003 0,075 £ 0,000 0,077 £0,000
Y EtOH/glucosa (g/g) 0,421 + 0,001 0,460 + 0,001 0,466 + 0,002
Relacion acetato consumido/biomasa (g/g) 0,146 + 0,006 0,424 + 0,009 0,534 + 0,002
Relacion acetato consumido/glucosa (g/g) 0,009 + 0,000 0,032 + 0,000 0,41 £ 0,000

Considerando en el célculo la evaporacion del etanol, y con mmoles en lugar de g para los célculos de relacién y los
datos de adicion de glicerol/glucosa (g g'') para IMX888 e IMX860, los datos se dan en la Tabla 20A.

Tabla 20A
Cepa IMX585 IMX888 IMX860
u (h) 0,28 + 0,01 0,26 = 0,01 0,20 + 0,01
Y glicerol/glucosa (g g™) 0,060 £ 0,000 <0,001 <0,001
Y biomasa/glucosa (gx g) 0,076 + 0,003 0,075 + 0,000 0,077 £0,000
Y EtOH/glucosa (g g™') 0,433 + 0,001 0,474 + 0,001 0,489 + 0,000
Relacion glicerol producido/biomasa (mmol gx ') 8,50 £ 0,04 <0,01 <0,01
Relacion acetato consumido/biomasa (mmol gx ') 2,44 £0,10 6,92 £ 0,12 8,90 £ 0,04
Relacion acetato consumido/glucosa (g g') 0,011 £0,00 0,032 £ 0,00 0,042 £ 0,00

2.2. Cambio de especificidad del cofactor de G6PDH en la generacion de NADH citosdlico adicional y la via
reductora de acetato

Recientemente se ha caracterizado una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+*, designada azf, en
la arquea Haloferax volcanii (Pickl y Schénheit, 2015). En este ejemplo, el efecto de un cambio de cofactor de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de NADP+ a NAD+* sobre la generacion de NADH citosélico adicional por biomasa
formada, azf se expresa en exceso en un contexto de zwf1A de S. cerevisiae. Basandose en el analisis tedrico y los
experimentos realizados en la presente solicitud, se espera un impacto tedrico idéntico del cambio de cofactor de 6-
fosfogluconato deshidrogenasa.

Se usa la secuencia de proteinas de Azfp (ADE03728.1) de Haloferax volcanii DS2 para generar una version de
codones optimizados de levadura de azf, basandose en la composicién de genes glicoliticos altamente expresados
(Wiedemann y Boles, 2008). Se sintetiza un casete de expresion en exceso, bajo el control de un promotor glicolitico
constitutivo fuerte, y se clona en un plasmido. El plasmido se usa como molde para generar un producto de PCR en
el que el casete de expresion en exceso esta flanqueado por secuencias de 60 pb homélogas a las regiones directas
en la direccién 5' y en la direccién 3' de ZWF1. El locus de ZWF1 se deleciona entonces usando el sistema
CRISPR/Cas9 con el producto de PCR como el fragmento de reparacién, dando como resultado una cepa zwf1::azf.

La determinacion de la actividad enzimatica de Azfp en la cepa zwf1::azf se realiza como se describié previamente
(Pickl y Schénheit, 2015). Ademas, se investiga el efecto de la sustitucién de ZWF1 por azf sobre la velocidad de
crecimiento especifica maxima aerobia de la cepa manipulada en un modo idéntico a la forma que se determiné para
las cepas IMX705, IMX706 e IMX707 en la presente solicitud.

La cepa zwf1::azf generada se caracteriza en fermentaciones anaerobias en birreactores con 20 g L' de glucosa
como fuente de carbono y en comparacion con su cepa parental, asi como la cepa IMX705. Se espera que la cepa
rinda similarmente a la cepa IMX705 en términos de rendimiento de glicerol sobre glucosa y la formacién de glicerol
en biomasa formada y tenga un aumento de al menos 22,6 % en el rendimiento de glicerol sobre glucosa en
comparacién con su cepa no mutante parental.

La cepa zwf1::azf se manipula adicionalmente por delecién de GPD71 y GPDZ2 e introduccidén de eutE en el locus
GPD2, usando las mismas etapas que el caso de la construccién de la cepa IMX888. El genotipo relevante de la
cepa resultante es gpd1A gpd2::eutE zwf1::azf.

En los experimentos de seguimiento, se investiga el efecto de la estrategia de ingenieria propuesta en este
escenario en el consumo anaerobio de acetato. La cepa gpd1A gpd2::eutE zwfi::azf se cultiva en fermentaciones
anaerobias en biorreactores, complementada con 20 g L' de glucosa y 3 g L' de &cido acético. El burbujeo, control
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de pH, asi como la temperatura, son idénticos a los lotes realizados con las cepas IMX585, IMX705 e IMX756.
Basandose en el analisis tedrico y similarmente a la cepa IMX888, se espera un aumento de 59 % en el acetato
consumido por biomasa formado en esta cepa en comparacién con la cepa reductora de acetato IMX860, en la que
no se ha hecho cambio de cofactor de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o 6-fosfogluconato deshidrogenasa.

2.2 Cambio simultaneo de la especificidad del cofactor de G6PDH y 6PGDH en la generacion de NADH
citosdlico adicional y la via reductora de acetato

Para investigar el efecto de un cambio simultdneo del cofactor de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa de NADP+ a NAD* en la generacion de NADH citosélico adicional por biomasa
formada, se expresan en exceso azfy gndA en una cepa zwf1A gnd1A gnd2A.

La generacion de un casete de expresion en exceso de azf se realiza como se describié previamente en la presente
solicitud. La construccion de cepas se realiza idénticamente a la descrita para la cepa zwf1::azf. En este caso, se
usa la cepa IMX705 como parental. El genotipo relevante resultante de la cepa generada es gnd2A gnd1::gndA
zwf1::azf.

La determinacion de la actividad enzimatica de Azfp en la cepa zwf1::azf se realiza como se describid previamente
(Pickl y Schonheit, 2015). La determinacion de la actividad enzimatica de GndAp se realiza como se describié en la
presente solicitud.

La cepa gnd2A gnd1::gndA zwf1::azf generada se caracteriza en fermentaciones anaerobias en biorreactores con
20 g L' de glucosa como fuente de carbono y en comparacion con su cepa IMX705 parental, asi como la cepa
IMX585 (sin cambio de especificidad del cofactor). En este escenario, NADPH se genera principalmente mediante la
reaccion catalizada por Ald6p. La cantidad de NADH adicional que se genera por biomasa formada se determina por
el flujo de glucosa a través de la parte oxidativa de la via de la pentosa-fosfato. En este escenario, suponiendo
100 % de especificidad por NAD+, el flujo a través de la parte oxidativa de la pentosa-fosfato ya no se acopla a la
generacién de NADPH. En un escenario donde las enzimas usan preferentemente NAD*, pero también muestran
actividad hacia NADP+, el flujo a través de esta via se puede correlacionar todavia a la provision de NADPH. Se
espera que el cambio de los cofactores de tanto glucosa-6-fosfato deshidrogenasa como 6-fosfogluconato
deshidrogenasa dé como resultado un aumento adicional de la formacion de NADH citosoélico por biomasa formada,
cuando se compara con el cambio de cualquier cofactor solo.

La cepa gnd2A gnd1::gndA zwf1::azf se manipula adicionalmente por delecion de GPD1y GPD2 e introduccion de
eutE en el locus GPD2, usando las mismas etapas que el caso de la construccion de la cepa IMX888. El genotipo
relevante de la cepa resultante es gpd1A gpd2::eutE gnd2A gnd1::gndA zwf1::azf.

En los experimentos de seguimiento, se investiga el efecto de la estrategia de manipulacién propuesta en este
escenario en el consumo de acetato anaerobio. La cepa gpd1A gpd2::eutE gnd2A gnd1::gndA zwi1::azf se cultiva en
fermentaciones anaerobias en biorreactores, complementada con 20 g L' de glucosa y 3 g L' de acido acético. El
burbujeo, control de pH, asi como la temperatura, son idénticos a los lotes realizados con las cepas IMX585, IMX705
e IMX756. Se espera en este caso un aumento del consumo de acetato por biomasa formada en comparacion con la
cepa IMX860 y gpd1A gpd2::eutE zwf1::azf.

Las ventajas de las cepas segun la invencion, como se muestran en los ejemplos, se resumen en la Tabla 21,

Tabla 21 Aumento del rendimiento para etanol y glicerol y acetato consumido con valores teéricamente calculados
(entre paréntesis), en comparacién con cepa no mutante y para el escenario de acetato (biocombustible) y el
escenario de glicerol (vino).

Escenario de acetato (combustible de | Escenario de glicerol (vino) en
bioetanol) en comparacion con la cepa de | comparacion con la cepa no

Medina et al. 2010 mutante
Rendimiento de etanol en | 1,3 % (3 %) ~0 % (-4,5 %)
glucosa
Aumento en %
Rendimiento de glicerol 38 % (40,5 %)

Aumento en %

Consumo de acetato (% de | 28 % (59 %)
aumento (g de acetato / g de
biomasa))

Rendimiento de biomasa -13,2 %(-11,5 %)
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A partir de la Tabla 21 es evidente que se pueden obtener ventajas sustanciales:

Para aplicacion en la industria de los biocombustibles, es ventajoso 28 % de aumento de consumo de acetato y
1,3 % de aumento en el rendimiento de etanol.

Para la aplicacién en la industria vitivinicola, es ventajoso hasta 38 % de aumento de rendimiento de glicerol y la
misma produccion de etanol o més baja.

Basandose en los datos y célculos de las Tablas 19A y 20A, como la Tabla resumen 21, esté a continuacion la Tabla
resumen 21A:

Tabla 21A

Escenario de acetato (combustible de | Escenario de glicerol (vino) en
bioetanol) en comparacion con la cepa | comparacion con la cepa no

de Medina et al. 2010 mutante
Rendimiento de etanol en | 3% (3 %) ~0,5 (en el margen de error) % (-
glucosa 4,5 %)
Aumento en %
Rendimiento de glicerol - 39 % (40,5 %)

Aumento en %

Consumo de acetato (% de |44 % (59 %) o 31 % (59 %) (sin
aumento (g de acetato / g de | correccion para el consumo aparente no
biomasa)) mutante)

Rendimiento de biomasa +2,6 % -11,7 £ 3 % %(-11,5 %)

De la Tabla 21A es evidente que se pueden obtener ventajas sustanciales:

Para aplicacion en la industria de los biocombustibles, es ventajoso 44 % de aumento de consumo de acetato por
gramo de biomasa formada y 3 % de aumento en el rendimiento de etanol en glucosa.

Para la aplicaciéon en la industria vitivinicola, es ventajoso hasta 39 % de aumento de rendimiento de glicerol y la
misma produccion de etanol o més baja.
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gcgataccct gcgatcttecg agacctaact acatagtgtt taaagattac ggatatttaa 60
cttacttaga ataatgccat ttttttgagt tataataatc ctacgttagt gtgageggga 120
tttaaactgt gaggacctta atacattcag acacttctge ggtatcacce tacttattece 180
cttcgagatt atatctagga acccatcagg ttggtggaag attaccegtt ctaagacttt 240
tcagctteet ctattgatgt tacacctgga caccecctttt ctggcatcca gtttttaate 300
ttcagtggca tgtgagattc tccgaaatta attaaagcaa tcacacaatt ctctcggata 360
ccacctecggt tgaaactgac aggtggtttg ttacgcatge taatgcaaag gagcctatat 420
acctttgget cggectgectgt aacagggaat ataaagggceca gecataattta ggagtttagt 4380
gaacttgcaa catttactat tttcecttet tacgtaaata tttttcectttt taattctaaa 540
tcaatctttt tcaatttttt gtttgtattc ttttcttget taaatctata actacaaaaa 600
acacatacat aaactaaaaa tgaagttggc tattattggt ttgggtaaga tgggtggtaa 660
catggctaga agattgttga agcacggtat tgaagttgtt ggtttegact tcaaccaaga 720
cgctgttaac caaatttctt tgaccaacgg tatgattcca gcttcttctg ttgaagacge 780
tgtttctaag ttgtctggtg aaccaagaaa gattgtttgg attatgttge catctggtga 840
cattaccgaa aaccaaatta aggacttggt tccattgttg tctaagggtg acattattgt S00
tgacggtggt aactctaact acaagcactc tcaaagaaga ggtgcttggt tggctgaaca 860
cggtattgaa ttcattgact gtggtacctc tggtggtatt tggggtttgg acaacggtta 1020
ctgtttgatg tacggtggtt ctaaggacge tgetgacgoet gttgttecaa ttatgeaage 1080
tttggctcac gectgacagag gttgggctca cgttggteca gttggttcotg gtcactteac 1140
caagatgatt cacaacggta ttgaatacgg tatgatgcaa gctttcgetyg aaggtttgga 1200
cttgttgaag ggtaaggaag aattcaactt ggacttgget caaattaceg aattgtggag 1260
acacggttct gttgttagat cttggttgtt ggacttgace gctgaagett tggectcacga 1320
ccaagaattg tctgetattg ctecatacgt tgetgactcect ggtgaaggta gatggacegt 1380
tgttgaagct gttgaccaag gtgttgectge tccagttttg accttggett tgcaaatgag 1440
attcgcttct caagaagaca ccggttacte ttacaagttg ttgtctatga tgagaaacge 1500
tttcggtggt cacgctgtta agaccaagta acaggcccct tttcctttgt cgatatcatg 1560
taattagtta tgtcacgett acattcacge cctecccecca catcegetet aaccgaaaag 162Q
gaaggagtta gacaacctga agtctaggte cctatttatt tttttatagt tatgttagta 1680
ttaagaacgt tatttatatt tcaaattttt ctttttttte tgtacaaacg cgtgtacgea 1740
tgtaacatta tactgaaaac cttgcttgag aaggttttgg gacgctcgaa ggctttaatt 1800
tgettegeta atetgegeg 1819

<210> 2

<211> 303

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<223> Proteina GndA (Methylobacillus flagellates)

<400> 2

Met
Arg
Gln
Ser
Ile
Lys
Gly
Glu
Gly
Ala
145
Gly
Ile

Leu

Ile

Asp
225
Ala
Ala
Met

Ser

<210> 3
<211> 1906
<212> ADN

Lys
Arg
Asp
Ser
val
Asp
Asn
His
Leu
130
Asp
Trp
His
Asp

Thr
210

Leu
Pro
Val
Arg

Met
290

Leu
Leu
Ala
35

Val
Trp
Leu
Ser
Gly
115
Asp
Ala
Ala
Asn
Leu

195
Glu

Thr
Tyr
Asp
Phe

275
Met

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete gox1705

<400> 3

Ala
Leu
20

Val
Glu
Ile
Val
Asn
100
Ile
Asn
val
His
Gly
180

Leu

Leu

Ala
Vval
Gln
260
Ala

Arg

Ile
Lys
Asn
Asp
Met
Pro
85

Tyr
Glu
Gly
val
Val
165
Ile
Lys

Trp

Glu
Ala
245
Gly

Ser

Agn

Ile
His
Gln
Ala
Leu
70

Leu
Lys
Phe
Tyr
Pro
150
Gly
Glu
Gly

Arg

Ala
230
Asp
val
Gln

Ala

Gly
Gly
Ile
Val
Pro
Leu
His
Ile
Cys
135
Ile
Pro
Tyr
Lys

His
215

Leu
Ser
Ala
Glu

Phe
295

Leu
Ile
Ser
40

Ser
Ser
Ser
Ser
Asp
120
Leu
Met
Val
Gly
Glu

200
Gly

Ala
Gly
Ala
Asp

280
Gly

Gly
Glu
25

Leu
Lys
Gly
Lys
Gln
105
Cys
Met
Gln
Gly
Met
185
Glu

Ser
His
Glu
Pro
265

Thr

Gly

41

Lys
10

Val
Thr
Leu
Asp
Gly
90

Arg
Gly
Tyr
Ala
Ser
170
Met
Phe

Val

Asp
Gly
250
val
Gly

His

Met
Val
Asn
Ser
Ile
75

Asp
Arg
Thr
Gly
Leu
155
Gly
Gln

Asn

Val

Gln
235
Arg
Leu

Tyr

Ala

Gly
Gly
Gly
Gly
Thr
Ile
Gly
Ser
Gly
140
Ala
His
Ala

Leu

Arg
220

Glu
Trp
Thr
Ser

Val
300

Gly
Phe
Met
45

Glu
Glu
Ile
Ala
Gly
125
Ser
His
Phe
Phe
Asp

205
Ser

Leu
Thr
Leu
Tyr

285
Lys

Asn
Asp
30

Ile
Pro
Asn
val
Trp
110
Gly
Lys
Ala
Thr
Ala
120

Leu

Trp

Ser
val
Ala
270
Lys

Thr

Met
15

Phe
Pro
Arg
Gln
Asp
85

Leu
Ile
Asp
Asp
Lys
175
Glu
Ala

Leu

Ala
val
255
Leu

Len

Lys

Ala
Asn
Ala
Lys
Ile
Gly
Ala
Trp
Ala
Arg
160
Met
Gly
Gln

Leu

Ile
240
Glu
Gln

Len
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gcgataccct gcgatcttecg agacctaact acatagtgtt taaagattac ggatatttaa 60
cttacttaga ataatgccat ttttttgagt tataataatc ctacgttagt gtgageggga 120
tttaaactgt gaggacctta atacattcag acacttctge ggtatcacce tacttattce 180
cttcgagatt atatctagga acccatcagg ttggtggaag attaccegtt ctaagacttt 240
tcagettect ctattgatgt tacacetgga caccectttt ctggeatceca gtttttaate 300
tteagtggea tgtgagatte teccgaaatta attaaageaa tcacacaatt cteteggata 360
ccacctoggt tgaaactgac aggtggtttg ttacgeatge taatgeaaag gagoctatat 420
acctttgget cggetgetgt aacagggaat ataaagggeca gcataattta ggagtttagt 480
gaacttgcaa catttactat tttceccttet tacgtaaata tttttetttt taattctaaa 540
tcaatctttt tcaatttttt gtttgtattc ttttettget taaatctata actacaaaaa 600
acacatacat aaactaaaaa tgagaattgg tattattggt ttgggtagaa tgggtggtaa 660
cattgetgtt agattgacca gacacggtca cgacgttgtt gttcacgaca gaacctetga 720
agttaccace tectgttgttg gtagatgtga agetggtaga gectaccecag ctgacacctt 780
ggctgacatg goetaagttgt tggaaggtga cgaacacaga gttgtttggg ttatgttgee 840
agetggtget attaceogaag actgtgttea acaattgggt ggtttgttgg gtagaggtga 800
cattattatt gacggtggta acacctacta caaggacgac gttagaagat ctgctgaatt 960
ggctgaaaag ggtatttctt acgttgacgt tggtacctct ggtggtgttt ggggtttgga 1020
aagaggttac tgtatgatgt tcggtggtac caaggaaacc gctgaataca ttgacccaat 1080
tttgtctgct ttggctccag gtattggtga cgttccaaga accccaggta gagacgaagce 1140
tggtcacgac ccaagagcetg aacaaggtta cttgecactgt ggtccagetg gttectggtea 1200
cttegttaag atggttcaca acggtattga atacggtatg atgcaagett tegetgaagg 1260
tttcgacatt atgaagtcta agaactctcc aattttggcect gaaaaggaca gattcgaatt 1320
gaacatgggt gacattgctg aagtttggag aagaggttct gttgtttctt cttggttgtt 1380
ggacttgace gctgaagett tgaccagatc tgaaaccttg aacgaattct ctggtgaagt 1440
tgetgactet ggtgaaggta gatggaccat tgaagetget attgaagaag acgttccage 1500
tccagttatg acegetgett tgttcaccag attcagatct agatctggta acaacttege 1560
tgaaaagatt ttgtetgete aaagattcecgg ttteggtggt cacgttgaaa agaagtaaca 1620
ggeccetttt coctttgtecga tatcatgtaa ttagttatgt cacgettaca ttcacgeeoct 1680
ccccecacat ccgetctaac cgaaaaggaa ggagttagac aacctgaagt ctaggtccct 1740
atttattttt ttatagttat gttagtatta agaacgttat ttatatttca aatttttett 1800
ttttttectgt acaaacgcgt gtacgecatgt aacattatac tgaaaacctt gcttgagaag 1860
gttttgggac getegaagge tttaatttge ttegetaate tgegeg 1906

<210> 4

<211> 332

<212> PRT
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<223> Proteina Gox1705 (Gluconobacter oxidans 621H)

<400> 4

Met
Val
Ser
Thr
Glu
Asp
Ile
Glu
Gly
Lys
145
Gly
Asp
Gly
Gln

Ile
225

Glu
Thr
Glu
Glu
Phe

305
Gln

<210>5
<211> 1906
<212> ADN

Arg
Arg
Glu
Pro
50

His
Cys
Asp
Leu
val
130
Glu
Ile
Pro
His
Ala

210
Leu

val
Ala
Val
Glu
290

Arg

Arg

Ile
Leu
Val
Ala
Arg
val
Gly
Ala
115
Trp
Thr
Gly
Arg
Phe
195

Phe

Ala

Trp
Glu
Ala
275
Asp

Ser

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete 6pgdh

Gly
Thr
20

Thr
Asp
Val
Gln
Gly
100
Glu
Gly
Ala
Asp
Ala
180
Val
Ala

Glu

Arg
Ala
260
Asp
Val

Arg

Gly

Ile
Arg
Thr
Thr
val
Gln
85

Asn
Lys
Leu
Glu
Val
165
Glu
Lys
Glu

Lys

Arg
245
Leu
Ser
Pro

Ser

Phe
325

Ile
His
Ser
Leu
Trp
Leu
Thr
Gly
Glu
Tyr
150
Pro
Gln
Met
Gly

Asp
230

Gly
Thr
Gly
Ala
Gly

310
Gly

Gly
Gly
Val
Ala
55

Val
Gly
Tyr
Ile
Arg
135
Ile
Arg
Gly
Val
Phe
215
Arg
Ser
Arg
Glu
Pro
295

Asn

Gly

Leu
His
Val
Asp
Met
Gly
Tyr
Ser
120
Gly
Asp
Thr
Tyr
His
200

Asp

Phe

Val
Ser
Gly
280
Val

Asn

His

Gly
Asp
25

Gly
Met
Leu
Leu
Lys
105
Tyr
Tyr
Pro
Pro
Leu
185
Asn

Ile

Glu

Val
Glu
265
Arg
Met

Phe

val

43

Arg
10

Val
Arg
Ala
Pro
Leu
90

Asp
Val
Cys
Ile
Gly
170
His
Gly
Met

Leu

Ser
250
Thr

Trp
Thr
Ala

Glu
330

Met
Val
Cys
Lys
Ala
75

Gly
Asp
Asp
Met
Leu
155
Arg
Cys
Ile
Lys

Asn
235

Ser
Len
Thr
Ala
Glu

315
Lys

Gly
Val
Glu
Leu
Gly
Arg
Val
Val
Met
140
Ser
Asp
Gly
Glu
Ser

220
Met

Trp
Asn
Ile
Ala
300

Lys

Lys

Gly
His
Ala
Leu
Ala
Gly
Arg
Gly
125
Phe
Ala
Glu
Pro
Tyr
205
Lys

Gly

Leu
Glu
Glu
285

Leu

Ile

Asn
Asp
30

Gly
Glu
Ile
Asp
Arg
110
Thr
Gly
Leu
Ala
Ala
150
Gly

Asn

Asp

Leu
Phe
270
Ala
Phe

Leu

Ile
15

Arg
Arg
Gly
Thr
Ile
95

Ser
Ser
Gly
Ala
Gly
175
Gly
Met

Ser

Ile

Asp
255
Ser
Ala
Thr

Ser

Ala
Thr
Ala
Asp
Glu
Ile
Ala
Gly
Thr
Pro
160
His
Ser
Met
Pro

Ala
240

Leu
Gly
Ile
Arg

Ala
320



<400> 5

gegatacect
cttacttaga
tttaaactgt
cttcgagatt
tcagcecttect
ttcagtggca
ccacctceggt
acctttgget
gaacttgcaa
tcaatctttt
acacatacat
cattgttaga
ggctgttget
tgctaagttg
aaccaccatt
taacacctte
ctacgttgac
gattggtggt
aggtgetggt
aggttacatt

tattgaatac
cattgacgct
ttggagaaga
tgactcteca
gaccgttaac
caccagattc
agctggttte
ggcccoctttt
ccccecacat
atttattttt
ttttttctgt

gttttgggac

<210>6

gcgatctteg
ataatgccat
gaggacctta
atatctagga
ctattgatgt
tgtgagattc
tgaaactgac
cggcetgetgt
catttactat
tcaatttttt
aaactaaaaa
agattgatga
ggtttggetg
gaaagaccaa
gacaccattg
tggcaagacyg
gttggtacct
gaaaagcaag
gacattccaa
cacgetggte
ggtttgatge
ttgccagetg
ggttctgtta
gctttggetg
goetgetattyg
agatctagaa
ggtggtcaca
cetttgtega
ccgetctaac
ttatagttat
acaaacgcgt

gectegaagge

ES 2767728 T3

agacctaact
ttttttgagt
atacattcag
acccatcagg
tacacctgga
teocgaaatta
aggtggtttg
aacagggaat
tttcccttct
gtttgtattc
tgcaattggg
gacacggtca
ctgacggtge
gaaccgcttg
ctggtgttat
acgttagaag
ctggtggtgt
ttgttgacag
gaaccgaagg
cagttggtge
aagcttacge
accacagata
tteccatettg
aatactctgg
acgaagetgt
aggaacacac
aggaaccaaa
tatcatgtaa
cgaaaaggaa
gttagtatta
gtacgcatgt

tttaatttge

acatagtgtt
tataataatc
acacttctge
ttggtggaag
caccecetttt
attaaagcaa
ttacgcatge
ataaagggca
tacgtaaata
ttttcttget
tatgattggt
ctctacecgtt
tgttggttect
ggttatgttg
gcaagaaggt
aggtaaggct
ttggggtttg
attggaccca
tagagaaggt
tggtcactte
tgaaggtttc
cgacttogac
gttgttggac
tttegttgaa
tccagetgaa
cttcgctgaa
gcaaccaggt
ttagttatgt
ggagttagac
agaacgttat
aacattatac

ttcgctaate

44

taaagattac
ctacgttagt
ggtatcacce
attacccgtt
ctggcatcca
tcacacaatt
taatgcaaag
gcataattta
tttttctttt
taaatctata
ttgggtagaa
gtttacgaca
gctacctigg
ccagctggta
gacgttatta
ttgaaggcta
gacagaggtt
attttcgctg
agagacccaa
gttaagatga
gacattttga
ttggcetgaca
ttgacctceta
gactctggtg
gttitgaceyg
aagattttgt
gcttetaage
cacgcttaca
aacctgaagt
ttatatttea
tgaaaacctt

tgegeg

ggatatttaa
gtgagcggga
tacttattce
ctaagacttt
gtttttaatc
ctctocggata
gagcctatat
ggagtttagt
taattctaaa
actacaaaaa
tgggtggtaa
aggacgctaa
aagaattegt
gaattaccga
ttgacggtgg
gaggtattca
actgtatgat
ctttggetec
gaattgaaca

ttecacaacgy

agaacgctaa
ttgctgaagt
cegetttgge
aaggtagatg
ctgetttgta
ctgctatgag
caaagtaaca
ttcacgcacct
ctaggteccct
aatttttett

gcttgagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1906



10

15

<211> 332
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Proteina 6pgdh WP_011089498.1 (multiples especies [Bradyrhizobium])

<400> 6

Met
Arg
Ala
Thr
val
Ala
Phe
Ile
Arg
Leu
145
Arg
Ile

Asn

Ile

Asgp
225
Ile
Pro
Arg
Leu
Phe

305
Lys

<210>7
<211> 789
<212> ADN

Gln
Arg
Lys
Leu
Met
Gly
Trp
His
Gly
130
Asp
Thr
His
Gly

Leu
210

Phe
Pro
Ala
Trp
Thr
290

Ala

Glu

Leu
Leu
Ala
35

Glu
Leu
Val
Gln
Tyr
115
Tyr
Pro
Glu
Ala
Ile

195
Lys

Asp
Ser
Leu
Thr
275
Ala

Glu

Pro

<213> Secuencia artificial

Gly
Met
20

Val
Glu
Pro
Met
Asp
100
val
Cys
Ile
Gly
Gly
180
Glu

Asn

Leu
Trp
Ala
260
Val
Ala

Lys

Lys

Met
Arg
Ala
Phe
Ala
Gln
85

Asp
Asp
Met
Phe
Arg
165
Pro
Tyr

Ala

Ala
Leu
245
Glu
Asn
Leu

Ile

Gln
325

Ile
His
Gly
Val
Gly
70

Glu
val
val
Met
Ala
150
Glu
Val
Gly

Asn

Asp
230
Leu
Tyr
Ala
Tyr
Leu

310
Pro

Gly
Gly
Leu
Ala
Arg
Gly
Arg
Gly
Ile
135
Ala
Gly
Gly
Leu

Ile
215

Ile
Asp
Ser
Ala
Thr
295

Ser

Gly

Leu
His
Ala
40

Lys
ILle
Asp
Arg
Thr
120
Gly
Leu
Arg
Ala
Met

200
Asp

Ala
Leu
Gly
Ile
280
Arg

Ala

Ala

Gly
Ser
25

Ala
Leu
Thr
Val
Gly
105
Ser
Gly
Ala
Asp
Gly
185
Gln

Ala

Glu
Thr
Phe
265
Asp
Phe

Met

Ser

45

Arg
10

Thr
Asp
Glu
Glu
Ile
90

Lys
Gly
Glu
Pro
Pro
170
His
Ala

Leu

Val
Ser
250
Val
Glu
Arg

Arg

Lys
330

Met
Val
Gly
Arg
Thr
75

Ile
Ala
Gly
1lys
Gly
155
Arg
Phe
Tyr

Pro

Trp
235
Thr
Glu
Ala
Ser
Ala

315
Pro

Gly
Val
Ala
Pro
Thr
Asp
Leu
val
Gln
140
Ala
Ile
Val

Ala

Ala
220

Arg
Ala
Asp
val
Arg
300
Gly

Lys

Gly
Tyr
Val
45

Arg
Ile
Gly
Lys
Trp
125
Val
Gly
Glu
Lys
Glu

205
Asp

Arg
Leu
Ser
Ero
285

Lys

Phe

Asn
Asp
30

Gly
Thr
Asp
Gly
Ala
110
Gly
val
Asp
Gln
Met
190
Gly

His
Gly
Ala
Gly
270
Ala

Glu

Gly

Ile
15

Lys
Ser
Ala
Thr
Asn
85

Arg
Leu
Asp
Ile
Gly
175
Ile
Phe

Arg

Ser
Asp
255
Glu
Glu
His

Gly

val
Asp
Ala
Trp
Ile
Thr
Gly
Asp
Arg
Pro
160
Tyr
His
Asp

Tyr

Val
240
Ser
Gly
val

Thr

His
320
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<220>

<223> Gen azf de codones optimizados

10

15

<400>7
atggaccaac cagttttgtt gaccggtget ggtggtagag ttggtcaage tattttgggt 60
cacattggtg acgettacga ctggagattg ttggacagag aaccattgtc tgacgaaaag 120
attccagact ctgttgactc taccgaagtt tacgttgctg acgttaccga cgaaaccget 180
gttagaaacg ctatggacgg tgttcacget gttattcact tggectggtga cccaagacca 24Q
gaagctccat gggactctgt tttgagaaac aacattgacg gtacccaaca aatgttcgac 300
getgetgttg acgttggtgt tgaaaagtte geotttegett cttetaacca cgetgttggt 360
gcttacgaaa ccaccgacag aaccccagac atgtacagac cacaccacga attcagattg 420
gacggtaccg aattgccaag accatctaac ttgtacggtg tttctaaggce tgctggtgaa 480
accttgggta gatactacca cgaccaccac gacatttetg ttgttaacgt tagaattggt 540
aacttgacce aacaccacec accaaaggaa tacgaaagag gtcaagcotat gtggttgtot 600
tacagagact gtggtcactt gttcgaatgt tgtattgaag ctgactacga ctacgaaatt 660
gtttacggta tttctgacaa cgacagaaag tactactcta ttgacagagec tagagetgtt 720
ttgggttacyg acccacaaga caactctget gaattcacct tcgaaggtga accattggac 780
gaagcttaa 789

<210>8

<211> 262

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina azf (ADEE03728.1, Haloferax volcanii)

<400> 8

46



10

Met Asp
Ala Ile
Arg Glu
Glu val
50
Met Asp
Glu Ala
Gln Met
Ala Ser
Pro Asp
130
Leu Pro
145
Thr Leu
Val Arg
Arg Gly
Glu Cys
210
Ser Asp
225
Leu Gly

Glu Pro

<210>9
<211> 2466
<212> ADN

Gln
Leu
Pro
35

Tyr
Gly
Pro
Phe
Ser
115
Met
Arg
Gly
Ile
Gln
195
Cys
Asn
Tyr

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Casete eutE

<400>9

Pro
Gly
Leu
Val
Val
Trp
Asp
100
Asn
Tyr
Pro
Arg
Gly
180
Ala
Ile
Asp

Asp

Asp
260

Val
His
Ser
Ala
His
Asp
85

Ala
His
Arg
Ser
Tyr
165
Asn
Met
Glu
Arg
Pro

245
Glu

ES 2767728 T3

Leu
Ile
Asp
Asp
Ala
Ser
Ala
Ala
Pro
Asn
150
Tyr
Leu
Trp
Ala
Lys
230

Gln

Ala

Leu
Gly
Glu
Val
55

val
Val
Val
val
His
135
Leu
His
Thr
Leu
Asp
215
Tyr

Asp

Thr
Asp
Lys
40

Thr
Ile
Leu
Asp
Gly
120
His
Tyr
Asp
Gln
Ser
200
Tyr

Tyr

Asn

Gly
Ala
25

Ile
Asp
His
Arg
Val
105
Ala
Glu
Gly
His
His
185
Tyr
Asp

Ser

Ser

47

Ala
10

Tyr
Pro
Glu
Leu
Asn
90

Gly
Tyr
Phe
val
His
170
His
Arg
Tyr

Ile

Ala
250

Gly
Asp
Asp
Thr
Ala
Asn
val
Glu
Arg
Ser
155
Asp
Pro
Asp
Glu
Asp

235
Glu

Gly
Trp
Ser
Ala
60

Gly
Ile
Glu
Thr
Leu
140
Lys
Ile
Pro
Cys
Ile
220
Arg

Phe

Arg
Arg
Vval
45

Val
Asp
Asp
Lys
Thr
125
Asp
Ala
Ser
Lys
Gly
205
Val

Ala

Thr

Val
Leu
Asp
Arg
Pro
Gly
Phe
110
Asp
Gly
Ala
Val
Glu
120
His
Tyr
Arg

Phe

Gly
15

Leu
Ser
Asn
Arg
Thr
95

Ala
Arg
Thr
Gly
Val
175
Tyr
Leu
Gly
Ala

Glu
258

Gln
Asp
Thr
Ala
Prc
Gln
Phe
Thr
Glu
Glu
160
Asn
Glu
Phe
Ile
Val

240
Gly



gaattgtgag
gcegcecaattaa
tcgeceattte
caaaaaatta
acacagaata
atataatgga
atattgtttt

aacaggggca

ggagtaaatg

cggataacaa
cecteactaa
aaagaatacg
gecttttaat
tataacatcg
goecegetttt
cttcaccaac
caaacaggca

atgacacaag

ES 2767728 T3

tttcacacag
agggaacaaa
taaataatta
tetgetgtaa
taggtgtctg
taagctggceca
catcagttca
aaaaacgggc

gcaattgace

gaaacagcta
agctggaget
atagtagtga
cccgtacatyg
ggtgaacagt
tccagaaaaa
taggtccatt
acaacctcaa

cacgeatgta

48

tgaccatgat
cagtttatca
ttttcctaac
cccaaaatag
ttattcectgg
aaaagaatcc
ctcttagcge
tggagtgatg

tctatcteat

tacgccaage
ttatcaatac
tttatttagt
ggggcgggtt
catccactaa
cagcaccaaa
aactacagag
caacctgect

tttettacac

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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cttotattac cttetgetet ctetgattitg gaaaaagetg aaaaaaaagy ttgaaaccag 600
ttcectgaaa ttattcccect acttgactaa taagtatata aagacggtag gtattgattg 660
taattctgta aatctatttec ttaaacttet taaattctac ttttatagtt agtetttttt 720
ttagttttaa aacaccagaa cttagttteg acggattcta gaactagtaa aaaatgaacc 780
aacaagatat cgaacaagtt gtcaaggetg tcottgttgaa aatgecaatet teotgacacte B840
catctgetge tgtocacgaa atgggtgttt tegettettt ggacgacget gttgetgotg g0
ccaaggttge tcaacaaggt ttgaaatctg ttgccatgag acaattggec attgetgeca 960
toagagaage tggtgaaaag catgecagag acttggoetga attggetgte tocgaaaceg 1020
gtatgggtag agttgaagac aaattcogeta agaacgttge tcaagetaga ggtactecag 1080
gtgtcgaatg tttgtctceca caagtcttga cocggtgataa tggtttgact ttgattgaaa 1140
atgctecatg gggtgttgtt gottocegtca ccoecatctac caacccaget gotactgtea 1200
tcaacaacgc catctctttg attgectgetg gtaactcegt tatctteget ccacacccag 1260
ctgccaagaa ggtttctcaa agagccatca ctctattgaa ccaagcoccatt gttgetgetg 1320
gtggtccaga aaacttgttg gtcactgttg ccaacccaga tatcgaaact gcectcaaagat 1380
tattcaagtt cccaggtatc ggtctattag tcgtcactgg tggtgaagcect gttgttgaag 1440
ctgecagaaa gcacaccaac aagagattga ttgetgetgg tgctggtaac ccteetgttg 1500
ttgtagatga aacecgcetgat ttggecagag ctgetcaate cattgteaag ggtgettett 1560
tcgacaacaa catcatctgt goctgacgaaa aggttttgat tgttgttgac tcegttgetg 1620
acgaattgat gagattgatg gaaggtcaac atgccgtcaa gttgactget gaacaagctc 1680
aacaattgca accagttttg ttgaagaaca tcgatgaaag aggtaagggt accgtctcca 1740
gagactgggt tggtagagat getggtaaga ttgetgetge categgtttg aaggttecac 1800
aagaaaccag attattattc gtcgaaacca ccgctgaaca cccatttgcect gtcactgaat 1860
tgatgatgece agtcttacca gttgtecgtg ttgctaacgt tgotgacget attgetttgg 19290
ctgtcaaatt ggaaggtggt tgtcaccaca ctgetgecat geactcocaga aacatcgaaa 1980
acatgaacca aatggctaac gccattgaca cttecatcett tgtcaagaac ggtccatgta 2040
tcgetggttt gggtttggot ggtgaaggtt ggaccaccat gaccatcacc accccaactg 2100
gtgaaggtgt cacttctgece agaactttceg tcagattacg tegttgtgtt ttggtegatg 2160
ctttecagaat tgtttaaact gecagtcgact cgagtcatgt aattagttat gtcacgetta 2220
cattcacgee ctccoceocecac atcegeteta accgaaaagg aaggagttag acaacctgaa 2280
gtetaggtee ctatttattt ttttatagtt atgttagtat taagaacgtt atttatattt 2340
caaatttttec ttttttttct gtacagacgec gtgtacgecat gtaacattat actgaaaacc 2400
ttgcttgaga aggttttggg acgctcgaag gectttaattt geggccgetc tagaactagt 2460
ggatcec 2466

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

49
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacion de cebador de delecion de GPD2

<400> 10

ccaaatgcga catgagtcac 20

<210> 11
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacion de cebador de delecion de GPD2

<400> 11

acggacctat tgccattg 18

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacién de cebador de delecion de GND1

<400> 12

cctgtttgec tttecttacg 20

<210> 13
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacién de cebador de delecion de GND1
50
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<400> 13

aaatgggcct gatgttcg 18

<210> 14
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacién de cebador de delecion de ALD6

<400> 14

atcccgggtg gaaactaaac 20

<210> 15
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacién de cebador de delecion de ALD6

<400> 15

aggcacaagc ctgttctc 18

<210> 16
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacién de cebador de deleciéon de GPD1

<400> 16

tccteggtag atcaggtcag 20

<210> 17
51
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> confirmacién de cebador de deleciéon de GPD1

<400> 17

acggtgagct ccgtattatc 20

<210> 18
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion del esqueleto de pMEL11

<400> 18

gttttagagc tagaaatagc aagttaaaat aag 33

<210> 19
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion del esqueleto de pROS11

<400> 19

gatcatttat ctttcactgc ggag 24

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

<213> Secuencia artificial

52
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<220>

<223> Cebador para la amplificacion de la secuencia de insercion de pMEL11

<400> 20

tattgacgcc gggcaagagce 20

<210> 21
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2767728 T3

<223> Cebador para la amplificacion del esqueleto de pMEL11

<400> 21

cgaccgagtt gctettg 17

<210> 22
<211> 104
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacién del esqueleto de la secuencia de insercién de pROS11 (que se dirige a

GPD1)

<400> 22

gtgegecatgt tteggegttc gaaacttete cgecagtgaaa gataaatgat cgggcaagga 60

cgtcgaceat agttttagag ctagaaatag caagttaaaa taag 104

<210> 23
<211> 104
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

53
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<223> Cebador para la amplificacién del esqueleto de la secuencia de insercién de pROS11 (que se dirige a

GPD2)

<400> 23

gtgcgcatgt ttcggcgttc gaaacttctc cgcagtgaaa gataaatgat cccaagaatt

cocattatte ggttttagag ctagaaatag caagttaaaa taag

<210> 24
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en GPD1)

<400> 24

tggtattggc agtttcgtag ttatatatat actaccatga gtgaaactgt tacgttacct

gcattatgtc atttctcata actactttat cacgttagaa attacttatt attattaaat

<210> 25
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para el oligonucleétido de reparacién (inactivado en GPD1)

<400> 25

atttaataat aataagtaat ttctaacgtg ataaagtagt tatgagaaat gacataatgc

aggtaacgta acagtttcac tcatggtagt atatatataa ctacgaaact gccaatacca

<210> 26
<211>120
<212> ADN

54
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion de la insercion de pMEL11 (que se dirige a GND2)

<400> 26

gttgataacg gactagcctt attttaactt gctatttcta gctctaaaac tatgatctgg

cagettegeg gatcatttat cttteactge ggagaagttt cgaacgecga aacatgegea

<210> 27
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la delecion de GND2

<400> 27

tctgacaggt ggcagtttcc 20

<210> 28
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la delecion de GND2

<400> 28

atccgaaagg cggcaatagg 20

<210> 29
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

55
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<220>

<223> Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en GND2)

<400> 29

aagaattcgt aggtgcaggt gagcatattg ccggataagt gtagttacgc aactacaatt

gttactaagg cccaatccgg ttggagaaga actattgeoce ttgetgetac ttacggtatt

<210> 30
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en GND2)

<400> 30

aataccgtaa gtagcagcaa gggcaatagt tcttcectccaa ccggattggg ccttagtaac

aattgtagtt gecgtaactac acttatccgg caatatgete acctgecacet acgaattett

<210> 31
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion de la insercion de pMEL11 (inactivado en GND1)

<400> 31

gttgataacg gactagcctt attttaactt gctatttcta gctctaaaac tcggatttag

cagagatgga gatcatttat ctttcactge ggagaagttt cgaacgocga aacatgegea

<210> 32
<211>79

<212> ADN
56
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion del casete de integracién (gndA, 6pgdh, gox1705)

<400> 32

taaacctgta ttgttgccat tacagaaaaa agccactttc tatacaaaaa ctacaataaa

gogataccet gegatotte

<210> 33
<211>78
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion del casete de integracién (gndA, 6pgdh, gox1705)

<400> 33

gatatggata tccttgtcta ctggcaagtt gtcagaagca cattectggea acactctgaa

cgeogcagatt agcgaage

<210> 34
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la integracion de gndA

<400> 34

aagaagaggt gcttggttgg 20

<210> 35
<211> 20

<212> ADN
57
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la integracion de gndA

<400> 35

tccaaacctt cagcgaaagc 20

<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la integracion de 6pgdh

<400> 36

cgacgttaga agaggtaagg 20

<210> 37
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la integracion de 6pgdh

<400> 37

ccttcggtte ttggaatgtc 20

<210> 38
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la integracion de gox1705
58
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<400> 38

ggacgacgtt agaagatctg 20

<210> 39
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la integracion de gox1705

<400> 39

gtattcagcg gtttccttgg 20

<210> 40
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para el oligonucleétido de reparacion (inactivado en ALDG6)

<400> 40

tagaagaaaa aacatcaaga aacatcttta acatacacaa acacatacta tcagaataca

tgtaccaace tgeatttett tceegteatat acacaaaata cttteatata aacttacttg

<210> 41
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido de reparacién (inactivado en ALD6)

<400> 41
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caagtaagtt tatatgaaag tattttgbtgt atatgacgga aagaaatgca ggttggtaca

tgtattetga tagtatgtgt ttgtgtatgt taaagatgtt tettgatgtt tttteotteta

<210> 42
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion de la insercion de pMEL11 (que se dirige a ALDG6)

<400> 42

gttgataacg gactagcctt attttaactt gctatttcta gctctaaaac aattcagagce

tgttagecat gatcatttat cttteactge ggagaagttt cgaacgecga aacatgegea

<210> 43
<211> 80
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion del casete de integracién (eutE)

<400> 43

gtattttggt agattcaatt ctctttccect tteccttttce ttcgectccce ttecttatca

cacaggaaac agctatgace

<210> 44
<211> 80
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion del casete de integracién (eutE)
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<400> 44

ataactgtag taatgttact agtagtagtt gtagaacttg tgtataatga taaattggtt

gccgcaaatt aaagoctteg

<210> 45
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacién de la integracién de eutE

<400> 45

cgaacaagtt gtcaaggctg 20

<210> 46
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la confirmacion de la integracion de eutE

<400> 46

gcatcgacca aaacacaacg 20

<210> 47
<211> 464
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de oxidorreductasa de E.coli de (eutE de Escherichia coli)

<400> 47

61

60

80



Met
Met
Phe
Gly
Glu
65

Glu
Gln
Thr
val
Asn
145
His
Gln
Ala
Ile
Arg
225
Pro
Ile
Lys

Met

Leu
305
Val
Ile
Thr
Pro
Lys
385
Ile
Val
Trp

Ala

<210> 48
<211> 366
<212> PRT

Asn
Gln
Ala
Leu
50

Ala
Thr
Ala
Gly
Ala
130
Ala
Pro
Ala
Asn
Gly
210
Lys
Vval
Val
Val

Glu
290

Gln
Ser
Gly
Ala
Val
370
Leu
Glu
Lys
Thr

Arg
450

<213> Escherichia coli

<220>

Gln
Ser
Ser
Lys
Gly
Gly
Arg
Asp
115
Ser
Ile
Ala
Ile
Pro
195
Leu
His
Val
Lys
Leu

275
Gly

Pro
Arg
Leu
Glu
355
Val
Glu
Asn
Asn
Thr

435
Thr

Gln
Ser
20

Leu
Ser
Glu
Met
Gly
100
Asn
Val
Ser
Ala
Val
180
Asp
Leu
Thr
val
Gly
260
Ile

Gln

Val
Asp
Lys
340
His
Arg
Gly
Met
Gly
420
Met

Phe

ES 2767728 T3

Asp
Asp
Asp
val
Lys
Gly
Thr
Gly
Thr
Leu
Lys
165
Ala
Ile
Val
Asn
Asp
245
Ala

Val

His

Leu
Trp
325
Val
Pro
Val
Gly
Asn
405
FPro

Thr

Val

Ile
Thr
Agp
Ala
His
70

Arg
Pro
Leu
Pro
Ile
150
Lys
Ala
Glu
Val
Lys
230
Glu
Ser

Val

Ala

Leu
310
Vval
Pro
Phe
Ala
Cys
390
Gln
Cys
Ile

Arg

Glu
Pro
Ala
Met
55

Ala
Val
Gly
Thr
Ser
135
Ala
Val
Gly
Thr
Thr
215
Arg
Thr
Phe
Asp

val
295

Lys
Gly
Gln
Ala
Asn
375
His
Met
Ile

Thr

Leu
455

Gln
Ser
val
40

Arg
Arg
Glu
Val
Leu
120
Thr
Ala
Ser
Gly
Ala
200
Gly
Leu
Ala
Asp
Ser

280
Lys

Asn
Arg
Glu
Val
360
Val
His
Ala
Ala
Thr

440
Arg

62

val
Ala
25

Ala
Gln
Asp
Asp
Glu
105
Ile
Asn
Gly
Gln
Pro
185
Gln
Gly
Ile
Asp
Asn
265
Val

Leu

Ile
Asp
Thr
345
Thr
Ala
Thr
Asn
Gly
425

Pro

Arg

Val
10

Ala
Ala
Leu
Leu
Lys
30

Cys
Glu
Pro
Asn
Arg
170
Glu
Arg
Glu
Ala
Leu
250
Asn

Ala

Thr

Asp
Ala
330
Arg
Glu
Asp
Ala
Ala
410
Leu

Thr

Cys

Lys
val
Ala
Ala
Ala
75

Phe
Leu
Asn
Ala
Ser
155
Ala
Asn
Leu
Ala
Ala
235
Ala
Ile
Asp

Ala

Glu
315
Gly
Leu
Leu
Ala
Ala
395
Ile
Gly
Gly

Val

Ala
Hisg
Lys
Ile
60

Glu
Ala
Ser
Ala
Ala
140
val
Ile
Leu
Phe
val
220
Gly
Arg
Ile
Glu

Glu
300

Arg
Lys
Leu
Met
Ile
380
Met
Asp
Leu

Glu

Leu
460

Val
Glu
Val
45

Ala
Leu
Lys
Pro
Pro
125
Thr
Ile
Thr
Leu
Lys
205
Val
Ala
Ala
Cys
Len

285
Gln

Gly
Ile
Phe
Met
365
Ala
His
Thr
Gly
Gly

445
val

Leu
Met
Ala
Ala
Ala
Asn
Gln
110
Trp
val
Phe
Leu
val
190
Phe
Glu
Gly
Ala
Ala
270

Mat

Ala

Lys
Ala
Val
350
Pro
Leu
Ser
Ser
Gly
430
Val

Asp

Leu
15

Gly
Gln
Ile
val
val
val
Gly
Ile
Ala
Leu
175
Thr
Pro
Ala
Asn
Gln
255
Asp
Arg

Gln

Gly
Ala
335
Glu
Val
Ala
Arg
Ile
415
Glu
Thr

Ala

Lys
val
Gln
Arg
Ser
80

Ala
Leu
Val
Asn
Pro
160
Asn
Val
Gly
Ala
Pro
240
Ser
Glu

Leu

Gln

Thr
320
Ala
Thr
Leu
Val
Asn
400
Phe
Gly

Ser

Phe
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<223> Secuencia de aminoé&cidos de glicerol deshidrogenasa de E. coli (gldA de Escherichia coli)

<400> 48

Met
val
Leu
Glu
Gly
Glu
Leu
Ile
Val
Asn
145
Pro
Phe
Gly
Leu
val

225
Gly

Asn
Lys
Val
Pro
305
Met

Asn

val

<210> 49
<211>912
<212> ADN

Asp
Ile
val
Lys
50

Gly
Thr
Asp
Ala
Ile
130
Asn
Ala
Glu
Lys
Leu
210
Thr
val
Gly
Val
Glu
290
Ile
Arg
Met

Ala

Arg
Asn
val
35

Ser
Glu
Ala
Thr
Pro
115
Tyr
Pro
Arg
Ala
Thr
195
Glu

Pro

Gly
Leu
Ala
275
Glu
Thr
Ile

Pro

Asp
355

Ile
Arg
20

Gly
Phe
Cys
Gln
Ala
100
Thr
Thr
Asn
Leu
Arg
180
Gln
Glu

Ala

Phe
Thr
260
Phe
Ile
Leu
Vval
Gly

340
Gln

<213> Methylobacillus flagellatus

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de gndA (6-fosfoglucanato deshidrogenasa

Ile
Leu
Asp
Lys
Ser
Cys
85

Lys
Tle
Asp
Met
Leu
165
Ala
Ala
Gly
Leu
Glu
245
ala
Gly
Glu
Ala
Ala
325
Gly

Tyr

Gln
Gly
Lys
Asp
Gln
70

Gly
Ala
Ala
Glu
val
150
Ala
Cys
Ala
Glu
Glu

230
Ser

Ile
Thr
Thr
Gln
310
Glu

Ala

Gly

Ser
Glu
Phe
Ala
55

Asn
Ala
Leu
Ser
Gly
135
Ile
Ala
Ser
Leu
Lys
215
Arg
Gly
Pro
Leu
Val
295
Leu
Ala

Thr

Gln

Pro
Tyr
val
40

Gly
Glu
Ile
Ala
Thr
120
Glu
val
Gly
Arg
Ala
200

Ala

val

Gly
Asp
Thr
280
Ala
Asp
Ala

Pro

Arg
360

63

Gly
Leu
25

Leu
Leu
Ile
Leu
His
105
Asp
Phe
Asp
Ile
Ser
185
Leu

Met

Ile

Leu
Ala
265
Gln
Ala
Ile
Cys
Asp

345
Phe

Lys
10

Lys
Gly
Val
Asp
Gly
Phe
Ala
Asp
Thr
Gly
170
Gly
Ala
Leu
Glu
Ala
250
His
Leu
Leu
Lys
Ala
330

Gln

Leu

Tyr
Pro
Phe
Val
Arg
15

Ile
Met
Pro
Arg
Lys
155
Asp
Ala
Glu
Ala
Ala

235
Ala

His
Val
Ser
Glu
315
Glu

Val

Gln

Ile
Leu
Ala
Glu
60

Leu
Gly
Gly
Cys
Tyr
140
Ile
Ala
Thr
Leu
Ala
220
Asn
Ala
Tyr
Leu
His
300
Asp
Gly
Tyr

Glu

Gln
Ala
Gln
45

Ile
Arg
Gly
val
Ser
125
Leu
val
Leu
Thr
Cys
205
Glu

Thr

His
Tyr
Glu
285
Ala
Val
Glu

Ala

Trp
365

Gly
Glu
30

Ser
Ala
Gly
Gly
Pro
110
Ala
Leu
Ala
Ala
Met
190
Tyr

Gln

Tyr

Ala
His
270
Asn
Val
Pro
Thr
Ala

350
Glu

Ala
15

Arg
Thr
Pro
Ile
Lys
95

val
Leu
Leu
Gly
Thr
175
Ala
Asn
His
Leu
val
255
Gly
Ala
Gly
Ala
Ile

335
Leu

Asp
Trp
val
FPhe
Ala
80

Thr
Ala
Ser
Pro
Ala
160
Trp
Gly
Thr
val

Ser

240
His

Glu
Pro
Leu
Lys
320
His

Leu
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<400> 49

atgaagttgog
aagcacggta
ttgaccaacg
gaaccaagaa
aaggacttgg
tacaagcact
tgtggtacct
tctaaggacyg
ggttgggete
attgaatacg
gaattcaact
tcttggttgt
gctccatacg
ggtgttgotg
accggttact

aagaccaagt

<210> 50

<211>999

<212> ADN

ctattattgg
ttgaagttgt
gtatgattce
agattgtttg
ttccattgtt
ctcaaagaag
ctggtggtat
ctgctgacge
acgttggtec
gtatgatgeca
tggacttgge
tggacttgac
ttgetgacte
ctcecagtttt
cttacaagtt

aa

<213> Gluconobacter oxidans

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de gox1705 (6-fosfoglucanato deshidrogenasa

<400> 50

ES 2767728 T3

tttgggtaag
tggtttcgac
agcttcttet
gattatgttg
gtctaagggt
aggtgcttgg
ttggggtttg
tgttgtteca
agttggttet
agettteget
tcaaattace
cgctgaagct
tggtgaaggt
gaccttgget

gttgtectatg

atgggtggta
ttcaaccaag
gttgaagacg
ccatectggtg
gacattattg
ttggctgaac
gacaacggtt
attatgcaag
ggtcacttca
gaaggtttgyg
gaattgtgga
ttggctcacg
agatggaccg
ttgcaaatga

atgagaaacqg

64

acatggctag
acgctgttaa
ctgtttctaa
acattaccga
ttgacggtgg
acggtattga
actgtttgat
ctttggectea
ccaagatgat
acttgttgaa
gacadggtte
accaagaatt
ttgttgaage
gattcgette

cttteggtygg

aagattgttg
ccaaatttet
gttgtctggt
aaaccaaatt
taactctaac
attcattgac
gtacggtggt
cgctgacaga
tcacaacggt
gggtaaggaa
tgttgttaga
gtctgctatt
tgttgaccaa
tcaagaagac

tcacgetgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

912
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atgagaattg
agacacggtc
ggtagatgtg
ttggaaggty
gactgtgtte
aacacctact
tacgttgacg
ttecggtggta
ggtattggtyg
gaacaaggtt
aacggtattg
aagaactcte
gaagtttgga
ttgaccagat
agatggacca
ttgttcacca

caaagatteg

<210> 51

<211>999

<212> ADN

gtattattgg
acgacgttgt
aagctggtag
acgaacacag
aacaattggg
acaaggacga
ttggtaccte
ccaaggaaac
acgttccaag
acttgeactyg
aatacggtat
caattttgge
gaagaggttc
ctgaaacctt
ttgaagctge
gattcagatc

gttteggtgg

<213> Bradyrhizobium sp.

<220>

ES 2767728 T3

tttgggtaga
tgttcacgac
agctacccca
agttgtttgg
tggtttgttg
cgttagaaga
tggtggtgtt
cgctgaatac
aaccccaggt
tggtcocaget
gatgcaaget
tgaaaaggac
tgttgtttet
gaacgaattc
tattgaagaa
tagatctggt

tcacgttgaa

atgggtggta
agaacctctg
gctgacacct
gttatgttge
ggtagaggtg
tctgetgaat
tggggtttgg
attgacccaa
agagacgaag
ggttetggte
ttegetgaag
agattcgaat
tettggttot
tctggtgaag
gacgttccag
aacaacttcg

aagaagtaa

acattgectgt
aagttaccac
tggctgacat
cagetggtge
acattattat
tggctgaaaa
aaagaggtta
ttttgtctge
ctggtcacga
acttogttaa
gtttcgacat
tgaacatggg
tggacttgac
ttgctgactce
ctccagttat

ctgaaaagat

<223> Secuencia de nucleétidos de 6pgdh (6-fosfoglucanato deshidrogenasa

<400> 51

atgcaattgg
agacacggtc
gcetgacggtg
agaacecgett

getggtgtta

gtatgattgg

actctacegt

ctgttggtte tgctaccettg

gggttatgtt

tttgggtaga

tgtttacgac

geccagetggt

tgcaagaagg tgacgttatt

atgggtggta
aaggacgcta
gaagaattcog
agaattaccg

attgacggtg

65

acattgttag
aggctgttge
ttgctaagtt
aaaccaccat

gtaacacctt

tagattgacc
ctctgttgtt
ggctaagttg
tattaccgaa
tgacggtggt
gggtatttet
ctgtatgatg
tttggcteca
cccaagagct
gatggttcac
tatgaagtct
tgacattget
cgctgaaget
tggtgaaggt
gaccgctgect

tttgtctget

aagattgatg
tggtttgget
ggaaagacca
tgacaccatt

ctggcaagac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

999

60

120

180

240

300
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gacgttagaa
tctggtggtyg
gttgttgaca
agaaccgaag
ccagttggtyg
caagcttacg
gaccacagat
attccatett
gaatactctg
gacgaagetg
aaggaacaca

aaggaaccaa

gaggtaaggc
tttggggttt
gattggacce
gtagagaagg
ctggtcactt
ctgaaggttt
acgacttcga
ggttgttgga
gtttegttga
tteocagetga
ccttcegetga

agcaaccagg

ES 2767728 T3

tttgaaggct
ggacagaggt
aatttteget
tagagaccca
cgttaagatyg
cgacattttg
cttggetgac
cttgacctet
agactctggt
agttttgace
aaagattttg

tgettetaag

<210> 52
<211> 789
<212> ADN

<213> Haloferax volcanii

<220>

agaggtattc
tactgtatga
getttggete
agaattgaac
attcacaacg
aagaacgcta
attgctgaag
accgetttgg
gaaggtagat
getgetttgt
tctgctatga

ccaaagtaa

actacgttga
tgattggtgg

caggtgctgyg

aaggttacat
gtattgaata
acattgacgc
tttggagaag
ctgactctee
ggaccgttaa
acaccagatt

gagctggttt

<223> Secuencia de nucleétidos de azf (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

<400> 52

atggaccaac
cacattggtg
attccagact
gttagaaacg
gaagctceat
gctgetgttg
gottacgaaa
gacggtaccg
accttgggta
aacttgaccc
tacagagact
gtttacggta
ttgggttacg

gaagcttaa

cagttttgtt
acgcttacga
ctgttgacte
ctatggacgg
gggactetgt
acgttggtgt
ccaccgacag
aattgccaag
gatactacca
aacaccaccc
gtggtcactt
ttteotgacaa

acccacaaga

gaccggtget
ctggagattg
tacecgaagtt
tgttcacget
tttgagaaac
tgaaaagttc
aaccccagac
accatctaac
cgaccaccac
accaaaggaa
gttcgaatgt
cgacagaaag

caactctget

ggtggtagag
ttggacagag
tacgttgetg
gttattcact
aacattgacg
getttegett
atgtacagac
ttgtacggtg
gacatttetg
tacgaaagag
tgtattgaag
tactactcta

gaattcacct

66

ttggtcaagc
aaccattgtce
acgttaccga
tggctggtga
gtacccaaca
cttctaacca
cacaccacga
tttctaagge
ttgttaacgt
gtcaagctat
ctgactacga
ttgacagagc

tcgaaggtga

cgttggtacc
tgaaaagcaa
tgacattcca
tcacgotggt
cggtttgatyg
tttgccagect
aggttctgtt
agetttgget
cgctgctatt
cagatctaga

cggtggtcac

tattttgggt
tgacgaaaag
cgaaacegct
cccaagacca
aatgttegac
cgetgttggt
attcagattg
tgctggtgaa
tagaattggt
gtggttgtct
ctacgaaatt
tagagctgtt

accattggac

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

999

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

789
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<210> 53
<211> 1404
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos eutE (acetaldehido deshidrogenasa acetilante

10

<400> 53
atgaaccaac aagatatcga acaagttgtc aaggetgtet tgttgaaaat gcaatcettet 60
gacactccat ctgoctgeotgt ccacgaaatg ggtgtttteg cttetttgga cgacgetgtt 120
gctgctgecca aggttgctca acaaggtttg aaatctgttg ccatgagaca attggccatt 180
getgocateca gagaagetgg tgaaaageat gocagagact tggetgaatt ggetgtetec 240
gaaaccggta tgggtagagt tgaagacaaa ttcgctaaga acgttgctca agctagaggt 300
actccaggtg tcgaatgttt gtctecacaa gtcttgaceg gtgataatgg tttgactttg 360
attgaaaatyg ctccatgggg tgttgttget tccgtcacece catctaccaa ceccagetget 420
actgtcatca acaacgccat ctctttgatt getgetggta actcegttat cttegetcea 480
cacccagetyg ccaagaaggt ttctecaaaga gecatcacte tattgaacca agecattgtt 540
getgetggtyg gtecagaaaa cttgttggte actgttgeca acccagatat cgaaactget 600
caaagattat tcaagttccc aggtatcggt ctattagteg tcactggtgg tgaagetgtt 660
gttgaagctg ccagaaagca caccaacaag agattgattg ctgctggtgcec tggtaaccct 720
cctgttgttg tcgatgaaac cgctgatttg geccagagctg ctcaatccat tgtcaagggt 780
gcttcectttcg acaacaacat catctgtget gacgaaaagg ttttgattgt tgttgactcec 840
gttgctgacg aattgatgag attgatggaa ggtcaacatg cecgtcaagtt gactgectgaa 300
caagctcaac aattgcaacce agttttgttg aagaacatcg atgaaagagg taagggtacc 960
gtctccagag actgggttgg tagagatget ggtaagattg ctgctgecat cggtttgaag 1020
gttoccacaag aaaccagatt attattcogte gaaaccaceg ctgaacacce atttgetgte 1080
actgaattga tgatgccagt cttaccagtt gtccgtgttg ctaacgttge tgacgetatt 1140
gctttggetg tcaaattgga aggtggttgt caccacactg ctgccatgea ctccagaaac 1200
atcgaaaaca tgaaccaaat ggctaacgcc attgacactt ccatctttgt caagaacggt 1260
ccatgtatcg ctggtttggg tttgggtggt gaaggttgga ccaccatgac catcaccacc 1320
ccaactggtg aaggtgtcac ttctgeccaga actttegtca gattacgteg ttgtgttttg 1380
gtecgatgett tcagaattgt ttaa 1404
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REIVINDICACIONES

1. Una célula eucariota que es naturalmente capaz de fermentacion alcohdlica que se modifica genéticamente, que
comprende uno o mas genes heterélogos que codifican:

a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y/o
b) 6-fosfogluconato deshidrogenasa; y/o
¢) glucosa deshidrogenasa, gluconolactonasa y gluconato cinasa,
en donde a), b) y glucosa deshidrogenasa en c¢) son dependientes de NAD~.

2. Una célula eucariota segun la reivindicacién 1 que esta genéticamente modificada, que comprende uno o mas
genes heterdlogos que codifican:

a) D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y/o
b) 6-fosfogluconato deshidrogenasa;
en donde a) y b) son dependientes de NAD+*.
3. La célula eucariota segun la reivindicacion 1 o 2, que comprende:

d) una o mas secuencias de nucledtidos que codifican una acetaldehido deshidrogenasa acetilante
dependiente de NAD+ (E.C. 1.2.1.10) heterologa y

€) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una acetil-CoA sintetasa (E.C. 6.2.1.1) homéloga o
heterdloga; y opcionalmente,

g) una modificacion que conduce a la reduccion de la actividad de glicerol-3-fosfato fosfohidrolasa (E.C.
3.1.3.21) y/o h) de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.8 0 E.C. 1.1.5.3), nativa en la célula eucariota.

4. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde
f) se altera una acetaldehido deshidrogenasa-6 (ALDG).

5. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la D-glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa nativa en la célula eucariota se sustituye por la D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa NAD+
heterdloga y/o en donde la 6-fosfogluconato deshidrogenasa nativa en la célula eucariota se sustituye por la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa NAD+ heterdloga.

6. La célula eucariota segun la reivindicacion 5, en donde los genes nativos son parte de la via de la pentosa-fosfato
que son dependientes de NADP+ y se eligen del grupo: GND1, GND2 y ZWF1.

7. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el uno o mas genes heterologos
codifican una D-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que tiene al menos 60 %, al menos 70 %, o al menos 80 % de
identidad con SEQ ID NO: 8.

8. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde los genes heterélogos codifican 6-
fosfogluconato deshidrogenasa que tiene al menos 60 %, al menos 70 %, o al menos 80 % de identidad con
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 6.

9. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la célula eucariota es una célula de
levadura, preferentemente una célula de Saccharomyces o célula de Saccharomyces cerevisiae.

10. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la célula eucariota comprende una
alteracion de uno o mas de los genes gpp1, gpp2, gpd1 y gpd2 nativos en la célula eucariota.

11. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la célula eucariota comprende:
i) una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una xilosa isomerasa (E.C. 5.3.1.5) heterologa.

12. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la célula eucariota comprende
ademas:

j) una o mas secuencias de nucledtidos que codifican una glicerol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.6) heterdloga.

13. La célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la célula eucariota es una célula
eucatriota fermentadora de pentosa y glucosa que es capaz de consumo simultdneo anaerobio de pentosa y
glucosa.
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14. Uso de la célula eucariota segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 13 en la fermentacién en la industria de
los bicombustibles.

15. Proceso para la fermentacion de un sustrato para producir un producto de fermentacién con una célula eucariota
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 14, en la industria de los bicombustibles, en donde el consumo de
acetato se eleva al menos 10 %, al menos 20 %, o al menos 25 % con respecto a la fermentacion correspondiente
con célula eucariota no mutante.

16. Proceso segun la reivindicacion 15, en donde el producto de fermentacion es etanol y el rendimiento del etanol
es al menos aproximadamente 0,5 %, o al menos 1 % superior al de un proceso con la célula eucariota no mutante
correspondiente.

17. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 15 o 16, en donde se cofermentan pentosa y glucosa.

18. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en donde se fermenta un hidrolizado de material
lignocelulésico, preferentemente un hidrolizado enzimatico de material lignocelulésico.

19. Proceso segun la reivindicacion 18, en donde el hidrolizado comprende acetato.
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