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DESCRIPCION
Cepas de microorganismo para la produccion de 2,3-butanodiol
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una levadura recombinante que tiene una actividad piruvato descarboxilasa
reducida. La levadura recombinante se modifica para mejorar la produccion de 2,3-butanodiol en comparacién con la
levadura no modificada. La invencién también proporciona métodos para usar dicho microorganismo para producir
2,3-butanodiol.

Antecedentes

2-3-Butanodiol (2,3-BDO) es un compuesto quimico base multi-funcional que puede usarse para producir otros
compuestos quimicos a granel y sintetizar productos diversos, tales como farmacos, cosméticos y disolventes
industriales (Celinska y Grajek, 2009; Syu, 2001).

Mas particularmente, 2,3-BDO pueden usarse en considerables aplicaciones industriales en mercados importantes,
Ccomo se resume a continuacion en la presente memoria.
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Metiletilcetona (MEK): importante
disolvente industrial

Dos de las aplicaciones mas interesantes de 2,3-BDO son la metiletilcetona (disolvente MEK) y el butadieno (BDE),
un monomero principal en la fabricacion de caucho sintético y neumaticos.

La sintesis quimica tradicional de 2,3-BDO se enfrenta al inconveniente de la deficiencia de petréleo y la
contaminacion ambiental, mientras que la fabricacion de 2,3-BDO esta actualmente creciendo adn a una velocidad
anual de 4-7% (Jiayang et al., 2006).

Muchos compuestos quimicos que podrian producirse solo mediante procesos quimicos tradicionales en el pasado
pueden ahora tener el potencial de generarse biolégicamente, usando fuentes renovables (Danner y Braun, 1999;
Hatti-Kaul et al., 2007). La produccion microbiana de 2,3-BDO es uno de dichos ejemplos. El interés en este
bioproceso ha aumentado notablemente porque 2,3-BDO tiene un gran nimero de aplicaciones industriales, como
se menciona anteriormente, y la produccién microbiana aliviara la dependencia del suministro de petréleo para la
produccién de compuestos quimicos base (Celmska y Grajek, 2009; Wu et al., 2008). Saccharomyces cerevisiae es
una base especialmente bien adaptada para dichos bioprocesos (Nielsen et al., 2013).

Sin embargo, en este momento, el 2,3-BDO producido mediante procesos microbianos es un compuesto raramente
usado a escala industrial, debido a sus altos costes de produccién notablemente unidos a pobre rendimiento de
produccién. La industria quimica usa de hecho preferentemente otros compuestos quimicos C4, tal como 1,4-BDO y
acido succinico.

Con respecto a la produccion microbiana de 2,3-BDO, la mayoria de estudios usaron bacterias, tales como
Klebsiella pneumonia, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes y Paenibacillus polymyxa para producir 2,3-BDO
(Cho et al., 2012; Han et al., 2013; Hassler et al., 2012; Jung et al., 2012). Aunque estas bacterias son capaces de
producir 2,3-BDO con altos rendimientos y productividades, se clasifican sin embargo como bacterias patégenas de
manera que la fermentacion a gran escala seria dificil en términos de seguridad e industrializacion (Celinska y
Grajek, 2009).

La produccion de 2,3-BDO mediante un microorganismo GRAS (es decir generalmente reconocido como seguro)
seria por consiguiente deseable. La levadura, y mas particularmente Saccharomyces cerevisiae, es un
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microorganismo apropiado en este contexto. S. cerevisiae se conoce por producir 2,3-BDO de forma natural, pero el
rendimiento y la productividad de la produccién de 2,3-BDO son pobres. La produccién de etanol es ciertamente la
barrera mas obvia para la produccion eficiente de 2,3-BDO en S. cerevisiae porque el piruvato, un intermedio clave,
se usa preferentemente para producir etanol mas que 2,3-BDO.

Para minimizar la produccion de etanol y maximizar la produccion de 2,3-BDO, se ha utilizado un mutante deficiente
en piruvato descarboxilasa (Pdc) para la produccion de 2,3-BDO. Sin embargo, las cepas deficientes de Pdc tienen
defectos potenciales para las fermentaciones industriales (Flikweert et al., FEMS Microbiology Letters 174, 1999 73-
79).

Los documentos WO 2013/076144, WO 2011/040901 y US 2011/0124060 describe el microorganismo que no se da
de forma natural que tiene una ruta de 2,3-BDO mejorada. Alterandose las rutas de produccion de etanol y acetato,
los documentos US 2011/0124060 y WO 2013/076144 describen que lleva a un estado redox desequilibrado a lo
que la solucién propuesta consiste en aumentar la actividad de una enzima dependiente de NADH vy, posiblemente,
la acumulacién de NAD+.

El documento WO 2011/041426 describe una célula de levadura recombinante para la disponibilidad aumentada de
piruvato y la represion de glucosa reducida permite la produccién aumentada de producto partiendo de piruvato tal
como 2,3-butananodiol. Sin embargo, la cepa no expresa una enzima dependiente de NADH de equilibrio redox
especifica.

En Soo-Jung Kim et al. (Bioresource Technology 146 (2013) 274-281) se construyé una cepa deficiente en Pdc y
evolucioné para el cultivo en glucosa. La cepa deficiente en Pdc evolucionada se genotificé para identificar los
cambios genéticos necesarios que permiten a la cepa deficiente en Pdc cultivarse en alta concentracién de glucosa.
Sin embargo, estas cepas crecen lentamente se comparan a cepas que han retenido alguna actividad pdc.
Posteriormente, la ruta biosintética de 2,3-BDO a partir de Bacillus subtilis se introdujo en la cepa deficiente en Pdc
evolucionada para producir 2,3-BDO a partir de glucosa de forma eficiente en S. cerevisiae. Esta cepa se presenta
como que produce 96,2 g/L después de 244 h de cultivo, con un rendimiento de 2,3-BDO (0,28 g de 2,3-BDO/g de
glucosa) y productividad volumétrica (0,39 g de 2,3-BDO/Lh™"). Sin embargo, este rendimiento de 2,3-BDO no parece
apropiado para ser econémicamente viable desde un punto de vista industrial.

Por lo tanto, por razones obvias, para mejorar la producciéon de 2,3-BDO a través de procesos microbianos, y mas
particularmente de la conversién de piruvato a 2,3-BDO, sigue estando un objetivo constante. Mas particularmente,
hay aun una necesidad de un microorganismo recombinante estable que tenga un rendimiento de produccion
mejorado de 2,3-butanodiol, en particular compatible con los requisitos de la industrializacion.

Compendio

La presente invencion se refiere a una levadura recombinante que tiene una actividad de piruvato descarboxilasa
reducida, en cuyo genoma se ha insertado:

- uno 0 mas acidos nucleicos que codifican una acetolactato sintasa o ALS,

- uno 0 mas acidos nucleicos que codifican una acetolactato descarboxilasa o ALD,

- uno o0 mas &cidos nucleicos que codifican una butanodiol deshidrogenasa o BDH, y

- una o mas copias de unos acidos nucleicos que codifican una NADH oxidasa o NOXE,

Seleccionandose dichas una o mas copias de unos acidos nucleicos que codifican una NADH oxidasa o NOXE del
grupo que consiste en secuencias de acidos nucleicos que tienen al menos 78%, preferiblemente al menos 80%, de
identidad de acido nucleico con la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:23 que representa la actividad biolégica
deseada, y

Dicha actividad de piruvato descarboxilasa se reduce mediante (i) la alteracién de al menos un gen que codifica una
piruvato descarboxilasa insertando en dicho al menos un gen que codifica una piruvato descarboxilasa al menos un
constructo de ADN exdgeno, (i) mutaciones en regiones reguladoras, (iii) mutaciones en un codén de partida,
principalmente sustituyendo AUG por GUG, (iv) mutaciones en secuencias de codificacion que alteran la actividad
enzimatica (v) mutaciones, inserciones o supresion en la secuencia de codificacion que altera la estabilidad de la
proteina y (vi) mutaciones que alteran la vida media del ARNm de la piruvato descarboxilasa.

Segun una realizacién particular, la levadura recombinante segun la presente descripcién puede comprender uno o
mas constructos de ADN seleccionados en un grupo que comprende las siguientes férmulas:

() 5°-[Gen 1]x1-3’' y 5-[Gen 2]x2-3’ y 5’-[Gen 3]x3-3’ y 5’-[Gen 4]x-3’,
(1) 5’-[Gen 1]x1-[Gen 2]xe-[Gen 3]xs-3’ y 5’-[Gen 4]x4-3’,



10

15

20

25

30

35

40

ES 2776361 T3

(1) 5’-[Gen 1]x1-[Gen 2]x2-3’ y 5’-[Gen 3]xs-[Gen 4]x4-3’,

(IV) 5°-[Gen 1]x1-[Gen 2]xe-[Gen 3]xs-[Gen 4]x4-3", y

Una combinacion de las mismas,

En las que:

- “Gen 17 significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE;

- “Gen 2” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente del gen 1;

- “Gen 3” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente de los genes 1y 2;

- “Gen 4” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente de los genes 1 a 3;

- “ALS” es un acido nucleico que codifica una acetolactato sintasa;

- “ALD” es un acido nucleico que codifica una acetolactato descarboxilasa;
- “BDH” es un acido nucleico que codifica una butanodiol deshidrogenasa;
- “NOXE” es un acido nucleico que codifica una NADH oxidasa;

- cada uno de “x17, “x2”, “x3” y “x4”, uno independientemente de los demas, representa un nimero entero que oscila
de 0 a 50, preferiblemente de 0 a 20, lo mas preferiblemente uno, y

Con tal que dicha levadura recombinante comprenda al menos un acido nucleico que codifique para cada uno de
ALS, ALD, BDH y NOXE.

Preferiblemente, cada uno entre “x1”, “x2”, “x3” y “x4”, independientemente los unos de los otros, representa un
namero entero que oscila de 0 a 10, mas particularmente que oscila de 0 a 5, en particular que oscila de 0 a 3, y aun
mejor representa un nimero entero igual a 1.

Segun otra realizacién particular, la levadura recombinante segln la presente descripcion puede comprender al
menos uno, preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de férmula (Il) mencionada anteriormente,
idénticos o diferentes, en los que “Gen 4” significa un acido nucleico que codifica NADH oxidasa.

Segun aun otra realizacion particular, la levadura recombinante segun la presente descripcién puede comprender al
menos uno, preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de formula (lla), idénticos o diferentes, en los que
cada formula (lla) tiene la siguiente férmula:

(la) 5'-[(prom5)y1-Gen 1-term5]xs-[prom1-Gen 1-term1]xi-[prom2-Gen 2-term2]xe-[prom3-Gen 3-(term3):1]x3-3’ y 5'-
[(prom4)y2-Gen 4-(term4)z2]xa-3’,

En la que:
- Gen 1, Gen 2, Gen 3, Gen 4, “x17, “x2”, “x3” y “x4” son tal como se definen anteriormente;
- “x5” representa un nimero entero igual a0 o 1;

- “y17, y2”, “z1” y “z2”, uno independientemente de los otros, representan un numero entero igual a0 o 1;

- cuando dicha levadura recombinante comprende al menos dos constructos de ADN de férmula (lla), entonces “x1”
a “x5”, "y1”, “y2”, “z1” y “z2” pueden ser idénticos o diferentes;

- “prom 1” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 1;
- “prom 2” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 2;
- “prom 3” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 3;
- “prom 4” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 4;

- “prom 5” es una secuencia reguladora que controla la expresion del Gen 1, siendo dicha prom5 idéntica o diferente
de prom1;
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- “term1” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 1;

- “term2” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 2;

- “term3” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 3;

- “term4” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gend;y

- “term5” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion del Gen 1, siendo dicho term5
idéntico o diferente de term1.

Segun otra realizacién particular, la levadura recombinante segln la presente descripcion puede comprender al
menos uno, preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de formula (llb), idénticos o diferentes, en los que
cada formula (llIb) tiene la siguiente férmula:

(lb) 5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]x2-[prom3-BDH-(term3)1]x3-3’ y 5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]xa-3’

En la que:
- ALS, ALD, BDH, NOXE, “x1”, “x2”, “x3”, “x4”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” son tal como se definen anteriormente;

- cuando dicha levadura recombinante comprende al menos dos constructos de ADN de férmula (llb), entonces “x1”

a “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” pueden ser idénticos o diferentes;

- “prom 1” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
sintasa;

- “prom 2” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
descarboxilasa;

- “prom 3” es una secuencia reguladora que controla la expresién de la secuencia que codifica la butanodiol
deshidrogenasa;

- “prom 4” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la NADH oxidasa;

- “prom 5” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
sintasa, siendo dicha prom5 idéntica o diferente de prom1;

- “term1” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato sintasa;

- “term2” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresiéon de la secuencia que codifica la
acetolactato descarboxilasa;

- “term3” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
butanodiol deshidrogenasa;

- “term4” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
NADH oxidasa; y

- “term5” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato sintasa, siendo dicha term5 idéntica o diferente de term1.

Segun otra realizacién particular, la levadura recombinante segln la presente descripcion puede comprender al
menos dos constructos de ADN de formula (11), (Ila) o (llb), con tal que todas las copias de &cido nucleico de NOXE
estén situadas en uno solo de al menos dos constructos de ADN de férmula (11), (lla) o (lIb).

Segun otra realizacién particular, la levadura recombinante segun la presente descripcion puede comprender al
menos dos, preferiblemente estrictamente dos, constructos de ADN de las siguientes férmulas (lIc) y (I1d):

(llc) 5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]xi-[prom2-ALD-term2]x2-[prom3-BDH- (term3)1]x3-3’ y 5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]xe-3’; y
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(d)  5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]xe-[prom3-BDH-(term3)z1]xs-3° 'y  5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]x7-3"; y

En las que:

- ALS, ALD, BDH, NOXE, “prom1”, “prom2”, “prom3”, “prom4”, “prom5”, “term1”, “term2”, “term3”, “term4”, “term5”,
“x17, “x2”, “x8”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” son como se definen anteriormente;

- siendo “x1” a “x3” para cada férmula (lic) y (lld) idénticos o diferentes;

» o« » o«

- siendo “x1” a “x3”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” para cada férmula (llc) y (Ild) idénticos o diferentes; y

- “x6” y “x7” representan numeros enteros que oscilan de 0 a 50, preferiblemente de 0 a 20, preferiblemente de 0 a
12, mas particularmente de 2 a 5, preferiblemente de 3 a 4, y mejor aun igual a 3, con tal que solo uno entre “x6” y
“X7” represente 0.

La presente invencién también esta relacionada con un uso de una levadura recombinante segun la presente
invencion, para la produccién de 2,3-butanodiol (BDO) y/o derivados directos del mismo.

En particular, dichos derivados directos de 2,3-butanodiol (BDO) pueden seleccionarse del grupo que consiste en
butanodieno (BDE), metiletilcetona (MEK) o una mezcla de los mismos.

La presente invencién también se refiere a un método para producir 2,3-butanodiol (BDO), comprendiendo dicho
método las etapas de:

(a) cultivar una levadura recombinante segun la presente invencion en un medio de cultivo apropiado; y
(c) recuperar el 2,3-butanodiol (BDO).

Preferiblemente, el medio de cultivo dicho comprende una fuente de carbono, preferiblemente seleccionada de un
grupo que comprende glucosa y sacarosa.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la ruta metabdlica en una cepa de levadura recombinante para asi sustituir la produccién de
etanol a favor de 2,3-BDO.

Descripcion detallada
Definiciones

Los términos 2,3-butanodiol, 2,3-BDO o BDO se usan de forma intercambiable en la presente descripcion y se
refieren a butano-2,3-diol, también denominado dimetilenglicol.

El término “microorganismo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una levadura que no esta modificada
artificialmente. El microorganismo puede ser “dador”’ si proporciona elemento genético para integrarse en el
microorganismo “aceptor” que expresara este elemento genético extrafio o si se usa como herramienta para
construcciones genéticas o expresiones de proteina. El microorganismo de la invencién se elige entre levadura que
expresa genes para la biosintesis de 2,3-butanodiol.

El término “microorganismo recombinante” o “microorganismo modificado genéticamente” o “levadura recombinante”
o “levadura modificada genéticamente”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una levadura modificada
genéticamente o disefiada genéticamente. Esto significa, segun el significado normal de estos términos, que el
microorganismo de la invencién no se encuentra en la naturaleza y se modifica o por introduccién o por supresion o
por modificacion de elementos genéticos procedentes del microorganismo equivalente encontrado en la naturaleza.
Puede también modificarse forzando el desarrollo y evolucion de nuevas rutas metabodlicas combinando la
mutagénesis dirigida y la evolucién bajo presion de seleccion especifica (véase por ejemplo el documento WO
2004/076659).

Un microorganismo puede modificarse para expresar genes exdgenos si estos genes se introducen en el
microorganismo con todos los elementos que permiten su expresion en el microorganismo huésped. Un
microorganismo puede modificarse para modular el nivel de expresién de un gen enddgeno. La modificacién o
“transformacion” del microorganismo, como la levadura, con ADN exdgeno es una tarea rutinaria para los expertos
en la técnica. En particular, una modificacion genética de un microorganismo segun la invencién, mas
particularmente la(s) modificacién(ones) genética(s) definida(s) en la presente memoria, puede(n) realizarse usando
sistemas CRISPR-Cas, como se describe en DiCarlo et al. (Nucl. Acids Res., vol. 41, nim. 7, 2013:4336-4343).

El término “gen endogeno” significa que el gen estaba presente en el microorganismo antes de cualquier
modificacién genética, en la cepa de tipo salvaje. Los genes enddgenos pueden sobreexpresarse introduciendo
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secuencias heterélogas ademas de, o para sustituir elementos reguladores enddgenos, o introduciendo una o mas
copias suplementarias del gen en el cromosoma o un plasmido. Los genes endégenos también pueden modificarse
para modular su expresion y/o actividad. Por ejemplo, las mutaciones pueden introducirse en la secuencia de
codificacion para modificar el producto génico o pueden introducirse secuencias heterélogas ademas de o para
sustituir elementos reguladores enddgenos. La modulacion de un gen endégeno puede dar por resultado la sobre-
regulaciéon y/o mejora de la actividad del producto génico, o de forma alternativa, la bajo-regulaciéon y/o atenuacion
de la actividad del producto génico endogeno. Otra forma para mejorar la expresion de genes enddgenos es
introducir una o0 mas copias suplementarias del gen en el cromosoma o un plasmido.

El término “gen exdgeno” significa que el gen se introdujo en un microorganismo, por medios bien conocidos por el
experto en la técnica, mientras que este gen no se da de forma natural en el microorganismo de tipo salvaje. El
microorganismo puede expresar genes ex0genos si estos genes se introducen en el microorganismo con todos los
elementos que permiten su expresion en el microorganismo huésped. Transformar microorganismos con ADN
exdgeno es una tarea rutinaria para el experto en la técnica. Los genes exdgenos pueden integrarse en el
cromosoma huésped, o expresarse de forma extra-cromosémica a partir de plasmidos o vectores. Una variedad de
plasmidos, que difieren con respecto a su origen de replicacién y su nimero de copias en la célula, se conocen
todos en la técnica. La secuencia de genes exdgenos puede adaptarse para su expresion en el microorganismo
huésped. De hecho, el experto en la técnica conoce la nocién de sesgo en el uso de codones y como adaptar las
secuencias nucleicas para un sesgo en el uso de codones particular sin modificar la proteina deducida.

El término “gen heter6logo” significa que el gen se deriva de una especie de microorganismo diferente del
microorganismo receptor que lo expresa. Se refiere a un gen que no se da de forma natural en el microorganismo.

En la presente solicitud, todos los genes se referencian con sus nombres comunes y con referencias a sus
secuencias de acido nucleico y, si surge el caso, a sus secuencias de aminoacido. Usando las referencias dadas en
el nimero de acceso para genes conocidos, los expertos en la técnica son capaces de determinar los genes
equivalentes en otros organismos, cepas bacterianas, levadura, hongos, mamiferos, plantas, etc. Este trabajo
rutinario se hace ventajosamente usando secuencias de consenso que pueden determinarse llevando a cabo
alineamientos de secuencia con genes derivados de otros microorganismos y disefiando sondas degeneradas para
clonar el gen correspondiente en otro organismo.

El experto en la técnica conoce medios diferentes para modular, y en particular sobre-regular o bajo-regular, la
expresion de genes enddgenos. Por ejemplo, una forma para mejorar la expresion de genes enddgenos es introducir
una o mas copias suplementarias del gen en el cromosoma o un plasmido.

Otra forma es sustituir el promotor endégeno de un gen con un promotor mas fuerte. Estos promotores pueden ser
homologos o heter6logos. Los promotores homologos conocidos para permitir un alto nivel de expresién en levadura
son los seleccionados en el siguiente grupo: ADH1, GPDH, TEF1, HXT7 truncado, PFK1, FBA1, PGK1, TDH3, etc.
Los promotores particularmente interesantes en la presente invencion se definen posteriormente mas en detalle.

En la levadura, el constructo de expresién del acido nucleico comprende preferiblemente secuencias reguladoras, tal
como secuencias promotora y terminadora, que estan unidas de forma operativa con la secuencia de acido nucleico
que codifica para cada uno de los genes considerados, y mas particularmente para cada uno de las enzimas ALS,
ALD, BDH y NOXE mencionadas anteriormente segun la presente invencién.

El constructo de expresién de acido nucleico puede comprender ademas secuencias de reconocimiento de 5’ y/o 3’
y/o0 marcadores de seleccion.

El término “sobreexpresidon” significa que la expresion de un gen o de una enzima se aumenta en comparacion con
el microorganismo no modificado. El aumento de la expresidén de una enzima se obtiene aumentando la expresion
de un gen que codifica dicha enzima. El aumento de la expresién de un gen puede realizarse mediante todas las
técnicas conocidas por un experto en la técnica. A este respecto, puede citarse particularmente la implementacién
de un promotor fuerte corriente arriba del acido nucleico previsto para sobreexpresarse o la introduccién de varias
copias de dicho acido nucleico entre un promotor, especialmente un promotor fuerte, y un terminador.

La “actividad” de una enzima se usa de forma intercambiable con el término “funcién” y designa, en el contexto de la
invencion, la capacidad de una enzima para catalizar la reaccion deseada.

Los términos “actividad reducida” o “actividad atenuada” de una enzima significan o una actividad catalitica
especifica reducida de la proteina obtenida por mutacién en la secuencia de aminoacidos y/o concentraciones
disminuidas de la proteina en la célula obtenida por mutacion de la secuencia de &cido nucleico o por supresion del
gen correspondiente similar.

El término “actividad mejorada” de una enzima designa o una actividad catalitica especifica aumentada de la
enzima, y/o una cantidad/disponibilidad aumentada de la enzima en la célula, obtenida por ejemplo por
sobreexpresion del gen que codifica la enzima.
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Los términos “que codifica” o “que cifra” se refiere al proceso por el que un polinucleédtido, a través de los
mecanismos de transcripcion y traduccion, produce una secuencia de aminoacidos.

El (los) gen(es) que codifica(n) la(s) enzima(s) considerada(s) en la presente invencién puede(n) ser exdgeno(s) o
enddgeno(s).

“Atenuacién” de genes significa que los genes se expresan en una tasa inferior que en el microorganismo no
modificado. La atenuacién puede conseguirse por medios y métodos conocidos por el experto en la técnica y
contiene supresion génica mediante recombinacion homéloga, atenuacion génica mediante insercion de un
elemento externo en el gen o expresion génica bajo un promotor débil. El experto en la técnica conoce una variedad
de promotores que muestran diferentes fortalezas y que promotor usar para una expresion genética débil.

Los métodos implementados en la presente invencion necesitan preferiblemente el uso de uno o mas constructos de
integracién cromosomica para la introduccién estable de una secuencia de nucleétidos heterdloga en una posicién
especifica en un cromosoma o para la alteracion funcional de uno o mas genes diana en una célula microbiana
modificada genéticamente. En algunas realizaciones, la alteracién del gen diana evita la expresiéon de la proteina
funcional relacionada. En algunas realizaciones, la alteracion del gen diana da por resultado la expresién de una
proteina no funcional a partir del gen alterado.

Los parametros de constructos de integracion cromosémica que pueden variarse en la practica de la presente
invencion incluyen, aunque no estan limitados a, las longitudes de las secuencias homologas; la secuencia de
nucleétidos de las secuencias homélogas; la longitud de la secuencia de integracién; la secuencia de nucledétidos de
la secuencia de integracion; y la secuencia de nucleétidos del sitio diana. En algunas realizaciones, un intervalo
efectivo para la longitud de cada secuencia homéloga es 20 a 5.000 pares de bases, preferentemente 50 a 100
pares de bases. En realizaciones particulares, la longitud de cada secuencia homoéloga es aproximadamente 50
pares de bases. Para mas informacion en la longitud de la homologia necesaria para el direccionamiento génico,
véase D. Burke et al., Methods in yeast Genetics — A cold spring harbor laboratory course Manual (2000).

En algunas realizaciones, el (los) gen(es) de piruvato descarboxilasa alterado(s) en que el (los) constructo(s) de
ADN mencionado(s) anteriormente pretende(n) insertarse puede(n) comprender ventajosamente uno o mas
marcador(es) seleccionable(s) util(es) para la seleccién de células microbianas transformadas. Preferiblemente,
dichos marcadores seleccionables estan comprendidos en el (los) constructo(s) de ADN segun la presente
descripcion.

En algunas realizaciones, el marcador seleccionable es un marcador de resistencia al antibiético. Ejemplos
ilustrativos de marcadores de resistencia al antibiético incluyen, aunque no estan limitados a, los productos génicos
NAT1, AUR1-C, HPH, DSDA, KAN<R> y SH BLE. El producto génico NAT1 de S. noursei confiere resistencia a la
nourseotricina; el producto génico AUR1-C de Saccharomyces cerevisiae confiere resistencia a la Auerobasidina A
(AbA); el producto génico HPH de Klebsiella pneumonia confiere resistencia a la Higromicina B; el producto génico
DSDA de E. coli permite a las células cultivarse en placas con D-serina como la Unica fuente de nitr6geno; el gen
KAN<R> del transposén Tn903 confiere resistencia a G418; y el producto génico SH BLE de Streptoalloteichus
hindustanus confiere resistencia a la Zeocina (bleomicina).

En algunas realizaciones, el marcador de resistencia al antibiético se elimina después de aislarse la célula
microbiana modificada genéticamente de la invencién. El experto en la técnica es capaz de elegir un marcador
adecuado en el contexto genético especifico.

En algunas realizaciones, el marcador seleccionable rescata una uxotrofia (p.ej., una auxotrofia nutricional) en la
célula microbiana modificada genéticamente. En dichas realizaciones, una célula microbiana parental comprende
una alteracion funcional en uno o mas productos génicos que funcionan en una ruta biosintética de aminoéacidos o
nucleétidos, tal como, por ejemplo, los productos génicos HIS3, LEU2, LYS1, LYS2, MET 15, TRP1, ADE2 y URA3
en la levadura, que vuelve a la célula microbiana parental incapaz de crecer en el medio sin suplementaciéon con uno
o mas nutrientes (fenotipo auxotréfico). El fenotipo auxotréfico puede entonces rescatarse transformando a la célula
microbiana parental con una integracion cromosémica que codifica una copia funcional del producto génico alterado
(NB: la copia funcional del gen puede originarse a partir de especies parecidas, tal como Kluyveromyces, Candida,
etc.) y la célula microbiana modificada genéticamente generada puede seleccionarse en base a la pérdida del
fenotipo auxotréfico de la célula microbiana parental.

Para cada una de las secuencias de &cido nucleico que comprende una secuencia promotora, una secuencia de
codificacion (p.ej. una secuencia de codificacion de una enzima), o una secuencia terminadora, se describen
secuencias de referencia en la presente memoria. La presente descripcién también incluye secuencias de acido
nucleico que tienen porcentajes especificos de identidad de acido nucleico, con una secuencia de &cido nucleico de
referencia.

Para cada una o las secuencias de aminoacidos de interés, se describen secuencias de referencia en la presente
memoria. La presente descripcion también incluye secuencias de aminoacidos (p.ej. secuencias de aminodacidos de
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enzima), que tienen porcentajes especificos de identidad de aminoéacidos, con una secuencia de aminoacidos de
referencia.

Por razones obvias, en toda la presente descripcién, una secuencia de acido nucleico especifica o una secuencia de
aminodcidos especifica que cumple con, respectivamente, la identidad de nucle6tidos o aminoacidos considerada,
deberia llevar ademas a la obtencion de una proteina (o enzima) que presenta la actividad biol6gica deseada. Como
se usa en la presente memoria, el “porcentaje de identidad” entre dos secuencias de acido nucleico o entre dos
secuencias de aminoacidos se determina comparando ambas secuencias alineadas de forma éptima a través de
una ventana de comparacion.

La parte de la secuencia de nucledtidos 0 aminoacidos en la ventana de comparacién puede por consiguiente incluir
adiciones o supresiones (por ejemplo “huecos”) en comparaciéon con la secuencia de referencia (que no incluye
estas adiciones o estas supresiones) para asi obtener un alineamiento 6ptimo entre ambas secuencias.

El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de posiciones a las que una base nucleica idéntica, o
un residuo de aminoacido idéntico, puede anotarse para ambas secuencias comparadas, dividiendo entonces el
numero de posiciones en que la identidad puede observarse entre ambas bases nucleicas, o entre ambos residuos
de aminoacido, por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacién, después multiplicando el resultado
por cien para obtener el porcentaje de identidad de nucledtidos entre la dos secuencias o el porcentaje de identidad
de aminodcidos entre las dos secuencias.

La comparacion del alineamiento éptimo de la secuencia puede efectuarse mediante un ordenador usando
algoritmos conocidos.

Lo mas preferiblemente, el porcentaje de identidad de secuencia se determina usando el software CLUSTAL W
(version 1.82) ajustandose los parametros como sigue: (1) Modo CPU = ClustalW mp; (2) Alineamiento = “completo”;
(3) formato de salida = “aln w/nimeros”; (4) orden de salida = “alineado”; (5) alineamiento de color = “no”; (6) KTUP
(tamafio de palabra) = “valor por defecto”; (7) longitud de la ventana = “valor por defecto”; (8) tipo de puntuacién =
“porcentaje”; (9) Topdiag = “valor por defecto”; (10) hueco de par = “valor por defecto”; (11) tipo de arbol
filogenético/arbol = “ninguno”; (12) matriz = “valor por defecto”; (13) abertura de hueco = “valor por defecto”; (14)
huecos finales = “valor por defecto”; (15) extension del hueco = “valor por defecto”; (16) distancias del hueco = “valor
por defecto”; (17) tipo de arbol = “cladograma” y (18) distancias del gréafico de arbol = “ocultar”.

La “fermentaciéon” o “cultivo” se realiza generalmente en fermentadores con un medio de cultivo apropiado adaptado
al microorganismo que se cultiva, que contiene al menos una fuente simple de carbono, y si es necesario, co-
sustratos.

Los microorganismos descritos en la presente memoria pueden cultivarse en medios de fermentacion para la
produccion de un producto a partir de piruvato. Para la méaxima produccion de 2,3-BDO, las cepas de
microorganismo usadas como huéspedes de produccion tienen preferiblemente una alta tasa de utilizacién de
carbohidrato. Estas caracteristicas pueden conferirse por mutagénesis y seleccion, ingenieria genética, o pueden ser
naturales. Los medios de fermentacién, o “medio de cultivo” para las actuales células puede contener al menos
aproximadamente 10 g/L de glucosa. Los sustratos de carbono adicionales pueden incluir aunque no estan limitados
a monosacaridos tales como fructosa, manosa, xilosa y arabinosa; oligosacaridos tales como lactosa, maltosa,
galactosa o sacarosa; polisacaridos tales como almidén o celulosa; o mezclas de los mismos y mezclas no
purificadas de materias primas renovables tales como permeado de suero de queso licor de maiz fermentado,
melaza de remolacha azucarera y malta de cebada. Otros sustratos de carbono pueden incluir glicerol.

Por tanto, se contempla que la fuente de carbono utilizada en la presente descripcion puede incluir una amplia
variedad de sustratos que contienen carbono y solo se limitaran por la eleccién del organismo.

Aunque se contempla que todos los sustratos de carbono mencionados anteriormente y mezclas de los mismos son
adecuados en la presente invencion, los sustratos de carbono preferidos son glucosa, fructosa y sacarosa, o
mezclas de estos con azucares C5 tales como xilosa y/o arabinosa para microorganismos modificados para usar
azUcares C5, y mas particularmente glucosa.

Un sustrato de carbono preferido es sacarosa.
Segun una realizaciéon particular, un sustrato de carbono descrito en la presente descripcidon no consiste en xilosa.

Ademas de una fuente de carbono apropiada, los medios de fermentacion pueden contener minerales, sales,
cofactores, tampones y otros componentes, adecuados, conocidos por los expertos en la técnica, adecuados para el
crecimiento de los cultivos y promocion de la ruta enzimética necesaria para la produccion del producto deseado.

Ademas, pueden considerarse modificaciones genéticas adicionales adecuadas para el crecimiento de
microorganismos recombinantes segun la invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2776361 T3

La presencia de acidos débiles se conoce por ser una limitacion para el crecimiento y estdn a menudo presentes en
medios derivados de celulosa o melaza.

Modificaciones genéticas adicionales tales como la alteraciéon del gen JEN1 (o nombre sistematico: YKL217W o
nimero de acceso de proteina P36035 (UniProtKB swiss-Prot)) y/o la sobreexpresion del gen HAA-1 (nombre
sistematico: YPRO0O8W o nimero de acceso Q12753 (UniProtKB swiss-Prot)) lleva a mejorar la resistencia de las
cepas a los acidos débiles en el medio de cultivo implementado.

Jen 1 es una proteina de membrana responsable de importar lactato a la célula (Casal M, et al. (1999), J. Bacteriol.,
181(8):2620-3).

HAA-1 es un activador transcripcional que controla la expresion de las proteinas de estrés de membrana
responsables de la resistencia a acidos débiles. Su sobreexpresién mejora la resistencia de la levadura a acidos
acéticos (Tanaka et al. (2012) Appl Environ Microbiol., 78(22):8161-3).

La alteracion del gen JEN1 y la sobreexpresion del gen HAA-1 pertenecen al conocimiento general de un experto en
la técnica y pueden realizarse principalmente usando métodos presentados en la presente memoria.

En vista de la ecuacién posterior de la presente memoria para la sintesis de 2,3-BDO en levadura, las condiciones a
considerar en la presente invenciéon son necesariamente condiciones aerobicas.

El término “condiciones aerdbicas” se refiere a concentraciones de oxigeno en el medio de cultivo que son
suficientes para que un microorganismo aerdbico o anaerdbico facultativo use di-oxigeno como un aceptor
electrdnico terminal.

“Condicion microaerdbica” se refiere a un medio de cultivo en que la concentracién de oxigeno es menor que la del
aire, es decir, concentracién de oxigeno hasta 6% de Ox.

Un “medio de cultivo apropiado” designa un medio (p.ej. un medio liquido estéril) que comprende nutrientes
esenciales o beneficiosos para el mantenimiento y/o crecimiento de la célula tales como fuentes de carbono o
sustrato de carbono, fuentes de nitrdgeno, por ejemplo, peptona, extractos de levadura, extractos de carne,
extractos de malta, urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y fosfato de amonio; fuentes de
fésforo, por ejemplo, fosfato de monopotasio o fosfato de dipotasio; elementos traza (p.ej. sales metalicas), por
ejemplo sales de magnesio, sales de cobalto y/o sales de manganeso; ademas de factores de crecimiento tales
como aminodcidos, vitaminas, promotores del crecimiento y similares. El término “fuente de carbono” o “sustrato de
carbono” o “fuente de carbono” seguln la presente invencion indica cualquier fuente de carbono que puede usarse
por los expertos en la técnica para soportar el crecimiento normal de un microorganismo, incluyendo hexosas (tal
como glucosa, galactosa o lactosa), pentosas, monosacaridos, oligosacaridos, disacaridos (tales como sacarosa,
celobiosa o maltosa), melaza, almidon o sus derivados, celulosa, hemicelulosas y combinaciones de los mismos.

Levadura recombinante

Como se menciona anteriormente, la presente invencion se refiere a una levadura recombinante que tiene una
actividad reducida de piruvato descarboxilasa, en cuyo genoma se ha insertado:

- uno o mas acidos nucleicos que codifican una acetolactato sintasa o ALS,

- uno o mas acidos nucleicos que codifican una acetolactato descarboxilasa o ALD,

- uno o mas &cidos nucleicos que codifican una butanodiol deshidrogenasa o BDH, y

- una o mas copias de unos acidos nucleicos que codifican una NADH oxidasa o NOXE,

Seleccionandose dichas una o mas copias de unos acidos nucleicos que codifican una NADH oxidasa o NOXE del
grupo que consiste en secuencias de acidos nucleicos que tienen al menos 78%, preferiblemente al menos 80%, de
identidad de acido nucleico con la secuencia de &cido nucleico SEQ ID NO:23 que presenta la actividad biolégica
deseada, y

Dicha actividad de piruvato descarboxilasa se reduce mediante (i) la alteracién de al menos un gen que codifica una
piruvato descarboxilasa insertando en dicho al menos un gen que codifica una piruvato descarboxilasa al menos un
constructo de ADN exdgeno, (ii) mutaciones en regiones reguladoras, (iii) mutaciones en un codén de partida,
principalmente sustituyendo AUG por GUG, (iv) mutaciones en secuencias de codificacion que alteran la actividad
enzimatica (v) mutaciones, inserciones o supresion en la secuencia de codificacién que alteran la estabilidad de la
proteina y (vi) mutaciones que alteran la vida media de ARNm de piruvato descarboxilasa.

Como se muestra en los ejemplos de la presente memoria, los inventores encontraron inesperadamente que la
presencia de un acido nucleico que codifica una NADH oxidasa, ventajosamente la presencia de una pluralidad de
copias del mismo, en una levadura recombinante en que la actividad de piruvato descarboxilasa se ha reducido y en
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que se ha integrado adicionalmente genes que permiten la expresion de las enzimas ALS, ALD y BDH necesarias
para la sintesis de 2,3-BDO, no solo contribuye a estabilizar dicha levadura recombinante sino que también permite
una mejora significativa del crecimiento de esta cepa, ademas del rendimiento de la produccién de 2,3-BDO.

El uso de organismos de levadura positivos en Crabtree tal como saccharomyces cerevisiae, y especialmente de
organismos de levadura recombinante tal como saccharomyces cerevisiae, para producir metabolitos de interés es
ventajoso ya que, en contraste con las bacterias, las células de levadura tienen la capacidad de realizar la
fermentacion en presencia de oxigeno en presencia de suficiente cantidad de azucar tal como glucosa o sacarosa.
En contraste, las bacterias realizan la fermentacion solo en condiciones anaerdbicas. Ademas, los organismos de
levadura no estan sujetos a infeccidn virica en contraste con bacteriéfago para bacterias. Aun mas, el cultivo de
organismos de levadura raramente esta sujetos a la contaminacion por microorganismos no deseados tal como
bacterias porque las células de levadura provocan la rapida acidificacién de su entorno hasta pH 4, p.ej. el medio de
cultivo que soporta su crecimiento. Aln mas, las células de levadura no excretan un numero de metabolitos
indeseados tales como &cido lactico, cuya presencia en el medio de cultivo es un inconveniente actual para la
posterior purificacién de metabolito(s) de interés. Aln mas, los organismos de levadura, que incluyen organismos de
levadura recombinante, tienen una mayor estabilidad genética en comparacioén con las bacterias.

La ecuacion para la sintesis de 2,3-BDO en levadura es:
Glucosa (C4Hy,0) + %2 0; 2 2,3-BDO (CH00;) + 2x CO, + H,0 ()
! J 4 { v

Masa molecular  § &0, 76 31,93 9{;‘.12 43’,99 r.?“lgﬁ'
[100g] + [8,8g] == [50,0g] + [48,8g] + [9,9g]

(*) posible debido al hecho de que S. cerevisiae puede fermentar incluso en presencia de oxigeno.

En vista de la ecuacion anterior, el rendimiento tedrico maximo de 2,3-BDO seria 100 g para una entrada de 200 g
de glucosa.

Como se muestra en los ejemplos en la presente memoria, el rendimiento efectivo de 2,3-BDO con levadura
recombinante segun la presente invencidbn es muy cercano a este rendimiento tedrico maximo. Segun el
conocimiento del inventor, dicho rendimiento no se ha obtenido nunca hasta ahora.

Por consiguiente, la produccién con un alto rendimiento de 2,3-BDO se alcanza con éxito en una levadura
recombinante segun la invencion, preparando el camino para la produccién industrial de 2,3-BDO usando levadura.

Sorprendentemente, como se muestra también en los ejemplos en la presente memoria, no se observa toxicidad del
2,3-BDO producido en las células de levadura, incluso a altas concentraciones de 2,3-BDO sintetizado. Lo que es
mas, el 2,3-BDO sintetizado se exporta totalmente fuera de las células, simplificando asi sustancialmente el proceso
de purificacion.

La NADH oxidasa usada en la levadura recombinante segun la presente invencién es una enzima “dependiente de
NADH” muy especifica ya que no consume ningun aceptor carbonatado. Por esta razén, la NADH oxidasa
seleccionada no interfiere directamente con el metabolismo carbonatado sino que rellena la reserva de NAD* en la
produccién de agua.

A este respecto, la NADH oxidasa usada en la levadura recombinante segun la presente invencién difiere
principalmente de la enzima “dependiente de NADH” descrita en los documentos de la técnica anterior mencionados
anteriormente, y especialmente en los documentos US 2011/0124060 y WO 2013/076144.

Segun ciertas realizaciones, la levadura recombinante puede comprender uno o mas constructo(s) de ADN
seleccionado(s) en un grupo que comprende las siguientes féormulas:

(1) 5-[Gen 1]x1-3’ y 5-[Gen2]x2-3’ y 5'-[Gen 3]xs-3" y 5’-[Gen 4]-3,
(1) 5’-[Gen 1]x1-[Gen 2]x2-[Gen 3]xs-3’ y 5’-[Gen 4]x4-3’,

(1) 5°-[Gen 1]x1-[Gen 2]x2-3’ y 5’-[Gen 3]x3-[Gen 4]x4-3’,

(IV) 5’-[Gen 1]x1-[Gen 2]x2-[Gen 3]x3-[Gen 4]x-3’, y

Una combinacién de las mismas,
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En las que:
- “Gen 17 significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE;

- “Gen 2” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente del gen 1;

- “Gen 3” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente de los genes 1y 2;

- “Gen 4” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente de los genes 1 a 3;

- “ALS” es un acido nucleico que codifica una acetolactato sintasa;

- “ALD” es un acido nucleico que codifica una acetolactato descarboxilasa;
- “BDH” es un acido nucleico que codifica una butanodiol deshidrogenasa;
- “NOXE” es un acido nucleico que codifica una NADH oxidasa;

- cada uno de “x1”, “x2”, “x3” y “x4”, uno independientemente de los demas, representa un nimero entero que oscila
de 0 a 50, preferiblemente de 0 a 20, y siempre que dicha levadura recombinante comprenda al menos un &cido
nucleico que codifique para cada uno de ALS, ALD, BDH y NOXE.

Preferiblemente, cada uno entre “x1”, “x2”, “x3” y “x4”, independientemente los unos de los otros, representa un
namero entero que oscila de 0 a 10, mas particularmente que oscila de 0 a 5, en particular oscila de 0 a 3, y aun
mejor representa un niumero entero igual a 1.

Como se pretende en la presente memoria, cada uno de x1, x2, x3 y x4 puede tener un valor seleccionado en un
grupo que comprende 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50.

En ciertas realizaciones en las que, en un constructo de ADN de férmulas (1) a (IV) anteriores, uno o mas de los
nameros enteros “x1”, “x2”, “x3” y/o “x4”, uno independientemente de los demas, tiene un valor de dos o mas,
entonces cada una o mas de las dos 0 mas copias del gen correspondiente entre Gen 1, Gen 2, Gen 3 y/o Gen 4
relacionado pueden ser idénticas o diferentes. Varias secuencias distintas de ALS, ALD, BDH y NOXE se
representan en la Tabla 1 en la presente memoria.

En realizaciones ilustrativas de un constructo de ADN seleccionado de entre aquellos de férmulas (l) a (IV)
anteriores, en donde “x1” es un nimero entero igual a 2 y el Gen 1 es un acido nucleico que codifica una
acetolactato sintasa (ALS), entonces las dos secuencias de codificacién de ALS contenidas en el constructo de ADN
dicho pueden ser idénticas o diferentes.

Por ejemplo, segun esta realizacién particular, significa que la primera copia del acido nucleico que codifica una
acetolactato sintasa puede ser el acido nucleico que codifica ALS.Bs y la segunda copia del acido nucleico que
codifica una acetolactato sintasa puede ser el acido nucleico que codifica ALS.Pp.

En las realizaciones de una levadura recombinante segun la presente descripcion en las que la levadura
recombinante dicha comprende al menos dos constructos de ADN seleccionados en el grupo que comprende los
constructos de ADN de féormulas () a (IV), cada constructo de ADN, y mas particularmente cada uno de los genes
entre Gen 1, Gen 2, Gen 3 y/o Gen 4 relacionados contenidos en él, pueden ser idénticos o diferentes.

En la presente memoria después se presentan algunas realizaciones ilustrativas de un constructo de ADN
seleccionado en un grupo que comprende los constructos de ADN de férmula (1), (11); (1) y (IV).

Levadura recombinante que comprende un constructo de ADN de formula (1):
() 5°-[ALS]2-3’ y 5’-[ALD]2-3’ y 5'-[BDH]2-3’ y 5’-[NOXE]s-3’,

Una levadura recombinante que comprende un constructo de ADN de férmula () anterior tiene una actividad
reducida de piruvato descarboxilasa, y posee los cuatro siguientes sub-constructos de ADN (i) y (iv) que se han
introducido en el genoma del mismo:

(i) un sub-constructo de ADN que comprende dos acidos nucleicos, idénticos o distintos uno del (de los) otro(s),
codificando cada &cido nucleico ALS, introduciéndose dicho sub-constructo de ADN en una primera posicién en el
genoma de dicha levadura recombinante;
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(i) un sub-constructo de ADN que comprende dos &cidos nucleicos, idénticos o distintos uno del otro, codificando
cada acido nucleico ALD, introduciéndose dicho sub-constructo de ADN en una segunda posicion en el genoma de
dicha levadura recombinante, distinta de la posicién en la que se han insertado los acidos nucleicos que codifican
ALS;

(iii) un sub-constructo de ADN que comprende dos &cidos nucleicos, idénticos o distintos uno del otro, codificando
cada acido nucleico BDH, introduciéndose dicho sub-constructo de ADN en una tercera posicién en el genoma de
dicha levadura recombinante, distinta de la primera y segunda posiciones en las que se han insertado los acidos
nucleicos que codifican ALS y los &acidos nucleicos que codifican ALD;y

(iv) un sub-constructo de ADN que comprende tres acidos nucleicos, idénticos o distintos el (los) uno(s) del (de los)
otro(s), codificando cada acido nucleico NOXE, introduciéndose dicho sub-constructo de ADN en una cuarta posicion
en el genoma de dicha levadura recombinante, distinta de la primera, segunda y tercera posiciones en las que se
han insertado los &acidos nucleicos que codifican ALS y los acidos nucleicos que codifican ALD y BDH,
respectivamente.

En algunas realizaciones, la actividad reducida de piruvato descarboxilasa necesaria de la levadura recombinante
especifica dicha puede obtenerse mediante insercion en al menos uno de los genes pdc de la levadura de la menos
un sub-constructo de ADN (i) a (iv), o de forma alternativa, una combinacién de los mismos.

Levadura recombinante que comprende un constructo de ADN de formula (I1):
() 5’-[ALS]1-[ALD]1-[BDH]i-3’ y 5’-[NOXE]s-3’

La levadura recombinante resultante tiene una actividad reducida de piruvato descarboxilasa, y tiene un genoma en
el que se ha insertado los dos siguientes sub-constructos de ADN (A) y (B), a saber:

(A) un primer sub-constructo de ADN 5’-[ALS]:-[ALD]s-[BDH]1-3’ introduciéndose dicho primer sub-constructo de
ADN en una primera posicién en el genoma de dicha levadura recombinante, y comprendiendo dicho primer sub-
constructo de ADN:

(i) un acido nucleico que codifica ALS;
(i) un &cido nucleico que codifica ALD; y
(iii) un &cido nucleico que codifica BDH;

(B) un segundo sub-constructo de ADN 5-[NOXE]s-3’, introduciéndose dicho sub-constructo de ADN en una
segunda posicién en el genoma de dicha levadura recombinante, distinta de la primera posicién en la que el primer
sub-constructo de ADN se ha insertado, y comprendiendo dicho segundo sub-constructo de ADN (iv) tres acidos
nucleicos, idénticos o distintos el (los) uno(s) del (de los) otro(s), codificando cada acido nucleico NOXE.

En ciertas realizaciones, la actividad reducida de piruvato descarboxilasa de dicha levadura recombinante especifica
puede obtenerse mediante insercién en al menos uno de los genes pdc de levadura del primer sub-constructo de
ADN.

Levadura recombinante que comprende dos constructos de ADN de férmula (11):
(1-1) &’-[ALS]1-[ALD]1-[BDH]:-3’ y 5’-[NOXE]s-3’, y
(11-2) 5’-[ALS]1-[ALD]1-[BDH]:-3’ y 5’-[NOXE]o-3'.

La levadura recombinante resultante tiene una actividad reducida de piruvato descarboxilasa, y tiene un genoma en
el que se hainsertado los tres siguientes sub-constructos de ADN (A), (B) y (C), a saber:

(A) un primer sub-constructo de ADN 5’-[ALS]+1-[ALD]:1-[BDH]:-3’, introduciéndose dicho primer sub-constructo de
ADN en una primera posicién en el genoma de dicha levadura recombinante, y comprendiendo dicho primer sub-
constructo de ADN;

(i) un acido nucleico que codifica ALS;
(i) un &cido nucleico que codifica ALD; y
(iii) un acido nucleico que codifica BDH;

(B) un segundo sub-constructo de ADN 5'-[ALS]:-[ALD]:-[BDH]1-3’, introduciéndose dicho segundo sub-constructo
de ADN en una segunda posicién en el genoma de dicha levadura recombinante, y comprendiendo dicho segundo
sub-constructo de ADN;
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(i) un acido nucleico que codifica ALS;
(i) un &cido nucleico que codifica ALD; y
(iii) un acido nucleico que codifica BDH;
y

(C) un tercer sub-constructo de ADN 5’-[NOXE]s-3’, introduciéndose dicho sub-constructo de ADN en una tercera
posicion en el genoma de dicha levadura recombinante, distinta de la primera posicién en la que se ha insertado el
primer sub-constructo de ADN, y distinta de la segunda posicién en la que se ha insertado el segundo sub-
constructo de ADN y comprendiendo dicho tercer sub-constructo de ADN (iv) tres acidos nucleicos, idénticos o
distintos el (los) uno(s) del (de los) otro(s), codificando cada acido nucleico NOXE.

En ciertas realizaciones, la actividad reducida de piruvato descarboxilasa necesaria de dicha levadura recombinante
especifica puede obtenerse por insercién en al menos uno de los genes pdc de levadura del primer sub-constructo
de ADN y/o del segundo sub-constructo de ADN.

Levadura recombinante que comprende un constructo de ADN de férmula (l11):
(1) 5°-[ALS]2-[ALD]2-3’ y 5’-[BDH]2-[NOXE]3-3’,

Una levadura recombinante que comprende un constructo de ADN de formula (lll) anterior tiene una actividad
reducida de piruvato descarboxilasa, y posee un genoma en el que se han insertado los dos siguientes sub-
constructos de ADN (A) y (B), a saber:

(A) Un primer sub-constructo de ADN 5’-[ALS]i-[ALD]4-3’, introduciéndose dicho primer sub-constructo de ADN en
una primera posicion en el genoma de dicha levadura recombinante, y comprendiendo dicho primer sub-constructo
de ADN;

(i) dos acidos nucleicos, idénticos o distintos uno del otro, codificando cada acido nucleico ALS;y
(i) dos acidos nucleicos, idénticos o distintos uno del otro, codificando cada &cido nucleico ALD;

(B) un segundo sub-constructo de ADN 5’-[BDH]3-[NOXE]s-3’, introduciéndose dicho sub-constructo de ADN en una
segunda posicion en el genoma de dicha levadura recombinante, distinta de la primera posicion en la que el primer
sub-constructo de ADN se ha insertado, y comprendiendo dicho segundo sub-constructo de ADN:

(iii) dos &cidos nucleicos, idénticos o distintos el uno del otro, codificando cada &cido nucleico BDH; y

(iv) tres &cidos nucleicos, idénticos o distintos el (los) uno(s) del (de los) otro(s), codificando cada acido nucleico
NOXE.

En ciertas realizaciones, la actividad reducida de piruvato descarboxilasa necesaria de dicha levadura recombinante
especifica puede obtenerse por insercién en al menos uno de los genes pdc de levadura del primer sub-constructo
de ADN y/o del segundo sub-constructo de ADN.

Levadura recombinante que comprende un constructo de ADN de formula (1V):
(IV) 5°-[ALS]2-[ALD]2-[BDH]2-[NOXE]s-3’,

Una levadura recombinante que comprende un constructo de ADN de férmula (IV) anterior tiene una actividad
reducida de piruvato descarboxilasa y posee un genoma en el que se ha insertado un constructo de ADN situado en
una posicion deseada en el genoma de dicha levadura recombinante, comprendiendo dicho constructo de ADN;

(i) dos é&cidos nucleicos, idénticos o distintos el uno del otro, codificando cada &cido nucleico ALS;
(i) dos acidos nucleicos, idénticos o distintos el uno del otro, codificando cada acido nucleico ALD;
(iii) dos acidos nucleicos, idénticos o distintos el uno del otro, codificando cada acido nucleico BDH; y

(iv) tres &cidos nucleicos, idénticos o distintos el (los) uno(s) del (de los) otro(s), codificando cada acido nucleico
NOXE.

En ciertas realizaciones, la actividad reducida de piruvato descarboxilasa necesaria de dicha levadura recombinante

especifica puede obtenerse por insercion de dicho constructo de ADN en al menos uno de los genes pdc de
levadura.
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Para cada una de estas cinco realizaciones ilustrativas anteriores de una levadura recombinante segun la invencion,
y como se menciona anteriormente, cuando “x1” a “x4”, una independientemente de las demas, representa(n) un
numero entero que tiene un valor de dos 0 mas, entonces:

- una copia de ALS en un Unico constructo de ADN puede ser idéntica a otra copia de ALS comprendida en el
constructo de ADN dicho o puede ser idéntica a todas las demas copias de ALS contenidas en el constructo de ADN
dicho, o de forma alternativa la copia dicha de ALS puede ser distinta de cada una de las demas copias de ALS
contenidas en el constructo de ADN dicho.

- una copia de ALD en un unico constructo de ADN puede ser idéntica a otra copia de ALD comprendida en el
constructo de ADN dicho o puede ser idéntica a todas las demas copias de ALD contenidas en el constructo de ADN
dicho, o alternativamente la copia dicha de ALD puede ser distinta de cada una de las demas copias de ALD
contenidas en el constructo de ADN dicho.

- una copia de BDH en un Unico constructo de ADN puede ser idéntica a otra copia de BDH comprendida en el
constructo de ADN dicho o puede ser idéntica a todas las demas copias de BDH contenidas en el constructo de ADN
dicho, o alternativamente la copia dicha de BDH puede ser distinta de cada una de las demas copias de BDH
contenidas en el constructo de ADN dicho.

- una copia de NOXE en un unico constructo de ADN puede ser idéntica a otra copia de NOXE comprendida en el
constructo de ADN dicho o puede ser idéntica a todas las demés copias de NOXE contenidas en el constructo de
ADN dicho, o alternativamente la copia dicha de NOXE puede ser distinta de cada una de las demas copias de
NOXE contenidas en el constructo de ADN dicho.

Segun ciertas realizaciones especificas, una levadura recombinante segln la presente descripcién puede
comprender al menos uno, preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de la férmula (ll) mencionada
anteriormente, en la que “Gen 4” significa un acido nucleico que codifica una NADH oxidasa (NOXE).

Segun estas realizaciones especificas, cada acido nucleico entre Gen 1, Gen 2 y Gen 3 significa necesariamente un
acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD y BDH. En estas realizaciones, al menos una
copia de las ALS, ALD y BDH insertadas esta presente. En las realizaciones en las que solo un constructo de
formula (ll) se inserta en el genoma de levadura, entonces cada acido nucleico entre Gen 1, Gen 2 y Gen 3 significa
necesariamente un &cido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD y BDH y una copia de cada
una de ALS, ALD y BDH esta presente. En las realizaciones en las que un conjunto de dos o mas constructos de
formula () se insertan en el genoma de levadura, entonces cada &cido nucleico entre Gen 1, Gen 2 y Gen 3
significa necesariamente un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD y BDH y al menos
una copia de cada una de ALS, ALD y BDH esta presente en el conjunto dicho de dos o mas constructos de ADN de
formula (I1).

Ademas, cuando la levadura recombinante dicha segun la invencion comprende al menos dos constructos de ADN
de la férmula (Il) anterior, entonces dichos constructos de ADN de la formula (lI) mencionada anteriormente pueden
ser idénticos o diferentes.

Segun otra realizacién, una levadura recombinante segun la presente descripcién puede comprender al menos uno,
preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de féormula (lla), idénticos o diferentes, en los que cada férmula
(lla) tiene la siguiente formula:

(la) 5'-[(prom5)y1-Gen 1-term5]xs-[prom1-Gen 1-term1]xi-[prom2-Gen 2-term2]xe-[prom3-Gen 3-(term3):1]x3-3’ y 5'-
[(prom4)y2-Gen 4-(term4)z2]x4-3’

En la que:

-Gen 1, Gen 2, Gen 3y Gen 4, “x17, “x2”, “x3” y “x4” son como se definen anteriormente;

- “x5” representa un nimero entero iguala 0 o 1;

- “y17, “y2”, “z1” y “z2”, uno independientemente de los otros, representan un nimero entero iguala0 o 1;

- cuando dicha levadura recombinante comprende al menos dos constructo(s) de ADN de férmula (lla), entonces
“x1”a “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” pueden ser idénticos o diferentes;

- “prom 1” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 1;
- “prom 2” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 2;
- “prom 3” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 3;

- “prom 4” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 4;
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- “prom 5” es una secuencia reguladora que controla la expresion del Gen 1, siendo dicha prom5 idéntica o diferente
de prom1;

- “term1” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 1;

- “term2” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 2;

- “term3” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 3;

- “term4” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen4;y

- “term5” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresién de Gen 1, siendo dicha term5
idéntica o diferente de term1.

Para una mejor claridad respecto a las caracteristicas “x5” e “y1”, se presenta después en la presente memoria
ejemplos para ilustrar mas en detalle las realizaciones particulares relacionadas:

e Cuando “x5” es un numero entero igual a 1 e “y1” representa un nimero entero igual a 0, entonces significa que el
Gen 1 considerado esta bajo el control del promotor del gen de la levadura recombinante en que el constructo de
ADN considerado se ha insertado; o

e cuando “x5” es un numero entero igual a 1 e “y1” representa un numero entero igual a 1, entonces significa que el
Gen 1 considerado esta bajo el control del promotor “prom5”. A este respecto, la secuencia del promotor del gen
enddgeno, preferiblemente del gen pdc, en que el constructo de ADN esta insertado se elimina, o al menos se
interrumpe, ademas de la secuencia de su region de codificacion relacionada.

Ademas, respecto a especialmente las caracteristicas “y2” y “z2”, se presenta después en la presente memoria
ejemplos para ilustrar mas en detalle realizaciones particulares relacionadas (por supuesto, en estos ejemplos
después en la presente memoria, “x4” representa un numero entero igual a 1 0 mas):

e cuando “y2” es un namero entero igual a 0, entonces significa que el Gen 4 considerado esta bajo el control del
promotor del gen de la levadura recombinante en que el constructo de ADN considerado se ha insertado; o

e cuando “y2” es un numero entero igual a 1, entonces significa que el Gen 4 considerado esta bajo el control del
promotor “prom4”. A este respecto, la secuencia del promotor del gen endégeno en que el constructo de ADN esta
insertado se elimina, o al menos se interrumpe, ademas de la secuencia de su regién de codificacion relacionada.

e cuando “z2” es un namero entero igual a 0, entonces significa que el Gen 4 considerado esta unido al terminador
de transcripcion del gen de la levadura recombinante en que el constructo de ADN considerado se ha insertado; o

e cuando “z2” es un numero entero igual a 1, entonces significa que el Gen 4 considerado esta unido al terminador
de transcripcion “term4”. A este respecto, la secuencia del terminador de transcripcion del gen enddgeno en que el
constructo de ADN esté insertado se elimina, o al menos se interrumpe, ademas de la secuencia de su region de
codificacion relacionada.

e respecto a “z1” cuando esta presente en las férmulas descritas en la presente memoria, lo mencionado
anteriormente respecto a “z2” aplica a mutatis mutandis.

Segun otra realizacion, una levadura recombinante segun la presente descripcién puede comprender al menos uno,
preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de la siguiente férmula (IIb):

(lb)  5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]xe-[prom3-BDH-(term3)z1]xs-3° 'y  5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]x4-3’

En la que:
- ALS, ALD, BDH, NOXE, “x1”, “x2”, “x3”, “x4”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” son como se definen anteriormente;

- cuando dicha levadura recombinante comprende al menos dos constructo(s) de ADN de férmula (llb), entonces
‘x1” a “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” pueden ser idénticos o diferentes;

- “prom 1” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
sintasa;
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- “prom 2” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
descarboxilasa;

- “prom 3” es una secuencia reguladora que controla la expresién de la secuencia que codifica la butanodiol
deshidrogenasa;

- “prom 4” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la NADH oxidasa;

- “prom 5” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
sintasa, siendo dicha prom5 idéntica o diferente de prom1;

- “term1” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato sintasa;

- “term2” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato descarboxilasa;

- “term3” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
butanodiol deshidrogenasa;

- “term4” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
NADH oxidasa; y

- “term5” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato sintasa, siendo dicha term5 idéntica o diferente de term1.

Segun otra realizacion preferida, una levadura recombinante segun la invencion puede comprender al menos dos
constructos de ADN de férmula (Il), (lla) o (llb), con tal que todas las copias del acido nucleico de NOXE estén
situadas en uno solo de al menos dos constructos de ADN de férmula (11), (lla) o (Ilb).

Segun otra realizacién, una levadura recombinante segun la presente descripcion puede comprender al menos dos,
preferiblemente estrictamente dos, constructos de ADN de las siguientes férmulas (lic) y (lld):

(llc) 5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]x2-[prom3-BDH- (term3)1]x3-3’ y 5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]x6-3"; y

(d)  5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]xe-[prom3-BDH-(term3)z1]xs-3° 'y  5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]x7-3’;

En las que:

- ALS, ALD, BDH, NOXE, “prom1”, “prom2”, “prom3”, “prom4”, “prom5”, “term1”, “term2”, “term3”, “term4” y “term5”,
“x17, “x2”, “x3”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” son como se definen anteriormente;y

“x1”a “x3”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” para cada una de las férmulas (llc) y (Ild) que son idénticas o diferente; y

- “x6” y “x7” representan nimeros enteros que oscilan de 0 a 50, preferiblemente de 0 a 20, preferiblemente de 0 a
12, mas particularmente de 2 a 5, preferiblemente de 3 a 4, y mejor aun igual a 3, con tal que solo uno entre “x6” y
“X7” representa 0.

Ventajosamente, el primer gen 1 en 5’ en un constructo de ADN de férmulas (l) a (IV), preferiblemente un gen
representado por un acido nucleico que codifica ALS, esta bajo el control del promotor del gen de la levadura
recombinante en que el constructo de ADN considerado se ha insertado.

Mas particularmente, significa que, para un constructo de ADN de férmula (lla), (llb), (lic) o (lld), “x5” representa
ventajosamente un nimero entero igual a 1 e “y1” representa un nimero entero igual a 0.

En vista de la complejidad de los constructos de ADN y sub-constructos de ADN mencionados anteriormente segun
la presente invencion, se enfatiza que:

e respecto a un constructo de ADN de la invencién, cuando “x1”, “x2”, “x3” y/o “x4” representa(n) un numero entero
mayor que o igual a 2, entonces:

o cada copia para un &cido nucleico relacionado entre Gen 1, Gen 2, Gen 3 y/o Gen 4 puede ser idéntica o diferente;
y/o

o el promotor y/o terminador para cada copia para un acido nucleico relacionado entre Gen 1, Gen 2, Gen 3 y/o Gen
4 puede ser idéntico o diferente;
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e cuando una levadura recombinante comprende al menos dos constructos de ADN, dichos al menos dos
constructos de ADN pueden ser idénticos o diferentes respecto a:

(i) su férmula general en que un constructo de ADN puede caracterizarse mediante una formula seleccionada entre
el grupo que comprende las férmulas (1) a (IV);

(ii) el valor de “x1” a “x7”, “y17”, “y2”, “z1” y/o “z2”,
(iii) la naturaleza del promotor respecto al mismo gen;
(iv) la naturaleza del terminador respecto al mismo gen; y/o

(v) la naturaleza del mismo gen en si mismo en que ALS, ALD, BDH y NOXE pueden derivar de organismos que
pertenecen a diferentes géneros, como principalmente se representa posteriormente en la Tabla 1.

Los métodos implementados para realizar un constructo de ADN tal como se define anteriormente pertenecen al
conocimiento general del hombre de la técnica.

A este respecto, el experto en la técnica puede referirse ventajosamente al método descrito en Shao et al. (Nucleic
Acids Research, 2009, Vol. 37, nim. 2: e16) y Shao et al. (Methods in Enzymology, 2012 Elsevier Inc., Vol. 517:2083,
finalmente con solo una variacion menor, y se desarrolla mas particularmente en los ejemplos posteriores en la
presente memoria.

Actividad reducida de piruvato descarboxilasa

La actividad de piruvato descarboxilasa endégena en levadura convierte el piruvato a aceltaldehido, que se convierte
después a etanol o a aceti-CoA por medio de acetato.

Como se menciona anteriormente, la presente descripcién describe una levadura recombinante que tiene actividad
reducida de piruvato descarboxilasa, en cuyo genoma se ha insertado un constructo de ADN especifico.

Como se describe en la presente memoria, la actividad de piruvato descarboxilasa de una levadura recombinante
segun la invencion se reduce mediante (i) la alteracion de al menos un gen que codifica una piruvato descarboxilasa
insertando en dicho al menos un gen que codifica una piruvato descarboxilasa al menos un constructo de ADN
exogeno, (ii) mutaciones en regiones reguladoras, (iii) mutaciones en un codén de inicio, principalmente sustituyendo
AUG por GUG, y (iv) mutaciones en secuencias de codificacién que alteran la actividad enzimatica, (v) mutaciones,
inserciones o supresion en la secuencia de codificacion que alteran la estabilidad de la proteina y (vi) mutaciones
que alteran la vida media del ARNm de piruvato descarboxilasa.

Respecto a la primera opcion (i), el constructo de ADN implementado para alterar un gen pdc considerado puede ser
un constructo de ADN exdégeno diferente de los constructos de ADN segln la invencién como se describe
anteriormente, un constructo de ADN segun la invencién, o una combinacion de los mismos.

Ademas, como se menciona anteriormente, los constructos de ADN segun la invencion de férmula (1), (Il) y (Ill) estan
compuestos cada uno de dos 0 mas sub-constructos de ADN.

Por lo tanto, segun una variante particular de la realizacion, la actividad de piruvato descarboxilasa de una levadura
recombinante segun la presente descripcion puede reducirse alterando al menos un gen que codifica una piruvato
descarboxilasa insertando en dicho gen solo al menos un sub-constructo de ADN de al menos un constructo de ADN
segun la invencion de la formula (1), (1) y (111).

Preferiblemente, la actividad de piruvato descarboxilasa enddgena puede reducirse por alteracién de al menos un
gen pdc.

De hecho, las levaduras pueden tener uno o mas genes que codifican piruvato descarboxilasa. Por ejemplo, hay un
gen que codifica piruvato descarboxilasa en Kluyveromyces lactis, mientras que hay tres isozimas de piruvato
descarboxilasa codificadas por los genes PDC1, PCD5 y PDC6 en Saccharomyces cerevisiae, ademas de un gen
regulador de piruvato descarboxilasa PDC2.

Preferiblemente, y como se define después en la presente memoria, una levadura recombinante segun la presente
descripcion puede ser un género Saccharomyces recombinante, y preferiblemente una especie Saccharomyces
cerevisiae recombinante.

Por consiguiente, la levadura recombinante pertenece preferiblemente al género Saccharomyces, y preferiblemente
a la especie Saccharomyces cerevisiae.
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A este respecto, y segun una primera variante, la actividad de piruvato descarboxilasa puede reducirse por
alteracion de al menos un gen pdc, preferiblemente de al menos dos genes pdc, y més particularmente de solo dos
genes pdc.

Ademas, el (los) gen(es) pdc alterado(s) puede(n) seleccionarse del grupo que consiste en pdc1, pdc5, pdc6 y una
mezcla de los mismos, y preferiblemente de pdc1 y pdc6.

Preferiblemente, cuando la levadura recombinante pertenece al género Saccharomyces, entonces la actividad de
piruvato descarboxilasa puede reducirse por alteracién de al menos dos genes pdc, preferiblemente seleccionados
del grupo que consiste en pdc1, pdc5, pdc6 y una combinacién de los mismos, y mas particularmente del grupo que
consiste en pdc1 y pdc6.

De hecho, la interrupcion de los tres genes pdc en el género Saccharomyces, preferiblemente, la especie
Saccharomyces cerevisiae, reduce dramaticamente el crecimiento de la cepa, volviéndola incompatible con
cualquier aplicacién industrial.

Segun una variante particular, en el género Saccharomyces, preferiblemente la especie Saccharomyces cerevisiae,
solo los genes pdc1 y pdc6 se alteran y la expresion de pdc5 se atenla.

El método implementado para atenuar la expresion de un gen especifico pertenece al conocimiento general del
hombre de la técnica.

A este respecto, el experto en la técnica puede hacer referencia de forma ventajosa a cualquier método que se
conoce bien en la técnica.

Ventajosamente, para atenuar la expresion de pdc5, su transcripcion puede ponerse bajo el control de un promotor
débil, tal como principalmente RPLA1, URA3, MET25, HIS3, TRP1, GAP1, NUP57 o TFC1, y preferiblemente RPLA1
(= secuencia SEQ ID N°37).

Un método implementado para medir el nivel de actividad de una piruvato descarboxilasa pertenece al conocimiento
general del hombre de la técnica.

A este respecto, el experto en la técnica puede hacer referencia ventajosamente al método descrito en Wang et al.
(Biochemistry, 2001, 40:1755-1763).

Acetolactato sintasa

La enzima acetolactato sintasa (ALS) (también conocida como acetohidroxiacido sintasa (AHAS), a-
acetohidroxiacido sintetasa, a-acetohidroxiacido sintasa, a-acetolactato sintasa, a-acetolactato sintetasa,
acetohidroxiacido sintetasa, acetohidroxiacido sintasa, acetolactato piruvato-liasa (carboxilante), acetolactico
sintetasa) es una proteina que cataliza la primera etapa en la sintesis de los aminoacidos de cadena ramificada
(valina, leucina e isoleucina).

ALS es una enzima implicada especificamente en la reaccién quimica que implica la conversién de dos moléculas
de piruvato a una molécula de acetolactato y diéxido de carbono. La reaccion usa pirofosfato de tiamina para unir las
dos moléculas de piruvato.

Un método implementado para medir el nivel de actividad de una acetolactato sintasa pertenece al conocimiento
general del hombre de la técnica.

A este respecto, el experto en la técnica puede hacer referencia ventajosamente al método descrito en Poulsen et al.
(Eur. J. Biochem. 185, 1989: 433-439).

La acetolactato sintasa preferida en la presente invencion se conoce por el numero EC 2.2.1.6.

Segun una realizacion preferida, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una acetolactato sintasa o ALS puede(n)
ser acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) preferiblemente de un grupo que comprende Bacillus subtilis, Nicotiana
tabacum, Paenibacillus polymyxa, y una mezcla de los mismos, y preferiblemente Nicotiana tabacum 'y Paenibacillus
polymyxa.

Segun una realizacion aun preferida, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una acetolactato sintasa puede(n)
ser acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 65%,
preferiblemente al menos 80%, de identidad de acido nucleico con las secuencias de acido nucleico SEQ ID NO:1, 3
y 5.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de acido nucleico que tiene al menos 65% de identidad

de nucledtidos con una secuencia de acido nucleico de referencia incluye secuencias de &cido nucleico que tienen al
menos 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
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85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% de identidad de nucleétidos
con la secuencia de acido nucleico de referencia dicha.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de acido nucleico que tiene al menos 80% de identidad
de nucleétidos con una secuencia de acido nucleico de referencia incluye secuencias de &cido nucleico que tienen al
menos 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99%
de identidad de nucleétidos con la secuencia de acido nucleico de referencia dicha.

Segun otra realizacién particular, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una acetolactato sintasa puede(n) ser
acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias que tienen al menos 65%, preferiblemente al menos 80%, de identidad con secuencias SEQ ID NO:2, 5
y 6.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 65% de identidad de
aminodcidos con una secuencia de aminoacidos de referencia incluye secuencias de aminoacidos que tienen al
menos 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% de identidad de aminoacidos
con la secuencia de amino&cidos de referencia dicha.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de
aminoacidos con una secuencia de aminodacidos de referencia incluye secuencias de aminoacidos que tienen al
menos 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99%
de identidad de amino&cidos con la secuencia de aminoacidos de referencia dicha.

Como se menciona anteriormente, el nivel de expresién de ALS en la presente invencion se regula mediante al
menos un promotor y al menos un terminador, tal como se define después en la presente memoria mas en detalle,
que estan presentes en la posicion 5’ y 3’ respectivamente de la secuencia de acido nucleico que codifica la ALS.

Acetolactato descarboxilasa

La enzima acetolactato descarboxilasa (ALD) (también conocida como a-acetolactato descarboxilasa, (S)-2-hidroxi-
2-metil-3-oxobutanoato carboxi-liasa, (S)-2-hidroxi-2-metil-3-oxobutanoato carboxi-liasa [(R)-2-acetoin-formadora] o
(S)-2-hidroxi-2-metil-3-oxobutanoato carboxi-liasa [(3R)-3-hidroxibutan-2-ona-formadora]) pertenece a la familia de
las liasas, especificamente las carboxi-liasas, que escinden los enlaces carbono-carbono y participa en el
metabolismo del butanoato y el metabolismo del acido dibasico c5-ramificado.

ALD es una enzima implicada especificamente en la reacciéon quimica que implica la conversién de una molécula o-
acetolactato a una molécula de acetoina y diéxido de carbono.

Un método implementado para medir el nivel de actividad de una acetolactato descarboxilasa pertenece al
conocimiento general del hombre de la técnica.

A este respecto, el experto en la técnica puede hacer referencia ventajosamente al método descrito en Dulieu et al.
(Enzyme and Microbial Technology 25, 1999: 537-542).

La acetolactato descarboxilasa preferida en la presente invencion se conoce por el nimero EC 4.1.1.5.

Segun una realizacién preferida, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una acetolactato descarboxilasa o ALD
puede(n) ser acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que comprende Brevibacillus brevis, Enterobacter
aerogenes, Lactococcus lactis y una mezcla de los mismos, y preferiblemente Brevibacillus brevis y Enterobacter
aerogenes.

Segun una realizacion aun preferida, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una acetolactato descarboxilasa o
ALD puede(n) ser acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos
36%, preferiblemente al menos 80%, de identidad del acido nucleico con las secuencias de acido nucleico SEQ ID
NO: 7,9y 11.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de acido nucleico que tiene al menos 36% de identidad
de nucleétidos con una secuencia de acido nucleico de referencia incluye secuencias de &cido nucleico que tienen al
menos 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%,
56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% y 99% de identidad de nucledtidos con la secuencia de &cido nucleico de referencia dicha.

Segun ofra realizacion particular, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una acetolactato descarboxilasa
puede(n) ser acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en secuencias que tienen al menos 36%, preferiblemente al menos 80% de identidad con secuencias SEQ ID NO:8,
10y 12.
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Como se describe en la presente memoria, una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 36% de identidad de
aminoacidos con una secuencia de aminodacidos de referencia incluye secuencias de aminoacidos que tienen al
menos 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%,
56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% y 99% de identidad de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de referencia dicha.

Como se menciona anteriormente, el nivel de expresion de ALD en la presente invencién esta regulado por al menos
un promotor y al menos un terminador, tal como se define después en la presente memoria mas en detalle, que
estan presentes respectivamente en la posicion 5’ y 3’ de la secuencia de acido nucleico que codifica la ALD.

Butanodiol deshidrogenasa

La enzima butanodiol deshidrogenasa (BDH) (también conocida como (R,R)-butanodiol deshidrogenasa, (R)-2,3-
butanodiol deshidrogenasa, (R)-diacetil reductasa, 1-amino-2-propanol deshidrogenasa, 1-amino-2-propanol
oxidorreductasa, 2,3-butanodiol deshidrogenasa, aminopropanol oxidorreductasa, butilenglicol deshidrogenasa,
butilenglicol deshidrogenasa, D-(-)-butanodiol deshidrogenasa, D-1-amino-2-propanol deshidrogenasa, D-1-amino-2-
propanol:NAD(2) oxidorreductasa, D-aminopropanol deshidrogenasa, D-butanodiol deshidrogenasa, diacetil
(acetoin) reductasa) pertenece a la familia de oxidorreductasas, especificamente aquellas que actian en el grupo
CH-OH del dador con NAD+ o NADP+ como aceptor.

BDH es una enzima implicada especificamente en la reaccién quimica que implica la conversién de una molécula de
acetoina usando NADH* y H* a una molécula de butano-2,3-diol y NAD+*.

Un método implementado para medir el nivel de actividad de una butanodiol deshidrogenasa pertenece al
conocimiento general del hombre de la técnica.

A este respecto, el experto en la técnica puede hacer referencia ventajosamente al protocolo descrito en Gao et al.
(2012), Journal of basic microbiology 52, 1-9. En particular, la actividad de BDH se monitoriza después de la
aparicién de NADH a través de la absorbancia a 340 nm.

La butanodiol deshidrogenasa preferida en la presente invencién se conoce por el nimero EC 1.1.1.4.

Segun una realizacién preferida, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una butanodiol deshidrogenasa o BDH
puede(n) ser acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que comprende Enterobacter aerogenes, Paenibacillos
polymyxa, Klebsiella oxycota, Saccharomyces cerevisiae y una mezcla de los mismos, y preferiblemente
Enterobacter aerogenes 'y Saccharomyces cerevisiae.

Mas particularmente, cuando el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una butanodiol deshidrogenasa es un acido
nucleico seleccionado de Saccharomyces cerevisiae, significa que hay una sobreexpresién del acido nucleico que
codifica la butanodiol deshidrogenasa enddgena.

Segun otra realizacion preferida, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una butanodiol deshidrogenasa
puede(n) ser &cido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 63%,
preferiblemente al menos 80% de identidad con secuencias SEQ ID NO:13, 15,17 y 19.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de acido nucleico que tiene al menos 63% de identidad
de nucleétidos con una secuencia de acido nucleico de referencia incluye secuencias de &cido nucleico que tienen al
menos 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% de identidad de
nucledtidos con la secuencia de acido nucleico de referencia dicha.

Segun otra realizacién particular, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una butanodiol deshidrogenasa
puede(n) ser acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en secuencias que tienen al menos 63%, preferiblemente al menos 80% de identidad de acido nucleico con las
secuencias de acido nucleico SEQ ID NO:14, 16, 18 y 20.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 63% de identidad de
aminodcidos con una secuencia de &cido nucleico de referencia incluye secuencias de aminoécidos que tienen al
menos 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% de identidad de
aminodcidos con la secuencia de aminoacidos de referencia dicha.

Segun una realizacién particular, cuando el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) la butanodiol deshidrogenasa
es/son acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que comprende Enterobacter aerogenes, Paenibacillus
polymyxa, Klebsiella oxycota y una mezcla de los mismos, entonces el gen que codifica la butanodiol
deshidrogenasa enddgena se desconecta.
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Como se menciona anteriormente, el nivel de expresién de BDH en la presente invencién esta regulado por al
menos un promotor y al menos un terminador, tal como se define después en la presente memoria en detalle, que
estan presentes respectivamente en la posicion 5’ y 3’ de la secuencia de acido nucleico que codifica la BDH.

NADH oxidasa

La inactivacién o reduccion de actividad de al menos un gen pdc inactiva o reduce la ruta de fermentacién de etanol
en la levadura. En consecuencia, esto induce un estado redox desequilibrado que esta solo parcialmente atenuado
por la expresion de BDH. De hecho, la ruta de glucosa a 2 piruvato genera 2 equivalentes de NADH, mientras que la
transformacion de 2 piruvatos a butanodiol recicla solo 1 NADH en NAD* (véase la figura 1).

Los inventores encontraron que una enzima NADH oxidasa (también denominada en la presente descripcion NOXE
oxidasa o NOXE) formadora de agua bacteriana, en un nivel de expresion especifico, puede no solo permitir
equilibrar el estado redox que permite mejorar la estabilidad de esta cepa sino también permite mejorar el
crecimiento de esta cepa y mejorar adicionalmente el rendimiento de 2,3-BDO.

Una NADH oxidasa formadora de agua bacteriana es una enzima que cataliza la siguiente reaccion:
2 NADH + %2 O2 — 2NAD* + H20

Las NADH oxidasas formadoras de agua preferidas en la presente invencién se conocen por el nimero EC 1.6.3.1y
1.6.99.3 (también conocida como NAD(P)H oxidasa (H(2)O(2)-formadora), oxidasa dual, NAD(P)H oxidasa, ThOX,
THOX2, NADPH oxidasa tiroidea, tiroides oxidasa tiroides oxidasa 2 para EC 1.6.3.1 y NADH deshidrogenasa,
dinucledtido Beta-NADH deshidrogenasa, citocromo c¢ reductasa, diaforasa, dihidrocodeshidrogenasa |
deshidrogenasa, dihidronicotinamida adenina dinucle6tido deshidrogenasa, difosfopirinasa, DPNH diaforasa, NADH
diaforasa, NADH hidrogenasa, NADH oxidorreductasa, NADH-menadiona oxidorreductasa, NADH:citocromo c¢
oxidorreductasa, nucleétido de difosfopiridina reducida diaforasa, deshidrogenasa tipo 1, deshidrogenasa tipo | para
EC 1.6.99.3).

Una NADH oxidasa formadora de agua que puede considerarse en la presente invencion se describe
particularmente en el documento WO 2006/134277.

Un método implementado para medir el nivel de actividad de una NADH oxidasa segun la invencién pertenece al
conocimiento general del hombre de la técnica.

A este respecto, el experto en la técnica puede hacer referencia ventajosamente al método descrito en Lopez DE
FELIPE et al. (International Daily Journal, 2001, vol. 11:37-44 (ISSN 0958-6946)).

Segun una realizacion preferida, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una NADH oxidasa o NOXE puede(n)
ser acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que comprende Streptococcus pneumoniae, Lactococcus lactis,
Enterococcus faecalis, Lactobacillus brevis y una mezcla de los mismos, y preferiblemente Streptococcus
pneumoniae.

Segun otra realizacion, el (los) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una NADH oxidasa puede(n) ser &cido(s)
nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 78%, preferiblemente al
menos 80% de identidad de &cido nucleico con las secuencias de acido nucleico SEQ ID NO:21, 23, 25y 27.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de acido nucleico que tiene al menos 78% de identidad
de nucleétidos con una secuencia de acido nucleico de referencia incluye secuencias de &cido nucleico que tienen al
menos 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% y 99% de identidad de nucleétidos con la secuencia de acido nucleico de referencia dicha.

Segun otra realizacion particular, el (los) &cido(s) nucleico(s) que codifica(n) una NADH oxidasa puede(n) ser
acido(s) nucleico(s) que codifica(n) una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias que tienen al menos 78%, preferiblemente al menos 80% de identidad con secuencias SEQ ID NO:22,
24,26y 28.

Como se describe en la presente memoria, una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 78% de identidad de
aminoacidos con una secuencia de aminoacidos de referencia que incluye secuencias de aminoacidos que tienen al
menos 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% y 99% de identidad de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de referencia dicha.

Como se menciona anteriormente, el nivel de expresion de NADH oxidasa en la presente invencion esta regulado
por al menos un promotor y al menos un terminador, tal como se define después en la presente memoria mas en
detalle, que estan presentes respectivamente en la posicion 5’ y 3’ de la secuencia de &cido nucleico que codifica la
NADH oxidasa.
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Ademas, los efectos técnicos ventajosos mencionados anteriormente estan unidos al nivel de expresiéon de dicha
NADH oxidasa. De hecho, y como surge de los ejemplos posteriores en la presente memoria, no solo la mera
presencia de una NADH oxidasa es importante sino que el nivel de la expresién de NADH oxidasa tiene también una
extrema importancia en la produccién de 2,3-BDO.

Como se menciona anteriormente, una levadura recombinante segun la invencién tiene una actividad reducida de
piruvato descarboxilasa, y en cuyo genoma se ha insertado, principalmente, una o mas copias de un acido nucleico
que codifica una NADH oxidasa o NOXE.

A este respecto, una levadura recombinante segun la invenciéon puede comprender principalmente de 1 a 20 copias
de un acido nucleico que codifica una NADH oxidasa.

Preferiblemente, una levadura recombinante segun la invencion puede comprender de 1 a 12, en particular de 2 a 5,
preferiblemente de 3 a 4, y mejor aun igual a 3, copias de un acido nucleico que codifica una NADH oxidasa.

Segun una realizacion particular, el (los) constructo(s) de ADN de formulas (l) a (IV) que comprende(n) al menos el
(los) gen(es) NOXE puede(n) insertarse en el gen URA3 enddgeno de dicha levadura recombinante.

En vista de lo anterior, cada uno de los acidos nucleicos que codifican acetolactato sintasa, acetolactato
descarboxilasa, butanodiol deshidrogenasa y NADH oxidasa esta bajo el control de un promotor y de un terminador
para asi evitar la regulacién indeseada, principalmente tal como se define después en la presente memoria.

Promotor

Por razones obvias, cada uno de los acidos nucleicos que codifican la acetolactato sintasa, acetolactato
descarboxilasa, butanodiol deshidrogenasa y la NADH oxidasa esta bajo el control de un promotor, idéntico o
diferente.

Dichos promotores, idénticos o diferentes, que permiten la sobreexpresién constitutiva de un gen dado, pueden
encontrarse en la bibliografia (Velculescu et al. (1997) Cell 88, 243-251).

Los promotores mas particularmente interesantes en la presente invencién pueden seleccionarse del grupo que
comprende:

e pADH1 del gen que codifica para la alcohol deshidrogenasa (gen ADH1 = Secuencia SEQ ID N°32),

e pTDH3 del gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gen TDH3 = secuencia SEQ ID
NO239),

e pTEF2.K1 del gen que codifica para el factor de alargamiento traduccional EF-1 alfa (gen TEF2 = secuencia SEQ
ID N°30),

e pGPM1 del gen que codifica para la glicerato fosfomutasa (gen GPM1 = secuencia SEQ ID N©33),
e pPDC1 del gen que codifica para la piruvato descarboxilasa (gen PDC1 = secuencia SEQ ID N235),
e pENO2 del gen que codifica para enolasa Il (gen ENO2 = secuencia SEQ D NO®%29),

e pTEF3 del gen que codifica para la subunidad gamma del factor de alargamiento traduccional eEF1B (gen TEF3 =
secuencia SEQ ID N231),

e pFBA1 del gen que codifica para la fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa Il (gen FBA1 = secuencia SEQ ID N234),
e pPGK1 del gen que codifica para la 3-fosfoglicerato quinasa (gen PGK1 = secuencia SEQ ID N°36),

e pPYK1 del gen que codifica para la piruvato quinasa (gen PYK1 = secuencia SEQ ID NO%9),

e pTPI1 del gen que codifica para la triosa fosfato isomerasa (gen TPI1 = secuencia SEQ ID N%50), o

e pTEF1 del gen que codifica para el factor de alargamiento traduccional EF-1 alfa (gen TEF1 = secuencia SEQ ID
Ne38).

Ademas, también pueden usarse promotores homélogos de otras levaduras estrechamente relacionadas como
promotores forman otra levadura forman el género Saccharomyces, o levadura de otro género tal como Candida,
Debaryomyces, Pichia o Kluyveromyces.

Los promotores sintéticos como se describen en Blazeck y Alper (2013) Biotechnol. J. 8 46-58 también pueden
usarse.
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Mas particularmente, dichos promotores, idénticos o diferentes, pueden caracterizarse preferiblemente por una
secuencia de &cido nucleico seleccionada del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 80% de
identidad de acido nucleico con las secuencias de &cido nucleico SEQ ID NO:29 a 39, 49 y 50.

Terminador

Por razones obvias, cada uno de los acidos nucleicos que codifican acetolactato sintasa, acetolactato
descarboxilasa, butanodiol deshidrogenasa y NADH oxidasa esta unido a un terminador de transcripcién (que puede
denominarse también “terminador” en la presente memoria), idéntico o diferente.

Dichos terminadores de transcripcion, idénticos o diferentes, pueden encontrarse en la bibliografia de Yamanishi et
al., (2013) ACS synthetic biology 2, 337-347.

Los terminadores mas particularmente interesantes en la presente invencion pueden seleccionarse del grupo que
comprende:

e tTPI1 del gen que codifica para la triosa fosfato isomerasa (gen TPI1 = secuencia SEQ ID N%44),

e tMET25 del gen que codifica para la O-acetil homoserina-O-acetilserina sulfhidrilasa (gen Met25 = Secuencia SEQ
ID N945),

e tADH1 del gen que codifica para la alcohol deshidrogenasa (gen ADH1 = secuencia SEQ ID N%43),
o tENO2 del gen que codifica para enolasa Il (gen ENO2 = secuencia SEQ ID N%46),

e tTDH2 del gen que codifica para gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, isozima 2 (gen TDH2 = secuencia SEQ
ID N940),

o tPGK1 del gen que codifica para la 3-fosfoglicerato quinasa (gen PGK1 = secuencia SEQ ID N948),
e tCYC1 (= secuencia SEQ ID N%41),

e tMET3 (= secuencia SEQ ID N%47),

e tTDH3 (= secuencia SEQ ID N%42), y

e tDIT1 (= secuencia SEQ ID N951).

Mas particularmente, dicho terminador, idéntico o diferente, puede caracterizarse preferiblemente por una secuencia
de acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 80% de identidad con las
secuencias SEQ ID NO:40 a 48 y 51.

Segun una realizacion particular, cada uno de los acidos nucleicos que codifican acetolactato sintasa, acetolactato
descarboxilasa, butanodiol deshidrogenasa, y NADH oxidasa esta bajo el control de un terminador de transcripcion,
idéntico o diferente, caracterizandose dichos terminadores de transcripcion por una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 80% de identidad de acido nucleico con la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:40 a 48.

Levadura recombinante

Generalmente, la levadura puede crecer rapidamente y puede cultivarse a mayor densidad en comparaciéon con
bacterias, y no necesita un medio aséptico en la configuracion industrial. Ademas, las células de levadura pueden
separarse mas facilmente del medio de cultivo en comparacion con las células bacterianas, simplificando en gran
medida el proceso para la extraccion y purificacién de producto.

Preferentemente, la levadura de la presente descripcion puede seleccionarse entre el género Saccharomyces,
Candida Ashbya, Dekkera, Pichia (Hansenula), Debaryomyces, Clavispora, Lodderomyces, Yarrowia,
Zigosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora, Kluyveromyces, Brettanomycces, Cryptococcus o
Malassezia.

Mas preferentemente, la levadura puede ser levadura Crabtree positiva de género de Saccharomyces, Dekkera,
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora, Zigosaccharomyces o Brettanomycces.

Mas preferentemente, la levadura puede ser de las especies Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii,
Saccharomyces douglasii, Saccharomyces bayanus o Zigosaccharomyces bailii, Schizosaccharomyces pombe,
Dekkera brucelensis, Dekkera intermedia, Brettanomycces custersii, Brettanomycces intermedius, Kluyveromyces
themotolerens, Torulaspora globosa, Torulaspora glabrata.
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Como se menciona anteriormente, una levadura recombinante segun la presente descripcion tiene una actividad
piruvato descarboxilasa que se reduce mediante la inserciébn de al menos un(os) constructo(s) de ADN
seleccionado(s) del grupo que comprende las formulas (l) a (IV), y preferiblemente de al menos uno de dicho(s)
constructo(s) de ADN que comprende(n) solo al menos un(os) acido(s) nucleico(s) que codifica(n) ALS, ALD y/o
BDH.

Segun otra realizacion, la levadura recombinante puede ser una Saccharomyces cerevisiae recombinante y la
actividad piruvato descarboxilasa se reduce por alteracion de solo dos genes pdc.

Mas preferiblemente, el (los) gen(es) pdc alterado(s) puede(n) seleccionarse del grupo que consiste en pdc1, pdc5,
pdc6 y una mezcla de los mismos, y preferiblemente de pdci y pdc6.

Los métodos implementados para insertar un constructo de ADN especifico en un gen, y mas particularmente un
gen piruvato descarboxilasa, pertenecen al conocimiento general de un experto en la técnica. Un método
relacionado se describe en méas detalle en los ejemplos posteriores en la presente memoria.

Realizaciones mas preferidas

Ventajosamente, los acidos nucleicos que codifican enzimas descritas en la presente descripcion se eligen
ventajosamente entre ALS.Bs, ALS.Pp, ALD.LI, ALD.Ea, BDH.Ea, BDH.Sc, NOXE.Spn, NOXE.L1 y una mezcla de
los mismos.

Segun una realizacion preferida, una levadura recombinante segun la presente descripcion puede caracterizarse en
que pertenece al género Saccharomyces, en particular la especie Saccharomyces cerevisiae, en donde la actividad
de piruvato descarboxilasa enddgena se reduce por alteracion de al menos dos de los genes pdc, en particular por
alteracion de los genes pdc1 y pdc6, en los que:

- uno de los genes pdc, preferiblemente el gen pdc 1, se altera por insercién de un constructo de ADN de la férmula
(lle) posterior:

5’-[(prom5)y1-ALS.Bs-term5]xs-[prom1-ALS.Bs-term1]x1-[prom2-ALD.LI-term2]xe-[prom3-BDH.Ea- (term3):1]x3-3’ (lle), y

- el al menos otro gen pdc, distinto del gen pdc alterado mencionado anteriormente, y preferiblemente el gen pdc 6,
se altera por insercién de un constructo de ADN de la férmula (IIf’) posterior:

5’-[(prom5)y1-ALS.Pp-term5]xs-[prom1-ALS.Pp-term1]xi-[prom2-ALD.Ea-term2]xe-[prom3-BDH.Sc-(term3)z1]x3-3’ (lIf),
Y en el que el constructo de ADN de la siguiente férmula (11f”):

5'-[(prom4)y2-NOXE.Spn-(term4)z2]x4-3" (11f”),

Se inserta en el gen URAS,

En el que:

- prom1, prom2, prom3, prom4, prom5, term1, term2, term3, term4, term5, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” son tal como se
definen anteriormente y ALS.Bs, ALS.Pp, ALD.LI, ALD.Ea, BDH.Ea, BDH.Sc y NOXE.Spn, NOXE.L1 son tal como se
define posteriormente en la Tabla 1,

- cada uno de “x17, “x2” y “x3”, independientemente los unos de los otros, representa un nimero entero que oscila de
0 a 50, preferiblemente de 0 a 20, preferiblemente de 0 a 10, mas particularmente de 0 a 3, y en particular igual a 1;

- “x4” representa un nimero entero que oscila de 0 a 50, preferiblemente de 0 a 20, preferiblemente de 0 a 12, mas
particularmente de 2 a 5, preferiblemente de 3 a 4, y mejor alun igual a 3,

Con tal que dicha levadura recombinante comprenda al menos un &cido nucleico que codifique para cada ALS, ALD,
BDH y NOXE, y mas particularmente con tal que cada constructo de ADN de formula (lle) y (IIf') comprenda cada
uno al menos un &cido nucleico que codifica para cada ALS, ALD y BDH.

En vista de lo anterior, y aunque se describe de forma implicita, se especifica que, entre cada una de las féormulas
(e) y (11f):

- “x1”7 a “x3”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1”y “z2”, y/o
- el promotor y/o terminador para cada copia de acido nucleico para un gen considerado,

Pueden ser idénticos o diferentes.
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Segun una realizacion preferida particular, una levadura recombinante segun la presente descripcidn puede
caracterizarse en que pertenece al género Saccharomyces, en particular la especie Saccharomyces cerevisiae, en la
que la actividad piruvato descarboxilasa enddgena se reduce por alteracién de al menos dos de los genes pdc, en
particular por alteracion de los genes pdc 1y pdc 6, en los que:

- uno de los genes pdc, preferiblemente el gen pdc 1, se altera por insercién de un constructo de ADN de la férmula
(lg) posterior:

5'-[ALS.Bs-tTDH2]1-[pENO2-ALD.LI4CYC1]s-[pTEF3-BDH.Ea-tTDH31-3’ (Ilg),

- el al menos otro gen pdc, distinto del gen pdc alterado mencionado anteriormente, y preferiblemente el gen pdc 6,
se altera por insercién de un constructo de ADN de la férmula (IIh’) posterior:

5’-[pPADH1-ALS.Pp-tDPI1]i-[pTDH3-ALD.Ea-tMET25]s-[pGMP1-BDH.Sc-tENO2]1-3’
Y en el que el constructo de ADN de la siguiente formula (I1h”):
5’-[pENO2-NOXE.Spn-tPGK1]-3’ (IIh”)

Se inserta en el gen URAS,

En el que:

- el gen “ALS.Bs” del constructo de ADN de féormula (llg) esta bajo el control del promotor del gen pdc en que dicho
constructo de ADN de formula (llg) se inserta,

- pENO2, pTEF3, pADH1, pTDH3, pGMP1, tTDH2, tCYC1, tTDH3, tDPI1, tMET25, tENO2 y tPGK1 son como se
definen en la presente descripcion y méas particularmente en el listado de secuencias posterior,

- ALS.Bs, ALS.Pp, ALD.LI, ALD.Ea, BDH.Ea, BDH.Sc y NOXE.Spn, NOXE.L1 son como se definen en la tabla 1
posterior y el modo particularmente en el listado de secuencias posterior.

Optimizacion de la produccion de 2,3-butanodiol

Segun una realizacién particular, la levadura recombinante segun la presente descripcién puede modificarse
adicionalmente para optimizar la produccién de 2,3-butanodiol.

Uso de fuentes alternativas de azlcar:

El uso directo de una fuente alternativa de azlcar tal como almidon necesita ademas la sobreexpresién en la
levadura de la a-amilasa y glucoamilasa exégenas (Buscke et al. Biosource technology 2013).

Importacién de azucar — Mejora de la importacion de azucar C5:

La importacion de pentosas mediante el microorganismo recombinante es un grave problema para el proceso
industrial ya que los azucares C5 son constituyentes principales de la biomasa lignocelulésica hidrolizada. Las cepas
nativas de S. cerevisiae, como muchos otros tipos de levadura, son incapaces de utilizar la xilosa o la arabinosa
como sustratos de fermentacién (Hahn-Hagerdal et al., 2007; Jin et al., 2004). De forma interesante, es capaz de
absorber xilosa incluso aunque el azdcar no sea un sustrato natural (Hamacher et al., 2002).

GAL2, HXT1, HXT2, HXT4, HXT5 y HXT7 de S. cerevisiae catalizan la absorcion de xilosa porque tienen una amplia
especificidad de sustrato (Hamacher et al., 2002; Saloheimo et al., 2007; Sedlak y Ho 2004). Sin embargo, su
afinidad por la xilosa es mucho menor que por la glucosa y la absorcién de xilosa por los transportadores esta
fuertemente inhibida por la glucosa (Saloheimo et al., 2007).

Se necesitan varios cambios para obtener una cepa capaz de crecer y consumir xilosa y/o arabinosa. Estas
diferentes modificaciones son una parte de la invencién.

Sobreexpresién de transportadores de xilosa heterdlogos:

Para mejorar la absorcion de xilosa y arabinosa, la cepa productora de 2,3-BDO recombinante tiene que modificarse
para expresar genes heterélogos que codifican para los transportadores de xilosa o arabinosa. Por ejemplo, los
genes GXF1, SUT1 y AT5g59250 de Candida intermedia, Pichia stipitis y Arabidopsis thaliana, respectivamente, se
sobreexpresan para mejorar la utilizacion de xilosa por la levadura (Runquist et al., 2010).

Sobreexpresién de rutas implicadas en el metabolismo de xilosa y arabinosa:
Las cepas de levadura son capaces de absorber xilosa incluso aunque el azlcar no sea un sustrato natural. Incluso

aunque los genes para la asimilacion de xilosa estén presentes en S. cerevisiae no se expresan a un nivel suficiente
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para permitir una asimilacién de azucar significativa. Por consiguiente, las modificaciones genéticas son necesarias
para mejorar la asimilacion de azucares de pentosa. Todas las enzimas que permiten la transformacion de xilosa o
arabinosa a xilitol necesitan mejorarse ademas de las enzimas que convierten el xilitol en xilulosa, y la xilulosa en
xilulosa-5-fosfato. Cualquiera de los dos, los genes homoélogos de las rutas de xilosa y arabinosa tienen que
sobreexpresarse o los genes heterélogos de las bacterias tienen que sobreexpresarse.

En una realizacion de la presente descripcion, la absorcion de xilosa y su asimilacion por la cepa se mejoran
sobreexpresando por ejemplo:

1) los genes XYL1 o GRES3 que codifican la aldolasa reductasa de P. stipitis y S. cerevisiae, respectivamente,
asociados a la sobreexpresion de XYL2 que codifica la xilitol deshidrogenasa de P. stipitis, combinado con la
sobreexpresion de los genes XKS1 o XYL3 que codifican la xiluloquinasa de S. cerevisiae y P. stipitis,
respectivamente,

2) el gen xylA que codifica una xilosa isomerasa de bacterias o Piromyces asociado a la sobreexpresiéon de genes
XKS1 o XYL3 que codifican la xiluloquinasa de S. cerevisiae y P. stipitis, respectivamente.

En otra realizacion, la absorcion de arabinosa y su asimilacion por la cepa se mejoran sobreexpresando por ejemplo:

1) los genes homodlogos XYL1 o GRE3 que codifican la aldolasa reductasa de P. stipitis y S. cerevisiae,
respectivamente, asociados a ladl que codifica la L-arabinitol 4-hidrogenasa e Ixrl que codifica una L-xilulosa
reductasa de Trichoderma reesei, en combinacion con la sobreexpresion de XYL2 que codifica la xilitol
deshidrogenasa de P. stipitis, y ademas la sobreexpresién de los genes XKS1 o XYL3 que codifican la xiluloquinasa
de S. cerevisiae y P. stipitis, respectivamente,

2) genes heterdlogos araA y araB que codifican la arabinosa isomerasa y ribulosa quinasa bacterianas.
Optimizacion de la ruta de la pentosa fosfato:

Esto puede hacerse sobreexpresando al menos un gen que pertenece a la ruta de pentosa fosfato no oxidativa;
TALI, TKL1, RKL1y RPE1 de la cepa de levadura.

Optimizacion de la disponibilidad de cofactores NADPH necesarios para las enzimas implicadas en el metabolismo
de los azucares C5.

Esto se consigue expresando las transhidrogenasas de E. coli en la cepa de levadura. Los genes udhA y o pntAB de
E. coli se sobreexpresaran en la cepa productora.

Impedimento del consumo de glucosa hacia la sintesis de glicerol:
Esto puede hacerse alterando el gen GPD1 que codifica la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa EC 1.1.1.8 (GPDH).

La presente invencion segun esta realizacion es interesante particularmente en vista del rendimiento en 2,3-BDO a
pesar del hecho de que la alteracion del gen GPD1 lleva a eliminar una actividad enzimatica que consume NADH en
favor de NAD. Para compensar el desequilibrio redox asi generado, la cepa alterada en GPD1 puede necesitar la
expresion adicional de NOXE.

Segun una realizacién particular, una cepa recombinante segun la presente descripcion es tal que no comprende
ninguna modificacion genética que tenga el efecto de reducir la represion de glucosa, como se describe en el
documento WO 2011/041426 o Kim et al. (Bioresource Technology, vol. 146, 2013:274).

Segun una realizacién particular, una cepa recombinante segln la presente descripcion es tal que no comprende
ninguna modificacién genética para permitir la expresion de cualquier ruta de asimilacion de xilosa, como se
describe en Kim et al. (Journal of Biotechnology, 2014).

Condiciones de cultivo

La presente invencion también se refiere al uso de una levadura recombinante tal como se define anteriormente,
para la produccion de 2,3-butanodiol (BDO) y/o derivados directos del mismo, en particular seleccionandose dichos
derivados directos de 2,3-butanodiol (BDO) del grupo que consiste en butano-dieno (BDE), metil-etil-cetona (MEK) o
una mezcla de los mismos.

La presente descripcion describe ademas un método de produccion de 2,3-butanodiol (BDO) que comprende las
siguientes etapas:

- proporcionar un microorganismo recombinante como se describe anteriormente, cultivando el microorganismo
recombinante en un medio de cultivo que contiene una fuente de carbono, y

- recuperar el 2,3-butanodiol.
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Tipicamente, los microorganismos de la invencién se cultivan a una temperatura en el intervalo de aproximadamente
20°C a aproximadamente 37°C, preferiblemente a una temperatura que oscila de 27 a 34°C, en un medio de cultivo
apropiado.

Cuando la levadura recombinante segun la invencién pertenece a la especie S. cerevisiae, la temperatura puede
oscilar ventajosamente de 27 a 34°C, en un medio de cultivo apropiado.

Los medios de crecimiento adecuados para la levadura son medios comunes preparados comercialmente tales
como caldo que incluye base de nitrégeno de levadura, sulfato de amonio, y dextrosa como la fuente de
carbono/energia) o medio YPD, una mezcla de peptona, extracto de levadura, y dextrosa en proporciones optimas
para el maximo crecimiento. También puede usarse otros medios de crecimiento definidos o sintéticos y el medio
apropiado para el crecimiento del microorganismo particular se conocerda por un experto en la técnica de la
microbiologia o ciencia de la fermentacién.

El término “medio de cultivo apropiado” se define anteriormente.

Ejemplos de medios de cultivo conocidos para una levadura recombinante segun la presente descripcién se conocen
por el experto en la técnica, y se presentan en la siguiente publicacion D. Burke et al., Methods in yeast Genetics — A
cold spring harbor laboratory course Manual (2000).

Los intervalos de pH adecuados para la fermentacion pueden estar entre pH 3,0 a pH 7,5, donde pH 4,5 a pH 6,5 se
prefiere como la condicién inicial.

Las fermentaciones pueden realizarse bajo condiciones aerdbicas o condiciones micro-aerobicas.

La cantidad de producto en el medio de fermentacion puede determinarse usando un niumero de métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia de gases (GC).

El proceso presente puede emplear un método de fermentacion en lotes. Una fermentacion en lotes clasica es un
sistema cerrado donde la composicién del medio se ajusta al comienzo de la fermentacién y no se somete a
alteraciones artificiales durante la fermentacién. Por consiguiente, al comienzo de la fermentacion, el medio se
inocula con el organismo u organismos deseados, y se permite que la fermentacién se dé sin afadir nada al sistema.
Tipicamente, sin embargo, una fermentacién “en lotes” es un lote con respecto a la adicion de la fuente de carbono y
se hacen a menudo intentos de controlar factores tales como temperatura, pH y concentracion de oxigeno. En los
sistemas en lotes, las composiciones de metabolito y biomasa del sistema cambian constantemente hasta el
momento en que la fermentacidon se para. En los cultivos en lotes las células progresan a través de una fase de
latencia estatica a una fase logaritmica de alto crecimiento y finalmente a una fase estacionaria donde la velocidad
de crecimiento se disminuye o se detiene. Si no se tratan, las células en la fase estacionaria morirdn con el tiempo.
Las células en fase logaritmica generalmente son responsables de la mayor parte de la produccion de producto final
o intermedio.

Un sistema por lotes con alimentacién puede usarse también en la presente invencion. Un sistema por lotes con
alimentacion es similar a un sistema por lotes tipico con la excepcion que el sustrato fuente de carbono se afiade en
incrementos segun progresa la fermentacion. Los sistemas por lotes con alimentacion son Utiles cuando la represion
del catabolito (p.ej. represion de la glucosa) es apta para inhibir el metabolismo de las células y donde es deseable
tener cantidades limitadas de sustrato en los medios. La medida de la concentracion de sustrato real en los sistemas
por lotes con alimentacién es dificil y por tanto se estima en base a los cambios de factores medibles tales como pH,
oxigeno disuelto y la presién parcial de gases de desecho tal como COsz.

Las fermentaciones son comunes y bien conocidas en la técnica y pueden encontrarse ejemplos en Sunderland et
al., (1992), incorporados en la presente memoria por referencia. Aunque la presente invencion se realiza en modo de
lotes se contempla que el método seria adaptable a la fermentacion continua.

La fermentacion continua es un sistema abierto donde un medio de fermentacién definido se anade de forma
continua a un biorreactor y una cantidad igual de medio acondicionado se elimina de forma simultanea para el
procesado. La fermentacién continua generalmente mantiene los cultivos a una alta densidad constante donde las
células estan principalmente en crecimiento en fase logaritmica.

La fermentacién continua permite la modulaciéon de un factor o cualquier nimero de factores que afectan al
crecimiento celular o concentracion de producto final. Por ejemplo, un método mantendra un nutriente limitante tal
como la fuente de carbono o nivel de nitrégeno a una tasa fija y permitird que todos los demas parametros varien.
En otros sistemas un numero de factores que afectan al crecimiento pueden alterarse de forma continua mientras
que la concentracién celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los sistemas continuos tratan
de mantener las condiciones de crecimiento en estado estacionario y por consiguiente la pérdida celular debido al
medio que se extrae debe equilibrarse frente a la tasa de crecimiento celular en la fermentacién. Los métodos de
modulacion de nutrientes y factores de crecimiento para procesos de fermentacién continua ademas de técnicas
para maximizar la velocidad de formacién de producto se conocen bien en la técnica de la microbiologia industrial.
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Se contempla que la presente invencion pueda ponerse en practica usando procesos en lotes, en lotes con
alimentacion o continuos, y que cualquier modo conocido de fermentacion seria adecuado. Adicionalmente, se
contempla que las células puedan inmovilizarse en un sustrato como catalizadores de células completas y
someterse a condiciones de fermentacion para la produccion.

Purificaciéon de 2,3-butanodiol

Segun un aspecto especifico de la invencién, la produccién fermentativa de 2,3-butanodiol comprende una etapa de
aislamiento del 2,3-butanodiol del medio de cultivo. La recuperacién del 2,3-butanodiol del medio de cultivo es una
tarea rutinaria para un experto en la técnica. Puede conseguirse mediante un nimero de técnicas bien conocidas en
la técnica que incluyen aunque no estan limitadas a destilacion, extraccion por arrastre de gas, pervaporacion o
extraccion liquida. El experto en el campo sabe coémo adaptar los parametros de cada técnica dependiendo de las
caracteristicas del material a separar.

La levadura como modelo de microorganismo en la presente descripcién se ha mantenido en que el 2,3-BDO
sintetizado se exporta totalmente fuera de las células, simplificando el proceso de purificacion.

El 2,3-BDO sintetizado puede recogerse por destilacion. La destilacién puede implicar un componente opcional
diferente del medio de cultivo para facilitar el aislamiento de 2,3-butanodiol formando azeétropo y principalmente con
agua. Este componente opcional es un disolvente organico tal como ciclohexano, pentano, butanol, benceno,
tolueno, tricloroetileno, octano, dietiléter o una mezcla de los mismos.

La extraccion por arrastre de gas se consigue con un gas de extraccion por arrastre elegido entre helio, argén,
diéxido de carbono, hidrégeno, nitrégeno o mezcla de los mismos.

La extraccion liquida se consigue con disolvente organico como la fase hidréfoba tal como pentano, hexano,
heptano, dodecano.

Las condiciones de purificacion pueden adaptarse especificamente a la transformacion corriente abajo de 2,3-BDO a
metiletilcetona y/o 1,3-butadieno, que incluye mantener varios co-productos en el 2,3-BDO parcialmente purificado.

A lo largo de la descripcion, incluyendo las reivindicaciones, la expresion “que comprende un” deberia entenderse
como que es sindnimo con “que comprende al menos uno”, a menos que se especifique otra cosa.

Ademas, la expresion “férmulas (1) a (IV), segun el contexto considerado y a menos que hay indicaciones contrarias,
significa un constructo de ADN de férmulas (1), (Il), (Ill) y (IV) aunque también (lla), (lb), (lic), (lid), (lle), (IIf), (IIf"),

(lig), (1N) y/o (IIh").

Los términos “entre... y...” y “que oscila de... a...” deberian entenderse como que son inclusivos de los limites, a
menos que se especifique otra cosa.

Los ejemplos y figuras que siguen se presentan por medio de ilustracién y sin limitacion implicita de la invencion.
Ejemplos
a) Protocolo para fabricar una cepa de Saccharomyces cerevisiae recombinante segun la invencion

Todas las cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinantes implementadas a continuacién se construyeron a
partir de la cepa estandar W303 (Thomas y Rothstein (1989), Cell. 56, 619-630) usando el procedimiento de
genética molecular de levadura estandar (Methods in yeast Genetics — A cold spring harbor laboratory course
Manual (2000) por D. Burke, D. Dawson, T. Stearns CSHL Press).

En estas cepas, la actividad de piruvato descarboxilasa se reduce por alteracién de al menos uno de los genes pdc
(pdc1, pdc5, pdc6) o por sustitucién de su promotor de transcripcion similar mediante un promotor débil.

En las cepas mas eficientes, solo se suprimieron pdc1 y pdc6.

Una variedad de enzimas exdgenas se expresé en las cepas de Saccharomyces cerevisiae recombinantes
consideradas. Se eligieron segin sus parametros enzimaticos de Michaelis Menten cuando estaban disponibles
(véase la tabla 1 posterior en la presente memoria). Alta kcat para alta eficiencia, y variedad de Km para cubrir
diferente concentracién en el sustrato. Las enzimas Paenibacillus polymyxa se eligieron porque este organismo es
un productor de 2,3-BDO natural.

La nomenclatura de los genes en relacién con las enzimas exdgenas implementadas acetolactato sintasa,
acetolactato descarboxilasa, butanodiol deshidrogenasa y NADH oxidasa formadora de agua se presenta en la
Tabla 1 posterior.

Estos genes se designan por el acrénimo de la enzima seguido por el acronimo del organismo de origen como sigue:
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Tabla 1
Enzima Gen Organismo Km (mM) | kcat (s) | Nimero de acceso
Acetolactato sintasa ALS.Bs Bacjllus subtilis 13 121 YP008831756.1
E.C.2.2.1.6 (ALS) ALS. Nt N/c.ot/arya tabacum 11-16 3 P09114.1
ALS.Pp Paenibacillus polymyxa - - YP003869749.1
Acetolactato descarboxilasa ALD.Bb Brevibacillus brevis 0,06 - YP002775372.1
E.C.4.4.4.5 (ALD) ALD.Ea Enterobacter c/oagae 10-13 - YP006476615.1
ALD.LI Lactococcus lactis 10 - NP267263.1
BDH. Ea Enterobacter 0,4 i YP004593688.1
aerogenes
Butanodiol deshidrogenasa BDH.Pp Paenibacillus polymyxa 0,5 - WP016821825.1
E.C.1.1.1.4 (BDH) BDH.Ko Klebsiella oxycota - - ACT82245.1
BDH1.Sc Saccharomyces 4,5 - NP009341.2
Cerevisiae
NOXE.LI Lactococcus lactis YP003352913.1
NADH Oxidasa formadora | NOXE.Spn Streptococcus YP002742271.1
de agua (NOX) pneumonias__
NOXE.Ef Enterococcus faecalis NP815302.1
NOXE.Lb Lactobacillus brevis WP021742768.1

Ademas, para una mejor comprensién de los siguientes genotipos:
- ade2, his3, leu2, trp1 y ura3 son genes marcadores de auxotrofia.
- las letras mindsculas significan que el gen considerado esta inactivo, las letras mayusculas reflejan un gen activo.

- “:”: después de un nombre de gen significa que el gen se interrumpe por lo que sigue (si se inserta mas de un gen,
se anotan en corchetes []). La interrupcién del gen es simultanea con una supresion completa de la secuencia de
codificacion pero conserva el promotor. En consecuencia el gen seguido por “::” esta inactivo y se anota en
minusculas. Si no se especifica la transcripcion del gen insertado se controla por el promotor del gen alterado.

- “gen.KlI” significa que el gen se origina a partir de Kluyveromyces lactis.

- Los promotores de transcripcion que permiten la sobreexpresion constitutiva de un gen dado se encuentran en la
bibliografia (Velculescu et al. (1997) Cell 88, 243-251). Los promotores usados en la presente memoria se designan
por “p” seguidos por su nombre de gen parecido. Su respectivo nimero de secuencia también se menciona
posteriormente.

- Los terminadores de transcripcién se sitian también después de cada gen. Para evitar la regulacion indeseada los
promotores y terminadores que enmarcan un gen insertado no se tomaron del mismo gen original. Los terminadores
usados en la presente memoria se designan por “t” seguido por su nombre de gen parecido. Su respectivo nimero
de secuencia también se menciona posteriormente.

Una agrupacién de genes mencionados anteriormente se integr6 en la levadura recombinante de una vez usando la
capacidad de la levadura de recombinar de forma eficiente los extremos de ADN libres que tienen la homologia de
secuencia.

La levadura recombinante se obtuvo segin métodos publicados disponibles para el hombre de la técnica. En
particular, puede seguirse el método descrito en Shao et al. (Nucleic Acids Research, 2009, Vol. 37, nim. 2:e16) y
Shao et al. (Methods in Enzimology, 2012 Elsevier Inc., Vol. 517:203), finalmente solo con una variacion menor.

Mas particularmente, las secuencias de codificacién a clonar se sintetizaron de forma artificial. Para secuencias
heterélogas (no levadura), las secuencias nucleicas se modificaron para obtener una secuencia de codificacion
sinénima usando el uso del codén de la levadura. Usando la enzima de restriccion y tecnologia de clonacion clasica,
cada secuencia sintética se clond entre un promotor de transcripcion y un terminador de transcripcién. Cada
secuencia promotora esta precedida por una secuencia de 50 a 200 nucledtidos homoéloga a la secuencia del
terminador del gen corriente arriba. De forma similar, el terminador de cada gen (un gen que comprende el promotor-
secuencia de codificacion-terminador) esta seguida por secuencias homologas al gen que sigue inmediatamente.
Asi cada una de las unidades a integrar tiene una superposicion de 50-200 nucleétidos tanto con la unidad corriente
arriba como con la unidad corriente abajo. Para la primera unidad, el promotor esta precedido por 50-200
nucleétidos homologos al nucleétido de cromosoma de levadura para la posicién en que se integrara. De forma
similar, para la ultima unidad, el terminador esta seguido por 50-200 nucleétidos homologos al nucleétido del
cromosoma de la levadura para la posicion en que se integrara.
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Cada unidad se amplifica por PCR después a partir de constructos de plasmidos, dando la unidad X de ADN lineal
que tiene secuencias superpuestas. Uno de estos genes es un marcador auxotrofico, para seleccionarse para el
suceso de recombinacion. Todos los fragmentos lineales se transforman en la levadura a la vez, y la levadura
recombinante se selecciona para la auxotrofia relacionada con el marcador usado. La integridad de la secuencia se
verifica entonces por PCR y secuenciacion.

b) Respecto a las enzimas ALS y ALD

Las enzimas ALS y ALD no se evaluaron individualmente, sino en pares (ALS + ALD) a través del rendimiento de
acetoina. Tres ALD y ALS exdgenas se eligieron segun sus parametros cinéticos: ALS.Nt, ALS.Pp, ALS.Bs y
ALD.Bb, ALD.LI, ALD.Ea (véase anteriormente).

Ocho de las nueve posibles combinaciones de ALS y ALD se insertaron conjuntamente en el cromosoma de una
cepa de levadura ura3 detras de los promotores y seguido por un terminador.

La insercion de estos dos genes altera el gen pdcl. El gen marcador URAS se inserta simultaneamente para
seleccionar el transformante. La combinacién ALS/ALD se insert6 en la cepa YA747, concretamente un derivado de
W3083 que tiene el siguiente genotipo:

YA747: MAT-a, ade2, bdh1::TRP1.Kl, his3, leu2, pdc1::HIS5.Sp, pdc6::LEU2.KI, trp1, ura3.
Las siguientes cepas se construyeron:

YA768: MAT-a, ade2, bdh1:TRP1.Kl, his3, leu2, pdc1:[ALS.Bs-tTPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, URA3.KI],
pdc6::LEU2.KI, trp1, ura3

NB: en este caso, el gen “ALS.Bs” esta bajo el control del promotor natural de pdc1, concretamente el promotor
pPDC1.

YA769: MAT-a, ade2, bdh1:TRP1.KI, his3, leu2, pdc1:[ALS.Nt-t{TPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, URAS3.KI],
pdc6::LEU2.KI, trp1, ura3

YA770: MAT-a, ade2, bdh1:TRP1.Kl, his3, leu2, pdc1::[ALS.Pp-tTPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, URA3.KI],
pdc6::.LUE2.KI, trp1, ura3

YA771: MAT-a, ade2, bdh1:TRP1.KI, his3, leu2, pdc1:[ALS.Nt-tTPI1, pTDH3-ALD.Bb-tMET25, URA3.KI],
pdc6::LEU2.KI, trp1, ura3

YA772: MAT-a, ade2, bdh1:TRP1.KIl, his3, leu2, pdc1:[ALS.Nt-tTPI1, pTDH3-ALD.LItMET25, URAS.KI],
pdc6::LEU2.KI, trp1, ura3

YA773: MAT-a, ade2, bdh1:TRP1:Kl, his3, leu2, pdci1:[ALS.Pp-tTPI1, pTDH3-ALD.LI-tMET25, URAS.KI],
pdc6::LEU2.KI, trp1, ura3

YA810: MAT-a, ade2, bdh1: TRP1.Kl, his3, leu2, pdc1:[ALS.Bs-tTPI1, pTDH3-ALD.Bb-tMET25, URA3.KI],
pdc6::LEU2.KI, trp1, ura3

YA811: MAT-a, ade2, bdh1:TRP1.Kl, his3, leu2, pdc1:[ALS.Pp-tTPI1, pTDH3-ALD.Bb-tMET25, URAS3.KI],
pdce6::LEU2.KI, trp1, ura3

Todas estas cepas se cultivaron durante 24 horas en 8% de glucosa YPA (Extracto de levadura al 1%, Bacto
peptona al 2%, adenina 0,1 mM, glucosa al 8%). Se cosecharon y se determiné el contenido de acetoina, etanol y
2,3-BDO segun métodos estandar con especificidad adaptada en Gonzales et al. (2010), Applied and environmental
Microbiology 76 670-679.

Para algunas cepas, se ensayaron varios clones, el Ultimo nimero después de la “-“ es el nimero de clon. Notar que
como la enzima bdh enddgena se altera, no se produce 2,3-BDO.

La produccién de etanol, acetoina y 2,3-BDO se monitorizan después de los métodos estandar y Gonzales et al.
(2010), Applied and environmental Microbiology 76 670-679.

Resultados

La tabla 2 posterior presenta la produccién de acetoina de las cepas probadas mencionadas anteriormente.
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Tabla 2
Cepas Etanol (g/l) Acetoina (g/l) 2,3-BDO (g/1) ALS ALD

YA747-8 32,2 0,2 0,03

YA772-6 31,4 0,6 0,02 Nt LI
YA772-10 29,5 1,2 0,03 Nt LI
YA773-3 31,8 0,2 0,02 Pp LI
YA810-1 32,3 0,2 0,02 Bs Bb
YA768-4 31,1 1,0 0,09 Bs Ea
YA768-7 31,0 2,1 0,16 Bs Ea
YA770-6 25,5 4,85 0,25 Pp Ea
YA770-12 21,8 6,7 0,27 Pp Ea
YA811-4 19,8 6 0,22 Pp Bb
YA811-5 21,15 5,75 0,22 Pp Bb
YA771-5 20,6 55 0,16 Nt Bb
YA769-1 22,25 6,05 0,23 Nt Ea
YA769-8 25,65 4,4 0,21 Nt Ea

A partir de estos resultados, puede concluirse que, tomadas de forma separada, las mejores enzimas para mejorar
la produccion de acetoina son ALS Pp, ALS Nt, ALD Ea y ALD Bb que ciertamente parece que es la enzima mas
eficiente. La mayoria de las combinaciones de parejas de ALS y ALD se han ensayado en cepas que también
sobreexpresan BDH. Estas cepas se clasificaron primero en su crecimiento en glucosa. Después dos de las cepas
de crecimiento mas rapido se ensayaron para la produccién de butanodiol, concretamente:

YA538-5C: MAT-a, his3, leu2, pdc1:[ALS.Bs-tTDH2, pENO2-ALD.LI-tCYC1, pTEF3-BDH.Ea-tTDH3, URA3.KI],
pdc6::[pADH1-ALS.Pp-Tdpi1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-tENO2], trp1,
ura3

YA919-19: MAT-a, his3, leu2, pdc1:[ALD.Bb-tPGK1, pTEF3-BDH.Ea-tTDH3, pENO2-ALS.Nt-tCYC1, LEU2.KI],
pdc6:: [pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-Tmet25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-tENO2], trp1,
ura3

Ambos clones se cultivaron durante 48 horas en glucosa YPA al 16% en un matraz con deflectores de 250 ml bajo
agitacion vigorosa a 28°C. Las muestras se cosecharon a las 24 h, 32 h y 48 h. El contenido en etanol, acetoina y
butanodiol en el lisato se ensay6, segun los mismos protocolos como se referencia anteriormente.

Resultados

La tabla 3 posterior presenta estos contenidos de etanol, acetoina y 2,3-BDO en 16% de glucosa YPA.

Tabla 3
Cepa Tiempo Densidad Etanol Acetoina RR 2,3-BDO MESO 2,3- RR + MESO
(hora) oOptica (g/1) (g/1) (g/) BDO (g/l) (g/
24 25,7 3,6 0,94 26,20 6,80 33,00
YA538-5C 32 37,7 5,2 1,59 35,23 11,52 46,75
48 42,0 4,3 8,31 29,57 14,62 44,19
24 35,2 26,3 0,28 5,29 4,95 10,24
YA919-16 32 43,8 424 0,15 5,53 6,38 11,92
48 42,3 44,7 3,65 4,83 5,77 10,59

A partir de estos resultados, se concluye que la sobreexpresion de dos ALS y dos ALD aumenta significativamente la
produccion de 2,3-BDO (y por lo tanto de forma transitoria de acetoina) cuando se compara con solo un ALS y un
ALD (véanse los resultados en la tabla 3 frente a la tabla 2).

La mejor combinacién es ALS.Bs, ALS.Pp, ALD.Bb y ALD.Ea, aunque ALS.Bs y ALD.Bb no soportan una fuerte
produccion de acetoina por ellas mismas.

c¢) Determinacion de las enzimas BDH mas eficientes

Cuatro enzimas exdgenas se sobreexpresaron usando el promotor pTEF1 en una cepa de levadura en que la
enzima BDH1 enddgena se ha inactivado. La actividad BDH presente en los diferentes lisatos celulares se ensayo y
se compara con la actividad endogena.
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La actividad BDH se monitoriza después de la aparicién de NADH a través de la absorbancia a 340 nm, siguiendo el
protocolo descrito en Gao et al. (2012) Journal of basic microbiology 52, 1-9.

Resultados

La tabla 4 posterior presenta la actividad BDH

Tabla 4
Cepa Genotipo Actividad (nmol/mg/min)
CC788-2B BDH.Sc 276 £ 55
pALO6 bdh1::LEU2 + vector vacio (pRS 316) No detectada
pAD320 bdh1::LEU2 + pRS316-pTEF1-BDH.Ea-tADH1 763 + 41

Las enzimas de Saccharomyces cerevisiae (Sc) y de Enterobacter aerogenes (Ea) parecen por consiguiente
eficientes.

d) el efecto técnico ventajoso de la enzima NOXE en el rendimiento de 2,3-BDO

Tres copias de pENO2-NOXE.Spn-tPGK1 se insertaron en la cepa mencionada anteriormente YA538-5C, dando por
consiguiente la cepa YA724-2. Las dos cepas se compararon por su respectiva produccion de 2,3-BDO:

YA538-5C: MAT-a, his3, leu2, pdci1:[ALS.Bs-tTDH2, pENO2-ALD.LI-tCYC1, pTEF3-BDH.Ea-tTDH3, URA3.KI],
pdc6:: [pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-tENQ2], trp1,
ura3

YA724-2: MAT-a, his3, leu2, pdci:[ALS.Bs-tTDH2, pENO2-ALD.LIHCYC1, pTEF3-BDH.Ea-{TDH3, LEU2.KI],
pdc6::[pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-ENO2], trpi,
ura3::[PENO2-NOXE.Spn-URA3KI-tPGK1]x3

YA538-5C y YA724-2 se cultivaron en glucosa YPA 24%. Se tomaron alicuotas a lo largo del cultivo, y se ensayaron
los contenidos de etanol, acetoina y BDO y glucosa en el cultivo segun el procedimiento estandar.

El contenido de etanol, acetoina y butanodiol se ensayaron segun los mismos protocolos como se referencia
anteriormente.

El consumo de glucosa se monitoriza también después de métodos estandar y Gonzales et al. (2010), Applied and
environmental Microbiology 76 670-679.

Resultados

Los resultados se presentan en las tablas 5a y 5b posteriores.

Tabla 5a
Cepa Glucosa Tiempo Densidad Etanol Acetoina 2,3-BDO Glucosa
(%) (hora) Optica (g/ (g/1) (g/
4 1,8 0,0 0,3 0,4 250,4
8 2,8 0,2 0,7 1,7 246,5
YA538- 249, 24 21,5 0,5 0,9 33,6 156,0
5C ° 32 34,8 0,9 0,8 69,9 63,7
48 44,2 0,8 5.1 90,6 ND*
52 46,7 0,5 7,6 89,0 ND*
* ND: No detectado.
Tabla 5b
Cepa Glucosa (%) | Tiempo (hora) | Densidad éptica | Etanol (g/l) | Acetoina (g/l) | 2,3-BDO (g/l) | Glucosa
8 9,7 0,4 1,6 3,4 230,0
24 51,9 1,8 1,1 76,3 4.4
YA724-2 24% 28 54,1 2,5 0,7 92,3 1,0
32 53,9 2,5 5,3 88,1 0,01
48 54,9 1,0 10,7 83,5 ND*

* ND: No detectado
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Estos resultados muestran que la sobreexpresién de NOXE lleva a una acumulacion mas rapida de 2,3-BDO que sin
NOXE. Un cultivo largo lleva a una oxidacion de 2,3-BDO de vuelta a la acetoina.

Los genes NOXE de diferente origen donde se insertan en la cepa YA388-1C, que tiene el siguiente genotipo: MAT-
a, his3, leu2, pdc1::HIS5.Sp, pdc6::[pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1,
pGMP1-BDH.Sc-tENQO2], trp1, ura3

YAG679-8, YA679-6 € YA679-4 contiene 1, 2 y 12 copias de pENO2-NOXE.LI-tPGK1 respectivamente.

YA680-2, YA680-3, YA724-2 y YA721-2D contiene 1, 2, 3 y 4 copias de pENO2-NOXE.Spn-tPGK1 respectivamente.

La actividad NOXE en lisato de levadura se determind segun Lopez de Felipe y Hungenholtz (2001) International
Diary Journal 11, 37-44.

Resultados

Los resultados se presentan en la tabla 6 posterior.

Tabla 6
Cepa Genotipo Actividad NOXE
(nmol/mg/min)

YA388-1C | pdci::HIS5.Sp, pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc] -

Y A583-1 | pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-URA3.Sc], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Bb-NOXE.LI- 39+7
BDH.Pp-TRP1. K]

YA679-8 | pdc1::HIS5.Sp, pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], ura3::[NOXE.LI- 183 + 21
URAS3]x1

YA679-6 | pdc1::HIS5.Sp, pdc6:;[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], ura3::[NOXE.LI- 155 £ 32
URA3]x2

YA679-4 | pdc1::HIS5.Sp, pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], ura3::[NOXE.LI- 1764 + 226
URA3]x12

YA719-2 | pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc- 1835
BDH.Sc], trp1, ura3:: [NOXE.LI-URA3]x12

YA680-2 | pdc1::HIS5.Sp, pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], 443 + 52
ura3:[NOXE.Spn-URA3]x1

YA680-3 | pdc1::HIS5.Sp, pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], 473 £ 55
ura3:[NOXE.Spn-URA3]x2

YA724-2 | pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc- 360 + 33
BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Spn-URA3]x3

YA721-2D | pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-URA3.Sc], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc- 937 £ 150
BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Spn-URA3]x4

Todos los genes NOXE presentan una interesante actividad NOXE. Sin embargo, NOXE.Spn parece mas activa que
NOXE.LI.

Para optimizar la produccién de 2,3-BDO, los genes NOXE de diverso origen y en diferentes nimeros de copia se
expresaron en YA538-5C.

Por consiguiente, se obtuvieron las siguientes cepas recombinantes.

YA719-2: MAT-a, his3, leu2, pdc1:ALS-Bs-tTDH2, pENO2-ALD.LIHCYC1, pTEF3-BDH.Ea-{TDH3, LEU2.KI],
pdc6::[pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-ENO2], trpi,
ura3::[PENO2-NOXE.LI-tPGK1-URA3]x12

YA721-2D: MAT-a, his3, leu2, pdci:[ALS.Bs-tTDH2, pENO2-ALD.LI-tCYC1, pTEF3-BDH.Ea-tTDH3, LEU2.KI],
pdc6::[pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-tENO2], trp1,
ura3::[pENO2-NOXE.Spn-tPGK1-URA3]x4

YA724-2: MAT-a, his3, leu2, pdci:[ALS.Bs-tTDH2, pENO2-ALD.LI-tCYC1, pTEF3-BDH.Ea-tTDH3, LEU2.KI],
pdc6::[pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-tENO2], trp1,
ura3::[pENO2-NOXE.Spn-tpGK1-URA3KI]x3

Estas cepas se cultivaron en 1,5 L de glucosa YPA al 30% en un fermentador de 3 L a 30°C bajo agitacion (800 rpm)
una oxigenacioén constante se mantuvo burbujeando 0,5 L/min-1 de aire. Se tomaron alicuotas a 24, 32, 48, 56 h, el
contenido de etanol y 2,3-BDO y glucosa en el medio se determind segun métodos estandar y Gonzales et al.
(2010), Applied and environmental Microbiology 76 670-679.
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Se presentan resultados en las tablas 7a, 7b y 7c posteriores.

Tabla 7a
Cepa Glucosa (%) Tiempo (hora) Densidad éptica Etanol (g/l) 2,3 BDO (g/l) Glucosa (g/l)
24 59 0,0 4,0 245
o 32 83 0,0 6,9 160
YAT19-2 30% 48 9 0,0 28,8 15
56 95 0,0 32,9 1,2
Tabla 7b
Cepa Glucosa (%) Tiempo (hora) Densidad optica Etanol (g/l) 2,3 BDO (g/l) Gilucosa (g/l)
24 80 6,5 79,4 130
o 32 86 9,6 101,7 10
YA721-2D 30% 48 9% 8,6 106.7 0,025
56 89 7,9 106,9 0,014
Tabla 7c
Cepa Glucosa (%) Tiempo (hora) Densidad éptica Etanol (g/l) 2,3 BDO (g/l) Glucosa (g/l)
24 71 0,8 55,5 170
28 90 0,9 75,0 105
YA724-2 30% 32 95 1,0 90,3 80
48 86 1,1 125,9 23
52 89 1,1 135,5 14

En conclusién, el nivel de la expresién NOXE tiene una importancia extrema en la produccién de 2,3-BDO. YA724-2
que expresa menos NOXE que las dos otras cepas, alcanza un dptimo. La otra cepa que expresa mayores niveles
de NOXE, no acumulan tanto 2,3-BDO. Hay que darse cuenta de que 135,5 g de 2,3-BDO representa el 90% del
rendimiento tedrico 6ptimo (150 g) cuando se parte de 300 g de glucosa.

e) Cepa recombinante prototréfica por inserciéon de gen HIS3

La cepa YA724-2 descrita anteriormente se volvié prototréfica por insercion del gen HIS3.

La cepa recombinante resultante se denomina YA1044, y tiene el siguiente genotipo:

YA1044-4: MAT-a, his3::HIS3, leu2, pdc1::[ALS.Bs-tTDH2, pENO2-ALD.LI-tCYC1, pTEF3-BDH.Ea-tTDH3, LEU2.KI],
pdc6::[pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.Ea-tMET25, pTEF2.KI-TRP1.Sc-tADH1, pGMP1-BDH.Sc-tENO2], trp1,
ura3::[pENO2-NOXE.Spn-tPGK1-URA3KI]x3

Esta cepa se ensayé entonces para la produccion de 2,3-BDO en 30% de glucosa YPA bajo la misma condicién que
se describe anteriormente.

La produccion de etanol, acetoina y 2,3-BDO y el consumo de glucosa se monitorizan siguiendo métodos estandar y
Gonzales et al. (2010), Applied and environmental Microbiology 76 670-679.

Resultados

Los resultados se presentaron en la tabla 8 posterior.

Tabla 8
Cepa Glucosa Tiempo Densidad Etanol Acetoina 2,3 BDO Glucosa
P (%) (hora) Optica (g/1) (g/1) (g/1) (g/
24 71,9 25 6,2 79,0 130
o 32 85,9 25 0,8 116,8 80
YA1044-4 30% 48 87.1 2,0 1,1 1479 0,40
52 87,3 1,3 5,3 143,2 0,02
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Esta cepa produce como mucho 147,9 g de 2,3-BDO (98% del rendimiento teérico partiendo de 300 g de glucosa).

Esta cepa también produce 2,3-BDO de forma eficiente en el 30% de sacarosa YPA (de otra forma las mismas
condiciones que anteriormente).

Los resultados se presentan en la tabla 9 posterior.

Tabla 9
Cepa Sacarosa Tiempo Densidad Etanol Acetoina 2,3BDO Glucosa
P (%) (hora) Optica (g/ (g/ (g/1) (g/1)
24 142 1,6 14,7 78,6 10,0
o 32 147 1,3 23,8 103,4 6,5
YA1044-4 1 30% 48 153 11 19,0 149,0 0,06
52 159 0,2 19.8 149.4 0,001

Esta cepa también produce 2,3-BDO de forma eficiente en un medio de maiz fermentado

f) Atenuacién del pdc5

Una levadura recombinante segun YA1044-4 tal como se menciona anteriormente pero que difiere en que el gen
pdc5 se atentia mas se ha preparado. La levadura recombinante resultante se denomina YA1245-1.

YA1245-1: pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI], pdc5::[HIS5.Sp, pRPLA1-PDC5], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-
TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Spn-URA3]x3

Esta cepa se ensayé después para la produccion de 2,3-BDO en 30% de glucosa CSL (licor de maiz fermentado)
bajo la misma condicién que se describe anteriormente.

La produccion de etanol, acetoina y 2,3-BDO y consumo de glucosa se monitoriza siguiendo métodos estandar y
Gonzales et al. (2010), Applied and environmental Microbiology 76 670-679.

Resultados

Los resultados se presentan en la tabla 10 posterior.

Tabla 10
Cepa Glucosa CSL Tiempo Densidad Etanol Acetoina 2,3 BDO Glucosa
P (%) (hora) Optica (g/) (g/) (g/) (g/)
24 82 6,0 5,4 65,6 130
o 32 92 8,0 14,6 771 75
YA1245-1 30% 48 100 7.2 20,2 103.3 15
56 102 6,5 19.7 109.6 7

La cepa también produce 2,3-BDO de forma eficiente en 30% de glucosa YPA (de otra forma las mismas
condiciones que anteriormente).

Los resultados se presentan en la tabla 11 posterior.

Tabla 11
Cepa Glucosa YPA Tiempo Densidad Etanol Acetoina 2,3 BDO Glucosa
P (%) (hora) Optica (g/1) (g/1) (g/ (g/1)
24 67 3,0 2,0 81,7 105
o 32 116 3,8 7.1 127,3 13,0
YA1245-1 30% 48 88 2.6 8.5 140.7 0,013
56 85 2,2 9,8 142.3 0

g) Modificaciones genéticas adicionales

Los ejemplos posteriores en la presente memoria parten de la levadura recombinante mencionada anteriormente
YA1245-1, concretamente:

YA1245-1: MAT-a, his3, pdci:[ALS.Bs-tTDH2, pENO2-ALD.L-CYC1, pTEF3-BDH.Ea-tTDH3-LEU2.KI],
pdc5::[HIS5.Sp-RS-pRPLA1-PDC5],  pdc6::[pADH1-ALS.Pp-tDPI1, pTDH3-ALD.EatMET25, pTEF2kl-TRP1.Sc-
tADH1, pGMP1-BDH.Sc-tENO2], trp1, ura3::[pENO2-NOXE.Sp-tPGK1, URA3]x3
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Esta cepa se cultivo en 1,5 L de sacarosa YPA al 35% en un fermentador de 3 L a 30°C bajo agitacion (800 rpm) una
oxigenacién constante se mantuvo burbujeando 0,5 L/min-1 de aire. Se tomaron alicuotas a 24, 32 y 48 h, de
contenido de etanol, acetoina y 2,3-BDO en el medio se determind segun métodos estandar y Gonzales et al.
(2010), Applied and environmental Microbiology 76 670-679.

Los resultados se presentan en la tabla 12 posterior.

Tabla 12
Cepa Sacarosa (%) Tiempo (hora) Densidad optica Etanol (g/l) | Acetoina (g/l) 2,3 BDO (g/l)
24 104 25 9,5 78,9
YA1245-1 35% 32 117 3,7 6,1 123,5
48 113 6,7 15,2 170.1

Este rendimiento en 2,3-BDO es el 96,6% del rendimiento maximo tedrico.

Estos resultados confirman por consiguiente la capacidad de una cepa recombinante segun la invencion para crecer
y también para producir de forma eficiente 2,3-BDO en sacarosa.

Dos cepas adicionales YA1898-3 e YA1950-1, derivadas de la cepa recombinante presentada anteriormente
YA1245-1, se realizaron.

La cepa YA1898-3 difiere de la cepa YA1245-1 en que el gen LEU2.KI se ha escindido.
El gen LEU2.KI se refiere a las secuencias SEQ ID N® 55 y 56.

YA1898-3: Mat-a, his3, leu2, pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5::[HIS5-Sp-RS-pRPLA1-PDC5], pdc6::[ALS.Pp-
ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3

La cepa YA1953-1 difiere de la cepa YA1245-1 en que los genes LEU2.KI e HIS5 se han escindido.

YA1953-1: Mat-a, his3, leu2, pdci:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5:[RS-pRPLA1-PDC5], pdc6:]ALS.Pp-ALD.Ea-
TRP1.S-BDH.Sc], trp1, ura3:[NOXE.Sp-URA3]x3

g)1) Mejora de resistencia a los acidos débiles en el medio de cultivo

Se sabe que la presencia de acidos débiles es una limitacién para el crecimiento cuando las cepas se cultivan en
medio derivado de celulosa o melaza. En las siguientes cepas, que se derivan de la cepa mencionada anteriormente
YA1898-3 o0 YA1950-1, una o dos modificaciones se han insertado para intentar mejorar la resistencia de las cepas a
los acidos débiles en el medio. Las modificaciones consisten en la alteracion del gen Jen1 o la sobreexpresion del
gen HAA-1.

La secuencia de &cido nucleico y la secuencia de aminoacidos del gen HAA-1 estan relacionadas con las
secuencias SEQ ID N® 53 y 54 respectivamente.

En YA1950-1, jen1 se ha alterado por LEU2.KI.

YA1950-1: Mat-a, his3, jen1:LEU2.KI-RS, leu2, pdci::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5::[HIS5.Sp-RS-pRPLA1-
PDC5], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3::INOXE.Sp-URA3]x3

En las siguientes cepas YA1955-11, YA1997-2B e YA2036-1, HAA1 se sobreexpresa usando diferentes
terminadores. A este respecto, el terminador tDIT1 se refiere a la secuencia SEQ ID N2 51.

YA1955-11: Mat-a, his3, leu2::[LEU2.KI-pTDH3-HAA1-tDIT1], pdci:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5:[HIS5.Sp-
pRPLA1-PDC5], pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3

YA1997-2B: Mat-a, his3, leu2:[LEU2.KI-pTDH3-HAA1-tDIT1], pdc1:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5:[HIS5.Sp-
pRPLA1-PDC5], pdc6:[ALS.Pp-ALD-Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3:[NOXE.Sp-URA3]x3

YA2036-1: Mat-a, his3, leu2::[LEU2.KI-pTDH3-HAA1-tTDH3], pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5::[HIS5.Sp-
pRPLA1-PDC5], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3.

En las siguientes cepas YA2007-2 e YA2008-13, HAA-1 se ha insertado en jlp1 (gen de sulfonato dioxigenasa) y
SAMB3 (gen de s-adenosil permeasa) respectivamente:

YA2007-2: Mat-a, his3, jlp1:[LEU2.KI-pTDH3-HAA1-tDIT1], leu2, pdc1:JALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-], pdc5:HIS5.Sp-
pRPLA1-PDC5], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3
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YA2008-13: Mat-a, his3, sam3:[LEU2.KI-pTDH3-HAA1-tDIT1], leu2, pdc1:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea],
pdc5::[HIS5.Sp-pRPLA1-PDC5], pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3:[NOXE.Sp-URA3]x3

En las siguientes cepas YA2188-2A, YA2208-1C e YA2208-3C, HAA1 se ha insertado en Jen1 que por lo tanto se
inactiva:

YA2188-2A: Mat-a, his3, jen1:[LEU2.KI-pTDH3-HAA1-tTDH3], leu2, pdc1:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea],
pdc5::[HIS5.Sp-pRPLA1-PDC5], pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3

YA2208-1C:  Mat-a, his3, jen1:[LEU2.KI-pTDH3-HAA1-tTDH3], leu2, pdc1:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea],
pdc5::[HIS5.Sp-pRPLA1-PDC5], pdc6:[ALS-Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, urad:[NOXE.Sp-URA3]x3

9)2) Impedimento del consumo de glucosa hacia la sintesis de glicerol

En la siguiente cepa YA2153-1 e YA2153-11, derivada de la cepa anterior YA1898-3, el gen de glicerolfosfato
deshidrogenasa gdp1 se ha inactivado por alteracion para evitar el consumo de glucosa hacia la sintesis de glicerol:

YA2153-1: Mat-a, gdp1::LEU2.KI-RS, his3, leu2, pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5::[HIS5.Sp-pRPLA1-PDC5],
pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1, ura3:[NOXE.Sp-URA3]x3

g)3) Alteracién adicional de una pluralidad de genes

Las siguientes cepas tienen los mismos promotores y terminadores que la cepa definida anteriormente YA-1245
excepto que se mencione otra cosa. Una pluralidad de los genes se ha alterado usando LoxP, que es un corto que
tiene la secuencia SEQ ID N252.

DA385: MAT-a/MAT-a, his3/his3, leu2/leu2, pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.Kl]/pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-
LEU2.KI], pdc5::[HIS5.Sp-RS-pRPLA1-PDC5]/pdc5::HIS5.Sp, pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-
BDH.Sc]/pdc6:;[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1/trp1, ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3/ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3

DA411: MAT-a/MAT-a, ade2/ade2, his3/his3, leu2/leu2, pdci::loxP/pdc1:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI],
pdc5::loxP/pdc5::[HIS5.Sp-pRPLA1-PDC5], pdc6::loxP/pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1/trpt,
ura3/ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3

DA426: MAT-a/MAT-a, ADE2/ade2, his3/his3, leu2/leu2, pdci:ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI}/pdc1:[ALS.Bs-
ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI,  pdc5:[HIS5.Sp-pRPLA1-PDC5)/pdc5::URA3.KI,  pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-
BDH.Sc]/pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1/trp1, ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3/ura3

DA510: MAT-a/MAT-a, his3/his3, JEN1/jen1:[LEU2.KI-RS-pTDH3-HAA1-tTDH3], leu2/leu2, pdc1:[ALS.Bs-ALD.LI-
BDH.Ea]/pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea], pdc5::[HIS5.Sp-pRPLA1-PDC5]/pdc5::[HIS5.Sp-RS-pRPLA1-PDC5],
pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc]/pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1/trp1, ura3::[NOXE.Sp-
URABS]x3/ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3

DA511: MAT-a/MAT-a, his3/his3, JEN1/jen1::[LEU2.KI-RS-pTDH3-HAA1-tTDH3], leu2/leu2, pdc1:ALS.Bs-ALD.LI-
BDH.Ea]/pdci :[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI], pdc5::[HIS5.Sp-RS-pRPLA1-PDC5)/pdc5::HIS5.Sp,
pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc)/pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc],  trpi/trpi,  ura3:[NOXE.Sp-
URA3]x3/ura3: [NOXE.Sp-URA3]x3

DA512: MAT-a/MAT-a, his3/his3, JEN1/jen1:[LEU2.KI-RS-pTDH3-HAA1-tTDH3], leu2/leu2, pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-
BDH.Ea]/pdc1::[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI], pdc5::[HIS5.Sp-RS-pRPLA1-PDC5)/pdc5::URAS3.KI,
pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc]/pdc6::[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc], trp1/trp1, ura3::[NOXE.Sp-
URAS]x3/ura3

DA540: MAT-a/MAT-q, his3/his3, jen1:[LEU2.KI-RS-pTDH3-HAA1-{TDH3)/jen1 ::[LEU2.KI-RS-pTDH3-HAA1-tTDH3],
leu2/leu2, pdci:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea}/pdc1:[ALS.Bs-ALD.LI-BDH.Ea-LEU2.KI], pdc5:{HIS5.Sp-RS-pRPLA1-
PDC5]/pdc5::URA3KI, pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc)/pdc6:[ALS.Pp-ALD.Ea-TRP1.Sc-BDH.Sc],
trp1/trp1, ura3:[NOXE.Sp-URA3]x3/ura3::[NOXE.Sp-URA3]x3

Conclusién

Todas las cepas descritas en el punto actual g) se han probado para la produccion de 2,3 BDO; producen la
cantidad equivalente que la cepa recombinante mencionada anteriormente YA1245.

Algunas de las cepas mencionadas anteriormente presentaron ademas efectos técnicos ventajosos en que llevan a
una reduccion de la sintesis de glicerol o una resistencia mejorada a los acidos débiles en el medio de cultivo.
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Listado de secuencias

<110> Alderys

<120> Cepas de microorganismo para la produccién de 2,3-butanodiol

<150> EPEP14306202.4

<151> 25-07-2014

<160> 56

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1
<211> 1716
<212> ADN

<213> Bacillus subitilis

<220>

<221> fuente

<222>1...11716

<223> /tipo_mol= “ADN”

/organismo= “Bacillus subtilis”

<400> 1

atgtctacca
gtcgttgatt
atcgacgcecyg
gaacagaatg
gttttggtta
acagagggag
agaacccatc
gaagtacagg
gctggtcaag
aacactaaga
atatcagctg
aaaggtggca
cogtttgtgg
ttecggtagaa
gtegtgetta
ggtgatagga
cctgatetgg
gtcaaagtgg

catgaaggeqg

aagcaacaaa
gcttggtaga
tgtttgacgec
cagcgttcat
ctagtggacc
atcectgttgt
aatcattgga
atgtgaagaa
ctggtgcage
atgtgagagc
ctattgctaa
ggccagaage
aaacctatca
tagggttgtt
caattggtta
ctattatcca
aactgatagg
aatttgeocga

aacaagttcc

agagcaaaag
acagggagtc
tttacaggat
ggctcaaget
aggtgcatca
tgcattagea
taatgctgca
catacctgaa
ttttgttteg
agtagcagcc
gattcagaca
aatcaaggca
agccgcaggg
cagaaatcaa
cgatocgatt
cttagacgag
tgatattcca
aagagaacag

agcagattgg

ES 2776361 T3

agccttgtga
actcacgttt
aagggaccag
gtaggtagac
aatctagcaa
ggaaacgtta
ttatttcage
gctgtaacta
tttecegoaag
ccaaaattag
gccaaactac
gttagaaaac
actttgtcta
cctggegact
gaatatgacc
attattgceg
agtactatca
aagatccatat

aaatccgata

agaatagagg
tecgggatacc
agatcattgt
ttactgggaa
caggtttgtt
tcagagcgga
caattacgaa
atgcgtttcg
acgttgtcaa
gaccagctgc
ctgttgtctt
tgttgaagaa
gggatctaga
tgttactgga
ccaaattttg
atattgacca
accatataga
ccgatctaaa

gagcacatce

39

tgcagaactt
cggcgctaaa
tgectagacat
acccggtgtg
aacagcgaat
tagactgaaa
atattccgtc
tatagcttct
cgaggttacg
tgatgatgct
agtaggtatg
ggttcaattg
agatcaatac
acaagcecgat
gaatattaat
tgcttatcaa
gcatgatgec
gcagtacatg

attggaaatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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gtcaaagaat tgagaaatgc agttgatgac catgttacag
cacgetattt ggatgtctag gtacttcaga tettatgage
aatggcatge aaacccttgg agtogettta ccatgggeca
ccaggagaga aagtcgtttc tgtgtcaggt gatggtggtt
ttggaaaceyg cegttegttt gaaageccet atagtacaca
tatgacatgg tcgcgtttca acaattgaag aagtacaacc
ggcaacattg acattgtgaa gtacgcggaa agctttggeg
tcacctgate aattagcaga tgtacttagg caagggatga
atcgacgtac ctgttgacta tagcgacaac atcaatttag
gagtttggtg agctaatgaa aacgaaaget ttgtaa
<210>2
<211> 571
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis
<220>
<221> fuente
<222>1...571
<223> /tipo_mol= “proteina”
/organismo: “Bacillus subtilis”
<400> 2
Met Ser Thr Lys Ala Thr Lys Glu Gln Lys Ser
1 5 10
Gly Ala Glu Leu Val Val Asp Cys Leu Val Glu
20 25
Val Phe Gly Ile Pro Gly Ala Lys Ile Asp Ala
35 40
Gln Asp Lys Gly Pro Glu Ile Ile Val Ala Arg
50 55
Ala Phe Met Ala Gln Ala Val Gly Arg Leu Thr
65 70 75
Val Leu vVal Thr Ser Gly Pro Gly Ala Ser Asn
85 S0
IL.eu Thr Ala Asn Thr Glu Gly Asp Pro Val Vval
100 105
Val Tle Arg Ala Asp Arg Leu Lys Arg Thr His
115 120
Ala Ala Leu Phe Gln Pro Ile Thr Lys Tyr Ser
130 135
Val Lys Asn Tle Pro Glu Ala Val Thr Asn Ala
145 150 155
Ala Gly Gln Ala Gly Ala Ala Phe Val Ser Phe
165 170
Asn Glu val Thr Asn Thr Lys Asn Val Arg Ala
180 185
Leu Gly Pro Ala Ala Asp Asp Ala Tle Ser Ala
1385 200
Gln Thr Ala Lys Leu Pro Val Val Leu Val Gly
210 215
Pro Glu Ala Ile Lys Ala Val Arg Lys Leu Leu
225 230 235

ttacttgtga
cattaacgtt
ttggtgcgte
tottgttete
tegtgtggaa
gtacttcagc
ccacaggcct
acgctgaagg

ccagtgataa

Leu Val Lys

Gln Gly Val

30

Val Phe Asp
45

His Glu Gln

60

Gly

Lys Pro

Leu Ala Thr

Ala Ala
110

Leu

Leu
Gln Ser
125
val Glu
140

Phe

val

Arg Ile

Pro Gln Asp

Vval Ala Ala

190

Ala Tle Ala
205

Met Lys

220

Lys

Gly

Lys Val

40

cataggtagt
gatgatatce
gttagtaaag
tgeccatggaa
tgattegace
tgttgatttc
aagagtcgaa
acctgtaatt

attacccaaa

Asn
15
Thr

Arg
Hisg

Ala Leu

Agn Ala
val

80
Leu

Gly

Gly
35
Gly Asn

Asp Asn

Gln Asp

Ala Ser
160
val val
175
Pro Lys

Lys Ile

Gly Arg

Gln Leu

240

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1716
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Pro Phe Val Glu Thr Tyr Gln Ala
245
Glu Asp Gln Tyr Phe Gly Arg Ile
260
Asp Leu Leu Leu Glu Gln Ala Asp
275 280
Pro Ile Glu Tyr Asp Pro Lys Phe
290 295
Ile Ile His Leu Asp Glu Ile Ile
305 310
Pro Asp Leu Glu Leu Ile Gly Asp
325
Glu His Asp Ala Val Lys Val Glu
340
Leu Ser Asp Leu Lys Gln Tyr Met
355 360
Asp Trp Lys Ser Asp Arg Ala His
370 375
Arg Asn Ala Val Asp Asp His Val
385 390
His Ala Tle Trp Met Ser Arg Tyr
405
Leu Met Ile Ser Asn Gly Met Gln
420
Ala Tle Gly Ala Ser Leu Val Lys
435 440
Ser Gly Asp Gly Gly Phe Leu Phe
450 455
Val Arg Leu Lys Ala Pro Ile Val
465 470
Tyr Asp Met Val Ala Phe Gln Gln
485
Ala Val Asp Phe Gly Asn Ile Asp
500
Gly Ala Thr Gly Leu Arg Val Glu
515 520
Leu Arg Gln Gly Met Asn Ala Glu
530 535
Val Asp Tyr Ser Asp Asn Ile Asn
545 550
Glu Phe Gly Glu Leu Met Lys Thr
565

<210> 3

<211> 1995

<212> ADN

<213> Nicotiana tabacum
<220>

<221> fuente
<222>1...1995

<223> /tipo_mol= “ADN”

/organismo= “Nicotiana tabacum

<400> 3

atggctgetg ctgecagetge tccatcteca tettttteta aaaccttgte ctectectcet
tccaaatctt ctactttgtt geccaagatct acttteccat ttecacatca tccacataag
actactccac caccattgca tttgactceca actcatatte actcccaaag aagaagatte

accatctcca acgttatttc taccacccaa aaggtttcectg aaactcaaaa ggctgaaacc

ES 2776361 T3

Ala Gly Thr
250
Gly Leu Phe
265
Vval Val Leu

Trp Asn Ile

Ala Asp Ile
315
Ile Pro Ser
330
Phe Ala Glu
345
His Glu Gly

Pro Leu Glu

Thr val Thr
385
Phe Arg Ser
410
Thr Leu Gly
425
Pro Gly Glu

Ser Ala Met

His Ile Val
475
Leu Lys Lys
490
Ile Val Lys
505
Ser Pro Asp

Gly Pro Val

Leu Ala Ser

535

Lys Ala Leu
570

Leu
Arg
Thr
Asn
300
Asp
Thr
Arg
Glu
Ile
380
Cys
Tyr
val
Lys

Glu
460
Trp

Tyr
Tyr
Gln
Ile

540
Asp

41

Ser
Asn
Ile
285
Gly
His
Ile
Glu
Gln
365
Val
Asp
Glu
Ala
val
445
Leu
Asn
Asn
Ala
Leu
525
Ile

Lys

Arg
Gln
270
Gly
Asp
Ala
Asn
Gln
350
Val
Lys
Ile
Pro
Leu
430
Val
Glu
Asp
Arg
Glu
510
Ala

Asp

Leu

Asp
255
Pro
Iyr
Arg
Tyr
His
335
Lys
Pro
Glu
Gly
Leun
415
Pro
Ser
Thr
Ser
Thr
485
Ser
Asp

Val

Pro

Leu
Gly
Asp
Thr
Gln
320
Ile
Ile
Ala
Leu
Ser
400
Thr
Trp
Val
Ala
Thr
480
Ser
Phe
val

Pro

Lys
560

60

120

180

240



ttcgtttcta
ttggaaagag
catcaagctt
ggtgttttceg
acttectggte
gttccaatcg
caagaaaccce
gacgttgaaqg
ccaggtecag
tgggaccaac
atgttgttag
ggtggtggtt
ccagttgett
tcetatgttgg
ttgttagett
tcetagageta
ccacatgttt
gaatccaaag
caaaaggtta
gctattcaag
caacatcaaa
tctggtggtt
agacctgatg
gaattggecta
cacttgggta
tacttgggta
gettgtggtyg
aagatgttgg
gtettgocaa
agatcctett
<210> 4
<211> 664
<212> PRT

gatttgctecc
aaggtgttac
tgaccagatc
ctgetgaagg
caggtgctac
ttgctattac
caattgtega
atatceccaag
ttttgattga
ctatgagatt
aacaaatcgt
gttctcaatc
ctacattgat
gtatgcacgyg
ttggtgttag
agatcgttea
ctatttgege
aaggtaaatt
agtacccatt
ttttggatga
tgtgggctge
taggtgctat
aagttgttgt
ccatcaaggt
tggtegtcca
atceatctaa
ttecagetge
atactccagg
tgattccatce

actga

<213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> fuente

agatgaacct
cgatgttttt
ctccatcatt
ttatgctaga
taatttggtt
tggtcaagtt
agttactaga
agttgttaga
tgttecaaag
gccaggttat
cagattgatc
tagtgaagaa
gggtttgggt
tactgtttat
attcgatgat
tatcgacatt
cgatattaag
gaagttggac
gaacttcaag
attgaccaac
tcaatattac
gggttttggt
agatattgat
tgaaaatttg
atgggaagat
tgaagctgaa
aagagttact
tcecatacttg

tggtggtgec

ES 2776361 T3

agaaagggtt
gcttatccag
agaaatgttt
gctactggtt
tectggtttgg
ccaagaagaa
tctattacca
gaagcatttt
gatatccaac
atgtctagat
tccgaatcta
ttgagaagat
goettttecaa
gctaattacyg
agagtcactg
gattccgetg
ttggcattge
ttctetgett
acttteggtyg
ggtteegeta
aagtacagaa
ttgccagctg
ggtgacggtt
ccagtcaaga
agattttaca
atcttececaa
catagagatg
ttggatgtta

tttaaagatg

ctgatgtttt
gtggtgctte
tgccaagaca
ttecaggtgt
ctgatgettt
tgattggtac
agcacaacta
tottggetag
aacaattggt
tgccaaagtt
aaaagccagt
tegtcgaatt
ctggtgatga
ctgttgatte
gtaagttgga
aaatcggtaa
aaggtttgaa
ggagacaaga
atgetattee
ttatttcaac
aacctagaca
ctattggtge
ccttcattat
tecatgttatt
aagctaatag
acatgttgaa
atttgagagce
ttgtcccaca

ttattactga

42

ggttgaagct
tatggaaatt
tgaacaaggt
atgtattget
gttggattct
agatgctttc
cttggttatyg
atetggtaga
tateccagat
gocaaacgaa
cttgtatgtt
gaccggtatt
attgtetttg
ctocgatttg
agettttget
aaacaagcaa
cagtatcttg
attgacagtt
accacaatac
tggtgttggt
atggttgact
tgectgttggt
gaacgtccaa
gaacaatcaa
ageccacace
gtttgoctgaa
tgccatccaa
tcaagaacat

aggtgacggt

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

1995



<222>1...664
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<223> /tipo_mol= “proteina”

/organismo= “Nicotiana tabacun’

<400> 4

Met Ala Ala Ala Ala

1 5

Ser Ser Ser Ser Ser
20

Pro Phe Pro His His

Thr Pro Thr His Ile

50
Val Ile
65

Phe

Ser Thr Thr

Val Phe
85

Leu

Ser Arg

Val Glu Ala
100

Ala

Leu

Pro Gly Gly Ser

115
Ile Ile Arg
130

Glu

Asn Val
Ala
145
Thr

Gly Tyr Ala

Ser Gly Pro Gly
165
Ser Val
180

Gly

Leu Leu Asp

Met Ile
135
Ser

Arg Thr

Thr Arg Ile Thr
210

Ile Pro

225

Pro

Arg Val Val

Val Leu
245

Trp

Gly Pro

Val Ile Pro Asp

260
Pro Lys Leu
275

Ser

Arg Leu
Ile
290
Gln

Leu Glu Ser

Ser Ser Ser Glu

305
Pro Val Ala Thr
325

Ser

Ser
Glu Leu
340
Asp

Leu Ser

Ala Vval
355

Arg

Tyr Ser

Asp Asp Val Thr
370

Ile vVal

385

Pro

His Ile Asp

val Ile
405
Glu

His Ser

Asn Ser Ile Leu

4

Ala Ala Pro
10

Leu

Pro Ser
Thr
25
Thr

Lys Ser Ser

Pro His Lys Thr

40
Ser Gln
55

Lys

His Arg Arg
Gln
70

Ala

Val Ser Glu

Glu Pro
30

Gly Val
105

His Gln

Pro Asp

Glu Arg Glu

Met Glu Ile
120
Pro Arg His Glu
135
Arg Ala Thr Gly Phe
150
Ala Thr Asn Leu Val
170
Pro Ile Val Rla Ile
185
Asp Ala Phe Gln Glu
200
Lys His Asn Tyr Leu
215
Arg Glu Ala Phe Phe
230
Ile Asp Val Pro Lys
250

Arg

Leu

Asp Gln Pro Met
265
Pro Asn Glu Met Leu
280
Lys Lys Pro Val Leu
285
Glu Leu Arg Arg Phe
310
Leu Met Gly Leu Gly
330
Leu Gly Met His
345
Asp Leu Leu Leu
360
Lys Leu Glu Ala
375
Asp Ser Ala Glu

Met
Ser
Gly

Ile
3590

Cys Ala Asp Tle Lys
410

Ser Lys Glu Gly Lys

Ser
Leu
Pro
Arg
Thr

75
Arg
Thr
Ala
Gln
Pro
155
Ser
Thr
Thr
val
Leu
235
Asp
Leu
Leu
Tyr
val
315
Ala
Gly
Ala
Phe
Ile
385

Leu

Leu

Phe
Pro
Pro
Phe
Gln
Lys
Asp
Leu
Gly
140
Gly
Gly
Gly
Pro
Met
220
Ala
Ile
Pro
Glu
Val
300
Glu
Phe
Thr
Phe
Ala
380
Gly

Ala

Lys

43

Ser
Arg
Pro
Thr
Lys
Gly
Val
Thr
125
Gly
Val
Leu
Gln
Ile
205
Asp
Arg
Gln
Gly
Gln
285
Gly
Leu
Pro
Val
Gly
365
Ser
Lys
Leu

Leu

Lys
Ser

30
Leu
Ile
Ala
Ser
Phe
110
Arg
val
Cys
Ala
Val
190
val
val
Ser
Gln
Tyr
270
Ile
Gly
Thr
Thr
Tyr
350
Val
Arg
Asn

Gln

Asp

Thr

15
Thr
His
Ser
Glu
Asp

95
Ala
Ser
Phe
Ile
Asp
175
Pro
Glu
Glu
Gly
Gln
255
Met
Val
Gly
Gly
Gly
335
Ala
Arg
Ala
Lys
Gly

415
Phe

Leu
Phe
Leu
Asn
Thr
80
val
Tyr
Ser
Ala
Ala
160
Ala
Arg
val
Asp
Arg
240
Len
Ser
Arg
Cys
Ile
320
Asp
Asn
Phe
Lys
Gln
400

Leu

Ser
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420 425
Ala Trp Arg Gln Glu Leu Thr Val Gln Lys Val
435 440
Phe Lys Thr Phe Gly Asp Ala Ile Pro Pro Gln
450 455
Leu Asp Glu Leu Thr Asn Gly Ser Ala Ile Ile
465 470 475
Gln His Gln Met Trp Ala Ala Gln Tyr Tyr Lys
485 490
Gln Trp Leu Thr Ser Gly Gly Leu Gly Ala Met
500 505
Ala Ala Ile Gly Ala Ala Val Gly Arg Pro Asp
515 520
Ile Asp Gly Asp Gly Ser Phe Ile Met Asn Val
530 535
Ile Lys Val Glu Asn Leu Pro Val Lys Ile Met
545 550 555
His Leu Gly Met Val Val Gln Trp Glu Asp Arg
365 570
Arg Ala His Thr Tyr Leu Gly Asn Pro Ser Asn
580 585
Pro Asn Met Leu Lys Phe Ala Glu Ala Cys Gly
595 600
Val Thr His Arg Asp Asp Leu Arg Ala Ala Ile
610 615
Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Val Ile Val
625 630 635
Val Leu Pro Met Ile Pro Ser Gly Gly Ala Phe
645 650
Glu Gly Asp Gly Arg Ser Ser Tyr
660
<210>5
<211> 1746
<212> ADN
<213> Paenibacillus polymyxa
<220>
<221> fuente
<222>1...1746
<223> /tipo_mol= “ADN”
/organismo= “Paenibacillus polymyxa”
<400> 5
atgtccgeac aaatacctga agttagaagt acaaatgaat
cctgaagtaa tcactggttc cgaaatattg ttaagatcat
tgtgtatttg gttatccagyg tggtgetgte ttgtacatet
aaagacttca agcatgtttt aaccagacac gaacaaggtg
tatgccagag cttcocecggtaa agtaggtgtt tgoatcgeaa
aatttggtta ctggtatcgc aacagccttt atggattctg
ggtaacgtca tttettecatt aateggtaca gatgceattec
atcacaatgec caataactaa gcactcatat ttggttagag
ataatccatg aagcatttca catagcaaat acaggtagaa
atccctaaag acatatcege cgetcaaace ttattegtac

430

Lys Tyr Pro

445
Ala

Tyr Ile

460
Ser

Thr Gly

Tyr Arg Lys

Gly Phe Gly

510

Glu val val
525

Gln Glu

540

Leu

Leu

Leu Asn

Phe Tyr Lys

Glu Ala Glu

530

Val Pro Ala
605

Gln Lys

620

Pro

Met
His Gln

Lys Asp Val

tgagagaaaa
tgttattgga
atgatgcaat
ctatacatgc
caagtggtece
ttectttggt
aagaagccga
atgtcgaaga
agggtccagt

cacaaaccqgy

44

Leu Asn

Gln Val

val Gly
480
Pro Arg
495
Leu Pro

val Asp

Ala Thr

Gln
560
Asn

Asn
Ala

575

Ile Phe

Ala Arg
Leu Asp

Glu His

640

Ile Thr

655

atggatgaag
aggtgtegat
gtacggtttt
tgcagatggt
aggtgccace
tgtcattact
cataactggt
cttgectaga
tttgatagat

tcetgttact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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atgagaggtt
gccatctceog
ggtcatgaag
ttgggtttag
ggtacataca
agatttgatg
catatagata
ggtgacgtta
gacgcatgga
agtgaaacag
ggtgctattg
tttaatcaac
ccatctgcta
gacggtggta
gtaaagatcg
atctataaca
gcocgaagect
tggcaagaaqg
gaaaacgttt
gaatga
<210>6
<211> 581
<212> PRT

acaacccaaa
aagctgaaag
ccttatacga
gtggttteec
cctccaatca
acagagttac
tcgaccatge
aggctgtctt
gagcacaaat
ttttgaaacec
tcaccactga
caagatcatg
ttggtgcaca
tgcaaatgtg
ttatcattaa
acagatactc
atggtgtaaa
cattggatac

atccaatggt

ggttttgcet
accattcatt
atttgttaga
atcaggtcat
agcaatacaa
tggtaaattg
agaaataggt
agaattattg
ccaacattgg
tcaatgggte
cgtaggtcaa
ggttacatca
aatggccaat
ttcacaagaa
taaccaagtt
tcatattgat
gggtttaaga
tccaggtect

tacacaaggt

<213> Paenibacillus polymyxa

<220>

<221> fuente

<222>1...581

<223> /tipo_mol= “proteina”

ES 2776361 T3

aacaagatac
ttggcaggtg
aagactgaaa
gaattgtgga
caatctgatt
gatggtttcg
aaaaatgttg
aaccaagatg
aagaacgaaa
gtagaattat
caccaaatgt
ggtggtttag
cctgatagat
ttagectattt
ttgggtatgg
ttggctggtt
gcaaccaata
gttgtegtag

tccacaatag

/organismo= “Paenibacillus polymyxa”

<400> 6

Met Ser
1
Lys Trp

Ser Leu

35

Ala Val
50

His Val

Ala

Met

Leu

Leu

Leu

5

20

Gln Ile Pro Glu
Lys Pro Glu Val
Leu Glu Gly Val
Tyr Ile Tyr Asp

Thr Arg His Glu

40

55

Val Arg
Ile Thr
Asp Cys
Ala Met

Gln Gly

10

25

Ser Thr Asn Glu
Gly Ser Glu Ile
Val Phe Gly Tyr
Tyr Gly Phe Lys

Ala Tle His Ala

aattggataa
gtggtgtagt
tcecctatcac
ctggtatgee
tgttgatctg
caccacaagc
cagccgatat
ttaagagagc
agccatattc
tggatgaaac
gggctgcaca
gtactatggg
tggttatctce
gegetattaa
tcagacaatg
cacctgactt
aggaagaagc
aatttgttgt

accaaatgtt

attgacacaa
ttatagtggt
tacaacctta
tggtatgecac
tattggtgct
caaaattgta
tccaatagta
cgatagagct
ctacaaggat
tacaaagggt
atactacaag
ttttggttte
tattaacggt
taacatccca
gcaagaattg
tgtcaaattg
cagaagaget
ctctaaagaa

gatgggtgac

Leu Arg Glu

15

Leu Leu Arg

30

45

60

45

Pro Gly Gly
Asp Phe Lys

Ala Asp Gly

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1746



65
Tyr

Pro
Ser
Gly
Ile
145
Ile
Val
Val
Leu
Ala
225
Gly
Thr
Trp
Ile
Arg
305
His
Ile
Asp
His
Leu
385
Gly
Gln
Len
Ala
Gln
465
val
Trp
Gly
Leu
Leu

545
Glu

Leu

ES 2776361 T3

70 75
Ala Arg Ala Ser Gly Lys Val Gly Val Cys
85 90
Gly Ala Thr Asn Leu Val Thr Gly Ile Ala
100 105
Val Pro Leu Val vVal Ile Thr Gly Asn Val
115 120
Thr Asp Ala Phe Gln Glu Ala Asp Ile Thr
130 135
Thr Lys His Ser Tyr Leu Val Arg Asp Val
150 155
Ile His Glu Ala Phe His Ile Ala Asn Thr
165 170
Leu Ile Asp Ile Pro lys Asp Ile Ser Ala
180 185
Pro Gln Thr Gly Pro Val Thr Met Arg Gly
185 200
Pro Asn lLys Ile Gln lLeu Asp lLys Leu Thr
210 215
Glu Arg Pro Phe Ile Leu Ala Gly Gly Gly
230 235
His Glu Ala Leu Tyr Glu Phe Val Arg Lys
245 250
Thr Thr Leu Leu Gly Leu Gly Gly Phe Pro
260 265
Thr Gly Met Pro Gly Met His Gly Thr Tyr
275 280
Gln Gln Ser Asp Leu Leu Ile Cys Ile Gly
290 295
Val Thr Gly Lys Leu Asp Gly Phe Ala Pro
310 315
Ile Asp Ile Asp Pro Ala Glu Ile Gly Lys
325 330
Pro Ile Val Gly Asp Val Lys Ala Val Leu
340 345
Val Lys Arg Ala Asp Arg Ala Asp Ala Trp
355 360
Trp Lys Asn Glu Lys Pro Tyr Ser Tyr Lys
370 375
Lys Prc Gln Trp Val Val Glu Leu Leu Asp
390 395
Ala Ile Val Thr Thr Asp Val Gly Gln His
405 410
Tyr Tyr Lys Phe Asn Gln Pro Arg Ser Trp
420 425
Gly Thr Met Gly Phe Gly Phe Pro Ser Ala
435 440
Asn Pro Asp Arg Leu Val Ile Ser Ile Asn
450 455
Met Cys Ser Gln Glu Leu Ala Ile Cys Ala
470 475
Lys Ile Val Ile Ile Asn Asn Gln Val Leu
485 490
Gln Glu Leu Ile Tyr Asn Asn Arg Tyr Ser
500 505
Ser Pro Asp Phe Val Lys Leu Ala Glu Ala
515 520
Arg Ala Thr Asn Lys Glu Glu Ala Arg Arg
530 535
Asp Thr Pro Gly Pro Val Vval Val Glu Phe
550 555
Asn Val Tyr Pro Met Val Thr Gln Gly Ser
565 570

Met Gly Asp Glu
580

<210>7

<211> 860

<212> ADN

<213> Brevibacillus brevis

Ile
Thr
Ile
Gly
140
Glu
Gly
Ala
Tyr
Gln
220
Val
Thr
Ser
Thr
Ala
300
Gln
Asn
Glu
Arg
Asp
380
Glu
Gln
vVal
Ile
Gly
460
Ile
Gly
His
Tyr
Ala
540
Val

Thr

46

Ala
Ala
Ser
125
Ile
Asp
Arg
Gln
Asn
205
Ala
Val
Glu
Gly
Ser
285
Arg
Ala
Vval
Leu
Ala
365
Ser
Thr
Met
Thr
Gly
445
Asp
Asn
Met
Ile
Gly
525
Trp

val

Ile

Thr
Phe
110
Ser
Thr
Leu
Lys
Thr
190
Pro
Ile
Tyr
Ile
His
270
Asn
Phe
Lys
Ala
Leu
350
Gln
Glu
Thr
Irp
Ser
430
Ala
Gly
Asn
Vval
Asp
510
Vval
Gln

Ser

Asp

Ser
Met
Leu
Met
Pro
Gly
175
Leu
Lys
Ser
Ser
Pro
255
Glu
Gln
Asp
Tle
Ala
335
Asn
Ile
Thr
Lys
Ala
415
Gly
Gln
Gly
Ile
Arg
495
Leu
Lys
Glu
Lys

Gln
575

80
Gly

Asp
Ile
Pro
Arg
160
Pro
Phe
Val
Glu
Gly
240
Ile
Len
Ala
hsp
Val
320
Asp
Gln
Gln
Val
Gly
400
Ala
Gly
Met
Met
Pro
480
Gln
Ala
Gly
Ala
Glu

560
Met



10

15

<220>
<221> fuente

<222>1...860

<223> /tipo_mol: “ADN”

/organismo= “Brevibacillus brevis”

<400>7

atgggtaaga
ttgactgett
aaaccagetyg
aacgecttga
ggtgatatgg
aagttctace
ccattegetg
gactacaatce
gccgttaagt
agaccatatc
gtcaagggta
ggtttteoact
caatttgata
cacaccgatg
gctgaatctg
<210>8
<211> 286
<212> PRT

agaacattat
ttgctgectac
ttgetgetaa
tgttgggtca
gtttgggtac
aaatcgattc
ttactactca
aattgaccaa
tgactggtac
cacaattgac
ctttgategg
tgcattteat
acgccaactt
atttegetea

aaagaaagta

<213> Brevibacillus brevis

<220>
<221> fuente

<222>1...286

<223> /tipo_mol= “proteina”

tacctctatce
tactgctact
tecageteoet
atttgaaggt
tatcaatgat
taccggtaag
cttegaacct
gatgttggaa
tttcaaaatg
tgaagtcacc
tttttacact
tacocgaagat
ggaaatctecc

ttectgatttg

/organismo= “Brevibacillus brevis”

<400> 8

ES 2776361 T3

acctccttgg
gttccagcte
aagaatgttt
gatttgaccet
ttggacggtg
ttgtectgaat
aaagaaaaga
gaaaagtteg
gttaaggcta
aagaagcaat
ccaaattatg
aagacctcotg
ccaatcecatg

actcaagtta

ctttggttge
caccagctaa
tgttccaata
tgaaggactt
aaatgatcca
tgccagaatc
ctaccttgac
aaaacaagaa
gaaccgttec
ccgaatttga
ctgetgettt
gtggtcatgt
aatttgatgt

ctacctccca

tggtttgtct
acaagaatct
ctetacecate
gaagttgaga
aatgggtact
tgttaagact
caacgtccaa
cgttttetac
taagcaaact
attcaagaac
gaacgttcca
tttgaacttg
tcaattgcca

agttcatcaa

Met Gly Lys Lys Asn Ile Ile Thr Ser Ile Thr Ser Leu Ala Leu Val

1

5

10

15

Ala Gly Leu Ser Leu Thr Ala Phe Ala Ala Thr Thr Ala Thr Val Pro
30
Ala Pro Pro Ala Lys Gln Glu Ser Lys Pro Ala Val Ala Ala Asn Pro

20

25

47

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

860
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35
Ala Pro
50
Leu Gly
65
Gly Asp

Gln Met

Glu Leu

Lys
Gln
Met
Gly

Pro

Asn Val

Phe Glu

Leu
85
Lys

Gly

Thr
100

Glu Ser

115

Glu Pro
130
Leu Thr
145
Ala Vval

Pro Lys

Gln Ser
Thr
210
Phe

yr
His
225

Gln Phe

Val Gln

Val Thr

<210>9
<211> 783
<212> ADN

Lys
Lys
Lys
Gln
Glu
195
Pro
Ile
Asp
Leu

Thr
275

Glu Lys

Met Leu

Thr
165
Arg

Leu

Thr
180
Phe Glu

Asn Tyr

Thr Glu

Ala
245
His

Asn

Pro
260

Ser Gln

Leu
Gly

70
Gly
Phe

val

Thr

40

Phe
55
Asp
Thr
Tyr

Lys
120

135

Glu Glu Lys Phe Glu
150
Gly Thr Phe Lys Met

200

215

280

<213> Enterobacter aerogenes

<220>

<221> fuente

<222>1...783

<223> /tipo_mol= “ADN”

Gln Tyr
Leu Thr
Ile Asn
Gln Ile
Thr Pro Phe

Thr Leu Thr Asn

ES 2776361 T3

Ser Thr

Leu Lys
75
Asp Leu
%0
Asp Ser
105

Ala
val

Asn
155
val
170

Pro Tyr Pro Gln Leu Thr

185

Phe Lys Asn Val Lys Gly
Ala Ala Ala Leu Asn Val
Asp Lys Thr Ser Gly Gly

230
Asn Leu Glu Ile Ser Pro

235

250

Thr Asp Asp Phe Ala His

265

Val His Gln Ala Glu Ser

/organismo= “Enterobacter aerogenes”

<400>9

atgatgatgc
ttttcegeca
tetggtgtet
ttgggtactt
ttgagagetyg
atgacctggt
attcacgatyg
gacggtaact
gccatgacag

ttagtcggtt

actcctecege
agcacccaga
acgaaggtga
ttaatgaatt
atggtteoage
tccaaccaca
taatagacca
tcagacatge
atgtattgga

ttagaaccce

ctgcgactgt
tteegttata
cactacaatc
agacggtgaa
aagagetgea
atacagaaaa
acaaatccct
tcacaccaga
tgaccaacct

acaacacatg

gaagcaagtt
tatcaaacat
gcagacttgt
atgatcgcat
aaaccagaac
acttttgatg
tcagataatt
actgttccaa
gtttttagat

caaggtatca

45
Ile Asn
&0

Asp

Ala

Leu Lys

Asp Gly Glu

Thr Gly Lys

110

val Thr Thr
125

Gln Asp

140

Lys

Tyr

Asn Val

Lys Ala Arg

Glu Val Thr

190

Thr Leu Ile
205

Pro Gly Phe

220

His Vval Leu

Ile His Glu
Leu
270

Lys

Ser Asp

Glu Arg

285

tatgcgaaac
ccttgatgag
tagectcatgg
tttcttecaca
aaaagacacc
ccccagttte
tgttttgtge
gacaaactcce
tcaatcaaag

acgtageagg

48

Leu Met

Leu Arg
80
Met Ile
95
Leu Ser

His Phe

Asn Gln

Phe Tyr

160
Thr val
175
Lys Lys

Gly Phe

His Leu

Leu
240
Asp

Asn
Phe

255

Thr Gln

attgagaggt
tgetttgtta
tgactttggt
agtttaccaa
ttttgeagte
aagacaacaa
cttgagaata
accttataga
agaaggtgtt

ttatcatgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ES 2776361 T3

cacttcatta ctgatgacag acaaggtggt ggtcatttgt tagattacca attggaatcc 660
ggtgttttga catteggtga aatccacaag ttgatgattg atttgecage cgacagtget 720
ttcttacaag ccaacttaca cccatcaaac ttagacgcceg caatcagatc agtagaaaac 780
taa 783
<210> 10

<211> 260

<212> PRT

<213> Enterobacter aerogenes
<220>
<221> fuente
<222>1...260
<223> /tipo_mol= “proteina”
/organismo= “Enterobacter aerogenes”

<400> 10

Met Met Met His Ser Ser Ala Cys Asp Cys Glu Ala Ser Leu Cys Glu
1 5 10 15
Thr Leu Arg Gly Phe Ser Ala Lys His Pro Asp Ser Val Ile Tyr Gln
20 25 30
Thr Ser Leu Met Ser Ala Leu Leu Ser Gly Val Tyr Glu Gly Asp Thr
35 490 45
Thr Ile Ala Asp Leu Leu Ala His Gly Asp Phe Gly Leu Gly Thr Phe
50 55 60
Agn Glu Leu Agsp Gly Glu Met Ile Ala Phe Ser Ser Gln Val Tyr Gln
65 70 15 80
Leu Arg Ala Asp Gly Ser Ala Arg Ala Ala Lys Pro Glu Gln Lys Thr
85 S0 95
Pro Phe Ala Val Met Thr Trp Phe Gln Prc Gln Tyr Arg Lys Thr Phe
100 105 110
Asp Ala Pro Val Ser Arg Gln Gln Ile His Asp Val Ile Asp Gln Gln
115 120 125
Ile Pro Ser Asp Asn Leu Phe Cys Ala Leu Arg Ile Asp Gly Asn Phe
130 135 140
Arg His Ala His Thr Arg Thr Val Pro Arg Gln Thr Pro Pro Tyr Arg
145 150 155 160
Ala Met Thr Asp Val Leu Asp Asp Gln Pro Val Phe Arg Phe Asn Gln
165 170 175
Arg Glu Gly Val Leu Val Gly Phe Arg Thr Pro¢ Gln His Met Gln Gly
180 185 190
Ile Asn Val Ala Gly Tyr Hisg Glu His Phe Ile Thr Asp Asp Arg Gln
155 200 205
Gly Gly Gly His Leu Leu Asp Tyr Gln Leu Glu Ser Gly Val Leu Thr
210 215 220
Phe Gly Glu Ile His Lys Leu Met Ile Asp Leu Pro Ala Asp Ser Ala
225 230 235 240
Phe Leu Gln Ala Asn Leu His Pro Ser Asn Leu Asp Ala Ala Ile Arg
245 250 255
Ser Val Glu Asn
260

<210> 11
<211> 666
<212> ADN

<213> Lactococcus lactis

49
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15

<220>
<221> fuente

<222>1...666

<223> /tipo_mol= “ADN”

/organismo= “Lactococcus lactis”

<400> 11

atgtcatega
ggcacaatca
actgcaaatyg
catgtgagat
ccecattgeaa
acdcaaaaggt
gaagtaactg
gatcaaccgt
aaacatctta
acgtttactyg
attaccaaga

caataa

<210> 12
<211> 221
<212> PRT

gaatctttca
cgttgaaaga
gtgaagttac
tggtggaaga
agttcactga
ttocaacagt
tctettctaa
actttacaaa
ctgatctatt
cacatgtaca

ttgaccaaga

<213> Lactococcus lactis

<220>
<221> fuente

<222>1...221

<223> /tipo_mol= “proteina”

/organismo= “Lactococcus lactis

<400> 12

acacaatacc
agccttagaa
catcatcaac
ggatgaaacg
ttectotgtyg
taatactgece
accagcgaac
ggagaacatt
tgggttagge
gaatttcatt

attteocctgat

ES 2776361 T3

ttcacaactt
cacggatcag
ggtatagcct
atgccttatg
tcaaatageg
tacacaattg
aatactagac
agtggtacaa
tttcacctte
acagagaatc

gatgacgaga

tgagtagegg
ttggcatagg
atcatggaga
tegetatggt
aagatttect
toatgactygg
catatgacga
tggttggtgt
acttegttte
tggaaattga

acttogacca

50

attttacaaa
tacattagat
ttcggaaaac
tgaacatcaa
atcogettta
tcagtttaag
aataatggct
atgggctcct
tgacgataag
gatagggaaa

acatttgtte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

668
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Met Ser Ser Arg Ile Phe Gln His Asn Thr

1 5 10

Gly Phe Tyr Lys Gly Thr Ile Thr Leu Lys

20 25
Ser Val Gly Ile Gly Thr Leu Asp Thr Ala
35 40
Ile Asn Gly Ile Ala Tyr His Gly Asp Ser
50 55

Val Glu Glu Asp Glu Thr Met Pro Tyr Val

65 70

Pro Ile Ala Lys Phe Thr Asp Ser Ser Val
85 20

Leu Ser Ala Leu Thr Lys Arg Phe Pro Thr

100 105
Ile Vval Met Thr Gly Gln Phe Lys Glu Val
115 120
Ala Asn Asn Thr Arg Pro Tyr Asp Glu Ile
130 135
Phe Thr Lys Glu Asn Ile Ser Gly Thr Met
145 150

Lys His Leu Thr Asp Leu Phe Gly Leu Gly Phe

Phe
Glu
Asn
Glu
Ala

75
Ser
val
Thr

Met

val
155

165 170

Ser Asp Asp Lys Thr Phe Thr Ala His Val Gln

180 185

Asn Leu Glu Ile Glu Tle Gly Lys Ile Thr Lys

195 200

Pro Asp Asp Asp Glu Asn Phe Asp Gln His Leu

210 215
<210> 13
<211> 771
<212> ADN
<213> Enterobacter aerogenes
<220>
<221> fuente
<222>1...771
<223> /tipo_mol= “ADN”

/organismo= “Enterobacter aerogenes”

<400> 13

Thr
Ala
Gly
Asn

60
Met
Asn
Asn
Val
Ala

140
Gly

His
Asn

Ile

Phe
220

51

Thr
Leu
Glu
His
Val
Ser
Thr
Ser
125
Asp

val

Leu
Phe
Asp

205
Gln

Leu Ser Ser
15
Glu His Gly
30
Val Thr Ile

Val Arg Leu

Glu His Gln
80
Glu Asp Phe
95
Ala Tyr Thr
110
Ser Lys Pro

Gln Pro Tyr

Trp Ala Pro
160

Hig Phe Vval
175

Ile Thr Glu

190

Gln Glu Phe
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atgggcaaag
agattggtta
geegttgeayg
agtgatagag
aacgtcatcyg
gaaatagtgg
gcagttgaag
gcaggacatg
gggttaacce
tgcccaggta
gcagggaaac
ctatctgagc
tatatgactg
<210> 14
<211> 256
<212> PRT

tagegttagt
aagatggctt
acdgagatcaa
aacaggtttt
tcaataatgc
acaaagtgta
cattcaagaa
taggcaatcc
agacagctge
ttgtcaaaac
ctctaggata
cagaagatgt

gacagagcott

gacaggtget
tgeggtoget
tcaacacgga
cgctgctgta
gggagtagca
caacatcaat
agaaggtcat
ggaattagcg
tagagatctt
accaatgtgg
tggtactgee
tgctgottgt

getgattgat

<213> Enterobacter aerogenes

<220>

<221> fuente

<222>1...256
<223> /tipo_mol= “proteina”

/organismo= “Enterobacter aerogenes

<400> 14

ES 2776361 T3

ggtcaaggca
atagccgatt
ggtagagcta
gaacaagcac
ccatcaaccc
gttaagggty
ggtggcaaga
gtttactctt
gcacctettg
gcagagatag
gaatttgcca
gtttcctatt

ggtgggatgg

ttggaaagge
acaacgatgt
tagetgtcaa
gtaaaacgtt
ctatagagtc
tgatttgggg
tcattaacgc
cgtctaagtt
gtatcactgt
ataggcaagt
agaggattac
tggcaagtcc

ttttcaatta

cattgeettg
gactgctaaa
agttgacgte
aggcggtttt
cattacaccc
tattcaagcc
ctgttcacaa
tgctgttaga
aaacggttat
atctgaaget
gttgggtaga
cgactcagac

a

Met Gly Lys Val Ala Leu Val Thr Gly Ala Gly Gln Gly Ile Gly Lys

1

5

10

15

Ala Ile Ala Leu Arg Leu Val Lys Asp Gly Phe Ala Val Ala Ile Ala

52

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

771
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20 25
Asp Tyr Asn Asp Val Thr Ala Lys Ala Val Ala
35 40
His Gly Gly Arg Ala Ile Ala Val Lys Val Asp
50 55
Gln Val Phe Ala Ala Val Glu Gln Ala Arg Lys
65 70 75
Asn Val Tle Vval Asn Asn Ala Gly Val Ala Pro
85 90
Ser Ile Thr Pro Glu Ile Val Asp Lys Val Tyr
100 105
Gly Val Ile Trp Gly Ile Gln Ala Ala Val Glu
115 120
Gly His Gly Gly Lys Ile Ile Asn Ala Cys Ser
130 135
Gly Asn Pro Glu Leu Ala Val Tyr Ser Ser Ser
145 150 155
Gly Leu Thr Gln Thr Ala Ala Arg Asp Leu Ala
165 170
Val Asn Gly Tyr Cys Pro Gly Ile Val Lys Thr
180 185
Ile Asp Arg Gln Val Ser Glu Ala Ala Gly Lys
195 200
Thr Ala Glu Phe Ala Lys Arg Ile Thr Leu Gly
210 215
Glu Asp Val Ala Ala Cys Val Ser Tyr Leu Ala
225 230 235
Tyr Met Thr Gly Gln Ser Leu Leu Ile Asp Gly
245 250
<210> 15
<211> 1053
<212> ADN
<213> Paenibacillus polymyxa
<220>
<221> fuente
<222>1...1053
<223> /tipo_mol= “ADN”
/organismo= “Paenibacillus polymyxa”
<400> 15
atgtctgctt tgagatggca tggtgttaag gatttgagat
gctgctttge caggtaaggt taagattaag gttgaatggt
ttgeatgaat atgttgetgg tccaatttte attccagaaa
ggtgaaaaag ctecaatagt tatgggtcat gaattctceg
gaaggtgtta ccaagatcca agttggtgat agagttgttg
ggtgaatgtg atgcttgtag acaaggtaaa tacaacttgt
ggtttggeecg gtggeggtgg tggtttttet gaatacgttg
cacaagatte cagaatcegt cagttttgaa caaggtgott
gcattatatg ccgttagaca atcccaattg aaagtcggtg
gctggtccta ttggtttgtt ggttattgaa gectttgaagg
tatgetgttg aattgteccga agaaagaaag gctaaagetg

30
Glu Ile
45

Ser

Asp

Val
&0
Thr

Asp

Leu Gly

Ser Thr Pro

Ile Asn
110

Lys

Asn
Ala Phe
125
Gln Ala
140

Lys

Gly

Phe Ala

Pro Leu Gly

Pro Met

Trp
190
Leu Gly
205

Leu

Pro

Arg Ser

220

Ser Pro Asp

Gly Met Vval

tggaaaacat
gtggtatttg
acgctcaaca
gtcaagttgt
ttgaaccagt
gcgataagat
cagctgatga
tggttgaace
ataaggctgt
cttctggtge

aagaattggg

53

Asn Gln

Arg Glu

Gly Phe

Ile
95
val

Glu
Lys
Lys Glu
Hig Val

Val Arg

160

Ile Thr

175

Ala Glu

Tyr Gly
Glu Pro

Ser Asp

240

Phe Asn

255

tgaacaacca
cggttctgac
tocattgact
tgaaattggt
ttttgecttge
gggttttttg
acatatggtt
atctgetgtt
tgtttttggt
ttctgaaatc

tgccatagtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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ttagatccaa
gatgttgett
aagatctctyg
aacaacatcg
ccagetgtta
agaatcaaat
caagttaaga
<210> 16
<211> 350
<212> PRT

agacctatga
acgaagttac
gtcaaatcat
tcatgaagga
tectetttgat
tggaagaagt

tettggttte

tgtcgtcgaa
tggtgttceca
gatcgtcagt
aagaaacttg
ggaaaagggt
catecgaacaa

cccaaagged

<213> Paenibacillus polymyxa

<220>
<221> fuente

<222>1...350

<223> /tipo_mol= “proteina”

ES 2776361 T3

gaattgcata
ccagttttga
atcttcgaaa
actggtatca
tattttccag
ggtttecgaag

taa

/organismo= “Paenibacillus polymyxa”

<400> 16

Met
1
Ile

Ser
Glu

Trp Cys

Ile Phe
50
Pro Ile
65
Glu Gly

Val Phe

Leu Cys

Phe Ser
130
Glu Ser
145
Ala Leu

Val Vval

Lys Ala

Arg Lys
210
Thr Tyr
225
Asgp Val

Ile Glu

Glu Lys

Ala
Gln
Gly
Ile
val
val
Ala
Asp
115
Glu
val
Tyr
Phe
Ser
195
Ala
Asp
Ala

Ser

Glu

Leu Arg

Pro Ala
20
Ile Cys

Pro Glu

Met Gly

Thr Lys
85
Cys Gly
100
Lys Met

Tyr Val

Ser Phe

Ala val
165
Gly Ala
180
Gly Ala

Lys Ala

Val val

Glu
245
Lys

Tyr

Thr
260

Ala Pro

Trp
Ala
Gly
Asn
His

70
Ile
Glu

Gly

Ala

Gly Pro
Ser Glu

Glu Glu

His Gly

Leu Pro

Ser Asp
40
Ala Gln
55
Glu Phe

Gln val

Cys Asp

Phe Leu
120
Ala Asp

135

Glu Gln Gly Ala
150
Arg Gln

Ser

Tle

Tle

200
Leu
215

Val Lys
10

Lys

Asp
Gly Val
25
Leu

His Glu

His Proc Leu
Gln
75

Arg

Ser Gly
Gly Asp
20

Ala Cys
105
Gly

Arg

Leu Ala

Glu His Met
val
155
Leu Lys
170

Leu Leu

Leu
Gln
Gly

185
Tyr Ala Val

Gly Ala Ile

Glu Glu Leu His Lys Arg
230
Val Thr Gly Val Pro Pro

235

250

Ile Ser Gly Gln Ile Met

265

Ile Lys Pro Asn Asn Ile

agagaactaa
ctcaagctat
aagaagccco
tcggttacag
ccgataagtt

gtttgttgaa

Leu Arg Leu

Lys Ile Lys

30
Val Ala
45

Gly

Tyr

Thr
&0
Val

Glu

Val Glu

Val val val

Gln Gly Lys

110

Gly Gly Gly
125

Val His

140

Glu

Lys

Pro Ser

Val Gly Asp

Val Tle Glu

130

Glu Leu Ser
205

Val Leu

220

Thr

Asp

Asn Gly

Val Leu Thr

Ile Val Ser

270
Lys

Val Met

54

tggtggtgtt
tgaatccact
tattaagceca
agatgttttc
ggtcactaag

agaaaagaat

Glu
15
Val

Asn
Glu

Gly Pro

Lys Ala

Ile Gly
80
Glu Pro

Tyr Asn

Gly Gly

Ile Pro

Ala Vval

160
Lys Ala
175
Ala Leu

Glu Glu

Pro Lys
Val

240
Ala

Gly

Gln
255
Ile Phe

Glu Arg

720

780

840

900

960

1020

1053
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15

20

275
Asn Leu Thr

230

Ser Leu Met

305

Arg Ile Lys

Lys Glu Lys

<210> 17
<211>729
<212> ADN

280

ES 2776361 T3

Gly Ile Ile Gly Tyr Arg Asp Val

295

Glu Lys Gly Tyr Phe Pro Ala Asp

310

315

Leu Glu Glu Val Ile Glu Gln Gly

325

330

Asn Gln Val Lys Ile Leu Val Ser

340

<213> Klebsiella oxytoca

<220>
<221> fuente

<222>1...729

<223> /tipo_mol= “ADN”

/organismo= “Klebsiella oxytoca

<400> 17

atgggtaaag
agattggtaa
gctgttgecag
tctcaaagag
gatgttatag
gatgttatcg
getgtegaag
gcaggtcacg
ggtttaacte
tgcccaggta
gcaggtaaac
ttatccgaac
tgtatgtga
<210> 18
<211> 242
<212> PRT

tegeattggt
aagacggttt
atgaaattaa
accaagtett
tcaataacgc
acaaggtcta
cetttaaaca
taggtaaccc
aaacagcagc
ttgtaaagac
ctttgggtta

ctgaagatgt

<213> Klebsiella oxytoca

<220>
<221> fuente

<222>1...242

cactggtget
cgctgtegee
cagaagtggt
tgctgcagta
aggtgttgcce
caacatcaac
agaaggtcat
agaattggec
cagagatttg
ccctatgtgg
cggtactcaa

cgctgcctgt

<223> /tipo_mol= “proteina”

345

ggtcaaggta
atcgetgatt
ggtagagcct
gaacaagcta
ccatcaacac
gtaaagggtg
ggtggtaaaa
gtttactctt
getcatttgg
gcagaaatag
gaatttgcta

gtctcctact

285
Phe Pro Ala
300
Lys Leu Val

Phe Glu Gly

Ala
350

Pro Lys

tcocggtaaagc
ataatgacge
tggetgttaa
gaaagggttt
ctatcgaaga
ttatatgggg
ttattaacge
catccaaatt
gtatcacagt
acagacaagt
agagaataac

tggctggtac

55

Val Ile
Thr Lys
320

Leu Leu
335

tatcgecattg
aactgcccaa
agtcgatgta
aggtggttte
aatcagagaa
tatccaagce
ttgttetecaa
cgcagttaga
caatggttat
ttcagaagct
tttgggtaga

tgactcaaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

729



10

ES 2776361 T3

/organismo= “Klebsiella oxytoca”
<400> 18

Met Gly Lys Val Ala Leu Val Thr Gly Ala
1 5 10

Ala Tle Ala Leu Arg Leu Val Lys Asp Gly
20 25
Asp Tyr Asn Asp Ala Thr Ala Gln Ala Val
35 40
Ser Gly Gly Arg Ala Leu Ala Val Lys Val
50 55
Gln Val Phe Ala Ala Val Glu Gln Ala Arg
65 70
Asp Val Ile Val Asn Asn Ala Gly Val Ala
85 90
Glu Ile Arg Glu Asp Val Ile Asp Lys Val
100 105
Gly vVal Ile Trp Gly Ile Gln Ala Ala val
115 120
Gly His Gly Gly Lys Ile Ile Asn Ala Cys
130 135
Gly Asn Pro Glu Leu Ala Val Tyr Ser Ser
145 150
Gly Leu Thr Gln Thr Ala Ala Arg Asp Leu

165 170

Gly Gln Gly Ile Gly Lys

Phe
Ala
Asp
Lys

75
Pro
Tyr
Glu
Ser
Ser

155
Ala

Ala
Asp
Val

60
Gly
Ser
Asn
Ala
Gln
140
Lys

His

Val Asn Gly Tyr Cys Pro Gly Ile Val Lys Thr Pro

180 185
Ile Asp Arg Gln Val Ser Glu Ala Ala Gly
1985 200

Lys

Pro

Thr Gln Glu Phe Ala Lys Arg Ile Thr Leu Gly Arg

210 215

220

Glu Asp Val Ala Ala Cys Val Ser Tyr Leu Ala Gly

225 230
Cys Met

<210> 19
<211> 1149
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae
<220>
<221> fuente
<222>1...1149
<223> /tipo_mol= “ADN”
/organismo= “Saccharomyces cerevisiae”

<400> 19

235

56

Vval
Glu

45
Ser
Leu
Thr
Ile
Phe
125
Ala
Phe
Leu
Met
Leu
205

Leu

Thr

Ala

30
Ile
Gln
Gly
Pro
Asn
110
Lys
Gly
Ala
Gly
Trp
190
Gly

Ser

Asp

15
Ile
Asn
Arg
Gly
Ile

95
val
Gln
His
Val
Ile
175
Ala
Tyr
Glu

Ser

Ala
Arg
Asp
Phe
80
Glu
Lys
Glu
val
Arg
160
Thr
Glu
Gly

Pro

Asn
240



10

atgagagctt
ccagaaatce
toggatette
aaattatcca
aaggttggte
agcagttgtg
gatgcttgte
gtgatcagtg
ccaaaggaaa
getgttaaga
attgggttgt
gaaattgcag
tcocaageacy
tttgattaca
ttaacattcea
caaccaatgg
gaagacttcg
aagcaactaa
ttgatggatc
atgaagtaa
<210> 20
<211> 381
<212> PRT

tggcatattt
aaaccgacga
acgagtactt
acgectgeottt
ctaaagtgac
cggacctgca
agaggggcag
gtggctttge
ttcctctaga
tttetggttt

gtaccatttt
agagaagaat
gtcataaatc
gttatgattg
aggggacage
atgtgactct
aagaagttgt
tcactggtaa

acaaggaatc

caagaagggt
tgaggttatt
ggatggtcca
acctctggea
aaaggtgaag
ttgctggceca
tgaaaatcta
tgaacaagtc
tgtggctget
caaaaaaggce
ggtacttaag
agaaatggec
tatagagata
ttotggtatt
caccaacatt
ccaagagaaa
tcgtgecate
gecaaaggatt

caacgttaag

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> fuente

<222>1...381
<223> /tipo_mol= “proteina”

/organismo= “Saccharomyces cerevisiae’

<400> 20

ES 2776361 T3

gatattcact
atcgacgtct
atcttcatge
atgggccatg
gttggegace
cactccaaat
tgtaccecacg
gtagtctcte
ttagttgagce
agtteageet
ggaatggggg
aagaaactgg
ctacgtggtt
caagttactt
gcagtttggg
gttatgactg
cacaacggag
gaggacggtt

attctattga

tcactaatga
cttggtgtgg
ctaaagatgg
agatgtcagg
acgtggtegt
tttacaattc
ceggttttgt
aacatcacat
ctctttctgt
tggttettgg
ctagtaaaat
gegttgaggt
tgaccaagag
togaaaccte
gtocaaaace
gttcgatcgg
acatecgoecat
gggaaaaggg

cgcctaacaa

57

tatccctagg
gatttgtgge
agagtgccat
aattgtttce
tgatgetgee
caaaccatgt
aggactaggt
tatceceggtt
cacctggcat
tgcaggtece
tgtagtgtct
gttcaatece
ccatgatggg
tttgaaggca
tgtcccatte
ctatgttgte
ggaagattgt
attccaagag

tcacggtgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1149



10

Arg Ala
1
Ile Pro

Ser Trp

Pro Ile
50

Ala Leu

65

Val Gly

Asp Ala
Phe Tyr
Leu Cys
130
Phe Ala
145
Lys Glu
Thr Trp
Leu Val

Lys Gly

210
Arg Ile
225

Lys His
His Asp
Phe Glu
Ile Ala
290
Thr Leu
305
Asp Phe
Glu Asp
Trp Glu

Lys Ile
370

<210> 21

Leu
Arg
Cys
35

Phe
Pro
Pro
Ala
Asn
115
Thr
Glu
Ile
His
Leu
1385
Met

Glu

Gly
Gly
Thr
275
vVal
Gln
Glu
Cys
Lys

355
Leu

<211> 1341

<212> ADN

<213> Lactococcus lactis

<220>

<221> fuente

<222>1...1341

Ala
Pro
20

Gly
Met
Leu
Lys
Ser
100
Ser
His
Gln
Pro
Ala
180
Gly
Gly

Met

Hisg
Phe

260
Ser

Trp
Glu
Glu
Lys
340
Gly

Leu

Tyr
Glu
Ile
Pro
Ala
Val
85

Ser
Lys
Ala
Val
Leu
165
Val
Ala
Ala
Ala
Lys
245
Asp
Leu
Gly
Lys
Val
325
Gln

Phe

Thr

<223> /tipo_mol= “ADN”

/organismo= “Lactococcus lactis’

<400> 21

ES 2776361 T3

Phe Lys Lys Gly Asp Ile
10
Ile Gln Thr Asp Asp Glu
25
Cys Gly Ser Asp Leu His
40
Lys Asp Gly Glu Cys His
55
Met Gly Hisg Glu Met Ser
70 75
Thr Lys Val Lys Val Gly
90
Cys Ala Asp Leu His Cys
105
Pro Cys Asp Ala Cys Gln
120
Gly Phe Val Gly Leu Gly
135
Val Val Ser Gln His His
150 155
Asp Val Ala Ala Leu Val
170
Lys Ile Ser Gly Phe Lys
185
Gly Pro Ile Gly Leu Cys
200
Ser Lys Ile Val Val Ser
215
Lys Lys Leu Gly Val Glu
230 235

Ser Tle Glu Ile Leu Arg
250
Tyr Ser Tyr Asp Cys Ser
265
Lys Ala Leu Thr Phe Lys
280
Pro Lys Pro Val Pro Phe
295
Val Met Thr Gly Ser TIle
310 315
Val Arg Ala Tle His Asn
330
Leu Ile Thr Gly Lys Gln
345
Gln Glu Leu Met Asp His
360
Pro Asn Asn His Gly Glu
375

His
Val
Glu
Lys

&0
Gly
Asp
Trp
Arg
Val
140
Ile
Glu
Lys
Thr
Glu

220
Val

Gly
Gly
Gly
Gln
300
Gly
Gly
Arg
Lys

Met
380

58

Phe
Ile
Tyr

45
Leu
Ile
His
Pro
Gly
125
Ile
Ile
Pro
Gly
Ile
205
Ile

Phe

Leu
Ile
Thr
285
Pro
Tyr
Asp
Ile
Glu

365
Lys

Thr
Ile

30
Leu
Ser
Val
val
His
110
Ser
Ser
Pro
Leu
Ser
190
Leu

Ala

Asn

Thr
Gln
270
Ala
Met
Val
Ile
Glu

350
Ser

Asn

15
Asp
Asp
Agn
Ser
val

95
Ser
Glu
Gly
Val
Ser
175
Ser
Val
Glu

Pro

Lys
255
val
Thr
Asp
Val
Ala
335
Asp

Asn

Asp
Val
Gly
Ala
Lys
80
val
Lys
Asn
Gly
Pro
160
Val
Ala
Leu

Arg

Ser
240

Ser
Thr
Asn
val
Glu
320
Met

Gly

Val



10

atgggtattyg
gaccaatatc
ggctgtggta
gcaaaagcag
gaaatcgact
gaatcttatyg
ggtaaagatc
gaagaattcg
acagagatag
agtacctcat
gcacaacacg
gaaggtcatg
aattgcatag
aacggtgeca
ggtgatgttg
agcaatgetg
tctgtcggtg
ggtttatcag
gataagcaaa
tacgaaacaa
gegggcaaca
geecctattgg
gectgegttga
<210> 22
<211> 446
<212> PRT

tcgtaatagg
caggacatga
cagcegatttg
aagatttega
ttaccaacaa
ataagctagt
ttaaaggaat
caaagaatga
ctgaagcagc
tagcgtcata
ggattgagtt
teteeccagat
gatttactgc
taaaggttaa
caactatcta
ttagatcagg
ttcagggtag
taaaagctge
aggcttggtt
aatccaggag
ttaacatgtt
atttgttett

atgctaaata

<213> Lactococcus lactis

<220>

<221> fuente

<222>1...446
<223> /tipo_mol= “proteina”

/organismo= “Lactococcus lactis’

<400> 22

tactaaccat
aattgttatg
ggttgggaga
aaagaagggt
aatgatatat
attggcaaca
tcatttctta
cgtgaaaaga
taaacgtaga
ctacgacgaa
gcactttggt
tgttacaaac
caattcagcc
taageatcaa
ctctaacget
cattgttget
taacggcatt
taagaagatt
tctgecatgag
aataattggc
ctctttagee
tctgeocteac

a

ES 2776361 T3

gccggaatag
attgacagaa
caaatcgaga
gttaaaatce
gccaaaagea
ggaagcagac
aagttattcc
atcgeoggtaa
gggaaagaag
gaatttgceca
gaacttgcec
aaateccactt
ttagectggtg
caatetagtyg
ttgcaagact
ggacacaata
tctatattcg
ggtctagaag
aacaatgatt
gcacaattgg
attcaggaaa

tttaactete

ctacagcaaa
actcgaatat
aacctgatga
tgaccgagac
agactgggga
caatcatacce
aggaaggtca
ttggtgetay
tgttgttgtt
aaggcatgga
aagagttcaa
atgatgtgga
agcatctaga
atccagacgt
ttacttacat
ttggcggtaa
gatacaatat
tctectttte
cggtcaaaat
catcgaaatc
agaaaacgat

cgtacaatta

59

taccttaatc
gagttatctt
acttttetat
tgaagtgtca
gaaaatcacg
caatttgect
agccattgac
ttatattgga
tgatgctgaa
tgaaaatttg
ggcaaatgaa
tctggteate
aacgtttaag
gtatgecagtt
cgetttaget
atccatagaa
gacaagtact
tgattttgaa
aaggatcgta
agagattata
tgatgagtta

tatgacegta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341



ES 2776361 T3

Met Gly Ile Val Val Ile Gly Thr Asn His Ala
1 5 10
Asn Thr Leu Ile Asp Gln Tyr Pro Gly His Glu
20 25
Arg Asn Ser Asn Met Ser Tyr Leu Gly Cys Gly
35 40
Gly Arg Gln Ile Glu Lys Pro Asp Glu Leu Phe
50 55
Asp Phe Glu Lys Lys Gly Val Lys Ile Leu Thr
65 70 75
Glu Ile Asp Phe Thr Asn Lys Met Ile Tyr Ala
85 90
Glu Lys Ile Thr Glu Ser Tyr Asp Lys Leu Val
100 105
Arg Pro Ile Ile Pro Asn Leu Pro Gly Lys Asp
115 120
Phe Leu Lys Leu Phe Gln Glu Gly Gln Ala Ile
130 135
Lys Asn Asp Val Lys Arg Ile Ala Val Ile Gly
145 150 155
Thr Glu Ile aAla Glu Ala Ala Lys Arg Arg Gly
165 170
Phe Asp Ala Glu Ser Thr Ser Leu Ala Ser Tyr
180 185
Ala Lys Gly Met Asp Glu Asn Leu Ala Gln His
195 200
Phe Gly Glu Leu Ala Gln Glu Phe Lys Ala Asn
210 215
Ser Gln Ile Val Thr Asn Lys Ser Thr Tyr Asp
225 230 235
Asn Cys Ile Gly Phe Thr Ala Asn Ser Ala Leu
245 250
Glu Thr Phe Lys Asn Gly Ala Ile Lys Val Asn
260 265
Ser Asp Pro Asp Val Tyr Ala Val Gly Asp Val
275 280

Asn Ala Leu Gln Asp Phe Thr Tyr Ile Ala Leu
290 295
Arg Ser Gly Ile Val Ala Gly His Asn Ile Gly
305 310 315
Ser Val Gly Val Gln Gly Ser Asn Gly Ile Ser
325 330
Met Thr Ser Thr Gly Leu Ser Val Lys Ala Ala
340 345
Glu Val Ser Phe Ser Asp Phe Glu Asp Lys Gln
355 360
His Glu Asn Asn Asp Ser Val Lys Ile Arg Ile
370 375
Ser Arg Arg Ile Ile Gly Ala Gln Leu Ala Ser
385 390 395
Ala Gly Asn Ile Asn Met Phe Ser Leu Ala Ile
405 410
Tle Asp Glu Leu Ala Leu Leu Asp Leu Phe Phe
420 425
Ser Pro Tyr Asn Tyr Met Thr val Ala Ala Leu
435 440

<210> 23

<211> 1380

<212> ADN

<213> Streptococcus pneumoniae
<220>

<221> fuente

<222>1...1380

Gly
Ile
Thr
Tyr

&0
Glu
Lys
Leu
Leu
Asp
140
Ala
Lys
Tyr
Gly
Glu
220
Val
Ala
Lys

Ala

Ala
300
Gly
Ile
Lys
Lys
Val
380
Lys
Gln

Leu

Asn

60

Ile
Val
Ala

45
Ala
Thr
Ser
Ala
Lys
125
Glu
Gly
Glu
Agp
Ile
205
Glu
Asp
Gly
His

Thr
285

Ser
Lys
Phe
Lys
Ala
365
Tyr
Ser
Glu

Pro

Ala
445

Ala
Met

30
Ile
Lys
Glu
Lys
Thr
110
Gly
Glu
Tyr
val
Glu
130
Glu
Gly
Leu
Glu
Gln

270
Ile

Asn
Ser
Gly
Ile
350
Trp
Glu
Glu
Lys
His

430
Lys

Thr

15
Ile
Trp
Ala
vVal
Thr

95
Gly
Ile
Phe
Ile
Leu
175
Glu
Leu
His
Val
His
255
Gln

Iyr

Ala
Ile
Tyr
335
Gly
Phe
Thr
Ile
Lys

415
Phe

Ala
Asp
Val
Glu
Ser
Gly
Ser
His
Ala
Gly
160
Leu
Phe
His
val
Ile
240
Leu

Sar

Ser

Val
Glu
320
Asn
Leu
Leu
Lys
Ile
400
Thr

Asn



10

15

<223> /tipo_mol= “ADN”

ES 2776361 T3

/organismo= “Streptococcus pneumoniae”

<400> 23
atgtctaaga
ttggataatt
tttetaggtt
ttttactecag
gtectgagta
aaagaatcct
gaaggagtcg
tttgttaagt
catttagata
tttgaaagac
tattatgaca
cttgetttag
acagacaagyg
actgetttgg
aaacaagaaa
aatgccagaa
gttggtgett
ggtatatcga
gctgctggat
aaacacgaca
ctaggggeac
ctagogatte
cctecatttea
<210> 24
<211> 459
<212> PRT

tagtggtagt
tcggcaatga
gtggtatgge
acaaagagaa
tagactatga
atgagaaact
agatcgttaa
tgtatcagaa
ggattgotgt
taggaaaaga
aagatttcac
gocaaacagt
agtctttega
cagatgggaa
cttcaatacc
aggatacttc
ataatgeetg
tttatggcct
acaatgcgac
accatgaagt
aaatggttte
aagaacatgt

acaaacctta

tggtgctaac
aaatgagata
gttatggatt
attggaagece
caacaaagtg
gatctttget
aggtaataga
tgetgaagaa
tgttggaggt
agttgtgtta
ccaaatgatg
gaaggctatt
tgttgacatg
aattgaattg
cgatgtttat
ctacatagca
tggtcatgaa
tcatatggtt
agaaacaggt
agcgatcaaa
acacgatata
taccatagat

caattacatc

<213> Streptococcus pneumoniae

<220>

<221> fuente

<222>1...459
<223> /tipo_mol= “proteina”

/organismo= “Streptococcus pneumoniae’

<400> 24

catgcaggaa

gtggtgtttg
ggggagcaaa
aaaggtgcca
gtaactgcag
actggttcaa
gaatttaagyg
gtcatcaaca
ggatacattg
gttgacattg
gocaagaate
gaaggcgatg
gtcattttag
tttagaaatg
gcagttggtg
ttggcatcta
ttggagggea
agtaccggat
ttcaacgatt
atcgtatttg
gcgataagta
aaattagcat

acgatggcag

4

ctgcttgecat
atcagaattc
tagatggtge
aagtctacat
aagtagaagg
caccgatttt
ccacacttga
agettteaga
gtgttgaatt
tggacactgt
ttgaggatca
gtaaggtaga
cagtaggatt
gtgottttet
attgtgcaac
atgcagttag
ttggtgteca
tgactctgga
tacagaagcc
acaaggattc
tgggcatceca
taacegatet

ctttgaccge

61

caatacgatg
caacatcagc
tgaagggttyg
gaattcegeca
caaagagcac
accacctatt
aaacgtacaa
taaaageccag
ggctgaagoe
cttaaacggg
caacattaga
aaggttgatt
tagaccaaac
ggtggataag
agtctatgat
aacgggcatt
aggttctaat
gaaggccaaa
agagtttatg
tcgtgaaatt
tatgttctct
attcttettg

cgaaaagtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



Met Ser Lys Ile Val

1 5

Ile Asn Thr Met Leu
20

Phe Gln Agn

35

Gly

Asp Ser
Ile
50

Glu

Trp Glu Gln

Lys Leu Glu
65

val

Lys

Leu Ser Ile Asp

85
Gly Glu His Lys
100
Ile

Lys

Thr Pro Leu
115

Glu

Ser

Asn Arg Phe
130

Gln

Lys

Tyr Asn Ala Glu
145
His Ile
165

Phe

Leu Asp Arg

Ala Glu Ala
180

Thr

Leu

Ile Val Asp Val

185
Met Met Ala
210

Thr

Lys Asn
Gln
225
Thr

val Lys Ala

Glu Ser
245
Thr

Asp Lys

Phe Asn

260

Arg Pro

Ala
275
Ala

Asn Gly Phe Leu

Val Tyr Val
290

Thr

Gly

Asp Ser Ile
305

Val

Tyr
Ala Asn
325
Gly

Gly Tyr

Gln Gly Asn
340

Leu

Ser

Thr
355
Phe

Gly Leu Glu

Thr Gly
370
Glu

Asn Asp

His val Ala Ile
385
Leu Ala Gln Met
405

Leu

Gly

Met Phe Ser
420

Asp

His
Ala Thr
435
Thr

Leu Leu

Ile
450

Tyr Met Ala

<210> 25
<211> 1341
<212> ADN

ES 2776361 T3

Val Val Gly Ala Asn His

10

Asp Asn Phe Gly Asn Glu

25
Ile Ser Phe Leu
490

Gly

Asn Gly

Ile Asp Ala Glu

55
Lys

Gly

Ala
70
Tyr

Ala Val
75

val

Gly Lys
val
S0
Glu Lys
105
Glu Gly

Asp Asn Lys

Glu Ser Tyr Leu
Ile
120

Leu Glu Asn

Pro Pro val

Ala Thr
135
Glu Val Ile Asn Lys
150
Ala Val vVal Gly Gly
170
Glu Arg Leu Gly Lys
185
Leu Asn Gly Tyr Tyr Asp
200
Leu Glu Asp His Asn Ile
215
Ile Glu Gly Asp Gly Lys
230 235
Phe Asp Val Asp Met Val
250
Ala Leu Ala Asp Gly Lys
265

Val

Leu
155
Gly

Glu

Val Asp Lys Lys Gln Glu
280
Asp Cys Ala Thr Val Tyr
295
Ala Leu Ala Ser Asn Ala
310 315
Ala Cys Gly His Glu Leu
330
Ile Tyr Gly
345
Lys Ala Ala
360
Lys Pro Glu

Ile Ser Leu

Lys Ala Gly

Leu Gln

375

Lys Ile Val Phe Asp
390

Val Ser His Asp Ile

410

Ala Tle Gln Glu His Vval

425
Phe Phe Leu Pro His Phe
440

Ala Leu Thr Ala Glu Lys

455

Phe

Lys
385
Ala

<213> Enterococcus faecalis

<220>

<221> fuente

Ala Gly Thr Ala Cys

Asn Glu Ile Val Val

Cys Gly Met Ala Leu

45
Leu Phe Ser
&0

Tyr

Tyr Asp

Met Pro
80
Glu

Agn Ser

Thr Ala Glu Vval

395
Ile Phe Ala Thr
110

val

Gly
Glu Ile
125
Phe

Lys Gly
Gln
140
Ser

Val Lys Leu
Gln
160

Glu

Asp Lys Ser

Ile val
175
val

Tyr Gly

Val Val Leu
190

Phe

Asp

Lys Asp Thr Gln

205
Arg Leu Ala Leu
220

val

Gly
Glu Ile

240
Gly

Arg Leu
val
255
Phe

Ile Leu Ala

Ile Glu Leu

270

Arg

Thr Ser Ile Pro

285
Asn

Asp
Asp Ala
300
Val

Arg Lys

Thr Ile
320
val

Arg Gly

Glu Gly Ile Gly

335
val Ser Thr
350

Ala

His Met

Asn Thr Glu
365

Lys

Tyr

Met
380
Asp

His Asp Asn

Glu Ile
400
Ile

Ser Arg

Ile Ser Met Gly

415

Thr Ile Asp Lys Leu

430

Asn Lys Pro Asn

445

Tyr

62



10

15

<222>1....1341

<223> /tipo_mol= “ADN”

ES 2776361 T3

/organismo= “Enterococcus faecalis”

<400> 25
atgtctgtgyg
gctaatcatc
tcttgtggaa
agcaatcctyg
gagatcaatg
accgtatcct
cdcggaattyg
atcgaaaagg
gagttagttg
aggattttga
gatagaggtyg
ggaaaagttg
tgtgttgget
ggtgcaattg
gattcagecog
aatgcagtaa
agaggcacce
gtaaccaaag
aactatagac
aaggggactc
gcgaatacac
gacttcttct
gcagctetgg
<210> 26
<211> 446
<212> PRT

<213> Enterococcus faecalis

<220>

<221> fuente

<222>1...446

<223> /tipo_mol= “proteina”

ttgtegtagg
ccgaagctga
ttgcacttta
aggaattagce
tecgatgataa
acgataagtt
atgctgagaa
ccaaagatgc
aagcttttgt
acaagtattt
tgaacttagc
caaaagttat
ttagaccaaa
aggttaacga
tagtgcatta
gacagggtat
aaggtacgtc
aatcggcaaa
ctgaattcat
aaaggatagt
tttecattgge
ttcaaccgca

agaacatgta

ctgtacacat
agtcactgtt
tgttggaggt
cagtttagga
gacagttacg
ggtcatgact
cattectactt
gaaaagagtc
tgaaagcggt
ggacaaaccg
cttaggtgaa
cactcecatcet
taccgaactt
gtatatgcaa
caacccateg
gttggtgggg
tggettgtac
attgaatggg
gccaacaacce
aggtgggcaa
tgtacagaac
ctttgaccgt

a

gctggtacta
tatgaacgta
gtagttaaga
gecactgtga
gcaaagaate
actggaagtt
tgcaagaatt
gttgtcegttg
aaacaggtga
tttactgatg
aatgtccaac
caagaatteg
ttgaaagaca
acgtccaatc
caaacgaaga
agaaacttga
ttgtteggtt
ttagatgttg
gaaaaggtgc
ttgatgtcca
aaaatgaccg

ccttggaatt

/organismo= “Enterococcus faecalis”

gtgcagtgaa
atgacaacat
atgctgecga
aaatggaaca
tacaaacagg
ggcctataat
attcotcaage
gtggtggcta
ccctagttga
ttttagaaaa
agtttgtagce
aagcagacat
aagttgatat
cagatatctt
attatattec
cagaacagaa
ggaaaattgg
aagctacagt
tgatggagct
aatacgatat
ttgaagatct

acttaaattt

63

atctatecta
atccttcttg
cttattttac
caacgtagaa
tgcaacagaa
teccaccaata
gaatgtcatt
tattggtata
tggtctagac
ggagttagtt
tgatgaacag
ggtcataatg
gttgcctaac
tgctgetggt
cttagegact
acttgectat
ctcaacagga
ctttgaggat
ggtgtacgaa
cactcaatca
ggctatttca

gectagecccaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341



<400> 26

Met Ser Val
1
Lys Ser Ile

Arg Asn Asp
35
Gly Gly Val
50
Glu Leu Ala
65
Glu Ile Asn

Gly Ala Thr

Ser Trp Pro
115
Leu Leu Cys
130
Lys Asp Ala
145
Glu Leu Val

Asp Gly Leu

Asp Val Leu
195
Gly Glu Asn
210
Lys Val Ile
225

Cys Val Gly
Met Leu Pro

Asn Pro Asp
275
Pro Ser Gln
290
Gln Gly Met
305
Arg Gly Thr

Gly Ser Thr

val Glu Ala
355
Thr Thr Glu
370
Arg Ile Val
385
Ala Asn Thr

Leu Ala Ile

Asn Tyr Leu
435

<210> 27
<211> 1356
<212> ADN

val
Leu
20

Asn
Val
Ser
val
Glu
100
Ile
Lys
Lys
Glu
Asp
180
Glu
Val

Thr

Phe
Asn
260
Ile
Thr
Leu
Gln
Gly
340
Thr
Lys
Gly
Leu
Ser

420
Asn

val
Ala
Ile
Lys
Leu
Asp
85

Thr
Ile
Asn
Arg
Ala
165
Arg
Lys
Gln

Pro

Arg
245
Gly
Phe
Lys
val
Gly
325
Val
val
Vval
Gly
Ser
405
Asp

Leu

ES 2776361 T3

Val Gly Cys Thr His Ala
10
Asn His Pro Glu Ala Glu
25
Ser Phe Leu Ser Cys Gly
40
Asn Ala Ala Asp Leu Phe
55
Gly Ala Thr Val Lys Met
70 75
Asp Lys Thr val Thr Ala
90
Val Ser Tyr Asp Lys Leu
105
Pro Pro Ile Pro Gly Ile
120
Tyr Ser Gln Ala Asn Val
135
Val Val val Val Gly Gly
150 155
Phe Val Glu Ser Gly Lys
170
Ile Leu Asn Lys Tyr Leu
185
Glu Leu Val Asp Arg Gly
200
Gln Phe Val Ala Asp Glu
215
Ser Gln Glu Phe Glu Ala
230 235

Pro Asn Thr Glu Leu Leu
250
Ala Ile Glu Val Asn Glu
265
Ala Ala Gly Asp Ser Ala
280
Asn Tyr Ile Pro Leu Ala
295
Gly Arg Asn Leu Thr Glu
310 315
Thr Ser Gly Leu Tyr Leu
330
Thr Lys Glu Ser Ala Lys
345
Phe Glu Asp Asn Tyr Arg
360
Leu Met Glu Leu Val Tyr
375
Gln Leu Met Ser Lys Tyr
390 385
Leu Ala Val Gln Asn Lys
410
Phe Phe Phe Gln Pro His
425
Leu Ala Gln Ala Ala Leu
440

<213> Lactobacillus brevis

<220>

<221> fuente

Gly
Val
Ile
Tyr

&0
Glu
Lys
Vval
Asp
Ile
140
Gly
Gln
Asp
Val
Gln

220
Asp

LyS
Tyr
Val
Thr
300
Gln
Phe
Leu
Pro
Glu
380
Asp
Met

Phe

Glu

64

Thr
Thr
Ala

45
Ser
His
Asn
Met
Ala
125
Ile
Tyr
Val
Lys
Asn
205
Gly

Met

Agp
Met
Val
285
Asn
Lys
Gly
Asn
Glu
365
Lys
Ile
Thr

Asp

Asn
445

Ser
Val

30
Leu
Asgn
Asgn
Leu
Thr
110
Glu
Glu
Ile
Thr
Pro
190
Leu

Lys

Val

Lys
Gln
270
His
Ala
Leu
Trp
Gly
350
Phe
Gly
Thr
val
Arg

430
Met

Ala

15
Tyr
Tyr
Pro
Val
Gln

95
Thr
Asgn
Lys
Gly
Leu
175
Phe
Ala
Val

Ile

val
255
Thr
Tyr
Val
Ala
Lys
335
Leu
Met
Thr
Gln
Glu

415
Pro

val
Glu
Val
Glu
Glu
80
Thr
Gly
Ile
Ala
Ile
160
Val
Thr
Leu

Ala

Met
240

Asp
Ser
Asn
Arg
Tyr
320
Ile
Asp
Pro
Gln
Ser
400

Asp

Trp



10

15

<222>1...1356

<223> /tipo_mol= “ADN”

/organismo= “Lactobacillus brevis”

<400> 27

atgtctaagg
ttggcagaac
ttgtcgtgtg
tactcatcac
ttagegatag
acaacagaat
ataccaggta
ttgattgaag
gcacgaattgg
gatagagtaa
cgtgatcatg

acaggattga

attggcttta
gctattatta
tctgetgeag
gctgtgagac
ggtacgcaaa
acgetageayg
tatagacctg
gatactcata
aacaccttgt
atgcttttce
getcaageca
<210> 28
<211> 451
<212> PRT

ttacecgtggt
atcetgatge
gcatagegtt
cagaagagtt
atccagatca
cctatgacaa
ttgactccga
atgctaaaga
ccgaagagta
tgccecaaata
gagtgcaatt
ccataaagac
gaccaaatac
ccgatgacta
ttecactataa
aaggtatatt
gatottcagy
cagcetaaaca
agtttatgec
ggatcttagg
ctgtgtgtat
aacctaactt

aagtagctea

<213> Lactobacillus brevis

<220>

<221> fuente

<222>1...451

<223> /tipo_mol= “proteina”

aggttgtaca
agaagtaaca
gtacttgggt
acaaaagcett
aaagactgtt
gttagteatg
tagagtcaag
agcgaaaaga
ttetactaca
ctttgatgea
agcettgagt
tgacaagaat

ggatctgctg
tatgcgttcc
ccetacacac
agtaggcaag
tettgeactyg
acagggtgtt
ttcaactgaa
aggagctttg
ccaaaacgag
cgatagacca

atcagtaaac

/organismo= “Lactobacillus brevis”

ES 2776361 T3

catgccggta
gtetatgaga
gggaaagttg
ggggcgaatg
actgttgaag
acttecaggtt
ctgtgcaaga
attactgtea
ggtcacgacyg
gattttaceg
gaaactgttg
agttacgaaa
aaaggaaaag
tctaatccgg
cagaatgcat
aatttggtca
tacgatagga
aatgetgaac
cccgtgetaa
atgtccaaat
aatactattg
ttcaactatc

gectag

cttttgcaat
gaaatgacgt
ctgaccctca
tccaaatgaa
atctaacgag
cttggecgat
attgggctca
ttggegetygg
taacgttgat
atgtcattga
aatcgtttac

cagatcttge

ttgatatgge
acatatttge
atatcccact
aaccgaccgt
ctattgttte
aggtgategt
tgagcttagt
acgatgtatc
atgacttage

taaacatttt

65

caaacagatt
gattagette
agggctttte
ccacaacgtt
tcatgeteag
agtteccaaa
tgcacaagct
ttatateggt
agacgcaatg
gcaagattat
agacagtgct
catcttatge

accaaatggt
tgcaggagac
agccacaaat
taaatacatg
gaceggcatta
tgaggacaat
ctttgatceca
ccagtctgca
catggttgat

ggctcaaget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1356



<400> 28

Met
1
Ile
Glu
Leu
Glu
65
Leu
Ser
Gly
vVal
Ala
145
Ala
Ile
Thr

Leu

Ile
225
Ile
Ala
Pro
Thr
Gly
305
Gly
Ser
Glu
Thr
Ile
385
Agn
Ala

Tyr

val

Ser
Lys
Arg
Gly
50

Glu
Ala
His
Ser
Lys
130
Lys
Glu
Asp
Asp

Ser
210

Lys
Gly
Pro
Asp
His
290
Ile
Thr
Thr
Gln
Glu
370
Leu
Thr
Met

Leu

Asn
450

<210> 29

<211> 550

Lys Val Thr

Gln Ile
20
Asp

Leu

Asn Val
35
Gly

Lys Val

Leu Gln Lys

Ile Pro
85
Thr

Asp
Ala Gln
100
Trp Pro Ile
115
Leu

Cys Lys

Glu Ala Lys

Ala Glu
165
Asp

Leu
Ala Met
180
val Ile
195

Glu

Glu

Thr val

Thr Agsp Lys

Phe Pro
245
Ala

Arg
Asn Gly
260
Ile Phe
275

Gln

Ala

Agn Ala

Leu Val Gly

Gln Ser
325
Thr

Ser

Leu
340
Ile

Gly

Val
355
Pro

val

Vval Leu

Gly Gly Ala
Val
405

Met

Leu Ser

val Asp
420
Asn Ile Leu
435

Ala

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2776361 T3

Val Val Thr
10

Asp

Gly Cys His

Ala Glu Pro Ala

25
Leu

His
Ile Phe

40
Pro

Ser Ser Cys

Ala Asp Gln Leu

55
Gly

Gly

Ala val Gln
75

Thr

Leu Asn

70
Asp Gln Thr val
90

Asp

Lys

Thr Glu Ser Tyr

105
Ile Pro

Lys

val Pro Lys
120

Ala His Ala

Gly
Asn Trp Gln
135
Arg Ile Thr val Ile
150
Ala Tyr Ser Thr Thr
170
Arg Val Met Pro Lys Tyr
185
Gln Asp Tyr Arg Asp His
200
Glu Ser Phe Thr Asp Ser
215

Gly
155
Gly

Asn Ser Tyr Glu Thr Asp
230 235
Asn Thr Asp Leu Leu Lys
250
Ile Ile Thr Asp Asp Tyr
265
Ala Gly Asp Ser Ala Ala
280
Tyr Ile Pro
295
Lys Asn Leu
310
Ser Gly Leu

Ieu Ala Thr

val Lys Pro
315
Ala Leu Tyr
330
Ala Lys Gln
345
Tyr Arg Pro

Leu Ala Ala

Glu Asp Asgn

360

Met Ser Leu Val Phe Asp

375

Leu Met Ser Lys Tyr Asp

390 385

Cys Ile Gln Asn Glu Asn

410
Leu Phe Gln Pro Asn Phe
425

Ala Gln Ala Ala Gln Ala

440

Ala
Glu
Gly
Phe

&0
Met
Val
Leu
Ile
Ala
140
Ala
His
Phe
Gly

Ala
220

Leu
Gly
Met
Val
Aszn
300
Thr
Asp
Gln
Glu
Pro
3380
val
Thr

Asp

Lys

66

Gly
Val
Ile

45
Tyr
Asn
Glu
Val
Asp
125
Leu
Gly
Asp
Asp
Val

205
Thr

Ala
Lys
Arg
His
285
Ala
Vval
Arg
Gly
Phe
365
Asp
Ser
Ile

Arg

val
445

Thr
Thr

30
Ala
Ser
His
Asp
Met
110
Ser
Ile
Tyr
Val
Ala
190
Gln

Gly

Ile
val
Ser
270
Tyr
Vval
Lys
Thr
val
350
Met
Thr
Gln
Asp
Pro

430
Ala

Phe
Val
Leu
Ser
Asn
Leu
Thr
Asp
Glu
Ile
Thr
175
Asp
Leu

Leu

Leu
Asp
255
Ser
Asn
Arg
Tyr
Ile
335
Asn
Pro
His
Ser
Asp
415

Phe

Gln

Ala
Tyr
Tyr
Pro
val
80
Thr
Ser
Arg
Asp
Gly
160
Leu
Phe
Ala

Thr

Cys
240
Met
Asn
Pro
Gln
Met
320
val
Ala
Ser
Arg
Ala
400
Leu

Asn

Ser
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15

20

<221> fuente

<222>1...550

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pENO2”

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 29

cgctcagcat
caacttgcgy
caccgecacgce
aagtgtgata
tttggtteat
atcatttgga
ataaaaaaaa
aacgcaattg
tttattttat
tacaataata
<210> 30
<211> 419
<212> ADN

ctgcttette
aaagtggaat
cttttttetyg
ccaagtcagce
cgtggtteat
tttttgtega
aaagcattat
taattaattc

ttttetttte

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...419

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pTEF2.KI

ccaaagatga
cccgtteocaa
aagcccactt
atacaccteca
taattttttt
aggttgtaga
cttoctacea
ttattttgta

ttagtttett

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 30
ctectctegea
cgtttataca
aaagaaaaat
gtgattttct
aaaattttte
ttatggatta
tttaatctta
<210> 31
<211> 598

ataacaatga
gggtttatac
ttttetttee
gagagttcce
tattcaatet
gtactggttt

ttttgagtta

acactgggtc
ggtgattcct
aacgctagaa
tttttcatat
gttttetggt
atatgggttt

cattatagtt

ES 2776361 T3

acgcggegtt
aactggecatc
tcgtggactt
ctagggtagt
totocattge
attgtatgtyg
gagttgattg
tcttttettce

tcataacacc

aatcatagcece
acggcaaaaa
ggaaaagaaa
atcgaatttt
tttatttgat
ttctgtataa

ccctaactge

atgtcactaa
cactaattga
tgccatatge
ttetttggtt
tttetggett
acaagtggca
ttaaaaacgt
ccttgtctca

aagcaactaa

tacacaggtyg

tttttcattt
aatctaatta
gaatataaaa
agtttttttg
cttcttttta

aagagaagta

67

cgacgtgcac
tacatctaca
aaaattcatg
gtattgatca
tgatettact
ccaagcatat
atttatagca
atcttttatt

tactataaca

aacagagtag
ctaaaaaaaa
aattgatttyg
ggagatcgaa
tgtattatta
ttttagtttg

acattaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

550

60

120

180

240

300

360

419
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20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...598

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pTEF3”

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 31

ggctgataat
atatttatge
ttaattttcyg
cacaccatag
cgegeatege
ttcctctagg
ctegtttett
gaaaattttt
taaacggtct
ttacttettg
<210> 32
<211>700
<212> ADN

agcgtataaa
atattacata
aggaccgcga
cttcaaaatg
cgtaccactt
gtgtcgttaa
tttettegte
ttttttgatt
tcaatttctce

ctcattagaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...700

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pADH1”

caatgcatac
taatacatat
atcettacat
tttectactec
caaaacaccce
ttaccecgtac
gaaaaaggca
tttttetett
aagtttcagt

agaaagcata

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 32

ES 2776361 T3

tttgtacgtt
cacataggaa
cacacccaat
ttttttacte
aagcacagea
taaaggtttg
ataaaaattt
tcogatgacect
ttcatttttc

gcaatctaat

caaaatacaa
gcaacaggeg
cccccacaag
ttecagattt
tactaaattt
gaaaagaaaa
ttatcacgtt
cccattgata
ttgttctatt

ctaagtttta

68

tgcagtagat
cgttggactt
tgatcceocca
tcteggacte
ccectettte
aagagaccgc
tetttttett
tttaagttaa
acaacttttt

attacaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

598



10

15

gggtgtacaa
aatacctteg
ataccagaca
gtggtacata
tteactacce
ttettttttt
aaatgatgga
tgttocagag
cgcacactac
aataaaaaaa
ttgtttecte
tcaagctata
<210> 33
<211> 549
<212> ADN

tatggacttc
ttggtetece
agacataatg
acgaactaat
tttttecatt
ttettttete
agacactaaa
ctgatgaggg
tectetaatga
agtttgetgt
gtcattgtte

ccaagcatac

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1...549

<223> /tipo_m

ol= “ADN”

/nota= “pGPM1”

ctcttttetg
taacatgtag
ggctaaacaa
actgtagcec
tgccatctat
teteeceecgt
ggaaaaaatt
gtatctegaa
gcaacggtat
cttgetatca
tegttecectt

aatcaactat

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 33

gacaaacttt
tatatatata
tatatttett
ttgaagaaaa
gaaaaaggtt
ctgacagcega
agggtggttc
agaagaaata
taccttcett
attacaata
<210> 34
<211> 650
<212> ADN

taggttaaca
tatatatata
aatgtggaaa
gaggaagctc
agtggaacga
gtttecatgat
tcaactttta
atgaactgat

tgtaattttt

catgcagtga
tatatatata
gatactagecg
gctaaatggg
tgaagaataa
cgtgatgaac
atgtatggee
tctettecte

tttgtaatta

ES 2776361 T3

gcaaccaaac
gtggcggagyg
gactacacca
tagacttgat
tgaagtaata
tgttgtetea
aacgacaaag
gcacacgaaa
acggecttee
agtataaata
tecttecttgt

ctcatataca

tgcacgageg
gecatagtga
cgcgeaccca
attccacttt
aaagagagat
aatggtaacg
aaatcgetac
cttettgtec

ttcttecttaa

ccatacatcg
ggagatatac
attacactge
agccatcatc
ataggegcat
ccatatcecge
acagcaccaa
ctttttectt
ttecagttac
gacctgcaat

ttetttttet

atggtgetaa
tgtctaagta
cacacaagcet
ccgttcecctg
ccactgaggt
agttgtgget
ttgggtttgt
tttettaatt

taatccaaac

69

ggattcctat
aatagaacag
ctcattgatg
atatcgaagt
gcaacttctt
aatgacaaaa
cagatgtcgt
cctteattea
ttgaatttga
tattaatctt

gcacaatatt

gttacatata
acctttatgg
tegtetttte
ccagctgatg
gaaatttcag

gttgccaggg

tatataacaa
ctgttgtaat

aaacacacat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

700

60

120

180

240

300

360

420

480

540

549



10

15
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1....650

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pFBA1”

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 34

acgcaagccc
tcacatacgt
tacgtaatag
ggattcttct
cttteggget
tgagcacgta
ttaataccat
caacagatcg
aaattttatc
agacataata
ttetttttet
<210> 35
<211>700
<212> ADN

taagaaatga
tgcatacgtc
ttgaaaatct
atttttcoett
caattggagt
accaatggaa
ttgtctgtte
cttecaattac
cctecatgttg
cttetetate

tttgtcatat

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...700

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pPDC1”

ataacaatac
gatatagata
caaaaatgtg
tttccattet
cacgctgceg
aagcatgagc
tetteotgact
gccctcacaa
tctaacggat
aatttcagtt

ataaccataa

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 35

ES 2776361 T3

tgacagtact
ataatgataa
tgggtcatta
agcagcegte
tgagcatcet
ttagcgttge
ttgactcctc
aaactttttt
ttctgecactt
attgttcotte

ccaagtaata

aaataattgc
tgacagcagg
cgtaaataat
gggaaaacgt
ctctttccat
tccaaaaaag
aaaaaaaaaa
cottettett
gatttattat
cttgcgttat

catattcaaa

ctacttggct
attatcgtaa
gataggaatg
ggecatcctct
atctaacaac
tattggatgg
aatctacaat
cgecccacgtt
aaaaagacaa

tettetgtte

ttatttacct atctctaaac ttcaacacct tatatcataa ctaatatttc ttgagataag

cacactgcac ccatacette cttaaaaacyg tagettecag tttttggtgg ttecggette

70

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

650

60

120



10

15

cttceccgatt
taacctatge
ggaaaaaatyg
tggaataatc
ttgagtactt
tgtcttgatce
ctcatttgaa
aacataggaa
gtttgttcecc
tcataaccte
<210> 36
<211>700
<212> ADN

ccgeecgceta
atttaaaaga
aataatttat
aatcaattga
ttettecataa
tacttgctat
tcagecttatg
aaaaaaatat
tttattttca

acgcaaaata

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...700

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pPGK1”

aacgcatatt
ttatgtatgce
gaatttgaga
ggattttatg
ttgeataata
cgttcaacac
gtgatggcac
ataaacaagqg
tatttcttgt

acacagtcaa

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 36
gtgagtaagg
gegaatcoett
ttccctectt
aattacecgte
tcgacttect
cgacggcetca
agtaccacat
ttactctcte
cacacteottt
atttacatat
tctaattegt
aaggaagtaa
<210> 37
<211> 535
<212> ADN

aaagagtgag
tattttggcect
cttgaattga
gcetegtgatt
gtcttcotat
caggttttgt
gctatgatge
tctttcaaac
tettetaace
atataaactt
agtttttcaa

ttatctactt

gaactatcege
tcacccteat
tgttaccctc
tgtttgcaaa
tgattgcage
aacaagcaat
ccactgtgat
agaattgtce
aagggygtyy
gcataaattg
gttcettagat

tttacaacaa

ES 2776361 T3

tttgttgect
tettetgact
acaattttgt
caaatatcgt
ttgteegetyg
caccttattt
atttttgecat
ctetttcact
catattcctt

atcaatcaaa

atacctgcat
actattatca
ataaagcacg
aagaacaaaa
ttccaattte
cgaaggttet
ctccagageca
gaatcgtgtg
tttagtttag
gtcaatgcaa
getttetttt

atataaaaca

ggtggcattt
tttegtgtga
gttgttacgg
ttgaatattt
ceccktttte
tctaactatt
aaacctagct
cteeottgecaa

tctcaattat

ttaaagatge
gggccagaaa
tggcctctta
ctgaaaaaac
gtecacacaac
ggaatggegy
aagttegttce
acaacaacag
tagaaccteg
gaaatacata

tctctttttt

71

gcaaaatgca
tgaggctegt
tattttacta
ttecgaccct
tgttagacgyg
ttttttttag
gtectegttg
tcagatttgg

tattttctac

cgatttggge
aaggaagtgt
tcgagaaaga
ccagacacge
aaggtcctag
gaaagggttt
gatcgtactg
cctgttctca
tgaaacttac
tttggtcttt

acagatcatc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

700

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

700
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...535

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pRPLA1”

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 37
tcaagttgga
togaatgega
agcctagett
ttctaaaatt
tettgtotaa
catatcgtga
ttttcatttt
gogatetett
cegetttgte
<210> 38
<211> 383
<212> ADN

tactgatctg
cgtttcotge
ataaaaattt
gtcacagcaa
tactteattt
ggtacgaata
ttaaagaatg
ctgttctgaa

caatacaaca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...383

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pTEF1”

atctcteege
ctcataaaac
catttaatta
gaaataacat
aaaagaaged
tcgtaagatg
cctttacatg
taatttttag

gcttaaaceg

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 38

gtttagettg
ctccttgaca
tagccecatac
cgaagcaaaa
gacgcegttga
ccactgaggt
atcacatceg

<210> 39

cctegtocee
gtcttgacgt
atccccatgt
attacggctc
attgtcceca
tcttctttca

aacataaaca

gecegggtcac
gcgcagctca
ataatcattt
ctcgectgcag
cgocgegaec
tatacttcet

acc

ES 2776361 T3

cctactacca
tggettgaaa
atgtaatatg
taccatacgt
ttaaccetgt
ataccacgca
gtatttgaaa
taaaagaaat

attatctcta

ceggccageg
ggggcatgat
gcatccatac
acctgcgagc
ctgtagagaa

tttaaaatct

gggaccctca
atatttatte
aaaactcaca
gatcttatta
agceteatet
actttgtaat
aaaatatctt
caaaagaata

aaataacaag

acatggaggce
gtgactgtcg
attttgatgg
agggaaacgc
atataaaaqgg

tgctacgata

72

tgattacegc
gotgaacagt
tgececttetgt
aactectagta
atgtetgeta
gatttttttt
tataaagttt
aagaaatagt

aagaa

ccagaatacc
cccgtacatt
ccgecacggceg
tccecctcaca
ttaggatttg

cagttctcac

60

120

180

240

300

360

420

480

535

60

120

180

240

300

360

383
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15

20

<211> 574
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...574

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pTDH3”

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 39
ctgetgtaac
aggtgtctgg
aagetggeat
atcagttcat
aaaacgggca
caattgaccc
tctgatttgg
cttgactaat
taaacttett
cttagttteg
<210> 40
<211> 300
<212> ADN

cegtacatge
gtgaacagtt
ccagaaaaaa
aggtccatte
caacctcaat
acgcatgtat
aaaaagctga
aagtatataa
aaattctact

aataaacaca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...300

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “tTHD2”

ccaaaatagg
tattcctgge
aaagaatccece
tcttagegea
ggagtgatgc
ctatctcatt
aaaaaaaggt
agacggtagg
tttatagtta

cataaacaaa

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 40

atttaactcc
acatctcata
gggattagat
aacaattata

cctatagtaa

ttaagttact
tacacgttta
ttttttggaa
caatcgaaag

cataacctga

ttaatgattt
taaaacttaa
gtttttgttt
atatatgett

agcataactg

ES 2776361 T3

gggcgggtta
atccactaaa
agcaccaaaa
actacagaga
aacctgectg
ttcttacacc
tgaaaccagt
tattgattgt
gtcttttttt

caaa

agtttttatt
atagattgaa
tttttteett
acattcgace

acactactat

cacagaatat
tataatggag
tattgtttte
acaggggcac
gagtaaatga
ttctattacec
tcectgaaat
aattctgtaa

tagttttaaa

attaataatt
aatgtattaa
gagatgcatgt
gttttageog

catcaatact

73

ataacatcgt
ccegettttt
tteaccaace
aaacaggcaa
tgacacaagg
ttctgctcte
tattcececcta
atctattteot

acaccaagaa

catgctcatg
agattcctea
agtatttggg
tgatcattat

tgtcacatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

574

60

120

180

240

300
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15

20

25

<210> 41

<211> 300

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...300

<223> /tipo_mol= “ADN”
/nota= tCYC1”

ES 2776361 T3

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 41

acaggccact
cctectocca
catatttatt
ttettttttt
agaaggtttt
<210> 42
<211> 300
<212> ADN

tttecctttgt
catcecgetct
ttttttaata
tctgtacaaa

gggacgeteg

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...300

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “tTDH3”

cgatatcatg taattagtta
aaccgaaaag gaaggagtta
gttatgttag tattaagaac
cgegtgtacg catgtaacat

aaggctttaa tttgeoaaget

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 42

gtgaatttac
tttcaattta
tttecttgatg
atacctgata
aattttgggy
<210> 43
<211> 354
<212> ADN

tttaaatctt
tatactattt
cgctattgea
cattgtggat

atattggett

<213> Secuencia artificial

gcatttaaat
taatgacatt
ttgttettgt
gectgagtgaa

ttttttttaa

aaattttctt
ttcgattcat
ctttttegee
attttagtta

agtttacaaa

tgtcacgett
gacaacctga
gttatttata
tatactgaaa

tegecagttta

tttatagctt
tgattgaaag
acatgtaata
ataatggagg

tgaatttttt

74

acattcacgc
agtctaggtc
tttcaaattt
accttgettg

cactctecatc

tatgacttag
ctttgtgttt
tetgtagtag
cgctettaat

cogecaggat

60

120

180

240

300

60

120

180

240

300
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20

25

<220>

<221> fuente

<222>1....354

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “tADH1”

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 43

actagttcta
tattaaataa
aaaacgaaaa
atagcatgag
aatcgctcce
tcggtgtgta
<210> 44
<211> 299
<212> ADN

gagceggccgc
gttataaaaa
ttcttattcet
gtegetetta
catttcaccc

ttttatgtcc

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...299

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “tTPI1”

caccgcggtg
aaataagtgt
tgagtaactc
ttgaccacac
aattgtagat

tcagaggaca

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 44
gattaatata
taaattgatg
atttegtgaa
cgotttttet
gaatattact
<210> 45
<211> 299
<212> ADN

attatataaa
actacggaaa
tgttcttgta
aataaaaaga

ttgtctctaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...299

aatattatct
goettttttat
agggacggta
agaaaagcat

atccttgtaa

ES 2776361 T3

ggcgaatttc
atacaaattt
tttcctgtag
ctctacegge
atgctaactc

acacctgttg

tettttettt
attgtttett
gatttacaag
ttaacaattg

aatgtgtacg

ttatgattta
taaagtgact
gtcaggttge
atgcegagea
cagcaatgag

taatcgttot

atatctagtg
ttteattetg
tgatacaaca
aacacctcta

atctctatat

75

tgatttttat
cttaggtttt
tttctcaggt
aatgecectgea
ttgatgaatc

tececa

ttatgtaaaa
agccacttaa
aaaagcaagg
tatcaacgaa

gggttactc

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

299
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20

25

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “tMET25”

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 45
gtgtgcgtaa
tttataaaac
tegtactttg
gaaaaatatg
ctgtcacact
<210> 46
<211> 305
<212> ADN

tgagttgtaa
gaactttatt
aacctaaatt
gtgaacaaga

ggataaattt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...305

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “tENO2”

aattatgtat
gaaatgaata
gttctaacat
ctcatctact

attgtaggac

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 46

ggatcctaaa

gtttagaaca

cagttttata
ggaaaaaaaa

atggatgata

gtgcttttaa
ctttatatta

agttactttt

ggtgcacacg

agaaaacatg

tcttao

<210> 47

<211> 300

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1....300

<223> /tipo_mol= “ADN”
/nota= “tMET3”

ctaagaatta
acgaatagtt
tcaaagactc
cgtggetttt

gagtacagtc

/organismo= “Secuencia artificial”

ES 2776361 T3

aaacctactt
tecttttett
caaagaacag
tcatgagact

caagttacaa

ttagtctttt
tatgaatcta
gtgctgtcta
tottgaattt

actttgagaa

tetcteacaa
cccttgttac
tgttaatteg
actttacgcc

aagaggatga

ctgcttattt

tttaggttta

ttgcataatg
gcagtttgaa

ccttcaatca

gtactatact
atgtcgtgac
cagtcgagaa
tcctataaag

tggaggttt

tttcatcata

aaaattgata

cactggaagg
aaataactac

gctggtaacyg

76

60

120

180

240

299

60

120

180

240

300

305



10
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20

25

<400> 47

tcgtcataaa
aaatagattt
aaaaaaatca
acdctagagat
attattggta
<210> 48
<211> 301
<212> ADN

atgctececcat
gcaaataagt
aaaaaaaaaa
agcgatggtg

cttctegaag

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...301

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “tPGK1”

ctcaaaagta
tttgtatgta
aaaaaaaaaa
catattcaat

atactaaaaa

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 48

attgaattga
gctaaaataa
ctattattta
taatgceottt
tttaagttta
a

<210> 49
<211>700
<212> ADN

attgaaatcg
tagtttattt
tottttaatg
atgcagtttt

ataactcgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...700

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pPYK1”

atagatcaat

ES 2776361 T3

gggcaaaatt
catttattaa
ttgcactett
aaaaaactce

aggttaattt

ttttttettt

catgatcgac
tatatataat
attcagtcat
ttatactgte

ttggagacgyg

tctetttece

cgcgcaaaat
atatcaaaag
caattacaaa
gagaaagcett

aggcaatage

catecctttac

tattttttga atatttttta tttatatacg tatatataga

attattaaga
tttttececat

aattctgegt

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 49

tttttattaa
tcgatattte

tcgttaaage

aaaaaaattce

tatgttcggg

goteocteottt

ttcagecgtat

tttcgagaag gatattattt

77

60

120

180

240

300

60

120

180

240

300

301
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15

aaaaggaaag
ggcttccaca
gcegtgtgatg
cgtgggtegt
ctacgtaaat
cattcagttg
tctcttggta
tgctaggtac
cgttggettt
cttttttcca
attcttttte
tttacaagac
<210> 50
<211> 500
<212> ADN

attattgaaa
atttcggctc
tectgtatetg
tttgeccateg
gtgtteogea
agttgagtga
aatgaatgct
ctttagtgtc
tttttetgaa
gttatatcat
atcctttggt

accaatcaaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<222>1...500

<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “pTPI1”

gagaaagaaa
tattgtttte
ttacttaate
acagattggg
cegteacaaa
gtgetttgtt
tgtgatgtct
ttcctaaaaa
ttataaatac
ggtccecttt
tttttattect

acaaataaaa

/organismo= “Secuencia artificial”

<400> 50

atttaaactg
cetteogagat
tteagettee
cttcagtggc
accacctcgg
tacctttgge
tgaacttgca
atcaatcttt
aacacataca
<210> 51
<211> 300
<212> ADN

tgaggacctt
tatatctagg
tctattgatg
atgtgagatt
ttgaaactga
teggetgetyg
acatttacta
ttcaattttt

taaactaaaa

aatacattca
aacccatcag
ttacacctgg
ctccgaaatt
caggtggttt
taacagggaa
tttteecette

tgtttgtatt

<213> Secuencias artificiales

ES 2776361 T3

gaaaaaaaaa
catctctcge
cagaaactgg
agattttcat
gtgtttteta
caatggatcet
tccaagtgat
aaaaaaaagg
tetttggtaa
caaagttatt
taacttgttt

catcatcaca

gacacttctg
gttggtggaa
acaccccttt
aattaaagca
gttacgcatg
tataaaggge
ttacgtaaat

cttttettge

aaatgtacac
aacggcggga
cacttgacce
agtagaattc
¢tgttettte
tagctaaaat
ttcctttect
ctcgccatca
ctttteattt
ctctactcett

attattctct

cggtatcacc
gattaccegt
tctggcatce
atcacacaat
ctaatgcaaa
agcataattt
atttttettt

ttaaatctat

78

ccagacatcg
ttcctctatg
aactetgeca
agcatgatag
ttetttegtt
gecatattttt
tcccatatga
aaacgatatt
ccaagaacct
tttcatatte

cttgtttcta

ctacttatte
tctaagactt
agtttttaat
tctctcggat
ggagcctata
aggagtttag
ttaattctaa

aactacaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

700

60
120
180
240
300
360
420
480

500



ES 2776361 T3

<220>

<221> fuente

<222>1...300

<223> /tipo_mol= “ADN”
/nota= “tDIT1”

/organismo= “secuencias artificiales”

<400> 51
taaagtaaga gcgctacatt ggtctacctt tttgttcttt tacttaaaca ttagttagtt 60
cgttttcttt ttctcatttt tttatgtttc ccccccaaag ttctgatttt ataatatttt 120
atttcacaca attccattta acagaggggg aatagattct ttagettaga aaattagtga 180
tcaatatata tttgocttte ttttcatctt ttcagtgata ttaatggttt cgagacactg 240

caatggeccet agttgtcetaa gaggatagat gttactgtea aagatgatat tttgaattte 300

<210> 52

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1...33

<223> /tipo_mol= “ADN”
/nota= “loxP”
/organismo= “secuencias artificiales”

<400> 52

ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag tta 33

<210> 53

<211> 2085

<212> ADN

<213> Saccharomyces

<220>

<221> fuente

<222>1...2085

<223> /tipo_mol= “ADN”
/nota= “gen HAA-1”
/organismo= “Saccharomyces”

<400> 53

79



ES 2776361 T3

atggtcttga taaatggcat aaagtatgec tgtgagaggt gecataagagg ccatagagta 60
acaacatgca atcatacaga tcaaccgctt atgatgatca aacccaaagg tagaccttcc 120
actacatgcg actattgtaa acaacttcga aaaaacaaga atgcaaatcc tgaaggtgtt 180
tgeacgtgtyg gecggetaga gaagaaaaaa ctggcacaga aagocaaaga agaagcaaga 240
gctaaagcca aagaaaaaca aagaaaacag tgtacctgeg ggactgatga ggtttgcazaa 300
tatcatgctc aaaagagaca tctaagaaag tccccttcaa gttctcaamaa gaaaggaaga 360
teocattteote gttetcaace aatgtttgaa agggtattgt cttetactte acttgacage 420
aatatgttat ccggccacgy agcactatca gatacctcta gcatactgac gagcacattt 480
ttagacagtyg ageegggtgt tggtaaaatt tcaaaagatt accatcatgt cecttcattg 540
gectceccattt catccttaca atcectcgcaa tcgttagatc aaaatttcag tataccacaa 600
agcccgecgt tatettcaat gtecatttaat tttetcacgg gaaatatcaa tgaaaccaac 660
caaaatcaca gtaatcatca gcattcaaaa tcaggcaata actggcaaga tagttcggta 720
agcttgccag cgaaagctga ttecacgtctt aacatgatgg ataaaaacaa ctetgtgggt 780
cttgacctat taggccatte aaaacgaata tcgecgatat caaacteteg tgtgggegaa 840
gttagcgtte cgctagaaga atatattcet tctgacattg atggggttgg aagagttact 200
gataaaagct ctttggtcta cgattggcca tttgatgaaa gtattgagag zaatttcagt 9260
acaaccgcaa ccgctgcecaac tggtgaaagt aagttcgaca ttaacgacaa ctgtaataga 1020
attaatagca aaagttatag taagactaat agtatgaatg gaaacggtat gaacaatagc 1080
aataataata atatcaacag taatggcaac gacaagaaca ataacaactc ttctagacaa 1140
gaacatcaag gaaatggact atttgacatg tttacagatt catcgtegat ttcaacgett 1200
tcccocgtgocaa acttattatt gcaagaaaaa attggttcge aagaaaactc tgtcaaacaa 1260
gaaaactatt cgaaaaatcc tcaacttcgt catcaattaa cttecagaag tagatcattt 1320
attcatecate cggcaaacga gtatttgaag aatacttttyg gaaatteaca tagtaatgace 1380
atcggaaagg gagttgaagt gctatctttg acaccgagtt ttatggatat tcccgaaaaa 1440
gaaagagaaa cggaaagatc gccatcatcc aattacatta ctgacagacc tttcactcga 1500
aaacctagat cttctagcat tgacgtaaac cataggtatc cacctatggc accaacaacc 1560
gtagegacat ctocoggtge attgaacaat goegtagoaa geaatoteoga cgatcaactg 1620
agtttaacat cactaaactc tcagccatca tcgatagcaa atatgatgat ggacccttcea 1680
aacctagetg agcaaagttc tattcattca gttcctcagt caataaactc tccgagaatg 1740
cotaaaactg gaagtogeca agacaagaac attcacacta agaaggaaga aagaaatceg 1800
ctaaataaca tacacgatct gtcacaattg gaaaatgtac cagacgagat gaaccaaatg 1860
ttctccocccac cattaaaaag tatgaataga ccggatgcca taagggaaaa ttcatctagt 1920
agtaatttca taatccaagg aaatageatg atctetacge cttecggaag gaatgaccett 1980
ceagataccet ctocaatgag tagtattcaa acagegteac caccaagtca attactgacce 2040
gatcaaggat ttgocggattt ggataatttc atgtcttegt tatga 2085
<210> 54

<211> 694

80
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<212> PRT

<213> Saccharomyces

<220>

<221> fuente

<222>1...694

ES 2776361 T3

<223> /tipo_mol= “proteina”

/nota= “proteina HAA-1”

/organismo= “Saccharomyces”

<400> 54

Met
1
Gly
Ile
Leu
Arg
65
Ala
Glu
Ser
Phe
Gly
145
Leu
val
Asp
Phe
Asn
225
Ser
Asn
Ile
Ile
Leu
305
Thr
Asn

Asgn

Gly

Val
His
Lys
Arg
50

Leu
Lys
Val
Ser
Glu
130
His
Asp
Pro
Gln
Asn
210
His
Leu
Ser
Ser
Pro
290
val
Thr
Cys
Gly

Asn
370

Leu
Arg
Pro
35

Lys
Glu
Ala
Cys
Ser
115
Arg
Gly
Ser
Ser
Asn
195
Phe
Gln
Pro
Val
Asn
275
Ser
Tyr
Ala
Asn
Agn

355
Asp

Ile
Val
20

Lys
Asn
Lys
Lys
Lys
100
Gln
val
Ala
Glu
Leu
180
Phe
Leu
His
Ala
Gly
260
Ser
Asp
Asp
Thr
Arg
340
Gly

Lys

Asgn
Thr
Gly
Lys
Lys
Glu
85

Tyr
Lys
Leu
Leu
Pro
165
Ala
Ser
Thr
Ser
Lys
245
Leu
Arg
Ile
Trp
Ala
325
Ile

Met

Asn

Gly Ile Lys Tyr Ala Cys
10
Thr Cys Asn His Thr Asp
25
Arg Pro Ser Thr Thr Cys
490
Asn Ala Asn Pro Glu Gly
55
Lys Leu Ala Gln Lys Ala
70 75
Lys Gln Arg Lys Gln Cys
20
His Ala Gln Lys Arg His
105
Lys Gly Arg Ser Ile Ser
120
Ser Ser Thr Ser Leu Asp
135
Ser Asp Thr Ser Ser Ile
150 155
Gly Val Gly Lys Ile Ser
170
Ser Ile Ser Ser Leu Gln
185
Ile Pro Gln Ser Pro Pro
200
Gly Asn Ile Asn Glu Thr
215
Lys Ser Gly Asn Asn Trp
230 235
Ala Asp Ser Arg Leu Asn
250
Agp Leu Leu Gly His Ser
265
Val Gly Glu val Ser val
280
Asp Gly Val Gly Arg Val
295
Pro Phe Asp Glu Ser Ile
310 315
Ala Thr Gly Glu Ser Lys
330
Asn Ser Lys Ser Tyr Ser
345
Asn Asn Ser Asn Asn Asn
360
Asn Asn Asn Ser Ser Arg
375

Glu
Gln
Asp
Val

&0
Lys
Thr
Leu
Arg
Ser
140
Leu
Lys
Ser
Leu
Asn
220
Gln
Met
Lys
Pro
Thr
300
Glu
Phe
Lys

Agn

Gln
380

81

Arg
Pro
Tyr

45
Cys
Glu
Cys
Arg
Ser
125
Asn
Thr
Asp
Ser
Ser
205
Gln
Asp
Met
Arg
Leu
285
Asp
Arg
Asp
Thr
Ile

365
Glu

Cys
Leu

30
Cys
Thr
Glu
Gly
Lys
110
Gln
Met
Ser
Tyr
Gln
190
Ser
Asn
Ser
Asp
Ile
270
Glu
Lys
Asn
Ile
Asn
350

Agn

His

Ile

15
Met
Lys
Cys
Ala
Thr

95
Ser
Pro
Leu
Thr
His
175
Ser
Met
His
Ser
Lys
255
Ser
Glu
Ser
Phe
Agn
335
Ser

Ser

Gln

Arg
Met
Gln
Gly
Arg
80
Asp
Pro
Met
Ser
Phe
160
Hisg
Leu
Ser
Ser
val
240
Asn
Pro
Tyr
Ser
Ser
320
Asp
Met

Asn

Gly
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Asn Gly Leu Phe Asp Met Phe
385 390
Ser Arg Ala Asn Leu Leu Leu

405

Ser val Lys Gln Glu Asn Tyr

420

Leu Thr Ser Arg Ser Arg Ser

435

Leu Lys Asn Thr Phe Gly Asn

450

ES 2776361 T3

Thr Asp Ser Ser

395
Gln Glu Lys Ile

410
Ser Lys Asn Pro
425
Phe Ile His His
440

Ser His Ser Asn

Val Glu Val Leu Ser Leu Thr Pro Ser Phe Met

465 470
Glu Arg Glu Thr Glu Arg Ser

485

Pro Phe Thr Arg Lys Pro Arg

500

Tyr Pro Pro Met Ala Pro Thr

518

Asn Asn Ala Val Ala Ser Asn

530

475

Pro Ser Ser Asn
490
Ser Ser Ser Ile
505
Thr Val Ala Thr
520

Leu Asp Asp Gln

Leu Asn Ser Gln Pro Ser Ser Ile Ala Asn Met

545 550

555

Asn Leu Ala Glu Gln Ser Ser Ile His Ser Val

565

570

Ser Pro Arg Met Pro Lys Thr Gly Ser Arg Gln

580

585

Thr Lys Lys Glu Glu Arg Asn Pro Leu Asn Asn

595

600

Gln Leu Glu Asn Val Pro Asp Glu Met Asn Gln

610

Leu Lys Ser Met Asn Arg Pro Asp Ala Ile Arg

625 630

635

Ser Asn Phe Ile Ile Gln Gly Asn Ser Met Ile

645

650

Arg Asn Asp Leu Pro Asp Thr Ser Pro Met Ser

660

665

Ser Pro Pro Ser Gln Leu Leu Thr Asp Gln Gly

675
Asn Phe Met Ser Ser Leu
690
<210> 55
<211> 1089
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis
<220>
<221> fuente
<222>1...1089
<223> /tipo_mol= “ADN”

/nota= “LEU2.KI”

680

/organismo= “Kluyveromyces lactis”

<400> 55

Ser
Gly
Gln
Pro
Asp
460
Asp
Tyr
Asp
Ser
Leu
540
Met
Pro
Asp
Ile
Met
620
Glu
Ser

Ser

Phe

82

Ile
Ser
Leu
Ala
445
Ile
Ile
Ile
Vval
Pro
525
Ser
Met
Gln
Lys
His
605
Phe
Asn
Thr

Ile

Ala
685

Ser
Gln
Arg
430
Asn
Gly
Pro
Thr
Asn
510
Gly
Leu
Asp
Ser
Asn
590
Asp
Ser
Ser
Pro
Gln

670
Asp

Thr
Glu
415
His
Glu
Lys
Glu
Asp
495
His
Ala
Thr
Pro
Ile
575
Ile
Leu
Pro
Ser
Ser
655
Thr

Leu

Leu
400
Asn
Gln
Tyr
Gly
Lys
480
Arg
Arg
Leu
Ser
Ser
560
Asn
His
Ser
Pro
Ser
640
Gly
Ala

Asp
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atgtctaaga
gctattaagg
catcacttga
ctagaagect

ggtacgggeg

tacgccaact
aagcctgaat
tactttggtg
agtgttectyg
ccaccattac
agaaagactg
ttgatcgact
attaccaaca
ttgggtttat
ttgtacgaac
getaccatet
agggctottyg
ggtggttcta
ttggcttaa
<210> 56
<211> 362
<212> PRT

<213> Kluyveromyces lactis

<220>

<221> fuente

<222>1...362

<223> /tipo_mol= “proteina”

atatcgttgt
tcttgaatge
tegggggtge
ctaagaaagce
cagttagace
tgagaccatg
atgcaaaggg
aaagaaaaga
aagttcaaag
caatctggtc
ttgaagaaac
ctgetgetat
acatgtttgg
tacottatge
catgtcatgg
tatcotgeage
aagaagctgt

actctaccac

/nota= “LEU2.KI”

/organismo= “Kluyveromyces lactis”

<400> 56

cctaccgggt
cattgctgaa
tgececategat
cgatgetgte
agaacaaggt
taactttget
taccgattte
agatgaaggt
aattacaaga
tcttgacaag
catcaagact
gattttggtt
tgatattate
atctectaget
ttctgeecea
tatgatgttg
tagaaatgte

tgaggttgge
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gatcacgtcg
gtcegtocag
gccactggea
ttactaggtg
ctattgaaga
tetgattett
gtcgtegtta
gacggagttg
atggctgett
gctaacgtge
gagttcccac
aaatcaccaa
tocgatgaag
tocctacctg
gatttaccag
aagttatcct
ttggatgcag

gatgctateg

gtaaagaagt
aaattaagtt
ctectttace
ctgttggtgg
tcagaaagga

tactagatct
gagaattggt
cttgggactc
tottggcatt
ttgectotte
aattaactgt
ctaagctaaa
cetetgttat
acactaacaa
caaacaaggt
tggatttggt
gtgtcagaac

ccaaggetgt

83

tactgacgaa
caatttccaa
agatgaagct
tocaaaatgg

attgggtcta

ttctecctttg
tggtggtatc
tgagaaatac
gcaacaaaac
cagattgtgg
tcagcaccaa
cggtgttgtt
tccaggttet
ggcattoggt
taacccaatt
tgaagaaggt
cggtgaccott

caaggaaatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1089



Meat
Val
Pro
Ile
Lys
65

Gly
Glu
Ser
Asp

Arg
145

Ser
Leu
Val
Lys
Ala
225
Ile
Ile
Pro
Ala
Ser
305
Arg

Thr

Ile

Ser
Thr
Glu
Asp
50

Lys
Thr
Leu
Leu
Phe
130
Lys
val
Gln
Leu
Thr
210
Ala
Thr
Pro
Asp
Pro
290
Ala
Ala

Gly

Ala

Lys
Asp
Ile
35

Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
115

val

Glu

Pro
Gln
Ala
185
Glu
Met
Asn
Gly
Thr
275
Agp
Ala
Leu

Asp

Lys
355

Asn
Glu
20

Lys
Thr
Asp
Ala
Leu
100
Asp

val

Asp

Glu
Asn
180
Ser
Phe
Ile
Asn
Ser
280
Asn
Leu
Met
Glu
Leu

340
Ala

Ile
Ala
Phe
Gly
Ala
Val
Tyr
Leu
Val

Glu

Vval
165
Fro
Ser
Pro
Leu
Met
245
Leu
Lys
Pro
Met
Glu
325
Gly

Val
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Val Val Leu Pro Gly Asp
10
Ile Lys Val Leu Asn Ala
25
Asn Phe Gln His His Leu
40
Thr Pro Leu Pro Asp Glu
55
Val Leu Leu Gly Ala Val
70 75
Arg Pro Glu Gln Gly Leu
20
Ala Asn Leu Arg Pro Cys
105
Ser Pro Leu Lys Pro Glu
120
Arg Glu Leu Val Gly Gly
135
Gly Asp Gly Val Ala Trp
150 155

Gln Arg Ile Thr Arg Met
170
Pro Leu Prc Ile Trp Ser
185
Arg Leu Trp Arg Lys Thr
200
Gln Leu Thr Val Gln His
215
Val Lys Ser Pro Thr Lys
230 235
Phe Gly Asp Ile Ile Ser
250
Gly Leu Leu Pro Ser Ala
265
Ala Phe Gly Leu Tyr Glu
280
Ala Asn Lys Val Asn Pro
295
Leu Lys Leu Ser Leu Asp
310 315
Ala Val Arg Asn Val Leu
330
Gly Ser Asn Ser Thr Thr
345
Lys Glu Ile Leu Ala
360

His
Ile
Ile
Ala

60
Gly
Leu
Asn
Tyr
Tle

140
Asp

Ala
Leu
Val
Gln
220
Leu
Asp
Ser
Pro
Ile
300
Leu

Asp

Glu

84

Val
Ala
Gly

45
Leu
Gly
Lys
Phe
Ala
125

Tyr

Ser

Ala
Asp
Glu
205
Leu
Asn
Glu
Leu
Cys
285
Ala
Val

Ala

Val

Gly
Glu
Gly
Glu
Pro
Ile
Ala
110
Lys
Phe

Glu

Phe
Lys
190
Glu
Ile
Gly
Ala
Ala
270
His
Thr
Glu
Gly

Gly
350

Lys

15
Val
Ala
Ala
Lys
Arg

95
Ser
Gly
Gly

Lys

Leu
175
Ala
Thr
Asp
val
Ser
255
Ser
Gly
Ile
Glu
val

335
Asp

Glu
Arg
Ala

Ser

Trp

80
Lys
Asp
Thr
Glu

Tyr
160

Ala
Asn
Ile
Ser
val
240
val
Leu
Ser
Leu
Gly
320

Arg

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Una levadura recombinante que tiene una actividad piruvato descarboxilasa reducida, en cuyo genoma se ha
insertado:

- uno o mas acidos nucleicos que codifican una acetolactato sintasa o ALS,

- uno o mas acidos nucleicos que codifican una acetolactato descarboxilasa o ALD,

- uno 0 mas acidos nucleicos que codifican una butanodiol deshidrogenasa o BDH, y

- una 0 mas copias de unos acidos nucleicos que codifican una NADH oxidasa o NOXE,

Codificando dicha uno o mas copias de unos acidos nucleicos una NADH oxidasa o NOXE que se selecciona del
grupo que consiste en secuencias de acidos nucleicos que tienen al menos 78%, preferiblemente al menos 80%, de
identidad de acido nucleico con la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:23 que presenta la actividad biol6gica
deseada, y

Dicha actividad piruvato descarboxilasa se reduce mediante (i) alteracion de al menos un gen que codifica una
piruvato descarboxilasa insertando en dicho al menos un gen que codifica una piruvato descarboxilasa al menos un
constructo de ADN exdgeno, (ii) mutaciones en regiones reguladoras, (iii) mutaciones en un codén de partida,
principalmente sustituyendo AUG por GUG, (iv) mutaciones en secuencias de codificacion que alteran la actividad
enzimatica (v) mutaciones, inserciones o supresion en la secuencia de codificacién que altera la estabilidad de la
proteina y (vi) mutaciones que alteran la vida media de ARNm de piruvato descarboxilasa.

2. La levadura recombinante segun la reivindicacion 1, en donde la levadura recombinante dicha comprende uno o
mas constructos de ADN seleccionados en un grupo que comprende las siguientes férmulas:

(1) 5-[Gen 1]1-3 y 5'-[Gen 2]x2-3’ y 5'-[Gen 3]xs-3’ y 5’-[Gen 4]x4-3,

(1) 5’-[Gen 1]x1-[Gen 2]x2-[Gen 3]xs-3’ y 5’-[Gen 4]x4-3’,

(1) 5°-[Gen 1]x1-[Gen 2]x2-3’ y 5’-[Gen 3]x3-[Gen 4]x4-3’,

(IV) 5°-[Gen 1]x1-[Gen 2]xe-[Gen 3]xs-[Gen 4]x4-3", y

Una combinaciéon de las mismas,

En las que:

- “Gen 17 significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE;

- “Gen 2” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente del gen 1;

- “Gen 3” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferentes de los genes 1y 2;

- “Gen 4” significa un acido nucleico seleccionado de un grupo que comprende ALS, ALD, BDH o NOXE pero
diferente de los genes 1 a 3;

- “ALS” es un acido nucleico que codifica una acetolactato sintasa;

- “ALD” es un acido nucleico que codifica una acetolactato descarboxilasa;
- “BDH” es un acido nucleico que codifica una butanodiol deshidrogenasa;
- “NOXE” es un acido nucleico que codifica una NADH oxidasa;

- cada uno de “x1”, “x2”, “x3” y “x4”, uno independientemente de los otros, representa un nimero entero que oscila
de 0 a 50, preferiblemente de 0 a 20, y lo mas preferiblemente uno, y

Con tal que dicha levadura recombinante comprenda al menos un &cido nucleico que codifica para cada uno de
ALS, ALD, BDH y NOXE.

3. La levadura recombinante segun la reivindicacion 2, en la que la levadura recombinante dicha comprende al

menos un constructo de ADN de férmula (ll), en la que “Gen 4” significa un acido nucleico que codifica NADH
oxidasa.
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4. La levadura recombinante segun la reivindicacion 2 o 3, en la que la levadura recombinante dicha comprende al
menos uno, preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de formula (lla), idénticos o diferentes, en los que
cada formula (lla) tiene la siguiente férmula:

(la) 5'-[(prom5)y1-Gen 1-term5]xs-[prom1-Gen 1-term1]xi-[prom2-Gen 2-term2]xe-[prom3-Gen 3-(term3):1]x3-3’ y 5'-
[(prom4)y2-Gen 4-(term4)z2]xa-3’

En la que:

- Gen 1, Gen 2, Gen 3 y Gen 4 son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 2 0 3, y “x1”, “x2”, “x3” y
“x4” son como se definen en la reivindicacion 2;

- “x5” representa un nimero entero igual a0 o 1;

- “y17, y2”, “z1” y “z2”, uno independientemente de los otros, representan un numero entero igual a0 o 1;

- cuando dicha levadura recombinante comprende al menos dos constructos de ADN de férmula (lla), entonces “x1”
a “x5”, "y1”, “y2”, “z1”y “z2” pueden ser idénticos o diferentes;

- “prom 1” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 1;
- “prom 2” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 2;
- “prom 3” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 3;
- “prom 4” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica el gen 4;

- “prom5” es una secuencia reguladora que controla la expresion del Gen 1, siendo dicho prom5 idéntico o diferente
de prom1;

- “term1” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 1;

- “term2” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gen 2;

- “term3” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresién de la secuencia que codifica el
gen 3;

- “term4” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica el
gend;y

- “term5” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion del Gen 1, siendo dicho term5
idéntico o diferente de term1.

5. La levadura recombinante segln cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en la que la levadura recombinante
dicha comprende al menos uno, preferiblemente al menos dos, constructo(s) de ADN de férmula (Ilb), idénticos o
diferentes, en los que cada formula (llb) tiene la siguiente férmula:

(lb)  5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]xe-[prom3-BDH-(term3)z1]xs-3° 'y  5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]x4-3’

En la que:

- ALS, ALD, BDH y NOXE son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones anteriores; “x1”, “x2”, “x3” y
“x4” son como se definen en la reivindicacion 2; y “x5” e “y1”, “y2”, “z1” y “z2” son como se definen en la
reivindicacion 4;

- cuando dicha levadura recombinante comprende al menos dos constructos de ADN de férmula (Ilb), entonces “x1”
a “x5”, "y1”, “y2”, “z1” y “z2” pueden ser idénticos o diferentes;

- “prom 1” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
sintasa;

- “prom 2” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la acetolactato
descarboxilasa;

- “prom 3” es una secuencia reguladora que controla la expresién de la secuencia que codifica la butanodiol
deshidrogenasa;
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- “prom 4” es una secuencia reguladora que controla la expresion de la secuencia que codifica la NADH oxidasa;

- “prom5” es una secuencia reguladora que controla la expresién de la secuencia que codifica la acetolactato
sintasa, siendo dicha prom5 idéntica o diferente de prom1;

- “term1” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato sintasa;

- “term2” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato descarboxilasa;

- “term3” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
butanodiol deshidrogenasa;

- “term4” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
NADH oxidasa; y

- “term5” es una secuencia terminadora de la transcripcion que termina la expresion de la secuencia que codifica la
acetolactato sintasa, siendo dicho term5 idéntico o diferente del term1.

6. La levadura recombinante segln cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la levadura recombinante
comprende al menos dos constructos de ADN de férmula (Il), (lla) o (llb), con tal que todas las copias del acido
nucleico de NOXE estén situadas en uno solo de los al menos dos constructos de ADN de férmula (l1), (lla) o (lIb).

7. La levadura recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en la que la levadura recombinante
dicha comprende al menos dos, preferiblemente estrictamente dos, constructos de ADN de las siguientes formulas

(llc) y (lld):

(llc) 5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]x2-[prom3-BDH- (term3)1]x3-3’ y 5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]xe-3’; y

(ld) 5’-[(prom5)y1-ALS-term5]xs-[prom1-ALS-term1]x1-[prom2-ALD-term2]x2-[prom3-BDH-(term3)z1]x3-3’ y 5-
[(prom4)y2-NOXE-(term4)z2]x7-3’;

En las que:

- ALS, ALD, BDH y NOXE son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones anteriores; “prom1”, “prom2”,
“prom3”, “prom4”, “prom5”, “term1”, “term2”, “term3”, “term4” y “term5” son como se definen en las reivindicaciones 4

a 5; “x17, “*x2” y “x3” son como se definen en la reivindicacion 2; y “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” son como se definen en
la reivindicacién 4;

- “x1” a “x3”, “x5”, “y1”, “y2”, “z1” y “z2” que son para cada una de las formulas (lIc) y (lld) idénticos o diferentes; y

- “x6” y “x7” representa numeros enteros que oscilan de 0 a 50, preferiblemente 0 a 20, preferiblemente de 0 a 12,
mas particularmente de 2 a 5, preferiblemente de 3 a 4, y mejor alun igual a 3, con tal que uno entre “x6” y “x7”
represente 0.

8. La levadura recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el (los) acido(s)
nucleico(s) que codifica(n) la acetolactato sintasa o ALS es/son acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del grupo que
consiste en secuencias que tienen al menos 65%, preferiblemente al menos 80%, de identidad de &acido nucleico con
las secuencias de acido nucleico SEQ ID NO:1, 3y 5.

9. La levadura recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el (los) acido(s)
nucleico(s) que codifica(n) la acetolactato descarboxilasa o ALD es/son acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del
grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 36%, preferiblemente al menos 80%, de identidad de acido
nucleico con las secuencias de &cido nucleico SEQ ID NO:7, 9y 11.

10. La levadura recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el (los) acido(s)
nucleico(s) que codifica(n) la butanodiol deshidrogenasa o BDH es/son acido(s) nucleico(s) seleccionado(s) del
grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 63%, preferiblemente al menos 80% de identidad de acido
nucleico con las secuencias de &cido nucleico SEQ ID NO: 13, 15,17 y 19.

11. La levadura recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que cada uno de los acidos
nucleicos que codifican acetolactato sintasa, acetolactato descarboxilasa, butanodiol deshidrogenasa, y NADH
oxidasa esta bajo el control de un promotor, idéntico o diferente, caracterizandose dichos promotores por una
secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en secuencias que tienen al menos 80% de
identidad de &cido nucleico con las secuencias de acido nucleico SEQ ID NO:29 a 39, 49 y 50.

87



10

15

ES 2776361 T3

12. La levadura recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que cada uno de los acidos
nucleicos que codifican acetolactato sintasa, acetolactato descarboxilasa, butanodiol deshidrogenasa, y NADH
oxidasa esta bajo el control de un terminador de transcripcién, idéntico o diferente, caracterizandose dichos
terminadores de transcripcién por una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en
secuencias que tienen al menos 80% de identidad de &cido nucleico con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO:40 a 48.

13. La levadura recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una o
mas copias de unos acidos nucleicos que codifican una NADH oxidasa o NOXE seleccionada del grupo que
comprende Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus brevis, y una mezcla de los mismos.

14. El uso de una levadura recombinante como se define segun las reivindicaciones 1 a 13, para la produccién de
2,3-butanodiol (BDO) y/o derivados directos del mismo, seleccionandose en particular dichos derivados directos de
2,3-butanodiol (BDO) del grupo que consiste en butanodieno (BDE), metiletilcetona (MEK) o una mezcla de los
mismos.

15. El método para producir 2,3-butanodiol (BDO), comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) cultivar una levadura recombinante tal como se define segun las reivindicaciones 1 a 13 en un medio de cultivo
apropiado; y

(c) recuperar el 2,3-butanodiol (BDO).

16. El método segun la reivindicacién anterior, en el que el medio de cultivo dicho comprende una fuente de
carbono, preferiblemente seleccionada en un grupo que comprende glucosa y sacarosa.
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