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DESCRIPCION
Reduccién en la produccién de acetato por levadura que sobreexpresa pab1
Campo técnico

Las presentes composiciones y métodos se refieren a levadura modificada que sobreexpresa proteina de unién a
poliadenilato (PAB1). La levadura produce una cantidad disminuida de acetato en comparacion con sus células
originales. Dicha levadura es particularmente (til para la produccion a gran escala de etanol a partir de sustratos de
almidén, donde el acetato es un subproducto indeseable.

Antecedentes

La produccién de etanol basada en levaduras de primera generacion convierte los glicidos en etanol combustible. La
produccién anual de etanol combustible por levadura es de aproximadamente 90 mil millones de litros en todo el
mundo (Gombert, A.K. y van Maris. A.J. (2015) Curr. Opin. Biotechnol. 33:81-86). Se estima que aproximadamente un
70 % del coste de la produccién de etanol es la materia prima. Como el volumen de produccién es tan grande, incluso
pequefias mejoras en el rendimiento tienen un impacto econémico masivo en la industria.

La ruta de la fosfocetolasa (PKL) se ha genomanipulado en levaduras para aumentar la produccion de etanol, como
se describe en el documento W02015148272 (Miasnikov et al.). Desafortunadamente, las cepas manipuladas también
producen mas acetato que la levadura original. El acetato no es un subproducto deseable, ya que tiene efectos
negativos sobre el crecimiento y la fermentacién de la levadura. Ademas, el acetato reduce el pH del agua que queda
de la fermentacion y la destilacién, denominado fondaje, que tipicamente se reutiliza para licuacién de un lote posterior
de sustrato. Como resultado, los productores de etanol deben ajustar el pH del fondaje (o licuado) o aumentar la
cantidad de agua nueva usada para la licuacién.

El documento US2014/273144A1 se refiere al uso de fosfocetolasa y fosfotransacetilasa para la produccién de
compuestos derivados de acetil-coenzima A.

Existe la necesidad de controlar la cantidad de acetato producido por la levadura, particularmente levadura manipulada
que tiende a producir una cantidad aumentada de acetato.

Sumario

La presente invencién se define por las reivindicaciones adjuntas. Las presentes composiciones y métodos se refieren
a levadura modificada que sobreexpresa el polipéptido PAB1 como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada
I. Definiciones

Antes de describir la presente levadura y métodos en detalle, se definen los siguientes términos por motivos de
claridad. A los términos no definidos se les debe conceder sus significados habituales como se usan en la técnica
pertinente.

Como se usa en este documento, el término "alcohol" se refiere a un compuesto organico en que un grupo funcional
hidroxilo (-OH) se une a un atomo de carbono saturado.

Como se usa en este documento, las expresiones "células de levadura", "cepas de levadura" o simplemente "levadura”
se refieren a organismos de los filos Ascomycota y Basidiomycota. Levaduras ejemplares son levaduras de gemacién
del orden Saccharomycetales. Ejemplos particulares de levadura son Saccharomyces spp., incluyendo, aunque sin
limitacion, S. cerevisiae. Las levaduras incluyen organismos usados para la produccién de alcohol combustible, asi
como organismos usados para la produccién de alcohol potable, incluyendo cepas de levadura especializadas y
patentadas usadas para preparar cervezas con sabores distintivos, vinos y otras bebidas fermentadas.

Como se usa en este documento, la expresion "células de levadura manipuladas"”, "células de levadura variantes",
"células de levadura modificadas" o expresiones similares, se refieren a levaduras que incluyen modificaciones
genéticas y caracteristicas descritas en este documento. Las levaduras variantes/modificadas no incluyen levaduras
de origen natural.

Como se usan en este documento, los términos "polipéptido” y "proteina” (y sus formas plurales respectivas) se usan
indistintamente para referirse a polimeros de cualquier longitud que comprenden residuos aminoacidicos ligados
mediante enlaces peptidicos. En este documento se usan los codigos convencionales de una letra o tres letras para
los residuos aminoacidicos y todas las secuencias se presentan en la direccién del extremo N al extremo C. El polimero
puede comprender aminoacidos modificados, y puede estar interrumpido por elementos que no son aminoacidos. Las
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expresiones también abarcan un polimero de aminoacidos que se ha modificado de forma natural o mediante
intervencién; por ejemplo, formacién de enlaces disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacién, fosforilacion o cualquier
otra manipulacién o modificacion, tal como conjugacién con un componente de marcaje. También se incluyen dentro
de la definicién, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por
ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica.

Como se usa en este documento, se considera que proteinas funcional y/o estructuralmente similares son "proteinas
relacionadas" u "homoélogos". Dichas proteinas pueden derivar de organismos de diferentes géneros y/o especies, 0
diferentes clases de organismos (por ejemplo, bacterias y hongos), o disefiarse artificialmente. Las proteinas
relacionadas también abarcan homoélogos determinados por analisis de la secuencia primaria, determinados por
andlisis de la estructura secundaria o terciaria, o determinados por reactividad cruzada inmunolégica, o determinados
por sus funciones.

Como se usa en este documento, la expresion "proteina homéloga” se refiere a una proteina que tiene actividad y/o
estructura similar a una proteina de referencia. No se pretende que los homélogos estén necesariamente relacionados
evolutivamente. Por tanto, se pretende que la expresién abarque enzima o enzimas iguales, similares o
correspondientes (es decir, en términos de estructura y funcién) obtenidas de diferentes organismos. En algunas
realizaciones, es deseable identificar un homélogo que tenga una estructura cuaternaria, terciaria y/o primaria similar
a la proteina de referencia. En algunas realizaciones, las proteinas homoélogas inducen una o mas respuestas
inmunolégicas similares a una proteina de referencia. En algunas realizaciones, proteinas homélogas se manipulan
para que produzca enzimas con una o mas actividades deseadas.

El grado de homologia entre secuencias puede determinarse usando cualquier método adecuado conocido en la
técnica (véase, por ejemplo, Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; Needleman y Wunsch (1970) J. Mol.
Biol., 48:443; Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444; programas tales como GAP, BESTFIT,
FASTA y TFASTA del Wisconsin Genetics Software Package (Genetics Computer Group, Madison, WI); y Devereux
et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12:387-95).

Por ejemplo, PILEUP es un programa util para determinar niveles de homologia de secuencias. PILEUP crea una
alineacién de muiltiples secuencias a partir de un grupo de secuencias relacionadas usando alineaciones por pares
progresivas. También puede trazar un arbol que muestra las relaciones de agrupamientos usadas para crear la
alineacién. PILEUP usa una simplificacion del método de alineacién progresiva de Feng y Doolittle (Feng y Doolittle
(1987) J. Mol. Evol. 35:351-60). El método es similar al descrito por Higgins y Sharp ((1989) CABIOS 5: 151-53). Los
parametros Utiles de PILEUP incluyen una carga por hueco por defecto de 3,00, una carga por longitud de hueco por
defecto de 0,10 y huecos finales ponderados. Otro ejemplo de un algoritmo util es el algoritmo BLAST, descrito por
Altschul et al. ((1990) J. Mol. Biol. 215:403-10) y Karlin et al. ((1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-87). Un
programa BLAST particularmente util es el programa WU-BLAST-2 (véase, por ejemplo, Altschul et al. (1996) Meth.
Enzymol. 266:460-80). Los parametros "W", "T" y "X" determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacién. El
programa BLAST usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase, por
ejemplo, Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915), alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de
10, M'5, N'-4 y una comparacién de ambas hebras.

Como se usan en este documento, las expresiones "sustancialmente similar" y "sustancialmente idéntico”, en el
contexto de al menos dos acidos nucleicos o polipéptidos, tipicamente significa que un polinucleétido o polipéptido
comprende una secuencia que tiene al menos aproximadamente un 70 % de identidad, al menos aproximadamente
un 75 % de identidad, al menos aproximadamente un 80 % de identidad, al menos aproximadamente un 85 % de
identidad, al menos aproximadamente un 90 % de identidad, al menos aproximadamente un 91 % de identidad, al
menos aproximadamente un 92 % de identidad, al menos aproximadamente un 93 % de identidad, al menos
aproximadamente un 94 % de identidad, al menos aproximadamente un 95% de identidad, al menos
aproximadamente un 96 % de identidad, al menos aproximadamente un 97 % de identidad, al menos
aproximadamente un 98 % de identidad o incluso al menos aproximadamente un 99 % de identidad, o mas, en
comparacién con la secuencia de referencia (es decir, natural). El porcentaje de identidad de secuencia se calcula
usando el algoritmo CLUSTAL W con parametros por defecto. Véase Thompson et al. (1994) Nucleic Acids Res.
22:4673-4680. Los parametros por defecto para el algoritmo CLUSTAL W son:

?Penalizacién por abertura de hueco: §10,0
Penahzamonporextenswndehueco .................................................................................... 005 ...................................................................
?Matriz de ponderacion de proteinas: §serie BLOSUM :
MatrlzdeponderamondeADNILTB
% de retardo de secuencias divergentes: 40

Dlstanmadeseparamondehueco ........................................................................................... s
?Carga por transiciones de ADN: 0,50
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?Lista de residuos hidrofilos:

?Uso de matriz negativa:

‘Alternancia de penalizaciones especificas de residuo:

iAlternancia de penalizaciones hidréfilas:

§Alternancia de penalizaciones por separacion de hueco final

Otra indicacion de que dos polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el primer polipéptido es reactivo de
forma cruzada inmunolégicamente con el segundo polipéptido. Tipicamente, los polipéptidos que difieren en
sustituciones aminoacidicas conservativas son reactivos de forma cruzada inmunolégicamente. Por tanto, un
polipéptido se sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, donde los dos péptidos difieren
solamente en una sustitucién conservativa. Ofra indicacién de que dos secuencias de acido nucleico son
sustancialmente idénticos es que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones rigurosas (por ejemplo, en un
intervalo de rigurosidad de media a alta).

Como se usa en este documento, el término "gen" es sindénimo del término "alelo" en referencia a un acido nucleico
que codifica y dirige la expresién de una proteina o ARN. Las formas vegetativas de hongos filamentosos en general
son haploides, por lo tanto, una sola copia de un gen especificado (es decir, un solo alelo) es suficiente para conferir
un fenotipo especificado. El término "alelo" en general se prefiere cuando un organismo contiene mas de un gen
similar, en cuyo caso cada diferente gen similar se denomina "alelo” distintivo.

Como se usa en este documento, expresion "constitutiva" se refiere a la produccion de un polipéptido codificado por
un gen particular en esencialmente todas las condiciones de crecimiento tipicas, en oposicién a la expresion
"condicionada”, que requiere la presencia de un sustrato, temperatura o similar particular para inducir o activar la
expresion.

Como se usa en este documento, la expresion "expresar un polipéptido" y expresiones similares se refieren al proceso
celular de producir un polipéptido usando la maquinaria de traduccién (por ejemplo, ribosomas) de la célula.

Como se usa en este documento, "sobreexpresar un polipéptido”, "aumentar la expresiéon de un polipéptido" y
expresiones similares, se refieren a expresar un polipéptido a niveles mayores de los normales en comparacién con
los observados con células originales o "naturales" que no incluyen un modificacién genética especifica.

Como se usa en este documento, un "casete de expresion" se refiere a un fragmento de ADN que incluye un promotor,
una region codificante de aminoacidos y un terminador (es decir, promotor: :regién codificante de aminoacidos:
‘terminador) y otra secuencia de acido nucleico necesaria para permitir que el polipéptido codificado se produzca en
una célula. Los casetes de expresién pueden ser exdégenos (es decir, introducidos en una célula) o endbégenos (es
decir, existentes en una célula).

Como se usan en este documento, los término "fusionado" y "fusiéon" con respecto a dos fragmentos de ADN, tal como
un promotor y la region codificante de un polipéptido se refieren a un enlace fisico que provoca que los dos fragmentos
de ADN sean una sola molécula.

Como se usa en este documento, los términos "natural" y "sin mutaciones" se usan indistintamente y se refieren a
genes, proteinas o cepas encontrados en la naturaleza, o que no se han modificado intencionadamente para el
aprovechameinto de la levadura descrita en la presente.

Como se usa en este documento, la expresién "proteina de interés" se refiere a un polipéptido que se desea expresar
en la levadura modificada. Dicha proteina puede ser una enzima, una proteina de unién a sustrato, una proteina activa
en superficie, una proteina estructural, un marcador de seleccién, un transductor de sefiales, un receptor, un
transportador, un factor de transcripcion, un factor de traduccién, un cofactor o similares, y puede expresarse. La
proteina de interés esta codificada por un gen endégeno o un gen heterdlogo (es decir, "gen de interés") con respecto
a la cepa original. La proteina de interés puede expresarse de forma intracelular o como una proteina secretada.

Como se usa en este documento, "alteracion de un gen" se refiere ampliamente a cualquier manipulacién genética o
quimica, es decir, mutacién, que evita sustancialmente que una célula produzca un producto génico funcional, por
ejemplo, una proteina, en una célula hospedadora. Métodos ejemplares de alteracion incluyen eliminaciéon completa o
parcial de cualquier parte de un gen, incluyendo una secuencia codificante de polipéptido, un promotor, un potenciador
u otro elemento regulador, o mutagénesis de los mismos, donde la mutagénesis abarca sustituciones, inserciones,
eliminaciones, inversiones y combinaciones y variaciones, de los mismos, cualquiera de dichas mutaciones evita
sustancialmente la produccion de un producto génico funcional. Un gen también puede alterarse usando CRISPR,
iARN, antisentido o cualquier otro método que anule la expresion génica. Un gen puede alterarse por eliminaciéon o
manipulacién genética de elementos de control no adyacentes. Como se usa en este documento, "eliminacién de un
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gen" se refiere a su retirada del genoma de una célula hospedadora. Cuando un gen incluye elementos de control (por
ejemplo, elementos potenciadores) que no estan ubicados inmediatamente adyacentes a la secuencia codificante de
un gen, la eliminacién de un gen se refiere a la eliminacién de la secuencia codificante, y opcionalmente elementos
potenciadores adyacentes, incluyendo, aunque sin limitacién, por ejemplo, secuencias promotoras y/o terminadoras,
pero no requiere la eliminacion de elementos de control no adyacentes. La eliminacién de un gen también se refiere a
la eliminacién de una parte de la secuencia codificante, o una parte del promotor inmediatamente o no inmediatamente
adyacente a la secuencia codificante, donde no hay actividad funcional del gen de interés encontrado en la célula
manipulada.

Como se usa en este documento, la expresiones "manipulacién genética" y "alteracién genética" se usan
indistintamente y se refieren a la alteracion/cambio de una secuencia de acido nucleico. La alteracién puede incluir,
aungue sin limitacién, una sustitucion, eliminacion, insercién o modificacion quimica de al menos un acido nucleico en
la secuencia de acido nucleico.

Como se usa en este documento, un "polipéptido/proteina funcional" es una proteina que posee una actividad, tal
como una actividad enzimatica, una actividad de unioén, una propiedad activa en superficie, un transductor de sefiales,
un receptor, un transportador, un factor de transcripcién, un factor de traduccién, un cofactor o similares, y que no se
ha mutagenizado, truncado o modificado de otro modo para anular o reducir esa actividad. Los polipéptidos funcionales
pueden ser termoestables o termoinestables, segin se especifique.

Como se usa en este documento, "un gen funcional" es un gen que puede usarse por los componentes celulares para
producir un producto génico activo, tipicamente una proteina. Los genes funcionales son la antitesis de los genes
alterados, que se modifican de modo que no puedan usarse por los componentes celulares para producir un producto
génico activo, o tienen una capacidad reducida de usarse por los componentes celulares para producir un producto
génico activo.

Como se usa en este documento, las células de levadura se han "modificado para evitar la produccion de una proteina
especificada" si se han alterado genética o quimicamente para evitar la produccién de una proteina/polipéptido
funcional que presenta una actividad caracteristica de la proteina natural. Dichas modificaciones incluyen, aunque sin
limitacion, eliminacion o alteracién del gen que codifica la proteina (como se describe en este documento), modificacion
del gen de modo que el polipéptido codificado carezca de la actividad mencionada anteriormente, modificacion del
gen para influir en el proceso postraduccional o estabilidad, y combinaciones de los mismos.

Como se usa en este documento, "atenuacién de una ruta" o "atenuacion del flujo a través de una ruta", es decir, una
ruta bioquimica, se refiere ampliamente a cualquier manipulaciéon genética o quimica que reduzca o detenga
completamente el flujo de sustratos bioquimicos o intermedios a través de una ruta metabdlica. La atenuacién de una
ruta puede conseguirse mediante una diversidad de métodos bien conocidos. Dichos métodos incluyen, aunque sin
limitacién: eliminacién completa o parcial de uno o mas genes, remplazo de alelos naturales de estos genes con formas
mutantes que codifican enzimas con actividad catalitica reducida o valores de Km aumentados, modificacién de los
promotores u otros elementos reguladores que controlan la expresiéon de uno o mas genes, manipulacién de las
enzimas o el ARNm que codifica estas enzimas para una estabilidad disminuida, direccién incorrecta de las enzimas
a compartimentos celulares donde hay menos probabilidad de que interactlien con el sustrato y los intermedios, el uso
de ARN interferente y similares.

Como se usa en este documento, "fermentacion aerébica" se refiere al crecimiento en presencia de oxigenos.
Como se usa en este documento, "fermentacion anaerbbica" se refiere al crecimiento en ausencia de oxigeno.

Como se usa en este documento, la expresion "fin de la fermentacion” se refiere a la fase de fermentacioén cuando la
ventaja econdémica de continuar la fermentacion para producir una pequefia cantidad de alcohol adicional se excede
por el coste de continuar la fermentacion en términos de costes fijos y variables. En un sentido mas general, "fin de la
fermentacion" se refiere al punto donde una fermentaciéon ya no producira una cantidad significativa de alcohol
adicional, es decir, no méas de aproximadamente un 1 % de alcohol adicional, o no queda mas sustrato para produccién
de mas alcohol.

Como se usa en este documento, la expresién "flujo de carbono” se refiere a la tasa de recambio de moléculas de
carbono a través de una ruta metabdlica. El flujo de carbono se regula por enzimas implicadas en rutas metabdlicas,
tal como la ruta para el metabolismo de la glucosa y la ruta para el metabolismo de la maltosa.

Como se usan en este documento, los articulos singulares "uno/o", "una"y "el/la" abarcan los referentes plurales salvo
que el contexto indique claramente lo contrario. Las siguientes abreviaturas/acronimos tienen los siguientes
significados salvo que se indique lo contrario:

EC comisién de enzimas

PKL fosfocetolasa
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PTA fosfotransacetilasa

AADH acetaldehido deshidrogenasas
ADH alcohol deshidrogenasa

EtOH etanol

AA a-amilasa

GA glucoamilasa

°C grados Celsius

pb pares de bases

ADN acido desoxirribonucleico

ds o DS sélidos secos

gogm gramo

o/l gramos por litro

H20 agua

HPLC cromatografia de liquidos de alto rendimiento
hroh hora

kg kilogramo

M molar

mg miligramo

mL o ml mililitro

min minuto

mM milimolar

N normal

Nm nanémetro

PAB1  proteina de unién a poliadenilato
PCR reaccion en cadena de la polimerasa
ppm partes por millén

A se refiere a una eliminacion

Hg microgramo

puL y pl microlitro

UM micromolar

Il. Células de levadura modificadas que tienen expresion aumentada de PAB1
Se describen levaduras modificadas y métodos que tienen una alteracion genética que provoca la produccién de

cantidades aumentadas de polipéptidos PAB1 en comparacién con las correspondientes células originales (es decir,
idénticas por lo demas). PAB1 es la proteina principal de unién a poli(A) en levaduras. Es una proteina multifuncional
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de aproximadamente 577 residuos aminoacidicos que media muchas funciones celulares asociadas con la cola 3'-
poli(A) de los ARN mensajeros (véase, por ejemplo, Brune, C. et al. (2005) RNA. 11:517-531). La sobreexpresion de
PAB1 aumentaba la tolerancia a las agresiones de las levaduras manipuladas (Martani, F. et al., (2015), Sci. Rep. 5:
18318; doi: 10.1038/srep18318). Hasta ahora no se ha hecho una asociacién entre la expresion de PAB1 y la reduccién
de acetato en levaduras manipuladas.

Los solicitantes han descubierto que las células de levadura que sobreexpresan polipéptidos PAB1 producen una
cantidad disminuida de acetato en comparacién con células originales idénticas por lo demas. El acetato disminuido
es deseable ya que el acetato afecta de forma adversa al crecimiento y fermentacion de las levaduras y adicionalmente
provoca fondaje que tienen un pH menor que el deseable, lo que requiere ajuste del pH o el uso de mas agua nueva
para diluir el fondaje.

En algunas realizaciones, el aumento en la cantidad de polipéptidos PAB1 producida por las células modificadas es
un aumento de al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 70 %, al
menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos un 200 %, al menos un 500 %, al menos un 1000 % 0 mas,
especialmente en la fase tardia de fermentacién, en comparacion con la cantidad de polipéptidos PAB1 producida por
células originales cultivadas en las mismas condiciones.

En algunas realizaciones, el aumento en la cantidad de polipéptidos PAB1 producida por las células modificadas es al
menos 2 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces 0 mas, en comparacion
con la cantidad de polipéptidos PAB1 producida por células originales cultivadas en las mismas condiciones.

En algunas realizaciones, el aumento en la potencia del promotor usado para controlar la expresion de los polipéptidos
PAB1 producida por las células modificadas es al menos 2 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 13
veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces 0 mas, en comparacion con la potencia del promotor natural que controla
la expresién de PAB1, en funcién de la cantidad de ARNm producido. Los datos de RNAseq (véase, por ejemplo,
Wang, Z. et al. (2009) Nature Rev. Gen. 10:57-63) indican que el promotor EFB1 usado para el casete de expresion
de PAB1 ejemplificado es aproximadamente 13 veces mas fuerte que el promotor normal de PAB1.

En algunas realizaciones, la disminucion en la produccién de acetato por las células modificadas es una disminucién
de al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %,
al menos un 40 % o al menos un 50 % o mas, en comparacién con la cantidad de acetato producida por células
originales cultivadas en las mismas condiciones.

Preferiblemente, la expresion aumentada de PAB1 se consigue mediante manipulacion genética usando técnicas de
biologia molecular especificas de secuencia, en oposicion a la mutagénesis quimica, que en general no esta dirigida
a secuencias especificas de acido nucleico. Sin embargo, la mutagénesis quimica no se excluye como método para
preparar células de levadura modificadas.

En algunas realizaciones, las presentes composiciones y métodos implican introducir en células de levadura un acido
nucleico que puede dirigir la sobreexpresion, o expresion aumentada, de un polipéptido PAB1. Métodos particulares
incluyen, aunque sin limitacién, (i} introducir un casete de expresién exégeno para producir el polipéptido en una célula
hospedadora, opcionalmente ademas de un casete de expresién enddgeno, (ii) sustituir un casete de expresion
exégeno con un casete endégeno que permita la produccién de una cantidad aumentada del polipéptido, (iii) modificar
el promotor de un casete de expresion endégeno para aumentar la expresion, (iv) aumentar el nimero de copias de
casetes iguales o diferentes para la sobreexpresion de PAB1, y/o (v) modificar cualquier aspecto de la célula
hospedadora para aumentar la semivida del polipéptido en la célula hospedadora.

En algunas realizaciones, la célula original que ya esta modificada incluye un gen de interés, tal como un gen que
codifica un marcador de seleccién, enzima que procesa carbohidratos u otro polipéptido. En algunas realizaciones, se
introduce posteriormente un gen de interés en las células modificadas.

En algunas realizaciones, la célula original que ya esta modificada incluye una ruta de interés manipulada, tal como
una ruta PKL para aumentar la produccién de etanol, o cualquier otra ruta para aumentar la produccién de alcohol.

La secuencia de aminoacidos del polipéptido PAB1 de S. cerevisiaeejemplificado se muestra, a continuacién, como
SEQ ID NO: 1:

MADITDKTAEQLENLNIQDDOKQAATGSESQOSVENSSASLYVGDLEPSVSEAHLYDIEFSPIG
SVSSIRVCRDAITKTSLGYAYVNFNDHEAGRKATEQLNYTPIKGRLCRIMWSQRDPSLRKKG
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SGNIFIKNLHPDIDNKALYDTFEFSVEGDILSSKIATDENGKSKGEFGEFVHFEEEGAAKEAIDAL
NGMLLNGQEIYVAPHLSRKERDSQLEETKAHYTNLYVENINSETTDEQFQELFAKFGPIVSA
SLEKDADGKLKGEFGEVNYEKHEDAVKAVEALNDSELNGEKLYVGRAQKKNERMHVLKKQYEA
YRLEKMAKYQGVNLEVKNLDDSVDDEKLEEEFAPYGTITSAKVMRTENGKSKGEGEVCESTP
EEATKAITEKNQQIVAGKPLYVAIAQRKDVRRSQLAQOIQARNOMRY QQATAAAAAAAAGMP
GQFMPPMEYGVMPPRGVPENGPNPQOMNPMGGMPKNGMPPQERNGPVYGVPPQGGEPRNAND
NNOFYQOKQROALGEQLYKKVSAKTSNEEAAGKITCGMILDLPPQEVFPLLESDELFEQHYKE
ASAAYESFKKEQEQQTEQA

La base de datos del NCBI incluye mas de 100 entradas para polipéptidos PAB1 de S. cerevisiae. No se espera que
las variaciones naturales en la secuencia de aminoacidos afecten a su funcion. Ademas, en funcion de dichos datos
de BLAST y Clustal W, es evidente que el polipéptido PAB1 de S. cerevisiae ejemplificado comparte un alto grado de
identidad de secuencia con polipéptidos de otros organismos, y se espera que la sobreexpresién de proteinas funcional
y/o estructuralmente similares, proteinas homoélogas y/o proteinas sustancialmente similares o idénticas, produzca
resultados beneficiosos similares.

En realizaciones particulares de las presentes composiciones y métodos, la secuencia de aminoacidos del polipéptido
PAB1 que se sobreexpresa en células de levadura modificadas tiene al menos aproximadamente un 70 %, al menos
aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 91 %, al menos aproximadamente un 92 %, al menos
aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 94 %, al menos aproximadamente un 95 %, al menos
aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos aproximadamente un 98 % o incluso al
menos aproximadamente un 99 % de identidad, con SEQ ID NO: 1.

lll. Células de levadura modificadas que tienen expresion aumentada de PAB1 en combinacion con genes de
una ruta PKL exoégena

La expresién aumentada de PAB1 puede combinarse con la expresién de genes de la ruta PKL para reducir la
produccién de cantidades elevadas de acetato, que esta asociada con la introduccion de una ruta PKL exdégena en
lavaduras.

Se han descrito previamente células de levadura manipuladas que tienen una ruta PKL heteréloga en el documento
WQ02015148272 (Miasnikov et al.). Estas células expresan fosfocetolasa (PKL), fosfotransacetilasa (PTA) y acetil
deshidrogenasa acetilante (AADH) heterolélogas, opcionalmente con otras enzimas, dirigir el flujo de carbono lejos de
la ruta de glicerol y hacia la sintesis de acetil-CoA, que después se convierte en etanol. Dichas células modificadas
tienen capacidad de produccion aumentada de etanol en un proceso de fermentacién en comparacién con células de
levadura originales idénticas por lo demas.

IV. Combinacién de produccion aumentada de PAB1 activa con otras mutaciones que afectan a la produccion
de alcohol

En algunas realizaciones, ademas de expresar cantidades aumentadas de polipéptidos PAB1 activos, opcionalmente
en combinacién con introducir una ruta PKL exégena, las presentes células de levadura modificadas incluyen
modificaciones adicionales que afectan a la produccién de etanol.

Las células modificadas pueden incluir ademas mutaciones que provocan la atenuacién de la ruta natural de
biosintesis de glicerol y/o la ruta de reutilizacién de glicerol, que se sabe que aumentan la produccién de alcohol. Los
métodos para la atenuacion de la ruta de biosintesis de glicerol en levaduras son conocidos e incluyen reduccién o
eliminacioén de la actividad de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GPD) dependiente de NAD o la glicerol fosfato
fosfatasa (GPP) enddgena, por ejemplo, al alterar uno o mas de los genes GPD1, GPD2, GPP1 y/o GPP2. Véanse,
por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.2 9.175.270 (Elke et al.), 8.795.998 (Pronk et al.) y 8.956.851 (Argyros
et al). Métodos para potenciar la ruta de reutilizacién de glicerol por sobreexpresion de la glicerol deshidrogenasa
(GCY1) y la dihidroxiacetona cinasa (DAK1) para convertir el glicerol en fosfato de dihidroxiacetona (Zhang et al.; J
Ind Microbiol Biotechnol (2013) 40:1153-1160).

La levadura modificada puede presentar ademas actividad aumentada de la acetil-CoA sintasa (también denominada
acetil-CoA ligasa) (EC 6.2.1.1) para aceptar (es decir, capturar) el acetato producido por hidrélisis quimica o enzimatica
de acetil-fosfato (o0 presente en el medio de cultivo de la levadura por cualquier otra razén) y lo convierte en Ac-CoA.
Esto reduce parcialmente el efecto indeseable del acetato sobre el crecimiento de las células de levadura y puede
contribuir ademas a una mejora en el rendimiento del alcohol. Aumentan la actividad acetil-CoA sintasa puede
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conseguirse introduciendo un gen heterélogo de la acetil-CoA sintasa, aumentando la expresion de un gen endégeno
de la acetil-CoA sintasa y similares.

En algunas realizaciones, las células modificadas pueden incluir ademas un gen heterélogo que codifica una proteina
con actividad de la acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD* y/o un gen heterélogo que codifica
una piruvato-formiato liasa. La introduccién de dichos genes en combinacién con la atenuacién de la ruta de glicerol
se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.® 8.795.998 (Pronk et al.}. En algunas realizaciones de
las presentes composiciones y métodos, la levadura carece expresamente de uno o mas genes heterélogos que
codifican una acetaldehido deshidrogenasa acetilante, una piruvato-formiato liasa o ambas.

En algunas realizaciones, las presentes células de levadura modificadas ademas pueden sobreexpresar un polipéptido
similar a transportador de glicidos (STL1) para aumentar la captacion de glicerol (véase, por ejemplo, Ferreira et al.,
2005; Duskova et al., 2015 y el documento WO 2015023989 A1).

En algunas realizaciones, las presentes células de levadura modificadas incluyen ademds una ruta biosintética de
butanol. En algunas realizaciones, la ruta biosintética de butanol es una ruta biosintética de isobutanol. En algunas
realizaciones, la ruta biosintética de isobutanol comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que cataliza
la conversion de un sustrato a producto seleccionado del grupo que consiste en: (a) piruvato en acetolactato; (b)
acetolactato en 2,3-dihidroxiisovalerato; (c) 2,3-dihidroxiisovalerato en 2-cetoisovalerato; (d) 2-cetoisovalerato en
isobutiraldehido; y (e) isobutiraldehido en isobutanol. En algunas realizaciones, la ruta biosintética de isobutanol
comprende polinucledtidos que codifican polipéptidos que tienen actividad acetolactato sintasa, cetoacido
reductoisomerasa, dihidroxiacido deshidratasa, cetoisovalerato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa.

En algunas realizaciones, las células de levadura modificadas que comprende una ruta biosintética de butanol
comprenden ademas una modificacién en un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad piruvato
descarboxilasa. En algunas realizaciones, las células de levadura comprenden una eliminacién, mutacién y/o
sustitucion en un polinucleétido endégeno que codifica un polipéptido que tiene actividad piruvato descarboxilasa. En
algunas realizaciones, el polipéptido que tiene actividad piruvato descarboxilasa se selecciona del grupo que consiste
en: PDC1, PDC5, PDC6 y combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, las células de levadura
comprenden ademas una eliminacién, mutacién y/o sustitucién en uno o mas polinucleétidos endégenos que codifican
FRA2, ALD6, ADH1, GPD2, BDH1 e YMR226C.

V. Combinacion de expresion aumentada de PAB1 con otras mutaciones beneficiosas

En algunas realizaciones, ademas de la expresiéon aumentada de polipéptidos PAB1, opcionalmente en combinacién
con otras modificaciones genéticas que benefician la produccién de alcohol, las presentes células de levadura
modificadas incluyen ademas muchisimos genes adicionales de interés que codifican proteinas de interés. Pueden
introducirse genes adicionales de interés antes, durante o después de las manipulaciones genéticas que provocan la
produccién aumentada de polipéptidos HAC1 activos. Las proteinas de interés incluyen marcadores de seleccion,
enzimas que procesan carbohidratos, y otros polipéptidos comercialmente relevantes incluyendo, aunque sin
limitacion, una enzima seleccionada del grupo que consiste en una deshidrogenasa, una transcetolasa, una
fosfocetolasa, una transladolasa, una epimerasa, una fitasa, una xilanasa, una B-glucanasa, una fosfatasa, una
proteasa, una a-amilasa, una B-amilasa, una glucoamilasa, una pululanasa, una isoamilasa, una celulasa, una
trehalasa, una lipasa, una pectinasa, una poliesterasa, una cutinasa, una oxidasa, una transferasa, una reductasa,
una hemicelulasa, una mananasa, una esterasa, una isomerasa, una pectinasa, una lactasa, una peroxidasa y una
lacasa. Las proteinas de interés pueden secretarse, glucosilarse y modificarse de otro modo.

VI. Uso de la levadura modificada para produccion aumentada de alcohol

Las presentes composiciones y métodos incluyen métodos para aumentar la producciéon de alcohol y/o reducir la
produccién de glicerol, en reacciones de fermentacion. Dichos métodos no se limitan a un proceso de fermentacion
particular. Se espera que la presente levadura manipulada sea un remplazo "instantaneo" para la levadura de
costumbre en cualquier instalacion de fermentacién de alcohol. Aunque se pretende principalmente para la produccion
de alcohol combustible, la presente levadura también puede usarse para la produccion de alcohol potable, incluyendo
vino y cerveza.

VII. Células de levadura adecuadas para modificacion

Las levaduras son microorganismos eucariéticos unicelulares clasificados como miembros del reino de los hongos e
incluyen organismos de los filos Ascomycota y Basidiomycota. Las levaduras que pueden usarse para la produccién
de alcohol incluyen, aunque sin limitacién, Saccharomyces spp., incluyendo S. cerevisiae, asi como Kluyveromyces,
Lachanceay Schizosaccharomyces spp. Numerosas cepas de levadura estan disponibles en el mercado, muchas de
ellas se han seleccionado o genomanipulado para caracteristicas deseadas, tales como alta produccién de alcohol,
tasa de crecimiento rapida y similares. Algunas levaduras se han genomanipulado para producir enzimas heteroélogas,
tales como glucoamilasa o a-amilasa.
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VII. Sustratos y productos

La produccion de alcohol a partir de varios sustratos glucidicos incluyendo, aungue sin limitacién, almidén de maiz,
cafia de azucar, mandioca y melazas, es bien conocida, como lo son las innumerables variaciones y mejoras a las
condiciones enzimaticas y quimicas y procesos mecanicos. Se cree que las presentes composiciones y métodos son
completamente compatibles con dichos sustratos y condiciones.

Los productos de fermentacion de alcohol incluyen compuesto organico que tiene un grupo funcional hidroxilo (-OH)
unido a un atomo de carbono. Alcoholes ejemplares incluyen, aunque sin limitacién, metanol, etanol, n-propanol,
isopropanol, n-butanol, isobutanol, n-pentanol, 2-pentanol, isopentanol y alcoholes superiores. Los alcoholes
combustibles mas habitualmente preparados son etanol y butanol.

Estos y otros aspectos y realizaciones de las presentes cepas de levadura y métodos seran evidentes para los expertos
en la materia en vista de la presente descripcién. Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren ademas, pero sin
limitar, las composiciones y métodos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Materiales y métodos
Preparacion de licuado:

El licuado (suspensién de purés de maiz) se preparé afadiendo 600 ppm de urea, 0,124 SAPU/g de ds FERMGEN™
2,5x (proteasa fungica acida), 0,33 GAU/g de ds CS4 (una glucoamilasa variante de Trichoderma)y 1,46 SSCU/g de
ds AKAA (a-amilasa de Aspergillus kawachii), ajustado a un pH de 4,8.

Ensayos en vial de suero:

Se inocularon 2 ml de YPD en placas de 24 pocillos con células de levadura y los cultivos se dejaron crecer durante
una noche hasta una DO entre 25-30. Se transfirieron 5 ml de licuado (5,6 g) a viales de suero (Chemglass, n.2 de
catalogo CG-4904-01) y se afiadi6 levadura a cada vial hasta una DO final de aproximadamente 0,3. Las tapas de los
viales se instalaron y perforaron con aguja (BD, n.? de catalogo 305111) para la ventilacién (para liberar el COz),
después se incubaron a 32 °C con agitacion a 200 RPM durante 55 horas.

Ensayo en AnKom:

Se afiadieron 300 pl de cultivo durante una noche de levadura concentrada a cada uno de varios frascos ANKOM
llenos de 50 g de licuado preparado (véase anteriormente) hasta una DO final de 0,3. Los frascos entonces se
incubaron a 32 °C con agitacién a 150 RPM durante 55 horas.

Analisis de HPLC:

Se recogieron muestras de los cultivos de viales de suero y ensayos en AnKom en tubos Eppendorf por centrifugacion
durante 12 minutos a 14 000 RPM. Los sobrenadantes se filtraron usando filtros de PTFE de 0,2 uM y después se
usaron para analisis de HPLC (Agilent Technologies serie 1200) con las siguientes condiciones: columnas Bio-Rad
Aminex HPX-87H, temperatura de procesamiento de 55 °C, 0,6 ml/min de flujo isocratico de H2SO4 0,01 N, 2,5 pul de
volumen de inyeccion. Se usaron patrones de calibracion para la cuantificacién de acetato, etanol, glicerol, glucosa y
otras moléculas. Todos los valores se presentan en g/l.

Ejemplo 2
Preparacion de un casete de expresion de PAB1

El gen de PAB1 de Saccharomyces cerevisiae se optimizé en los codones y se sintetiz6 para generar el gen artificial,
"PAB1s". El promotor EFB1 (locus YALOO3W; SEQ ID NO: 3) y el terminador TPI (locus YDR0O50C; SEQ ID NO: 4) se
unieron de forma funcional a la secuencia codificante para generar el casete de expresién EFB1Pro::PAB1s::Tpi1Ter.
Este casete de expresion se introdujo en la region en direccion 5' del locus AAP1 (YHR047C) de (i) FERMAX™ Gold
(Martrex Inc., Minnesota, EE. UU.; en este documento abreviado, "FG"), una levadura de fermentacion bien conocida
usada en la industria de etanol a partir de cereales, o (i) FG-PKR, levadura FG manipulada que tiene una ruta
heteréloga de fosfocetolasa (PKL) que implica la expresion de fosfocetolasa (PKL), fosfotransacetilasa (PTA) y acetil
deshidrogenasa acetilante (AADH) como se describe en el documento W02015148272 (Miasnikov et al.) usando
tecnologia de CRISPR Cas9. La insercién esperada del casete de expresién de PAB1 en las dos cepas originales se
confirmo por PCR.
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La secuencia de aminoacidos del polipéptido PAB1 se muestra a continuacion, como SEQ ID NO: 1:
MADITDKTAEQLENLNIQDDOKOAATGSESQSVENSSASLYVGDLEPSVSEAHLYDIFSPIG
SVSSIRVCRDAITKTSLGYAYVNENDHEAGRKATEQLNYTPIKGRLCRIMWS QRDPSTLRKKG
SGNTFTKNLHPDIDNKALYDTEFSVFGDILSSKIATDENGKSKGFGFVHFEEEGAAKEATDAL
NGMLLNGQETYVAPHLSRKERDSQLEETKAHY TNLYVENINSETTDEQFQELFAKFGPIVSA
SLEKDADGKLKGEFGEVNYEKHEDAVKAVEALNDSELNGEKLYVGRAQKKNERMHVLKKQYEA
YRLEKMAKYQGVNLEVKEKNLDDSVDDEKLEEEFAPYGTITSAKVMRTENGKSKGFGEVCESTP
EEATKAITEKNQQIVAGKPLYVATIAQRKDVRRSQOLAQQIQARNOMRYQOATAAAAAANAGMP
GOFMPPMEYGVMPPRGVPENGPNPOQOMNPMGGMPKNGMPPOFRNGPVYGVPPOQGGFPRNAND
NNOEFYOQOKOROALGEQLYKKVSAKTSNEEAAGKITGMILDLPPOEVFPLLESDELFEQHYKE
ASAAYESFKKEQEQOTEQA

La region codificante de PAB1 del gen PAB1s se muestra a continuacién como SEQ ID NO: 2:

ATGGCTGACATCACCGACAAGACTGCCGAACAATTGGAAAACTTGAACATTCAAGACGATCA
GAAGCAAGCTGCCACTGGTTCCGAATCTCAATCCGTCGARAACTCTTCCGCTTCTTTGTACG
TTGGTGACTTAGAACCATCTGTCTCCGAAGCTCACTTGTACGACATCTTCTCTCCAATCGGT

11
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TCCGTCTCTTCCATCAGAGTTTGTCGTGATGCTATCACCAAGACCAGCTTGGGTTACGCTTA
CGTCAACTTTAACGACCATGAAGCTGGCAGAAAGGCTATCGAACAATTGAACTACACTCCAA
TCAAGGGTAGACTATGTAGAATCATGTGGTCTCAACGTGATCCATCCTTGAGAAAGAAAGGT
TCTGGCAACATCTTCATCAAGAACTTGCATCCAGACATTGACAACAAGGCTTTGTACGATAC
TTTCAGTGTCTTTGGTGACATCTTATCTTCCAAGATTGCTACCGACGAAAACGGAAAGTCCA
AGGGTTTTGGCTTTIGTTCACTTCGAAGAGGAAGGTGCTGCCAAGGAAGCTATCGATGCTTTG
AATGGTATGCTATTGAACGGTCAAGAAATCTACGTTGCTCCTCACTTGTCCAGAAAGGAACG
TGACTCTCAATTGGAAGAGACCAAGGCTCACTACACCAACTTGTACGTCAAGAATATCAACT
CCGAAACTACCGACGAACAATTTCAAGAATTGTTTGCCAAGTTTGGTCCAATTGTTTCTGCT
TCCTTGGAAAAGGATGCCGACGGCAAGTTGAAGGGTTTCGGTTTCGTCAACTACGAAAAGCA
CGAAGACGCTGTCAAGGCTGTCGAAGCCTTGAACGATTCCGAACTAAATGGCGAAAAGTTGT
ACGTTGGTAGAGCACAGAAAAAGAACGAACGTATGCACGTCTTGAAGARACAATACGAAGCT
TACAGATTGGAARAGATGGCCAAGTACCAAGGTGTTAATTTGTTCGTCAAGAACTTGGACGA
TTCTGTCGATGACGAAAAGTTGCGGAAGAGGAATTTGCTCCATACGGTACTATCACCTCTGCCA
AGGTCATGAGAACCGAAAACGGTAAGTCCAAGGGTTTTGGCTTCGTCTGTTTCTCTACTCCA
GAGGAAGCTACCAAGGCTATCACCGAAAAGAATCAACAGATTGTTGCTGGCAAGCCATTGTA
CGTTGCCATTGCTCAAAGAAAGGACGTCAGACGTTCTCAACTAGCTCAACAGATCCAAGCCA
GAAACCAAATGAGATACCAACAGGCTACTGCTGCCGCTGCAGCTGCCGCTGCAGGTATGCCA
GGTCAATTCATGCCTCCAATGTTTTACGGTGTCATGCCTCCAAGAGGTGTTCCATTCAACGG
TCCAAACCCTCAACAGATGAATCCAATGGGTGGAATGCCAAAGAACGGTATGCCTCCACAAT
TCAGAAACGGTCCAGTCTACGGTGTCCCTCCACAAGGTGGCTTTCCAAGAAACGCTAACGAC
AACAATCAATTCTACCAACAGAAGCAAAGACAAGCTTTGGGTGAACAATTGTACAAGAAAGT
TTCTGCCAAGACTTCCAACGAAGAAGCTGCAGGCAAGATCACTGGTATGATCTTGGATTTAC
CACCTCAAGAAGTCTTCCCACTATTGGAATCCGACGAATTGTTCGAACAACACTACAAGGAG
GCTTCTGCTGCCTACGAATCTTTCAAAAAGCGAACAAGAGCAACAGACTGAACAAGCCTAA
La region promotora EFB1 usada para la sobreexpresion de PAB1s se muestra a continuacion como SEQ ID NO: 3:
TATGTTGTACCTAAATCAATACCGACAGCTTTTGACATATTATCTGTTATTTACTTGAATTT
TTGTTTCTTGTAATACTTGATTACTTTTCTTTTGATGTGCTTATCTTACAAATAGAGAAAAT
AAAACAACTTAAGTAAGAATTGGGAAACGAAACTACAACTCAATCCCTTCTCGAAGATACAT
CAATCCACCCCTTATATAACCTTGAAGTCCTCGAAACGATCAGCTAATCTAAATGGCCCCCC
TTCTTTTTGGGTTCTITTCTCTCCCTCTTGCCGCCGATGGAACGTTCTGGAAAAAGAAGAATA
ATTTAATTACTTTCTCAACTAAAATCTGGAGAAAARACGCAAATGACAGCTTCTAAACGTTC
CGTGTGCTTTCTTTCTAGAATGTTCTGGAAAGTTTACAACAATCCACAAGAACGAAAATGCC
GTTGACAATGATGAAACCATCATCCACACACCGCGCACACGTGCTTTATTTCTTTTTCTGAA
TTTTTTTTTTCCGCCATTTTCAACCAAGGAAATTTTTTTTCTTAGGGCTCAGAACCTGCAGG

GAAAAAATTTTTCACATTGTCGCCTCTAAATAAATAGTTTAAGGTTATCTACCCACTATATT
TAGTTGGTTCTTITITTTITTCCTTCTACTCTTTATCTTTTTACCTCATGCTTTCTACCTTTC
AGCACTGAAGAGTCCAACCGAATATATACACACATA
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La region terminadora Tpi1 usada para la sobreexpresién de PAB1s se muestra a continuacion como SEQ ID NO: 4:

ATTAATATAATTATATAAARATATTATCTTCTTTTCTTTATATCTAGTGTTATGTAA
AATAAATTGATGACTACGGAAAGCTTTITTTATATTGTTTCTTTTTCATTCTGAGCCACTTAA
ATTTCGTGAATGTTCTTGTAAGGGACGGTAGATTTACAAGTGATACAACAAARAAGCAAGGCG

CIrIITIICTAATAARARGARGAAARGCAT T 1ARACAAT 1GAACACCTICIATATCAACGARGAAT
ATTACTTTGTCTCTAAATCCTTGTAAAATGTGTACGATCTCTATATGGGTTACTCATAAGTG
TACCGAAGACTGCATTGAAAGTTTATGTTTTTTCACTGGAGGCGTCATTTTCGCGTTGAGAA

GATGTTCTTATCCAARAATTTCAA
Ejemplo 3
Produccion de alcohol usando levadura que sobreexpresa PAB1

Se ensayaron cepas que sobreexpresan PAB1 en un ensayo en vial pequefio, que contenia 5,6 g de licuado, y después
en un ensayo en Ankom, que contenia 50 g de licuado, como se describe en el ejemplo 1. Se realizaron fermentaciones
a 32 °C durante 55 horas. Las muestras de fin de la fermentacién se analizaron por HPLC. Los resultados se resumen
en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Resultados de HPLC de ensayos en vial pequefio

Rasgosde|aG||cero|(g/|)Acetato(g/|)G|ucosa(g/|)Etano|(g/|) ...................................................................

FG

{1,275 {143,839

FG-PKL 112,811
FG-PKL-PAB1 {13,554

Tabla 2. Resultados de HPLC de un ensayo en Ankom

?Rasgos dela iGlucosa (g/l) Glicerol (g/l) Acetato (g/1) Etanol (g/l) Reduccion de acetato
%r\nhn LA

FG 0,32 113,15 0,90 140,20 -0-

FG-PAB1 0,31 113,91 0,79 140,11 12,2 %

FG-PKL 0,61 11,94 1,42 141,45 -0-

FG-PKL-PAB1 0,71 12,69 11,06 140,33 25,4 %

La sobreexpresion de PAB1 provocé una disminucion en la produccion de acetato de aproximadamente un 12-17 %
en levadura FG, que esta reconocida como una levadura robusta de elevada produccién de etanol para la industria de
etanol combustible, aunque no sea un organismo genomanipulado. La sobreexpresién de PAB1 provocéd una
disminucion de hasta casi dos veces como mucho en levadura FG manipulada para que tenga una ruta PKL exégena.
Estos resultados demuestran que la sobreexpresion de PAB1 es beneficiosa para reducir el acetato, en general, pero
es particularmente beneficiosa para reducir la cantidad aumentada de acetato producida por levadura que tiene una
ruta PKL.
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REIVINDICACIONES

1. Células de levadura modificadas derivadas de células de levadura originales, comprendiendo las células
modificadas una alteracion genética que provoca que las células modificadas produzcan una cantidad aumentada de
polipéptidos PAB1 en comparacion con las células originales, en donde las células modificadas producen, durante la
fermentacion, una cantidad disminuida de acetato en comparacién con la cantidad de acetato producida por las células
originales en condiciones de fermentacion idénticas y en donde las células modificadas comprenden ademas uno o
mas genes heterdlogos de la ruta de fosfocetolasa, en donde la alteracién genética comprende la introduccién en las
células originales de un acido nucleico que puede dirigir la expresién de un polipéptido PAB1 hasta un nivel por encima
del de la célula original cultivada en condiciones equivalentes.

2. Las células modificadas de la reivindicacién 1, en donde la alteracién genética comprende:

(a) introducir un casete de expresion exdgeno para producir el polipéptido PAB1 en la célula hospedadora;

(b) modificar el promotor de un casete de expresién enddégeno para aumentar la expresion del polipéptido PAB1; o
(c} aumentar el nimero de copias de casetes iguales o diferentes para la sobreexpresion de PAB1.

3. Las células modificadas de la reivindicacién 1, en donde la alteracién genética comprende la introduccion de un
casete de expresion para expresar un polipéptido PAB1.

4. Las células modificadas de la reivindicacién 1, en donde los genes de la ruta de fosfocetolasa se seleccionan del
grupo que consiste en fosfocetolasa, fosfotransacetilasa y acetil deshidrogenasa acetilante.

5. Las células modificadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la cantidad de aumento en la expresion
del polipéptido PAB1 es al menos aproximadamente un 200 % en comparacién con el nivel de expresién en las células
originales cultivadas en condiciones equivalentes.

6. Las células modificadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la cantidad de aumento en la produccién
de ARNm que codifica el polipéptido PAB1 es al menos aproximadamente un 400 % en comparacion con €l nivel en
las células originales cultivadas en condiciones equivalentes.

7. Las células modificadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde las células comprenden ademas un
gen exdgeno que codifica una enzima que procesar carbohidratos.

8. Las células modificadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademas una alteracion en la ruta
de glicerol y/o la ruta de acetil-CoA.

9. Las células modificadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que comprenden ademas una ruta alternativa
para generar etanol.

10. Las células modificadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde las células son de una Saccharomyces
spp.

11. Un método para disminuir la produccién de acetato a partir de células de levadura cultivadas en un sustrato
glucidico, que comprende: introducir en células de levadura originales una alteracion genética que aumenta la
produccién de polipéptidos PAB1 en comparacién con la cantidad producida en las células originales, en donde la
alteracion genética comprende la introduccion en las células originales de un acido nucleico que puede dirigir la
expresion de un polipéptido PAB1 hasta un nivel por encima del de la célula original cultivada en condiciones
equivalentes.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde las células que tienen la alteracion genética introducida son las células
modificadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

13. El método de la reivindicacion 11 o 12, en donde la disminucién en la produccion de acetato es al menos un 10 %,
al menos un 15 %, al menos un 20 % o al menos un 25 %.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en donde los polipéptidos PAB1 se sobreexpresan en al
menos un 200 %.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en donde los polipéptidos PAB1 se sobreexpresan en al
menos 15 veces.
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