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DESCRIPCION

Célula de levadura fermentadora de pentosa y glucosa
Campo de la invencion

La invencion se refiere a una célula de levadura fermentadora de pentosa y glucosa, adecuada para la fermentacion
de una composicion sacarica que comprende un azucar o azUcares C5 y C6 (esta composicion también se
denomina en la presente composicidon de azlicares mixtos). La composicion de azucares mixtos se puede originar a
partir de un material lignocelulésico. La invencion también se refiere a un procedimiento para la produccion de un
producto de fermentacién a partir de la composicién de azucares mixtos usando la célula de levadura fermentadora
de pentosa y glucosa.

Antecedentes de la invencion

La mayoria del etanol producido como alternativa a los combustibles fésiles procede actualmente de la fermentacion
de almidon de maiz y sacarosa basada en cafia de azicar. A fin de alcanzar los ambiguos objetivos para producir
combustibles renovables, se estan desarrollando nuevas tecnologia para convertir biomasa no alimentaria en
productos de fermentacion tales como etanol. Saccharomyces cerevisiae es el organismo de eleccion en la industria
del etanol, pero no puede utilizar aztcares de cinco carbonos contenidos en el componente de hemicelulosa de las
materias primas de la biomasa. La hemicelulosa puede constituir hasta 20-30% de la biomasa, siendo la xilosa y la
arabinosa los azicares C5 mas abundantes. La expresion heteréloga de una xilosa isomerasa (XI) es una opcion
para permitir que las células de levadura se metabolicen fermenten la xilosa. Asimismo, la expresion de los genes
bacterianos araA, araB y araD en cepas de S. cerevisiae da como resultado la utilizaciéon y la fermentacion
alcohdlica eficaz de la arabinosa.

La fermentacion de pentosa en etanol mediante especies fermentadoras de pentosa conocidas se produce
lentamente y da como resultado bajos rendimientos con relacion a las velocidades de fermentacion y los
rendimientos de etanol que se obtienen con levaduras convencionales en fermentaciones de glucosa. A fin de
mejorar la rentabilidad de la fermentacion de pentosa, es necesario incrementar la velocidad de fermentacion y los
rendimientos de etanol obtenidos.

S. cerevisiae tiene una preferencia inherente por la glucosa. Como consecuencia, todas las cepas fermentadoras de
pentosa actuales demuestran una utilizacion secuencial de mezclas de glucosa y pentosas o en el mejor de los
casos la fermentacion de pentosa se inicial a bajas concentraciones de glucosa.

El documento W02008041840 describe una célula eucariética que expresa secuencias nucleotidicas que codifican
las enzimas ara A, ara B y ara D, con lo que la expresiéon de estas secuencias nucleotidicas confiere a la célula la
capacidad de usar L-arabinosa y/o convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o 5-fosfato de xilulosa y/o en un producto de
fermentacion deseado tal como etanol. Opcionalmente, la célula eucariética también es capaz de convertir xilosa en
etanol. La cepa IMS0003 (pagina 46) es capaz de consumir completamente en menos de 70 horas glucosa, xilosa y
arabinosa, segun se muestra en la figura 7. La figura 7 muestra que el consumo sustancial de xilosa y arabinosa
comienza so6lo después de 20 horas, es decir cuando la glucosa ya se ha convertido completamente. El consumo de
glucosa y pentosa es secuencial.

Raamsdonk LM y cols., Yeast 2001; 18; 1023-1003 describe el consumo simultaneo de azulcares o etanol y glucosa
en una cepa de Saccharomyces cerevisiae con el gen HXK2 eliminado. Sin embargo, la cepa dificilmente producia
etanol y crece casi exclusivamente oxidativamente en presencia de abundante glucosa.

Seria deseable proporcionar una cepa de levadura que pudiera fermentar anaerdébicamente pentosa
simultaneamente con glucosa (cofermentacion de pentosa y glucosa) y/o mas rapidamente de lo que se conoce.

Sumario de la invenciéon

Un objetivo de la invencion es proporcionar una cepa de levadura que pueda cofermentar anaerébicamente pentosa
y glucosa.

Un objetivo de la invencién es proporcionar un método rentable para producir etanol mediante la fermentacion de
pentosa.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una célula de levadura que sea capaz de fermentar pentosa a
una velocidad superior que la que se puede alcanzar usando cepas actualmente conocidas en la técnica.

Otro objetivo es reducir el tiempo de fermentacion de la fermentacion de C5/C6.
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Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de una revision de la memoria
descriptiva y las reivindicaciones.

Uno o mas de estos objetivos se obtienen segun la invencion: un procedimiento para la preparacion de una célula de
levadura fermentadora de pentosa y glucosa, en donde una célula de levadura que es una célula de Saccharomyces
que comprende uno o mas genes exodgenos de la ruta metabdlica de la pentosa se somete a a) perturbacion de cada
uno de los genes hxk2, hxk1 y glk1 y gal1 naturales en la célula de levadura, en donde b) la cepa perturbadora
resultante se somete a manipulacion evolutiva para mejorar el consumo de pentosa, hasta que la célula de levadura
tiene una velocidad de crecimiento de 0,05 h™' o mas sobre la pentosa como Unica fuente de carbono y aislamiento
de la célula de levadura fermentadora de pentosa resultante, y en donde c) en la levadura resultante se introduce
uno o mas de los genes hxk1, hxk2, glk1 y gal1, a fin de restaurar su capacidad de consumir glucosa. En una
realizacion de la misma, la cepa perturbadora es una célula de levadura que comprende uno o mas genes exdgenos
de una o mas rutas metabdlicas de pentosa no naturales para la célula de levadura.

Esta célula con una o mas perturbaciones se denomina en la presente célula de levadura perturbadora. La célula
con perturbacion del hxk1, hxk2, glk1y gal1 también se denomina en la presente perturbador cuadruple.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento para la preparacion de una célula de levadura fermentadora de
pentosa, en donde una célula de levadura que comprende uno o mas genes exdgenos de una ruta de pentosa se
somete a una perturbacion del gen hxk2 natural en la célula de levadura, en donde la célula de levadura
perturbadora resultante se somete a manipulacién evolutiva para mejorar el consumo de pentosa, hasta que la
célula de levadura tiene una velocidad de crecimiento de 0,05 h' o mas sobre la pentosa como Unica fuente de
carbono y aislamiento de la célula de levadura fermentadora de levadura resultante. En una realizacion, la célula de
levadura fermentadora de pentosa no es capaz de consumir glucosa. La célula que es el producto de la
manipulacion evolutiva se denomina en la presente célula de levadura fermentadora de pentosa.

En una realizacion preferida de este procedimiento, la célula perturbadora es una célula de levadura que comprende
uno o mas genes exogenos que permiten que las células fermenten pentosa, en donde la célula tiene una
perturbacion de hxk1, hxk2 glk1y gal1 naturales en la célula de levadura, es decir es un perturbador cuadruple.

En una realizacion, la célula de levadura fermentadora de pentosa comprende una o mas hexocinasas exogenas.
Mediante la reintroduccion de la actividad de hexocinasa a través de una hexocinasa exdgena, se puede restaurar el
consumo de glucosa por la célula de levadura fermentadora de pentosa. Preferiblemente, la hexocinasa o
hexocinasas exégenas tienen la misma actividad que la hexocinasa o las hexocinasas naturales en la célula de
levadura. Esta célula de levadura en la que se ha reintroducidos hexocinasa se denomina en la presente célula de
levadura fermentadora de pentosa y glucosa o célula de levadura. La invencion se refiere ademas a una célula de
Saccharomyces fermentadora de pentosa y glucosa que es capaz de un consumo anaerobio simultaneo de pentosa
y glucosa.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra las concentraciones de glucosa (#), arabinosa (4) y etanol (m) y la densidad éptica a 660 nm
(OD660, ) durante cultivos en matraz agitado de las cepas DS62504 (FIG.1 (a)), IMK307 (FIG. 1 (b)) y IMK311 (FIG.

1(c)).

La FIG. 2 muestra las concentraciones de glucosa (), arabinosa (4A) y etanol (m) y el porcentaje de CO; en el gas
de escape (linea negra solida) durante los cultivos anaerobios de las cepas DS62504 (FIG. 2 (a)), IMK307 (FIG. 2
(b)) y IMK311 (FIG. 2 (c)). Las fermentaciones se inocularon con cultivos en matraz agitado desarrollados en
glucosa.

La FIG. 3 muestra perfiles de crecimiento determinados al medir la densidad 6ptica a 660 nm (OD660) para cultivos
en matraz agitado de la cepa IMK318 en MYurea que contiene 2% de arabinosa y diversas concentraciones de
glucosa (0, 0,11, 0,23, 0,65, 1,3y 2,5 %)

FIG. 4 Concentraciones de glucosa (#), arabinosa (4) y etanol (m) y densidad éptica a 660 nm (OD660,e) durante
cultivos en matraz agitado de: cepa IMK318, transferida en serie segun la tabla 3 (Serie A: SF1, SF2 y SF5); el
aislado de una sola colonia seleccionado de esta serie de matraces agitados, IMW018.

La FIG. 5 muestra las concentraciones de glucosa (#), arabinosa (4) y etanol (m) y la densidad éptica a 660 nm
(OD660, o) durante cultivos en matraz agitado de: cepa IMK318, transferida en serie segun la tabla 3 (Serie B: SF1,
SF2 y SF3); el aislado de una sola colonia seleccionado de esta serie de matraces agitados, IMWO017.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2629252 T3

La FIG. 6 muestra las concentraciones de glucosa (#), arabinosa (A) y etanol (m) y el porcentaje de CO; en el gas
de escape (linea gris sdlida) durante los cultivos anaerobios secuenciales de la cepa IMWO017.

La FIG. 7 muestra el porcentaje de CO; en el gas de escape (linea gris sélida) y las velocidades de crecimiento de
cultivos anaerobios secuenciales de la cepa IMWO017. Las velocidades de crecimiento especificas se derivan del
perfil de produccion de CO; durante los cultivos discontinuos bien en la mezcla de glucosa y arabinosa (e) o bien
solamente en arabinosa (#).

La FIG. 8 muestra los perfiles de producciéon de CO, de los lotes individuales en medio complementado con
arabinosa (A) y una mezcla de glucosa y arabinosa (B) durante el cultivo discontinuo anaerobio secuencial de la
cepa IMWO017. Los perfiles de produccion de CO- se alinean suponiendo un nivel de produccion de COs- inicial igual.
Los numeros en la leyenda indican los nimeros de lote consecutivos.

La FIG. 9 muestra las concentraciones de glucosa (), arabinosa (A) y etanol (m) y el porcentaje de CO; en el gas
de escape (linea gris soélida) durante los lotes 24 y 25 del cultivo discontinuo anaerobio secuencial de la cepa
IMWO017.

La FIG. 10 muestra la actividad de enzima hexocinasa de las cepas DS62504, IMK307, IMK311, IMK318, IMW017 y
IMWO018.

La FIG. 11 muestra la OD660 (e), la concentracion de arabinosa (A) y la concentracion de glucosa (#) durante un
cultivo en matraz agitado de la cepa IMWO023 en medio MY complementado con 2% de glucosa y 2% de arabinosa.

La FIG. 12 muestra la OD660 (e), la concentracion de arabinosa (A) y la concentracion de glucosa (#) durante el
primer (SF1) y el 24 (SF24) cultivo en matraz agitado de un cultivo transferido en serie de la cepa IMW023 en medio
MY complementado con 2% de glucosa y 2% de arabinosa.

La FIG. 13 muestra las velocidades de crecimiento especificas estimadas determinadas en los cultivos en matraz
agitado individuales de un cultivo transferido en serie de la cepa IMW023 en medio MY complementado con 2% de
glucosa y 2% de arabinosa.

La FIG. 14 muestra el porcentaje de CO- en el gas de escape (linea gris sdlida) y las velocidades de crecimiento
especificas durante cultivos discontinuos anaerobios secuenciales de la cepa IMW023 en medio MY complementado
con 20 g/litro de glucosa y 20 g/litro de arabinosa, y las velocidades de crecimiento especificas de los cultivos
discontinuos individuales (e). El tono gris indica cuando se suministraba aire en lugar de nitrégeno gaseoso. Las
flechas indican el inicio de un nuevo lote consecutivo.

La FIG. 15 muestra el porcentaje de CO, en el gas de escape (linea gris solida), la concentracion de arabinosa (&) y
la concentracion de glucosa (#)durante cultivos discontinuos anaerobios secuenciales de la cepa IMW023 en medio
MY complementado con 20 g/litro de glucosa y 20 g/litro de arabinosa.

La FIG. 16 muestra los perfiles de produccién CO; alienados de los lotes individuales durante el cultivo discontinuo
secuencial anaerobio de la cepa IMW023 en medio MY complementado con 20 g/litro de glucosa y 20 g/litro de
arabinosa. Los perfiles de produccion de CO; se alinean suponiendo un nivel de producciéon de CO: inicial igual. Los
numeros de la leyenda indican los nimeros de lote consecutivos.

La FIG. 17 muestra las concentraciones de glucosa (4), arabinosa (4) y etanol (o) y la densidad 6ptica a 660 nm
(OD660, o) durante cultivos en matraz agitado de las cepas DS62504 (FIG. 17 (a)), IMK307 (FIG. 17 (b), IMK311
(FIG. 17 (c)), IMWO017 (FIG. 17 (d)), IMWO18 (FIG. 17 (e)) y IMWO058 (FIG. 17 (f)), IMW024 (FIG. 17 (g)), IMWO025
(FIG. 17 (h)), IMWO047 (FIG. 17 (i)), IMWO59 (FIG. 17 (j)), IMWO60 (FIG. 17 (k)), IMWO061 (1)).

La FIG. 18 muestra las concentraciones de glucosa (#) y arabinosa (4) durante un cultivo en matraz agitado de la
cepa IMWO047.

La FIG. 19 muestra el alineamiento de aminoacidos de GAL1 de las cepas CEN.PK 113-7D, IMK318, IMWO017 y
IMWO018.

La FIG. 20 muestra el alineamiento de aminoacidos de GAL2 de las cepas CEN.PK 113-7D, IMK318, IMWO017 y
IMWO018.
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La FIG. 21 muestra las concentraciones de glucosa (), arabinosa (A ), etanol (o), los pesos secos de biomasa (e) y
la produccion de CO: (linea gris solida) durante el cultivo anaerobio de la cepa IMW059 en medio MY
complementado con 20 g I de glucosay 20 g I de arabinosa.

La FIG. 22 muestra las concentraciones de glucosa (), arabinosa (A ), etanol (o), los pesos secos de biomasa (e) y
la produccion de CO; (linea gris solida) durante el cultivo anaerobio de la cepa IMWO060 en medio MY
complementado con 20 g I de glucosay 20 g I de arabinosa.

La FIG. 23 muestra las concentraciones de glucosa (#), arabinosa (A ), etanol (o),los pesos secos de biomasa (e) y
la produccion de CO; (linea gris solida) durante el cultivo anaerobio de la cepa IMW061 en medio MY
complementado con 20 g I de glucosay 20 g I de arabinosa.

La FIG. 24 muestra los perfiles de produccién de CO; de cepas DS62504 (linea negra de puntos), IMWO059 (linea
negra solida), IMWO60 (linea negra sélida) y IMWO061 (linea negra rayada) durante el cultivo anaerobio en una
mezclade 20 g I”" de glucosay 20 g I de arabinosa.

La FIG. 25 muestra las concentraciones de glucosa (4), manosa (<), arabinosa (4A) y etanol (o) durante cultivos en
matraz agitado de la cepa DS62504 sobre medio CFMM2M.

La FIG. 26 muestra las concentraciones de glucosa (#), manosa (), arabinosa (4A) y etanol (o)durante cultivos en
matraz agitado de la cepa IMWO060 sobre medio CFMM2M.

FIG. 27 muestra las concentraciones de glucosa (4), manosa (<), arabinosa (A) y etanol (o) durante cultivos en
matraz agitado de la cepa IMWO061 sobre medio CFMM2M.

FIG. 28 muestra las concentraciones de glucosa (4), manosa (<), arabinosa (A) y etanol (o) durante cultivos en
matraz agitado de la cepa DS62504 sobre medio CFMM1M.

FIG. 29 muestra las concentraciones de glucosa (4), manosa (<), arabinosa (A) y etanol (o) durante cultivos en
matraz agitado de la cepa IMWO060 sobre medio CFMM1M.

FIG. 30 muestra las concentraciones de glucosa (4), manosa (<), arabinosa (A) y etanol (o) durante cultivos en
matraz agitado de la cepa IMWO061 sobre medio CFMM1M.

Breve descripcion del listado de secuencias

Oligonucledtidos usados para la construccion de casetes de perturbacion génica:
SEQ ID N°: 1 indica la secuencia del oligonucle6tido HXK2-disA

SEQ ID N°: 2 indica la secuencia del oligonucleétido HXK2-disB

SEQ ID N°: 3 indica la secuencia del oligonucle6tido HXK1-disA

SEQ ID N°: 4 indica la secuencia del oligonucleétido HXK1-disB

SEQ ID N°: 5 indica la secuencia del oligonucleétido GLK1-disA

SEQ ID N°: 6 indica la secuencia del oligonucleétido GLK1-disB

Oligonucledtidos usados con propdsitos de diagnéstico:
SEQ ID N°: 7 indica la secuencia del oligonucleétido KanA
SEQ ID N°: 8 indica la secuencia del oligonucleétido KanB

SEQ ID N°: 9 indica la secuencia del oligonucleétido HXK2-FW
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SEQ ID N°: 10 indica la secuencia del oligonucleétido HXK2-RV

SEQ ID N°: 11 indica la secuencia del oligonucleétido HXK1-FW
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SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

SEQ ID N°:

12 indica la secuencia del oligonucleétido HXK1-RV
13 indica la secuencia del oligonucleétido GLK1-FW
14 indica la secuencia del oligonucleétido GLK1-RV
15 indica la secuencia de ADN de HXK1

16 indica la secuencia de ADN de HXK2

17 indica la secuencia de ADN de GLK1

18 indica la secuencia de ADN de GAL1

19 indica la secuencia de ADN de YDR516C

20 indica la secuencia de ADN de YLR446W

21 indica la secuencia de aminoacidos de HXK1

22 indica la secuencia de aminoacidos de HXK2

23 indica la secuencia de aminoacidos de GLK1

24 indica la secuencia de aminoacidos de GAL1

25 indica la secuencia de aminoacidos de YDR516C
26 indica la secuencia de aminoéacidos de YLR446W
27 indica la secuencia del oligonucledtido GAL1-DisA
28 indica la secuencia del oligonucleétido GAL1-DisB
29 indica la secuencia del oligonucleétido GAL1-FW2
30 indica la secuencia del oligonucleotido GAL1-RV2
31 indica la secuencia del oligonucleotido HXK2-FW2
32 indica la secuencia del oligonucleétido HXK2-RV2
33 indica la secuencia del oligonucleodtido HXK2-FW3
34 indica la secuencia del oligonucleo6tido HXK2-RV3
35 indica la secuencia del oligonucleotido HXK1-FW2
36 indica la secuencia del oligonucleétido HXK1-RV2

37 indica la secuencia del oligonucleotido HXK1-FW3
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SEQ ID N°: 38 indica la secuencia del oligonucledtido HXK1-RV3

SEQ ID N°: 39 indica la secuencia del oligonucledtido GLK1-FW4
SEQ ID N°: 40 indica la secuencia del oligonucleétido GLK1-RV4

SEQ ID N°: 41 indica la secuencia del oligonucleétido GLK1-FW5
SEQ ID N°: 42 indica la secuencia del oligonucledtido GLK1-RV5

SEQ ID N°: 43 indica la secuencia de ADN de GAL1 (CEN.PK 113-7D)
SEQ ID N°: 44 indica la secuencia de ADN de GAL1 (IMK318)

SEQ ID N°: 45 indica la secuencia de ADN de GAL1 (IMWO017)

SEQ ID N°: 46 indica la secuencia de ADN de GAL1 (IMWO018)

SEQ ID N°: 47 indica la secuencia de ADN de GAL2 (CEN.PK 113-7D)
SEQ ID N°: 48 indica la secuencia de ADN de GAL2 (IMK318)

SEQ ID N°: 49 indica la secuencia de ADN de GAL2 (IMWO017)

SEQ ID N°: 50 indica la secuencia de ADN de GAL2 (IMWO018)

SEQ ID N°: 51 indica la secuencia de aminoacidos de GAL1 (CEN.PK 113-7D)
SEQ ID N°: 52 indica la secuencia de aminoacidos de GAL1 (IMK318)
SEQ ID N°: 53 indica la secuencia de aminoacidos de GAL1 (IMW017)
SEQ ID N°: 54 indica la secuencia de aminoacidos de GAL1 (IMW018)
SEQ ID N°: 55 indica la secuencia de aminoacidos de GAL2 (CEN.PK 113-7D)
SEQ ID N°: 56 indica la secuencia de aminoacidos de GAL2 (IMK318)
SEQ ID N°: 57 indica la secuencia de aminoacidos de GAL2 (IMW017)
SEQ ID N°: 58 indica la secuencia de aminoacidos de GAL2 (IMW018)
Descripcion detallada de la invenciéon

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprenden” e "incluyen"
y variaciones tales como "comprende", "que comprende", "incluye" y "que incluye" se han de interpretar
inclusivamente. Esto es, estas palabras pretenden transmitir la posible inclusién de otros elementos o integrantes no
citados especificamente, cuando el contexto lo permita.

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

Las diversas realizaciones de la invencién descritas en la presente se pueden combinar entre si.

Se entiende que perturbacion significa en la presente cualquier perturbacion de la actividad, e incluye, pero no se
limita a, eliminacién, mutacion, reduccion de la afinidad del gen perturbado y expresion de ARN antisentido
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complementario a ARNm de hexocinasa. Un perturbador génico es una célula que tiene una o mas perturbaciones
del gen respectivo. Se entiende en la presente natural en levadura como que el gen esta presente en la célula de
levadura antes de la perturbacioén. Incluye la situacion en la que el gen natural en levadura esta presente en una
célula de levadura silvestre, una célula de levadura de laboratorio o una célula de levadura industrial. Célula de
levadura también se puede indicar en la presente como cepa de levadura o como parte de la cepa de levadura.

En una realizacion, la célula de levadura fermentadora de pentosa y glucosa que produce etanol a una velocidad
global superior que la correspondiente cepa silvestre y tiene un tiempo de fermentacion mas breve y/o consume
simultaneamente pentosa y glucosa, preferiblemente consume simultdneamente estas anaerobiamente pentosa y
simultaneamente, en oposicidon a secuencialmente.

En una realizacién, la levadura comprende una hexocinasa exdgena. Preferiblemente, la hexocinasa exégena
introduce en la célula una actividad de hexocinasa.

Exdgeno se entiende en la presente como no presente en la célula de levadura antes de la introduccion de la
hexocinasa. Una hexocinasa exdgena puede incluir, pero no se limita a, un gen que es natural en levadura o un gen
que tiene la misma secuencia que la hexocinasa perturbada.

En una realizacion de la invencion, la célula de levadura es una cepa en la que se efectla una expresion reducida
de hexocinasa en la variante de levadura por un medio seleccionado del grupo que consiste en la perturbacion del
gen de hexocinasa gene y la expresion de ARN antisentido complementario a ARNm de hexocinasa.

En una realizacion de la invencion, la célula de levadura es un perturbador de hexocinasa de Saccharomyces
cerevisiae.

En otra realizacion, la célula de levadura es Saccharomyces cerevisiae IMW017, IMW018, IMK306, IMK307 y/o
IMK318.

En una realizacion, la célula de levadura tiene una velocidad de produccion de etanol global que es al menos
aproximadamente 20% superior, al menos aproximadamente 50% o al menos aproximadamente 100% superior que
la levadura silvestre correspondiente.

La invencién se refiere ademas a un procedimiento para producir etanol a partir de la fermentaciéon de pentosa, que
comprende la etapa de: cultivar una célula de levadura segun la invencién en una composicidon sacarica que
contiene pentosa bajo condiciones de fermentacion adecuadas durante un periodo de tiempo suficiente para permitir
la fermentacién de pentosa en etanol, en donde la célula de levadura fermenta pentosa para producir etanol con un
nivel alto con relacion a la levadura silvestre correspondiente y en donde la célula de levadura tiene una expresion
reducida de hexocinasa funcional, con relacién a la levadura silvestre correspondiente.

En una realizacion del procedimiento, el tiempo de fermentacion se reduce con relacién a la correspondiente
fermentacion de levadura silvestre, preferiblemente el tiempo de fermentacion se reduce 40% o mas.

En una realizacion del procedimiento, se cofermentan pentosa y glucosa. En ofra realizacion del procedimiento, la
velocidad de produccién de etanol global es al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 50% o
aproximadamente 100% superior que la del procedimiento con la levadura silvestre correspondiente.

En una realizacién del procedimiento, la célula de levadura es Saccharomyces cerevisiae IMW017, IMWO018,
IMK306, IMK307 y/o IMK318.

En una realizacion del procedimiento, el material que contiene pentosa comprende un hidrolizado de material
lignocelulosico.

En una realizacion del procedimiento, el hidrolizado es un hidrolizado enzimatico de material lignoceluldsico.

La invencién se refiere ademas al uso de una perturbacién de una o mas hexocinasas en levadura en un
procedimiento de manipulacidon evolutiva y/o un procedimiento de mejora de la cepa de levadura. Estos son
procedimientos conocidos. La manipulaciéon evolutiva es un procedimiento en el que fenotipos industrialmente
pertinentes de un microorganismo, en la presente la levadura, se pueden acoplar a la velocidad de crecimiento
especifica y/o la afinidad por un nutriente, mediante un procedimiento de seleccion natural establecido
racionalmente. La manipulacién evolutiva se describe por ejemplo en Kuijper, M, y cols., FEMS Yeast Research
5(2005) 925-934, y los documentos W02008041840 y W02009112472. Después de la manipulacion evolutiva, la
célula de levadura fermentadora de pentosa resultante se aisla. El aislamiento se puede ejecutar de cualquier modo
conocido, p. ej. mediante la separacion de células de un caldo de células de levadura en la manipulacion evolutiva,
por ejemplo al recoger una muestra de células o mediante filtracién o centrifugacion.
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La presente invencién es una célula de levadura que fermenta pentosa en mezclas de azlcares que también
contienen glucosa a una velocidad superior que la levadura silvestre correspondiente, la célula de levadura
caracterizada por la expresion reducida de uno o mas genes de hexocinasa naturales.

Sin limitaciones en el alcance de la invencion y sin querer limitarse por una teoria, este fendmeno es lo mas
probablemente una consecuencia de la inhibicidn competitiva del transporte de pentosa por glucosa o debido a la
represion de glucosa de genes cruciales para la fermentacion de pentosa o debido a la inactivacién o la degradacion
de proteinas implicada o la reduccién de la afinidad en presencia de glucosa. En presencia de glucosa, la
manipulacién evolutiva para el crecimiento sobre pentosas de cepas que ya no utilizan (no pueden utilizar) glucosa
debe dar como resultado un fenotipo insensible a glucosa. Esta cepa, que ya no puede consumir glucosa, se puede
obtener por ejemplo mediante la eliminacion de las tres hexo/gluco-cinasas (hxk1A hxk2A glk1A). En la presente, se
muestra que también la eliminacion de gal1 (gal1A) es ventajosa para disminuir adicionalmente el consumo de
glucosa en el perturbador triple, creando asi un perturbador cuadruple.

La presente invencion es ademas un método para producir etanol a partir de la fermentacion de pentosa, que
comprende la etapa de: cultivar una célula de levadura en un material que contiene pentosa bajo condiciones de
fermentacion adecuadas durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la fermentacion de pentosa en etanol,
siendo capaz de variante de levadura de fermentar pentosa a una velocidad alta con relacion a la levadura silvestre
correspondiente y teniendo una expresion reducida de hexocinasa funcional.

La célula de levadura de la presente invencién es un perturbador de hexocinasa. Por un perturbador de hexocinasa
se entiende una variante en la que una parte o todo el gen natural se retira o reemplaza por ADN del que la
expresion no da como resultado un producto de expresion que tenga ninguna funcion de la hexocinasa natural.

En una realizacion alternativa del perturbador, la expresion de hexocinasa se puede regular a la baja a través del
uso de una construccion antisentido en la que parte o la totalidad de la hebra antisentido que codifica hexocinasa se
expresa bajo la regulacion de un promotor que responde a oxigeno reducido. En esta realizacion, el ARNm
antisentido para hexocinasa se expresa bajo condiciones limitativas de oxigeno y de ese modo inactiva la
hexocinasa funcional.

En otra realizacion alternativa del perturbador, la regidon promotora para la hexocinasa funcional se reemplaza por un
promotor que responde a oxigeno reducido al regular a la baja la expresion del gen de hexocinasa.

Por levadura "silvestre", se entiende una cepa de levadura fermentadora de pentosa con niveles normales de
hexocinasa funcional de la que se deriva la célula de levadura de la presente invencion. En ciertos casos, la
"levadura silvestre", seguin se define en esta solicitud de patente, puede incluir levadura mutagenizada. Por ejemplo,
la cepa de Saccharomyces cerevisiae DS62504, a partir de la que se desarrollaron IMW017, IMWO018, IMK306,
IMK307 y IMK318, es por si misma una cepa de levadura mutada. Sin embargo, DS62504 también es una levadura
silvestre, segun se define en la presente, debido a que es una levadura fermentadora de pentosa con niveles
normales de hexocinasa funcional que se usaba para desarrollar una célula de levadura de la presente invencion.

Hexocinasa (hxk) es en la presente cualquier enzima que fosforile un azucar de seis carbonos, una hexosa, en un
fosfato de hexosa. En la mayoria de los tejidos y organismos, la glucosa es el sustrato mas importante de las
hexocinasas, y el 6-fosfato de glucosa es el producto mas importante.

Las hexocinasas se han encontrado en la mayoria de los organismos comprobados, variando de bacterias,
levaduras y plantas a seres humanos y otros vertebrados. Se clasifican como proteinas de plegamiento de actina,
compartiendo un centro del sitio de unién a ATP comun rodeado por secuencias mas variables que determinan

afinidades a sustratos y otras propiedades. Varias isoformas o isozimas de hexocinasa que proporcionan diferentes
funciones se pueden presentar en una sola especie.

Reacciéon de hexocinasa:

Las reacciones intracelulares mediadas por hexocinasas se pueden tipificar como:

Hexosa + ATP — Hexosa-P + ADP
La célula de levadura

Segun la invencion, la perturbacion de la actividad de hexocinasa natural conduce a un tiempo de fermentacion mas
breve en la fermentacion de C5/C6 y/o al consumo simultaneo por la célula de levadura de pentosa y glucosa.

Se obtuvieron células de levadura resultantes, denominadas IMWO017, IMW018, IMK306, IMK307 y/o IMK318, y se
han caracterizado como se describe con detalle posteriormente. Se anticipa que una célula de levadura de S.
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cerevisiae caracterizada por la expresion reducida del gen de hexocinasa funcional y un rendimiento de etanol global
incrementado se puede obtener por medios distintos a la eliminacion del gen de hexocinasa mediante la integracion
especifica del sitio en una etapa. Por ejemplo, una variante que carece de hexocinasa funcional, o que expresa
hexocinasa a un nivel reducido, se podria obtener mediante cualquiera de varios medios conocidos en la técnica,
tales como exponer las células de levadura a agentes intercaladores de ADN o irradiar la células de levadura con luz
ultravioleta. Es probable que las células deficientes en hexocinasa se puedan distinguir de las células silvestres
basandose en el tamafo de las colonias y otros patrones morfolégicos (es decir, colonias amarillas de pequefio
tamafio con una apariencia arrugada). El estado de hexocinasa de colonias deficientes en hexocinasa putativas
presuntamente identificadas basandose en este fenotipo Unico se podia confirmar, por ejemplo, por la incapacidad
para crecer sobre medio que contiene glucosa como la unica fuente de carbono o por determinaciones de la
actividad de hexocinasa.

La célula de levadura contiene tipicamente genes de una ruta metabodlica de pentosa no naturales para la levadura
y/o que permiten que la célula de levadura convierta pentosa o pentosas. En una realizacion, la célula de levadura
puede comprender uno o dos 0 mas copias de una o mas xilosa isomerasas y/o una o mas copias de uno o mas
genes de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, permitiendo que la célula de levadura convierta xilosa. En una
realizacion de los mismos, estos genes se pueden integrar en el genoma de la célula de levadura. En otra
realizacion, la célula de levadura comprende los genes araA, araB y araD. Entonces, es capaz de fermentar
arabinosa. En una realizacion de la invencion, la célula de levadura comprende el gen xylA, el gen XYL1 y el gen
XYL2 ylo el gen XKS1, para permitir que la célula de levadura fermente xilosa; la eliminacion del gen de aldosa
reductasa (GRE3); la sobreexpresion de los genes PPP, TAL1, TKL1, RPE1y RK/1 para permitir el incremento del
flujo a través del paso de fosfato de pentosa a la célula, y/o la sobreexpresion de GAL2 y/o la eliminacion de GALS80.
Asi, a través de la inclusiéon de los genes anteriores, se pueden introducir en la célula de levadura una ruta de
pentosa u otras rutas metabdlicas adecuadas que no eran naturales en la célula de levadura (silvestre).

En una realizacion, la célula de levadura se deriva de una levadura industrial, mediante la perturbacion de
hexocinasa. Una célula industrial y una célula de levadura industrial se pueden definir como sigue. Los ambientes
vivos de las células (de levadura) en los procedimientos industriales son significativamente diferentes de los del
laboratorio. Las células de levadura industriales deben ser capaces de comportarse bien bajo multiples condiciones
ambientales que pueden variar durante el procedimiento. Tales variaciones incluyen un cambio en las fuentes de
nutrientes, el pH, la concentracion de etanol, la temperatura, la concentracion de oxigeno, etc., que juntos tienen un
impacto potencial sobre el crecimiento celular y la produccion de etanol de Saccharomyces cerevisiae. Bajo
condiciones industriales adversas, las cepas tolerantes al ambiente permiten un crecimiento y una produccion
robustos. Generalmente, las cepas de levadura industriales son mas robustas hacia estos cambios en condiciones
ambientales que se pueden presentar en aplicaciones en las que se usan, tales como en la industria de la
panaderia, la industria cervecera, la elaboraciéon de vino y la industria del etanol. En una realizacion, la célula de
levadura industrial se construye basandose en una célula hospedadora industrial, en donde la construcciéon se
efectlia como se describe anteriormente en la presente. Ejemplos de levadura industrial (S. cerevisiae) son Ethanol
Red® (Fermentis) Fermiol® (DSM) y Thermosacc® (Lallemand).

En una realizacion, la célula de levadura es tolerante a inhibidores. La tolerancia a Inhibidores es la resistencia a
compuestos inhibidores. La presencia y el nivel de compuestos inhibidores en lignocelulosa puede variar
ampliamente con la variacion de la materia prima, el procedimiento de hidrdlisis del método de tratamiento. Ejemplos
de categorias de inhibidores son acidos carboxilicos, furanos y/o compuestos fenolicos. Ejemplos de acidos
carboxilicos son acido lactico, acido acético o acido férmico. Ejemplos de furanos son furfural e hidroximetilfurfural.
Ejemplos o compuestos fendlicos son vainillina, acido siringico, acido ferulico y acido cumarico. Las cantidades
tipicas de inhibidores son para acidos carboxilicos: varios gramos por litro, hasta 20 gramos por litro o mas,
dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las condiciones de hidrdlisis. Para furanos: de varios cientos de
miligramos por litro hasta varios gramos por litro, dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las
condiciones de hidrdlisis. Para compuestos fendlicos: de varias decenas de miligramos por litro hasta un gramo por
litro, dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las condiciones de hidrdlisis.

Las células de levadura segun la invencion son preferiblemente tolerantes a inhibidores, es decir pueden soportar
inhibidores comunes al nivel que tienen tipicamente con condiciones de pretratamiento e hidrélisis comunes, de
modo que las células de levadura puedan encontrar una amplia aplicacién, es decir tiene su aplicabilidad para
diferentes materias primas, diferentes métodos de pretratamiento y diferentes condiciones de hidrdlisis.

En una realizacion, la célula de levadura industrial se construye basandose en una célula hospedadora tolerante a
inhibidores, en donde la construccion se efectia como se describe anteriormente en la presente. Las células
hospedadoras tolerantes a inhibidores se pueden seleccionar al cribar cepas con respecto al crecimiento sobre
materiales que contienen inhibidores, tal como en Kadar y cols, Appl. Biochem. Biotechnol. (2007), Vol. 136-140,
847-858, en donde se seleccionaba una cepa de S. cerevisiae ATCC 26602 tolerante a inhibidores.

En una realizacion, la célula de levadura esta libre de marcador. Segun se usa en la presente, el término "marcador”

se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que permite la seleccion de, o el cribado con respecto a, una
célula hospedadora que contiene el marcador. Libre de marcador significa que los marcadores estan esencialmente

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2629252 T3

ausentes en la célula de levadura. Estar libre de marcador es particularmente ventajoso cuando se han usado
marcadores de antibidticos en la construccion de la célula de levadura y se retiran posteriormente. La retirada de
marcadores se puede realizar usando cualquier técnica anterior, p. €j. recombinacién intramolecular. Un método
adecuado de retirada de marcadores se ilustra en los ejemplos.

La célula de levadura puede comprender ademas las actividades enzimaticas requeridas para la conversién de
piruvato en un producto de fermentaciéon deseado, tal como etanol, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxipropiénico,
acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido fumarico, acido malico, acido itaconico, un
aminoacido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiético de R-lactama o una cefalosporina.

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

Cualquiera de las caracteristicas o actividades anteriores de una célula de levadura puede estar presente
naturalmente en la célula o se puede introducir o modificar mediante modificacion genética.

Construccion de la célula de levadura

Segun una realizacion, los genes se pueden introducir en la célula de levadura mediante la introducciéon en una
célula hospedadora:

a) un aglomerado que consiste en genes PPP TAL1, TKL1, RPE1 y RK/1, opcionalmente bajo el control de un
promotor constitutivo fuerte;

b) un aglomerado que consiste en un gen xylA bajo el control de un promotor constitutivo fuerte;

c) un aglomerado que consiste en un gen XKS17-gene bajo el control de un promotor constitutivo fuerte,
d) un aglomerado que consiste en los genes araA, araB'y araD bajo el de un promotor constitutivo fuerte
€) eliminacion de un gen de aldosa reductasa

f) perturbacion de uno o mas genes de hexocinasa naturales en levadura;

g) manipulacioén evolutiva de la cepa que resulta de a) a e);

y opcionalmente

h) introduccion de uno o mas genes de hexocinasa exdgenos en la célula que resulta de la manipulaciéon evolutiva
para producir la célula de levadura.

La célula anterior se puede construir usando técnicas de expresién recombinante conocidas.
Expresion recombinante

La célula de levadura es una célula recombinante. Es decir, una célula de levadura comprende, o se transforma con
o se modifica genéticamente con una secuencia nucleotidica que no esta presente naturalmente en la célula en
cuestion.

Técnicas para la expresion recombinante de enzimas en una célula, asi como para las modificaciones genéticas
adicionales de una célula de levadura, son muy conocidas en la especialidad. Tipicamente, estas técnicas implican
la transformacién de una célula con una construcciéon de acido nucleico que comprende la secuencia pertinente.
Estos métodos se conocen, por ejemplo, de manuales estandar, tales como Sambrook y Russel (2001) "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o
F. Ausubel y cols., eds., "Current protocols in molecular biology", Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva
York (1987). Métodos para la transformacion y la modificacion genética de células hospedadoras fungicas se
conocen de los documentos, p. ej., EP-A-0635 574, WO 98/46772, WO 99/60102, WO 00/37671, W0O90/14423, EP-
A-0481008, EP-A-0635574 y US 6,265,186.
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Identidad de secuencia

Se dice que las secuencias de aminoacidos o nucledtidos son homologas cuando exhiben un cierto nivel de of
similitud. Que dos secuencias sean homodlogas indica un origen evolutivo comin. Que dos secuencias homologas
estén estrechamente relacionadas o mas distantemente relacionadas esta indicado por el "porcentaje de identidad" o
el "porcentaje de similitud”, que es alto o bajo, respectivamente. Aunque es discutido, para indicar el "porcentaje de
identidad" o el "porcentaje de similitud", frecuentemente se usan intercambiablemente "nivel de homologia" o
"porcentaje de homologia".

Los términos "homologia", "porcentaje de homologia", "porcentaje de identidad" o "porcentaje de similitud" se usan
intercambiablemente en la presente. Para el propdsito de esta invencion, se define aqui que a fin de determinar el
porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido nucleico, las secuencias
completas se alinean con propésitos de comparacion éptima. A fin de optimizar el alineamiento entre dos secuencias
se pueden introducir huecos en cualquiera de las dos secuencias que se comparan. Este alineamiento se lleva a
cabo a lo largo de toda la longitud de las secuencias que se comparan. Alternativamente, el alineamiento se puede
llevar a cabo a lo largo de una longitud mas corta, por ejemplo a lo largo de aproximadamente 20, aproximadamente
50, aproximadamente 100 o mas acidos nucleicos/basados o aminoacidos. La identidad es el porcentaje de
coincidencias idénticas entre las dos secuencias a lo largo de la region alineada presentada.

Una comparacion de secuencias y una determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede
efectuar usando un algoritmo matematico. El experto conocera el hecho de que estan disponibles varios programas
informaticos diferentes para linear dos secuencias y determinar la homologia entre dos secuencias (Kruskal, J. B.
(1983) An overview of squence comparison en D. Sankoff y J. B. Kruskal, (ed.), Time warps, string edits and
macromolecules: the theory and practice of sequence comparison, pp. 1-44 Addison Wesley). El porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch
para el alineamiento de dos secuencias. (Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). El
algoritmo alinea secuencias de aminoacidos asi como secuencias de nucleétidos. El algoritmo de Needleman-
Wunsch se ha implementado en el programa informatico NEEDLE. Para el propédsito de esta invencion, se uso el
programa NEEDLE del paquete EMBOSS (version 2.8.0 o superior, EMBOSS: The European Molecular Biology
Open Software Suite (2000) Rice, P. Longden, |. y Bleasby, A. Trends in Genetics 16, (6) pp276-277,
http://emboss.bioinformatics.nl/). Para secuencias proteinicas, EBLOSUM62 se usa para la matriz de sustitucion.
Para secuencias nucleotidicas, se usa EDNAFULL. Se pueden especificar otras matrices. Los parametros
opcionales usados para el alineamiento de secuencias de aminoacidos son una penalizacién por apertura de huecos
de 10 y una penalizacion por extension de huecos de 0,5. El experto apreciara que todos estos diferentes
parametros daran resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje de identidad global de dos secuencias
no se altera significativamente cuando se usan diferentes algoritmos.

Definicion de homologia global

La homologia o identidad es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias completas a lo largo
de la region alineada incluyendo cualesquiera huecos o extensiones. La homologia o identidad entre las dos
secuencias alienada se calcula como sigue: Numero de las posiciones correspondientes en el alineamiento que
muestran un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido por la longitud total del alineamiento incluyendo los
huecos. La identidad definida como en la presente se puede obtener a partir de NEEDLE y se sefiala en los
resultados del programa como "IDENTIDAD".

Definicién de la identidad mas larga

La homologia o identidad entre las dos secuencias alineadas se calcula como sigue: Numero de posiciones
correspondientes en el alineamiento que muestran un aminoacido idéntico en ambas secuencias dividido por la
longitud total del alineamiento después de la sustraccion del numero total de huecos del alineamiento. La identidad
definida como en la presente se puede obtener a partir de NEEDLE al usar la opcion NOBRIEF y se sefiala en los
resultados del programa como la "identidad mas larga". Para los propdsitos de la invencion, el nivel de identidad
(homologia) entre dos secuencias (aminoacido o nucledtido) se calcula segun la definicion de la "identidad mas
larga" que se puede llevar a cabo al usar el programa NEEDLE.

Las secuencias proteinicas usadas en la presente invencion se pueden usar como una "secuencia incognita”" para
realizar una busqueda frente a bases de datos de secuencias, por ejemplo para identificar otros miembros de la
familia o secuencias relacionadas. Tales busquedas se pueden realizar usando los programas BLAST. El software
para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente a través de the National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov). BLASTP se usa para secuencias de aminoacidos y BLASTN para
secuencias de nucledtidos. El programa BLAST usa como defectos:

Coste de abrir un hueco: defecto = 5 para nucleétidos/11 para proteinas
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Coste de extender un hueco: defecto = 2 para nucleétidos/ 1 para proteinas

Penalizacién para falta de coincidencia de nucleétidos: defecto = -3

Recompensa por coincidencia de nucleétidos: defecto = 1

Valor esperado: defecto = 10

Tamanio de la palabra: defecto = 11 para nucleotidos/ 28 para megablast/ 3 para proteinas

Por otra parte, el grado de identidad (homologia) local entre la secuencia de aminoacidos incognita o la secuencia
de acido nucleico incognita y las secuencias homdlogas buscadas se determina mediante el programa BLAST. Sin
embargo, solo se comparan los segmentos de secuencia que dan una coincidencia por encima de un cierto umbral.
Segun esto, el programa calcula la identidad solamente para estos segmentos coincidentes. Por lo tanto, la identidad
calculada de este modo se denomina identidad local.

Produccién de bioproductos

A lo largo de los afios se han hecho sugerencias para la introduccion de diversos organismos para la produccion de
bioetanol a partir de azucares de cultivo. Sin embargo, en la practica, todos los procedimientos de produccion de
bioetanol han continuado usando las levaduras del género Saccharomyces como producto de etanol. Esto se debe a
las muchas caracteristicas atractivas de las especies de Saccharomyces para procedimientos industriales, es decir,
una alta tolerancia a los acidos, el etanol y osmotolerancia, capacidad de crecimiento anaerobio y, por supuesto, alta
capacidad fermentativa alcohdlica. Especies de levadura preferidas como células hospedadoras incluyen S.
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis.

Una célula de levadura puede ser una célula adecuada para la producciéon de etanol. Sin embargo, una célula de
levadura puede ser adecuada para la produccién de productos de fermentacion distintos al etanol

Estos productos de fermentacién no etandlicos incluyen cualquier producto quimico a granel o puro que sea
producible por un microorganismo eucariético tal como una levadura o un hongo filamentoso.

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

Lignocelulosa

La lignocelulosa, que se puede considerar una materia prima renovable potencial, comprende generalmente los
polisacaridos celulosa (glucanos) y hemicelulosas (xilanos, heteroxilanos y xiloglucanos). Ademas, algo de
hemicelulosa puede estar presente como glucomananos, por ejemplo en materias primas derivadas de madera. La
hidrélisis enzimatica de estos polisacaridos en azucares solubles, incluyendo tanto monémeros como multimeros,
por ejemplo glucosa, celobiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, fructosa, manosa, ramnosa, ribosa, &acido
galacturonico, acido glucordnico y otras hexosas y pentosas se produce bajo la accion de diferentes enzimas que
actuan conjuntamente.

Ademas, las pectinas y otras sustancias pécticas tales como arabinanos pueden constituir una proporcion
considerable de la masa seca de paredes celulares tipicas procedentes de tejidos de plantas no lefiosas
(aproximadamente de un cuarto a la mitad de la masa seca pueden ser pectinas).

Pretratamiento

Antes del tratamiento enzimatico, el material lignoceluldsico se puede pretratar. El pretratamiento puede comprender
exponer el material lignoceluldsico a un acido, una base, un disolvente, calor, un peréxido, ozono, desfribrilacion
mecanica, trituracion, molienda o despresurizacion rapida, o una combinacién de dos cualesquiera o mas de los
mismos. Este pretratamiento quimico se combina a menudo con pretratamiento térmico, p. €j. entre 150-220°C
durante de 1 a 30 minutos.
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Hidrélisis enzimatica

El material pretratado se somete cominmente a hidrélisis enzimatica para liberar azticares que se pueden fermentar
segun la invencion. Esto se puede ejecutar con métodos convencionales, p. €j. poniendo en contacto con celulasas,
a modo de ejemplo celobiohidrolasa(s), endoglucanasa(s), beta-glucosidasa(s) y opcionalmente otras enzimas, La
conversion con las celulasas se puede ejecutar a temperaturas ambiente o temperaturas superiores, con un tiempo
de reaccioén para liberar suficientes cantidades de azucar o azlcares. El resultado de la hidrélisis enzimatica es un
producto de hidrélisis que comprende azlcares C5/C6, denominado en la presente la composicion sacarica.

La composicioén sacarica

La composicion sacarica usada segun la invencion comprende glucosa y una o mas pentosas, p. €j. arabinosa y/o
xilosa. Se puede usar en la invencidon cualquier composicién sacarica que cumpla esos criterios. AzUcares
opcionales en la composicion sacarica son galactosa y manosa. En una realizacion preferida, la composicion
sacarica es un hidrolizado de uno o mas materiales lignoceluldsicos. Lignocelulosa incluye en la presente
hemicelulosa y partes de hemicelulosa de la biomasa. La lignocelulosa también incluye fracciones lignocelulésicas
de biomasa. Materiales lignocelulésicos adecuados se pueden encontrar en la siguiente lista: preparacion de
huertos, chaparral, residuos de molienda, residuos de madera urbanos, residuos municipales, residuos de talas,
aclarados forestales, cultivos madereros de rotacion corta, residuos industriales, paja de trigo, paja de avena, paja
de arroz, paja de cebada, paja de centeno, paja de lino, cascaras de soja, cascaras de arroz, paja de arroz, pienso
de gluten de maiz, cascaras de avena, cafia de azlcar, rastrojos de maiz, tallos de maiz, mazorcas de maiz,
cascaras de maiz, pasto varilla, pasto plateado, sorgo dulce, tallos de colza, tallos de soja, bromo, zacate maicero,
cola de zorro; pulpa de remolacha azucarera, pulpa de citricos, cascaras de semillas, residuos animales celulésicos,
costes de césped, algoddn, algas, arboles, madera blanda, madera dura, alamo, pino, matorrales, pastos, trigo, paja
de trigo, bagazo de cafia de azucar, maiz, cascaras de maiz, hobs de maiz, grano de maiz, fibra procedente de
granos, productos y subproductos procedentes de molienda de granos en humedo o en seco, residuos sdlidos
municipales, papel residual, residuos de jardines, material herbaceo, residuos agricolas, residuos forestales,
residuos solidos municipales, papel residual, pasta papelera, residuos de fabricas de papel, ramas, arbustos, cafias,
maiz, cascaras de maiz, un cultivo energético, bosques, una fruta, una flor, un cereal, un pasto, un cultivo herbaceo,
una hoja, corteza, una aguja, un tronco, una raiz, un pimpollo, un matorral, pasto varilla, un arbol, una hortaliza, piel
de fruta, una vid, pulpa de remolacha azucarera, harinillas de trigo, cascaras de avena, madera dura o blanda,
material residual organico generado a partir de un procedimiento agricola, residuos madereros forestales o una
combinacién de cualesquiera dos o0 mas de los mismos.

Una vision general de algunas composiciones sacaricas adecuadas derivadas de lignocelulosa y la composicion
sacarica de sus hidrolizados se da en la tabla 1. Las lignocelulosas listadas incluyen: mazorcas de maiz, fibra de
maiz, cascaras de arroz, cascaras de meld, pulpa de remolacha azucarera, paja de trigo, bagazo de cafia de azucar,
madera, pasto y prensados de aceitunas.

Tabla 1: Visidon general de composiciones sacaricas procedentes de materiales lignocelulésicos. Gal=galactosa,
Xil=xilosa, Ara=arabinosa, Man=manosa, Glu=glutamato, Ram=ramnosa. Se da el porcentaje de galactosa (% Gal) y
la fuente bibliografica.

Material lignocelulésico Gal Xil |Ara [Man |Glu |[Ram |Suma |% Gal. |Bibl.
Mazorca de maiz a 10 286 |36 227 |11 570 1,7 (1)
Mazorca de maiz b 131 (228 [160 144 663 19,8 (1)
Cascaras de arroz a 9 122 |24 18 234 |10 417 2,2 (1)
Cascaras de arroz b 8 120 |28 209 |12 378 2,2 (1)
Cascaras de melon 6 120 11 208 |16 361 1,7 (1)
Pulpa de remolacha azucarera 51 17 209 11 211 |24 523 9,8 (2)
Paja de trigo Idaho 15 249 |36 396 696 2,2 (3)
Fibra de maiz 36 176 113 372 697 5,2 (4)
Bagazo de cafia 14 180 |24 5 391 614 2,3 (5)
Rastrojos de maiz 19 209 |29 370 626 (6)
Taraje (madera) 5 118 |7 3 493 625 0,7 (7)
Eucalipto (madera) 22 105 |8 3 445 583 3,8 (7)
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Material lignocelulésico Gal Xil |Ara [Man |Glu |[Ram |Suma |% Gal. |Bibl.
CWR (pasto) 8 165 |33 340 546 1,4 (7)
JTW (pasto) 7 169 |28 311 515 1,3 (7)
MSW 4 24 |5 20 440 493 0,9 (7)
Alpiste 16 117 |30 |6 209 |1 379 4,2 (8)
Semillas de alpiste 13 163 |28 6 265 |1 476 2,7 9)
Residuo de prensado de aceitunas 15 111 |24 8 329 487 3,1 9)

Esta claro a partir de la tabla 1 que en estas lignocelulosas una gran cantidad de azucar esta presencia en la forma
de glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa. La conversion de glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa en un producto de
fermentacion es asi de gran importancia econdémica. También esta presente manosa en algunos materiales
lignocelulosicos, habitualmente en cantidades menores que los azucares mencionados previamente. Por lo tanto,
ventajosamente, también la manosa es convertida por la célula de levadura.

Se espera que las células de levadura de la presente invencién se puedan manipular adicionalmente para alcanzar
otras caracteristicas deseables, o incluso rendimientos globales de etanol superiores.

La seleccion de células de levadura mejoradas al someter a pases a células de levadura sobre medio que contiene
hidrolizado ha dado como resultado una levadura mejorada con velocidades de fermentacion potenciadas. Usando
las ensefianzas de la presente invencion, se podrian alcanzar facilmente estas cepas mejoradas.

Por material que contiene pentosa se entiende cualquier medio que comprenda pentosa, ya sea liquido o sélido.
Materiales que contienen pentosa adecuados incluyen hidrolizados de polisacarido o biomasa lignocelulésica tal
como cascaras de maiz, madera, papel, subproductos agricolas y similares.

Por un "hidrolizado", seguin se usa en la presente, se entiende un polisacarido que se ha despolimerizado a través
de la adicién de agua para formar azucares mono- y oligosacaricos. Los hidrolizados se pueden producir mediante
hidrélisis enzimatica o acida del material que contiene polisacaridos.

Preferiblemente, la célula de levadura es capaz de crecer bajo condiciones similares a las encontradas en fuente de
pentosa industriales. El método de la presente invencion seria el mas econdmico cuando el material que contiene
pentosa se pueda inocular con la variante de levadura sin manipulaciéon excesiva. A modo de ejemplo, la industria de
reduccion a pulpa genera grandes cantidades de residuo celuldsico. La sacarificacion de la celulosa mediante
hidrélisis acida da hexosas y pentosas que se pueden usar en reacciones de fermentacion. Sin embargo, el
hidrolizado o el licor de sulfito contiene altas concentraciones de sulfito e inhibidores fendlicos presentes
naturalmente en la madera que inhiben o previenen el crecimiento de la mayoria de los organismos. Los ejemplos
posteriores describen la fermentacion de pentosa en hidrolizados acidos (o licor residual de sulfito) de maderas
duras y maderas blandas por las células de levadura de la presente invencion. Se espera razonablemente que las
cepas de levadura capaces de crecer en licor residual de sulfito puedan crecer virtualmente en cualquier otro
hidrolizado de biomasa.

Fermentacion

El procedimiento de fermentacion puede ser un procedimiento de fermentacidon aerobia o anaerobia. Un
procedimiento de fermentacién anaerobia se define en la presente como un procedimiento de fermentacion realizado
en ausencia de oxigeno o en el que sustancialmente no se consume oxigeno, preferiblemente menos de
aproximadamente 5, aproximadamente 2,5 o aproximadamente 1 mmol/l’'h, mas preferiblemente se consumen 0
mmol/l/h (es decir, el consumo de oxigeno no es detectable) y en el que moléculas organicas sirven como donante
de electrones aceptores de electrones. En ausencia de oxigeno, el NADH producido en la glucolisis y la formacion
de biomasa no se puede oxidar mediante fosforilacion oxidativa. Para resolver este problema, muchos
microorganismqs usan piruvato o uno de sus derivados como un aceptor de electrones e hidrégeno, regenerando de
ese modo NAD".

Asi, en un procedimiento de fermentacion anaerobia, se usa piruvato como un aceptor de electrones (e hidrégeno) y
se reduce hasta productos de fermentacion tales como etanol, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico,
acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido malico, acido fumarico un aminoacido y etileno.

El procedimiento de fermentacién se realiza preferiblemente a una temperatura que es éptima para la célula. Asi,

para la mayoria de las células hospedadoras de levadura o fungicas, el procedimiento de fermentacion se efectia a
una temperatura que es menor de aproximadamente 42°C, preferiblemente menor de aproximadamente 38°C. Para
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células hospedadoras de levadura u hongo filamentosos, el procedimiento de fermentacion se realiza
preferiblemente a una temperatura que es menor de aproximadamente 35, aproximadamente 33, aproximadamente
30 o aproximadamente 28°C y a una temperatura que es superior a aproximadamente 20, aproximadamente 22 o
aproximadamente 25°C.

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

La invencion también se refiere a un procedimiento para producir un producto de fermentacion.

El procedimiento de fermentacion segun la presente invencion se puede realizar bajo condiciones aerobias y
anaerobias. En una realizacion, el procedimiento se lleva a cabo bajo condiciones microaerdéfilas o con oxigeno
limitado.

Un procedimiento de fermentacién anaerobia se define en la presente como un procedimiento de fermentacion
realizado en ausencia de oxigeno o en el que sustancialmente no se consume oxigeno, preferiblemente menos de
aproximadamente 5, aproximadamente 2,5 o aproximadamente 1 mmol/l/h, y en el que moléculas organicas sirven
como donante y como aceptores de electrones.

Un procedimiento de fermentacion con oxigeno limitado es un procedimiento en el que el consumo de oxigeno esta
limitado por la transferencia de oxigeno del gas al liquido. El grado de limitacion de oxigeno esta determinado por la
cantidad y la composicion del flujo gas entrante asi como las propiedades de mezcladura/transferencia de masa
reales del equipo de fermentacion usado. Preferiblemente, en un procedimiento bajo condiciones de oxigeno
limitado, la velocidad de consumo de oxigeno es al menos aproximadamente 5,5, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 6, tal como al menos 7 mmol/l/h. Un procedimiento de la invencién puede comprender la
recuperacion del producto de fermentacion.

En un procedimiento preferido la célula fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferiblemente simultaneamente,
en cuyo caso preferiblemente se usa una célula que sea insensible a la represion de glucosa para evitar el
crecimiento diauxico. Ademas de una fuente de xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de fermentacion
comprendera ademas el ingrediente apropiado requerido para el crecimiento de la célula. Composiciones de medios
de fermentacion para el crecimiento de microorganismos tales como levaduras se conocen bien en la técnica.

Los procedimientos de fermentacion se pueden llevar a cabo en modo discontinuo, semicontinuo o continuo.
También se puede aplicar un procedimiento de hidrdlisis y fermentacién separadas (SHF) o un procedimiento de
sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF). También es posible una combinacion de estos modos del
procedimiento de fermentacién para una productividad éptima. Estos procedimientos se describen posteriormente en
la presente con mas detalle.

Modo SSF

Para el modo de sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF), el tiempo de reaccion para la etapa de
licuefaccion/hidrdlisis o presacarificacion depende del tiempo para conseguir un rendimiento deseado, es decir el
rendimiento de conversion de celulosa en glucosa. Este rendimiento es preferiblemente tan alto como sea posible,
preferiblemente 60% o mas, 65% o mas, 70% o mas, 75% o mas 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas, 95% o mas,
96% o mas, 97% o mas, 98% o mas, 99% o mas, incluso 99,5% o mas 0 99,9% o mas.

Segun la invencion, se consiguen altas concentraciones de azucar en el modo SHF y concentraciones de producto
(p. €j. etanol) muy altas en el modo SSF. En la operacién SHF, la concentracién de glucosa es 25 g/l o mas, 30 g/l o
mas, 35 g/l o mas, 40 g/l o mas, 45 g/l o mas, 50 g/l o mas, 55 g/l o mas, 60 g/l o mas, 65 g/l o mas, 70 g/l o mas , 75
g/l o mas, 80 g/l o mas, 85 g/l o mas, 90 g/l o mas, 95 g/l o mas, 100 g/l o mas, 110 g/l o mas, 120 g/l o mas o puede
ser, p. ej., be 25 g/I-250 g/l, 30 g/I-200 g/l, 40 g/I-200 g/l, 50 g/I-200 g/I, 60 g/I-200 g/l, 70 g/I-200 g/I, 80 g/I-200 g/l, 90
g/1-200 g/l.

Concentracion de producto en el modo SSF

En la operacién SSF, la concentracion de producto (g/l) depende de la cantidad de glucosa producida, pero esta no
es visible debido a que los azucares se convierten en el producto en el SSF, y las concentraciones de producto se
pueden relacionar con la concentracion de glucosa subyacente mediante la multiplicaciéon con el rendimiento maximo
tedrico (Yps max en g de producto por gramo de glucosa)

El rendimiento maximo tedrico (Yps max en g de producto por gramo de glucosa) de un producto de fermentacion se
puede derivar de la bioquimica de libros de texto. Para el etanol, 1 mol de glucosa (180 g) da segun la ruta de
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fermentacion por glucolisis normal en levadura 2 moles de etanol (=2x46 = 92 g de etanol. El rendimiento maximo
tedrico de etanol sobre glucosa es por lo tanto 92/180 = 0,511 g de etanol/g de glucosa.

Para el butanol (PM 74 g/mol) o isobutanol, el rendimiento maximo teérico es 1 mol de butanol por mol de glucosa.
Asi que Yps max para (iso-)butanol = 74/180 = 0,411 gr (iso-)butanol/g de glucosa.

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

Para otros productos de fermentacion se puede hacer un calculo similar.
Modo de SSF

En la operacion SSF, la concentracion de producto es 25 g * Yps g/l/l o mas, 30 * Yps g/l o mas, 35 g * Yps /l o mas,
40 * Yps g/l o mas, 45 * Yps g/l o mas, 50 * Yps g/l o mas, 55 * Yps g/l o mas, 60 * Yps g/l o mas, 65 * Yps g/l o mas,
70 * Yps g/lomas , 75 * Yps g/l o mas, 80 * Yps g/l o mas, 85 * Yps g/l o mas, 90 * Yps g/l o mas, 95 * Yps g/l o
mas, 100 * Yps g/l o mas, 110 * Yps g/l o mas, 120 g/l * Yps o mas o puede ser, p. €j., 25 * Yps g/I-250 * Yps g/l, 30 *
Yps g/I-200 * Yps g/l, 40 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 50 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 60 * Yps g/I-200 * Yps g/, 70 * Yps g/I-200
*Yps g/l, 80 * Yps g/I-200 * Yps g/l, 90 * Yps g/l, 80 * Yps g/I-200 * Yps g/|

Segun esto, la invencion proporciona un método para la preparacion de un producto de fermentacion, método que
comprende:

a. degradar lignocelulosa usando un método como el descrito en la presente; y
b. fermentar el material resultante,

para preparar de ese modo un Producto de fermentacion.

Producto de fermentacion

El Producto de fermentacién de la invencién puede ser cualquier producto util. En una realizacién, es un producto
seleccionado del grupo que consiste en etanol, n-butanol, isobutanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propidnico, acido
acrilico, acido acético, acido succinico, acido fumarico, acido malico, acido itacénico, acido maleico, acido citrico,
acido adipico, un aminoacido, tal como lisina, metionina, triptéfano, treonina y acido aspartico, 1,3-propanodiol,
etileno, glicerol, un antibiético de R-lactama y una cefalosporina, vitaminas, productos farmacéuticos, complementos
para piensos, productos quimicos especiales, materias primas quimicas, plasticos, disolventes, combustibles,
incluyendo biocombustibles y biogas u otros polimeros organicos, y una enzima industrial, tal como una proteasa,
una celulasa, una amilasa, una glucanasa, una lactasa, una lipasa, una liasa, una oxidorreductasas, una transferasa
0 una xilanasa.

Recuperacion del producto de fermentacion

Para la recuperacion del producto de fermenation se usan tecnologias existentes. Para diferentes productos de
fermentacion, son apropiados diferentes procedimientos de recuperacion. Métodos existentes para retirar etanol de
mezclas acuosas usan comunmente técnicas de fraccionacion y adsorcion. Por ejemplo, se puede usar un
alambique para cerveza para procesar un producto fermentado, que contiene etanol en una mezcla acuosa, para
producir un mezcla que contiene etanol enriquecido que a continuacion se somete a fraccionacion (p. €j., destilacion
fraccionada u otras técnicas similares). A continuacion, las fracciones que contienen las concentraciones mas altas
de etanol se pueden hacer pasar a través de un adsorbente para retirar la mayoria, si no todo, del agua restante del
etanol.

Los siguientes ejemplos no limitativos pretenden ser puramente ilustrativos.
Ejemplos

Cepas y mantenimiento. Para el almacenamiento de las cepas usadas en este estudio (Tabla 1), se realizaron
cultivos en matraz agitado en medio complejo (YP), que consistia en 10 g I de extracto de levadura (BD Difco) y 20
g I'" de peptona (BD Difco), complementado bien con 2% de glucosa (YPD), 2% de etanol + 1,5% de glicerol (YP-
EtOH/Glic) o 2% de arabinosa (YP-Ara). Los cultivos se incubaron a 30°C en un agitador orbital (200 rpm) hasta una
fase de crecimiento estacionario. Después de la adicién de 30% (v/v) de glicerol, las muestras procedentes de
cultivos en matraz agitado se almacenaron en partes alicuotas de 2 ml a -80°C.
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Cultivo en matraz agitado. El cultlvo en matraces agltados se realizé a 30°C en medio sintético que contenia 2,3 g I”
de urea, 6,6 g I de K»SO4, 3 g 1" de KHaPO4, 0,5 g I de MgS04.7H,0 y elementos vestigiales (MYurea) [7]. Para el
cultivo en matraz agitado, el pH del medio se ajust6 hasta 4,7 con KOH 2 M antes de la esterilizacion. Después de la
termoesterilizacion (121°C, 20 min), se afadieron una solucion de vitaminas esterilizada en filtro [7] y se afiadieron
azucares. Los cultivos en matraz agitado se prepararon al inocular 100 ml de medio que contenia el azucar
apropiado en un matraz agitado de 500 ml con un cultivo madre congelado, y se incubaron a 30°C en un agitador
orbital (200 rpm).

Cultivo discontinuo anaerobio. Se llevo a cabo un cultivo discontinuo anaerobio a 30°C en fermentadores de 2 litros
(Applikon, Schledam Paises Bajos) con un volumen de trabajo de 1 1. Los cultivos se realizaron en medio sintético
que contenia 5 g I de (NH4)2S04, 3 g I"' de KH,PO4, 0,5 g I"" de MgS04.7H,0 y elementos vestigiales [7]. Despues
de la termoesterilizacion (121°C, 20 min.), el medio se complementé con 0,01 g I de ergosterol y 0,42 g I”
Tween 80 disuelto en etanol [1,2], un antiespumante siliconico, elementos vestigiales, solucion de V|tam|nas
esterlllzada con filtro [7] y la fuente de carbono apropiada. Los cultivos se agitaron a 800 rpm y se rociaron con 0,5 |
min” de nitrégeno gaseoso (<10 ppm de OX|geno) y se mantuvieron a pH 5,0 mediante la adicién automatica de
KOH 2 M. Para minimizar la difusion de oxigeno, los fermentadores se equiparon con un tubo de Norprene (Cole
Palmer Instrument Company, Vernon Hills, EE. UU. de A.). La ausencia de oxigeno se verificé con un electrodo de
oxigeno (Applisens, Schiedam, Paises Bajos). Los cultivos discontinuos se iniciaron mediante la inoculacién con un
cultivo en matraz agitado desarrollado glucosa de 100 ml.

Determinacion de la velocidad de crecimiento. Para cultivos en matraz agitado, se elaboraron perfiles de crecimiento
al medir la densidad optica a 660 nm (OD660) en el tiempo. Para cultivos anaerobios en fermentadores, se
determinaron las velocidades de crecimiento especificas basandose en las concentraciones de CO; en el gas de
escape. Las velocidades de crecimiento especificas se determinaron al ajustar puntos de datos con una curva
exponencial.

Andlisis de dioxido de carbono y metabolitos extracelulares. El gas de escape procedente de fermentadores
anaerobios se enfrié en un condensador (2°C) y se seco6 con un secador Permapure tipo MD-110-48P-4 (Permapure,
Toms River, EE. UU. de A.). Las concentraciones de didxido de carbono se determinaron con un analizador NGA
2000 (Rosemount Analytical, Orrville, EE. UU. de A.). Los caudales del gas de escape y las velocidades de
produccién de didxido de carbono especificas se determinaron como se describe previamente [6,8].

Se analizaron glucosa, arabinosa, acetato, lactato, succinato, glicerol y etanol mediante HPLC usando una HPLC
Waters Alliance 2690 (Waters, Milford, EE. UU. de A.) complementada con una columna BioRad HPX 87H (BioRad,
Hercules, EE. UU. de A.), un detector del indice de refraccion Waters 2410 y un detector UV Waters 2487. La
columna se eluyé a 60°C con 0,5 g I"! de acido sulfdrico a un caudal de 0,6 ml min™

Determinacion de la actividad de hexocinasa. La actividad de hexocinasa en extractos celulares de las cepas usadas
en este estudio se determina al medir la conversion de glucosa en 6-fosfato de glucosa (reaccién 1), usando una
reaccion enzimatica acoplada (reacciéon 2) que convierte el 6-fosfato de glucosa formado en 6-fosfogluconato
mediante la enzima 6-fosfato de glucosa deshidrogenasa. La velocidad de NADPH formado en esta reaccion de
acoplamiento es igual a la actividad de hexocinasa y se determina al medir la absorbancia a 340 nm.

D-Glucosa + ATP W ADP + 6-fosfato de D-glucosa (1)

6-fosfato de D-glucosa + NADP™ W 6-fosfogluconolactina + NADPH (2)
Ejemplo 1

Eliminaciones de genes. Las eliminaciones de genes de la presente se alcanzaron mediante la integracion de una
casete de resistencia a G418 que reemplaza al gen diana. Para la eliminacién de HXK2, HXK1y GLK1, el casete
KanMX de pUG6 se amplificé mediante PCR [4], usando los oligonucleétidos indicados en la Tabla 2.

Tabla 2. Oligonucledtidos usados en este estudio para la construcciéon de eliminaciones de genes y propdsitos de
diagnéstico relacionados. Un casete de eliminacion del gen KanMX se obtuvo mediante PCR al usar combinaciones
de los oligonucleodtidos DisA y DisB. Los genes se perturbaron mediante recombinaciéon homaéloga entre el gen diana
y el casete de eliminacion del gen KanMX. Los sitios de recombinacién se indican mediante las regiones subrayadas
en los oligonucledtidos. La eliminacion o perturbacion se confirmé mediante PCR usando los cebadores de
diagnostico KanA y KanB combinados con los cebadores de diagndstico FW y RV correspondientes con el gen diana
(p- €j. KanA combinado con HXK2-FW y KanB combinado con HXK2-RV).
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Nombre Secuencia de ADN 5'-3'

Oligonucledtidos usados para la construccion de casetes de perturbacion de genes

GTTGTAGGAATATAATTCTCCACACATAATAAGTACGCTAATTCAGCT

HXK2-disA
GAAGCTTCGTACGC
HXK2-disB AAAAGGGCACCTTCTTGTTGTTCAAACTTAATTTACAAATTAAGTGCA
-dis
TAGGCCACTAGTGGATCTG
HXKA-disA TTTCTTTTAATCAAACTCACCCAAACAACTCAATTAGAATACTGCAGC
-dis
TGAAGCTTCGTACGC
HXK1-disB GAATAATAATATTAAGGGAGGGAAAAACACATTTATATTTCATTACAG
-dis
CATAGGCCACTAGTGGATCTG
GLKA-disA CTCGGACAAAGGTCTTCCTATGATTCCGGCGTTCGTCACCGGGTCC
-dis
AGCTGAAGCTTCGTACGC
GLK1-disB TAAAGGAGAGAAGATGGTAAGTACGGTGGGATACGTACACAAACATA
-dis

GGCCACTAGTGGATCTG

Oligonucledtidos usados con propdsitos de diagnostico

KanA CGCACGTCAAGACTGTCAAG

KanB TCGTATGTGAATGCTGGTCG
HXK2-FW TTCGCCACTGTCTTATCTAC
HXK2-RV CCGTTCGTTCCAGAATTATC
HXK1-FW CCTTAGGACCGTTGAGAGGAATAG
HXK1-RV TCCCGGAGAACAAAGTAAGTGG
GLK1-FW AAAAACGGGAAATAACAATAACGAC
GLK1-RV TGCGATCTTATTAGTGTGTGACATT

Después de la purificacion de los productos de PCR (GenElute PCR Clean-up Kit, Sigma, Steinheim, Alemania), los
cultivos durante la noche se transformaron [3] con el casete de perturbacién génica. Se seleccionaron células
transformadas sobre agar de YPD que contenia 100 ug mlI" de G418 (InvivoGen, San Diego, EE. UU. de A.). La
integracion correcta del casete KanMX se verific6 mediante PCR sobre colonias individuales usando
oligonucledtidos de diagndstico que se unen en el casete KanMX y regiones aguas arriba y aguas abajo del gen
diana (Tabla 1).

Para eliminaciones de muiltiples genes, el marcador KanMX se rescat6 antes de la eliminacion del siguiente gen. A
este fin, las células se transformaron con pSH65, que expresa la Cre-recombinasa inducible y que soporta el gen de
resistencia a fleomicina ble" [5]. Las células transformadas se extendieron sobre placas de YPD que contenian
fleomicina y se incubaron a 30°C hasta que aparecian colonias. YP liquido-galactosa que contenia 7,5 yg/ml de
fleomicina (InvivoGen, San Diego, EE. UU. de A.) se inoculd con varias colonias resistentes a fleomicina, se incubé
durante la noche a 30°C para la induccién de la Cre recombinasa y se transfirio a YPD solido con fleomicina. La
retirada del casete KanMX mediante la Cre-recombinasa se confirmé mediante cultivo en placa de réplica de

19



10

15

20

25

30

35

40

ES 2629252 T3

colonias de levadura resistentes a fleomicina sobre YPD y YPD-G418 y mediante PCR de diagndstico sobre colonias
individuales que habian perdido la resistencia a G418. Posteriormente, la pérdida de pSH65 se alcanzoé al hacer
crecer células no selectivamente durante 5-10 generaciones en YPD sin fleomicina, después de lo cual se confirmé
la resistencia a fleomicina mediante cultivo en placas de réplica de colonias individuales sobre YPD sélido con y sin
fleomicina. La eliminacion posterior de HXK2, HXK1 y GLK1 y la retirada del gen KanMX después de cada
eliminacion daba como resultado las cepas IMK306, IMK307, IMK311, IMK312 y IMK318 (Tabla 3).

Tabla 3. Cepas de S. cerevisiae construidas y usadas en la presente.

Genotipo / caracteristicas pertinentes
Cepa

DS62504 |MAT a MAL2-8c SUC2 ygr059w::{TDH3p-araA; ENO1p-araB PGl1p-araD} gre3::{TPI1p-TAL1; ADH1p-
TKL1; PGI1p-RPE1; ENO1p-RKI1} yel023c:{TPI1 p-XylA; TDH1p-XKS1}

IMK306 Como DS62504; Ahxk2::LoxP-KanMX-LoxP

IMK307 Como DS62504; Ahxk2::LoxP

IMK311 Como DS62504; Ahxk2::LoxP Ahxk1::LoxP-KanMX-LoxP

IMK312 Como DS62504; Ahxk2::LoxP Ahxk1::LoxP

IMK318 Como DS62504; Ahxk2::LoxP Ahxk1::LoxP glk1::LoxP-KanMX-LoxP

IMWO17 |Como DS62504; Ahxk2::LoxP Ahxk1:LoxP glk1::LoxP-KanMX-LoxP; aislado de una sola colonia
derivado de IMK318, seleccionado para el consumo de arabinosa insensible a glucosa; consumo
simultaneo de glucosa y arabinosa

IMWO018 |Como DS62504; Ahxk2::LoxP Ahxk1:LoxP glk1::LoxP-KanMX-LoxP; aislado de una sola colonia
derivado de IMK318, seleccionado para el consumo de arabinosa insensible a glucosa; consumo de
arabinosa en presencia de >2% (p/v) de glucosa

El efecto de la eliminacion de hxk2 y hxk2 hxk1 sobre el consumo de glucosa y arabinosa. Para determinar el efecto
de la eliminacion de HXK2 y HXK1 sobre el consumo de glucosa y arabinosa, las cepas DS62504, IMK307 (hxk2A) y
IMK311/IMK312 (hxk2A hxk1A) se cultivaron tanto en matraces agitados (Fig 1) como en fermentadores anaerobios
(Fig 2) a 30°C en MY complementado con una mezcla de 2% de arabinosa y 2% de glucosa.

Los cultivos en matraz agitado se iniciaron a una OD660 inicial de aproximadamente 0,05 mediante inoculacion con
cultivos en matraz agitado desarrollados en MY-glc. La cepa DS62504 (Fig 1) consumia glucosa en 21 horas y al
agotarse la glucosa, se iniciaba el consumo de arabinosa. Ambos azulcares se consumian en un tiempo total de mas
de 50 horas. En el cultivo de la cepa IMK307 (Fig 1), la glucosa se consumia totalmente en 25 horas y la arabinosa
se agotaba en menos de 15 horas después de eso. IMK307 global demostraba una reduccién de al menos 20% en
el tiempo de fermentacion total en comparacién con DS62504. La cepa IMK311 (Fig 1) consumia 2% de glucosa en
aproximadamente 30 horas. Con todavia aproximadamente 10 mM de glucosa restante en el cultivo, se observaba
consumo de arabinosa. La arabinosa se completaba en 48 horas. Aunque mas lentamente que IMK307, el tiempo de
fermentacion global de IMK311 todavia era mas corto que el de DS62504.

Los cultivos anaerobios (Fig 2) se iniciaron con una OD660 inicial de aproximadamente 1 mediante inoculacion con
cultivos en matraz agitado desarrollados en MY-glc. Basandose en el perfil de produccion de CO,, se podia deducir
que la cepa DS64205 consumia completamente la glucosa en menos de 15 horas. La velocidad de crecimiento
especifica durante el consumo de glucosa era 0,29 h™. Sin embargo, la arabinosa se consumia a una velocidad
mucho menor. Después de 80 horas, aproximadamente 90% de la arabinosa todavia estaba presentes en el caldo
de fermentacion. El consumo de glucosa para la cepa IMK307 (hxk2A) era mas lento. Tanto el perfil de produccion
de CO; como las medidas de glucosa indicaban que toda la glucosa se consumia en 20 horas. La velocidad de
crecimiento especifica durante el consumo de glucosa era 0,20 h™. El consumo de arabinosa se iniciaba al agotarse
la glucosa y 92% de la arabinosa se consumia en 66 horas, lo que es una mejora clara si se compara con la cepa
DS62504. La eliminacion de HXK1 adicional a HXK2 (cepa IMK312) tenla un efecto rigurosos sobre la velocidad de
crecimiento especifica sobre glucosa. La velocidad de crecimiento 0,05 h para la cepa IMK312 era 75% inferior que
la de la cepa IMK307. La glucosa se agotaba en 46 horas. Dentro de estas 46 horas, se consumia aproximadamente
10% del total de 132 mM de arabinosa. La arabinosa se consumia completamente en menos de 112 horas.

Ejemplo 2

Seleccion de crecimiento de IMK318 sobre arabinosa en presencia de glucosa. Se confirmaba mediante 450 horas
de cultivo en matraces agitados sobre glucosa que la cepa de eliminacion de hexocinasa/glucocinasa IMK318
(hxk1A hxk2A g/k1A) es incapaz de crecer sobre glucosa sola. Por lo tanto, la cepa se cultivdo en YP-EtOH/Glyc y
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posteriormente se almacend a -80°C después de la adicion de glicerol. Posteriormente, se cultivd IMK318 en 100 ml
de MY que contenia 2% de arabinosa. Después de 3 dias, con una OD660 de aproximadamente 1, se transfirieron 2
ml del cultivo a 100 ml de MY reciente que contenia 2% de arabinosa. Después de aproximadamente 12 dias, la
ODG660 del cultivo era >5 y las muestras se almacenaron a -80°C como reservas de glicerol. La cepa IMK318 se
cultivé a 30°C durante varios dias en MY-ara. A una OD660 de aproximadamente 5, se transfirieron 2 ml del cultivo a
6 matraces agitados separados que contenian 100 ml de MYurea complementado con 2% de arabinosa y
concentraciones variables de glucosa: 0, 0,11, 0,23, 0,65, 1,3 y 2,5 (p/v) %. El crecimiento de estos 6 cultivos
paralelos se registr6 mediante medidas de la OD660 (Fig 3). Se observd que, en presencia de glucosa, el
crecimiento se retrasa. Una cantidad creciente de glucosa daba como resultado un crecimiento sobre arabinosa
crecientemente retrasado. Dos de estos cultivos paralelos (Linea A que empezaba con 0,65 p/v% de glucosa; Linea
B que empezaba con 2,5 p/v% de glucosa) se transfirieron en serie a 100 ml de MY complementado con arabinosa y
glucosa segun los esquema de transferencia mostrados en la Tabla 4.

Tabla 4. Representacion esquematica de cultivos en matraz agitado (SF) transferidos en serie de la cepa IMK318 en
MYurea con concentraciones de arabinosa (ara) y glucosa (glc) como las indicadas. Las series de transferencia A 'y
B daban como resultado finalmente aislados de una sola colonia IMW018 y IMWO017, respectivamente.

Serie |SF1 SF2 SF3 SF4 SF5 SF6 SF7 Aislado de una sola colonia

A 2% Ara 2% Ara 2% Ara 2% Ara (2% Ara 2% Ara [2% Ara IMWO18
0,65 Glc 1% Glc 12,5% Glc 2% Glc (2% Glc 2% Glc 2% Glc

2% Ara 2% Ara 2% Ara
B IMWO017
2,5% Glc |2% Glc 2% Glc

En la serie A, donde los cultivos se transferian a medio con concentraciones crecientes de glucosa (Tabla 3), la
arabinosa se consume completamente mientras se consumia menos de 10% de la glucosa (Figura 4). A partir de
SF7, las muestras se extendieron sobre YP-ara sélido complementado con 100 ug ml" de G418 y se incubaron a
30°C hasta que aparecian las colonias. Las colonias separadas se transfirieron a YP-ara soélido. Se cultivaron
aislados de una sola colonia en YP-ara y se almacenaron a -80°C. Se probaron dos aislados de una sola colonia de
esta serie de matraces agitados transferidos en serie y se encontraron cualitativamente similares al cultivo mixto.
Uno de estos aislados se denominé cepa IMW018.

En la serie B (Tabla 3), se transfirieron cultivos en matraz agitado en medio MY con concentraciones fijas de 2% de
arabinosa y 2% de glucosa (Figura 5). Sorprendentemente, se observé el consumo simultaneo de arabinosa y
glucosa después de la primera transferenma (SF1 — SF2). A partir de SF3, las muestras se extendieron sobre YP-
ara solido complementado con 100 ug ml”" de G418 y se incubaron a 30°C hasta que aparecian colonias. Las
colonias separadas se transfirieron a YP-ara sélido. Los aislados de una sola colonia se cultivaron en YP-ara y se
almacenaron a -80°C como reservas de glicerol. Se probaron dos aislados de una sola colonia de esta serie de
matraces agitados transferidos en serie y se encontraron cualitativamente similares al cultivo mixto. Uno de estos
aislados se denominé cepa IMWO017.

Se probd el consumo de glucosa y arabinosa de ambas cepas de aislado de una sola colonia IMW017 y IMW018 en
cultivos en matraz agitado (Figuras 4 y 5). Los aislados de una sola colonia exhibian perfiles de concentracion de
glucosa y arabinosa que eran similares a los cultivos en matraz agitado transferidos en serie de los que se originan.
De forma interesante, los regimenes de concentracion de glucosa aplicados en esta estrategia de manipulacion
evolutiva basada en la cepa de eliminacion de hexocinasa/glucocinasa IMK318 (hxk1A hxk2A glk1A) daban como
resultado dos fenotipos diferentes: (i) Consumo de arabinosa insensible a glucosa por la cepa IMWO018, vy (ii)
consumo simultaneo de arabinosa y glucosa por la cepa IMW017.

Ejemplo 3

Cofermentacion anaerobia de arabinosa y glucosa. La cepa IMWO017 se cultivd anaerobiamente en una mezcla de
glucosa y arabinosa, usando una disposicion de fermentador discontinuo secuencial. Se realizaron tres lotes
consecutivas en la mezcla de glucosa/arabinosa (Fig. 6). En cada lote, la glucosa y la arabinosa se consumian
simultaneamente y se fermento en etanol. Deducido del perfil de produccion de CO,, se observo que la velocidad de
creC|m|ento especifica sobre la mezcla de glucosa/arabinosa se incrementaba desde 0,05 h™ en el primer lote hasta
0,07 h™ en el tercer lote.

Durante las fermentaciones discontinuas consecutivas adicionales, la velocidad de crecimiento se incrementa aun
mas. Una cepa de aislado de una sola colonia tomada del lote final exhibe consumo simultaneo de glucosa y
arabinosa a una velocidades de consumo especificas incrementadas en comparaciéon con IMWO017.
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Ejemplo 4

Actividades de hexocinasa. Se determinan las actividades de hexocinasa en extractos celulares de las cepas
DS62504, IMK307, IMK312, IMK318, IMW017 y IMWO018. La actividad de hexocinasa en extractos celulares de
IMK307 (hxk2A) son inferiores que la de la cepa DS62504. La actividad de hexocinasa de IMK312 (hxk2A hxk1A)
son inferiores que la de IMK307, mientras que IMK318 (hxk2A hxk1A glk1A) no exhibe / exhibe la minima actividad
de hexocinasa. Las actividades de hexocinasa en la cepa IMW018 son similares a las actividades de hexocinasa
observadas para IMK318, mientras que IMWO017 tiene actividades de hexocinasa superiores que IMK318.

Ejemplo 5

Identificacion de una hexocinasa desconocida en IMWO017. Basandose en la actividad de hexocinasa medida en las
cepas hxk1 hxk2 glk1 evolucionadas, se espera que otro gen con el potencial decodificar una cinasa de azucar
presente en el genoma bien se haya hecho activo o bien haya cambiado su especificidad de sustrato para glucosa.
El gen que codifica esta actividad se identifica por analisis gendmico. La eliminacion adicional de este gen da como
resultado una disminucién de la actividad de hexocinasa. Esta cepa con inactivaciéon cuadruple proporciona una
plataforma aun mas fuerte para la manipulacién evolutiva del consumo de arabinosa en presencia de glucosa.

Ejemplo 6

Reintroduccion de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMK318. Para restaurar el crecimiento sobre glucosa,
bien HXK1, bien HXK2 o bien GLK1 se reintroduce en IMK318. Las medidas de la actividad muestran que la
reintroduccion de uno de estos genes en IMK318 da como resultado una actividad incrementada de
hexo/glucocinasa. Se restaura el crecimiento sobre glucosa como la tnica fuente de carbono.

Ejemplo 7

Reintroduccion de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMWO018. Las medidas de la actividad muestran que
la reintroduccién bien de HXK1, bien de HXK2 o bien de GLK71 en IMW018 da como resultado una actividad
incrementada de hexo/glucocinasa en comparacion con la cepa IMWO018. Se restaura el crecimiento sobre glucosa
como la Unica fuente de carbono. La reintroducciéon bien de HXK1, bien de HXK?2 o bien de GLK? da como resultado
el crecimiento tanto sobre glucosa como sobre arabinosa como la Unica fuente de carbono. La cepa resultante crece
en una mezcla de glucosa y arabinosa, exhibiendo consumo simultaneo de glucosa y arabinosa.

Ejemplo 8

Identificacion de mutaciones subyacentes del fenotipo insensible a glucosa de IMW017 y IMWO018. Se espera que el
fenotipo insensible a glucosa de las cepas IMWO017 y IMWO018 se pueda explicar por mutaciones que se han reunido
durante el crecimiento selectivo de la cepa IMK318 en medio que contiene glucosa y arabinosa. Para identificar
estas mutaciones, se someten a secuenciacion los genomas de las cepas IMK318, IMWO017 y IMWO018. Al comparar
las secuencias genémicas de IMWO017 frente a IMK318 y IMWO018 frente a IMK318, se identifican modificaciones
gendmicas, como p. ej. polimorfismos de un solo nucleétido. La introduccion de estos polimorfismos de un solo
nucledtido en DS62504 da como resultado fenotipos de los que el crecimiento sobre arabinosa es insensible a
glucosa.

Ejemplo 9

Eliminacion de GAL1. Otro enfoque para determinar la proteina o las proteinas responsables de la restante actividad
de hexocinasa es eliminar genes que codifican potencialmente actividad de hexocinasa en la cepa hxk1 hxk2 glk1. A
este fin, el gen GAL1 se elimina en la cepa hxk1 hxk2 glk1. La cepa resultante muestra una actividad de hexocinasa
inferior que la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental o muestra una capacidad disminuida de crecer sobre glucosa como la
Unica fuente de carbono en comparacion con la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental. Esta cepa con inactivacion cuadruple
proporciona una plataforma aun mas fuerte para la manipulacién evolutiva del consumo de arabinosa en presencia
de glucosa.

Ejemplo 10

Eliminacion de YDR516¢. Otro enfoque para determinar la proteina o las proteinas responsables de la restante
actividad de hexocinasa es eliminar genes que codifican potencialmente actividad de hexocinasa en la cepa hxk1
hxk2 glk1. A este fin, el gen YDR516¢c se elimina en la cepa hxk1 hxk2 glk1. La cepa resultante muestra una
actividad de hexocinasa inferior que la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental o muestra una capacidad disminuida para
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crecer sobre glucosa como la uUnica fuente de carbono en comparacion con la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental. Esta
cepa con inactivacion cuadruple proporciona una plataforma adn mas fuerte para la manipulacién evolutiva del
consumo de arabinosa en presencia de glucosa.

Ejemplo 11

Eliminacion de YLR446w. Otro enfoque para determinar la proteina o las proteinas responsables de la restante
actividad de hexocinasa es eliminar genes que codifican potencialmente actividad de hexocinasa en la cepa hxk1
hxk2 glk1. A este fin, el gen YLR446w se elimina en la cepa hxk1 hxk2 glk1. La cepa resultante muestra una
actividad de hexocinasa inferior que la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental o muestra una capacidad disminuida para
crecer sobre glucosa como la unica fuente de carbono en comparacion con la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental. Esta
cepa con inactivacién cuadruple proporciona una plataforma aun mas fuerte para la manipulacién evolutiva del
consumo de arabinosa en presencia de glucosa.

Ejemplo 12

Cofermentacion anaerobia de arabinosa y glucosa. Para mejorar el consumo simultaneo de glucosa y arabinosa de
la cepa IMWO017, la cepa IMWO017 se cultivd anaerobiamente en MY complementado con una mezcla de 20 g/litro de
glucosa y 20 g/litro de arabinosa, usando una disposicion de fermentador discontinuo secuencial. Inicialmente, se
realizaron cuatro lotes consecutivos en la mezcla de glucosa/arabinosa. En cada lote, la glucosa y la arabinosa se
consumian simultaneamente y se fermento en etanol (Figura 6, ejemplo 3). Deducido del perfil de produccion de
COg, se observo que la velocidad de creC|m|ento especifica sobre le mezcla de glucosa/arabinosa se incremento
desde 0,05 h™" en el primer lote hasta 0,06 h™ en el cuarto lote. Después del cuarto lote, se realizaron cultivos
discontinuos consecutivos bien en mezclas de glucosa y arabinosa (lotes n° 6, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37 y 39) o bien solamente en arabinosa (lotes n° 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38 y 40). Después de 19 y 21 lotes en MY-arablnosa y MY-qucosa/arablnosa respectivamente, la veIOC|dad
de crecimiento anaerobio se incrementaba hasta 0,09 h™ sobre arabinosa como la tinica fuente de carbono y 0,10 h'
sobre la mezcla de glucosa/arabinosa (Figura 7). La comparacion de los perfiles de produccion de CO; de los
cultivos discontinuos individuales muestra que el régimen discontinuo repetido ha dado como resultado una
disminuciéon en el tiempo de fermentacion bien solamente para arabinosa o bien para la mezcla de
glucosa/arabinosa desde aproximadamente 120 horas hasta aproximadamente 80 horas, suponiendo un tamafio de
inoculo inicial igual para cada lote (Figura 8). El unico pico de produccion de CO; que se observaba para los cultivos
discontinuos en la mezcla de glucosa/arabinosa indica que la glucosa y la arabinosa se consumen simultaneamente,
en vez de secuencialmente (Figura 8 y 9).

Ejemplo 13

Actividades de hexocinasa. Las actividades de hexocinasa de las cepas DS62504, IMK307, IMK312, IMK318,
IMWO17 y IMWO018 se determinaron en extractos celulares de cultivos en matraz agitado desarrollados en YP
complementado con arabinosa. La mezcla de reaccion de hexocinasa consistia en 50 mM de imidazol-HCI, pH 7,6, 1
mM de NADP*, 10 mM de MgClz, 2 U de 6-fosfato de glucosa deshidrogenasa, 10 mm de D-glucosa y extracto
celular. La reaccion se inicié6 mediante la adicion de 1 mM de ATP y la formacién de NADPH se determiné al medir la
absorbancia de la mezcla de reacciéon a 340 nm. La act|V|dad de hexocinasa en extractos celulares de las cepas
DS62504 y IMK307 (hxk2A) eran 1,2 y 1,3 ymol.min™.mg™ de proteina, respectivamente (Figura 10). La actividad de
hexocinasa de 0,4 ymol.min mg1 de proteina en extractos celulares de IMK312 (hxk2A hxk1A) era inferior que la
de IMK307. Las capas IMK318 y IMWO018 (hxk2A hxk1A glk1A) exhibian una actividad de hexocinasa de menos de
0,02 pmol. min™ .mg’ ' de proteina. Se esperaba que la cepa IMWO017, que es capaz de consumir glucosa a pesar de
las eliminaciones hxk2 hxk1 'y glk1 triples, tuviera una actividad de hexocinasa superior en comparacion con la cepa
IMK318 y IMWO018, que no son capaces de consumir glucosa. La actividad de hexocinasa para la cepa IMWO017
también era menor de 0,02 pmol. min” .mg’ ' de proteina bajo las condiciones de ensayo.

Ejemplo 14

Identificacion de GAL7 como una hexocinasa en IMWO017. Basandose en experimentos de crecimiento de la cepa
hxk1A hxk2A glk1A evolucionada IMWO017 sobre mezclas de glucosa y arabinosa, se esperaba otro gen con el
potencial de codificar una cinasa de azulcar presente en el genoma bien se hubiera hecho activa o bien hubiera
cambiado su especificidad al sustrato hacia glucosa. Para investigar si la actividad de hexocinasa desconocida era
codificada por GAL1, el gen GAL1 se elimind en IMWO017. Después de la retirada del casete KanMX del locus glk1
usando pSH65 (véase el ejemplo 1), la eliminacion de GAL1 se alcanzé mediante la integracion de un casete de
resistencia a G418 que se amplificd mediante PCR usando los oligonucleétidos GAL1-DisA y GAL1-DisB (Tabla 5).
Las células transformadas se seleccionaron sobre YP-agar que contiene 100 ug ml” de G418 (InvivoGen, San Diego,
EE. UU. de A.) y 1,5% (p/v) de etanol y 1,5% (p/v) de glicerol como fuente de carbono. La integracion correcta del
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casete KanMX se verifico mediante PCR sobre colonias individuales usando combinaciones de los oligonucleétidos
de diagndstico GAL1-FW2 / KanA y GAL1-RV2 / KanB. (Tabla 4). La eliminacion de GAL1 en la cepa resultante
IMWO023 se confirm6 por la incapacidad para crecer sobre galactosa como la Unica fuente de carbono.

De forma interesante, IMWO023 no era capaz de usar glucosa como fuente de carbono, indicando que GAL1 era
responsable de la actividad de hexocinasa desconocida en su cepa hxk1A hxk2A glk1A parental IMWO017. Durante
un cultivo en matraz agitado en una mezcla de glucosa y arabinosa, IMWO023 no consumia glucosa mientras que se
consumia arabinosa (Figura 11).

Tabla 5. Oligonucledtidos usados en este estudio para la eliminacion de GAL7 y propositos de diagndstico
relacionados. Un casete de eliminacion del gen KanMX se obtuvo mediante PCR al usar combinaciones de los
oligonucledtidos GAL1-DisA y GAL1-DisB. GAL1 era perturbado por recombinacion de homologos entre el gen diana
y el casete de eliminacion del gen KanMX. Los sitios de recombinacion estan indicados por las regiones subrayadas
en los oligonucledtidos. La eliminacion o perturbacion se confirmé mediante PCR usando los cebadores de
diagnéstico KanA y KanB combinados con los cebadores de diagnostico FW y RV correspondientes con el gen
diana.

GAL 1-DisA
TAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACTAT
AATGCAGCTGAAGCTTCGTACGC
GAL 1-DisB
AATGAGAAGTTGTTCTGAACAAAGTAAAAAAAAGAAGTATA
CTTACATAGGCCACTAGTGGATCTG
Kan A CGCACGTCAAGACTGTCAAG
Kan B TCGTATGTGAATGCTGGTCG

GAL 1-FW2 ATGGCATTATACTCCTGCTAGAAAG
GAL 1-RV2 AAAGGATGGCAGAGCATGTTATCG

Ejemplo 15

Hacia la fermentacion anaerobia de arabinosa en presencia de glucosa. Puesto que se encontré6 que GAL1p en
IMWO017 también exhibe actividad de hexocinasa, la cepa hxk1A hxk2A glk1A gal1A IMWO023 proporciona una
plataforma mas sdlida para mejorar el consumo de arabinosa en presencia de glucosa mediante manipulacion
evolutiva, sin que se consuma glucosa. Para seleccionar un consumo de arabinosa mejorado en presencia de
glucosa en el medio, la cepa IMW023 se cultivé en cultivos en matraz agitado mediante la transferencia en serie en
medio MY complementado con 2% de arabinosa y 2% de glucosa. El crecimiento se verificé mediante medidas de
OD660 y las velocidades de crecimiento especificas se estimaron bien a partir de 2 o bien a partir de 3 medidas de
OD660 por cultivo. Las concentraciones de glucosa y arabinosa se determinaron mediante analisis de HPLC.
Después de 24 transferencias en serie sobre las mezclas de arabinosa/glucosa en 63 dias, el cultivo transferido de
la cepa IMWO023 todavia era capaz de crecer sobre arabinosa en presencia de 2% de glucosa, sin consumir glucosa
(Figura 12). La velocidad de crecimiento especifica sobre arabinosa se incrementaba desde aproximadamente 0,06
h™ hasta aproximadamente 0,11 h™" (Figura 13).

Para seleccionar células que sean capaces de consumir arabinosa en presencia de glucosa bajo condiciones
anaerobias, y para mejorar adicionalmente el consumo de arabinosa en presencia de glucosa, la transferencia
secuencial de la cepa IMW023 en medio MY complementado con 2% de arabinosa y 2% de glucosa se continud en
una disposicién de fermentacion discontinua secuencial anaerobio. Para esto, se usé como inéculo el cultivo en
matraz agitado final del cultivo transferido en serie (SF24) de la cepa IMW023. En las primeras 1.000 horas de
cultivo, solo se observaba un incremento en la produccién de CO, cuando se suministraba aire al espacio libre del
fermentador en lugar de nitrégeno gaseoso (Figura 14). Después de aproximadamente 1.000 horas de cultivo
durante el cuarto lote, se observaba un incremento de las concentraciones de CO; en el gas de escape. Deducido
del perfil de produccion de CO,, este primer lote de crecimiento anaerobio exhibia una velocidad de crecimiento
especifica de aproximadamente 0,03 h. Después de otras diez transferencias, la velocidad de crecimiento
especifica se incrementaba hasta aproximadamente 0,06 h” (Figura 14). Durante los cultivos discontinuos
transferidos secuencialmente, se consumia arabinosa mientas que no se consumia glucosa (Figura 15). Los perfiles
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de produccion de CO; de los cultivos discontinuos individuales muestran que la velocidad de produccion de CO», y
asi la velocidad de consumo de arabinosa, se ha incrementado durante las transferencias secuenciales, que ha
dado como resultado una disminucién del tiempo de fermentacién necesario para consumir completamente
arabinosa (Figura 16).

Un aislado de una sola colonia tomado del lote final, denominado cepa IMW058, exhibe un incremento en las
velocidades de consumo de arabinosa en presencia de glucosa en comparacion con IMW023.

Ejemplo 16

Reintroduccion de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMWO018. La reintroduccion bien de HXK1, bien de
HXK2 o bien de GLK1 en la cepa IMWO018 se realizé para restaurar el crecimiento sobre glucosa. Para esto, HXK2,
HXK1y GLK1 se amplificaron mediante PCR usando las combinaciones de oligonucleétidos HXK2FW / HXK2RV,
HXK1FW / HXK1RV y GLK1 FW/GLK1RYV, usando ADN genémico de S. cerevisiae CENPK113-7D como una
plantilla. Después de la purificacion de los productos de PCR (GenElute PCR Clean-up Kit, Sigma, Steinheim,
Alemania), un cultivo durante la noche de IMWO018 se transformo (Gietz y Woods 2002) con los productos de PCR.
Se seleccionaron células transformadas con respecto al crecimiento sobre glucosa sobre MY-agar que contenia 2%
de glucosa. La integracion correcta de HXK2, HXK1 y GLK1 mediante recombinacién homologa en su locus original
se verificd mediante PCR sobre colonias individuales usando los pares de cebadores de diagndstico (Tabla 6).

Las cepas resultantes IMW024 (HXK2), IMW025 (HXK1) y IMWO047 (GLK1) se cultivaron con una OD660 inicial de
0,05 £ 0,01 en matraces agitados a 30°C en medio de MY-urea (pH 4,7) complementado con 2% de glucosa y 2%
de arabinosa, usando precultivos desarrollados sobre glucosa. Por comparacion, las cepas DS62504, IMK307 y
IMK311 se cultivaron bajo las mismas condiciones. El crecimiento y el consumo de azucar se verificé durante 69
horas. Las cepas IMW024, IMW025 y IMWO047 eran todas capaces de utilizar tanto glucosa como arabinosa (Figura
17). La reintroduccion de GLK71 en IMW018 (IMWO047) daba como resultado un consumo rapido de glucosa vy
arabinosa. La arabinosa y la glucosa se terminaron en 43 horas de cultivo, que es similar a lo que se observa para
IMK307 (hxk2A) y IMK311 (hxk1A hxk2A). El consumo de arabinosa observado para IMW024 (HXK2) y IMWO025
(HXK1) era mas lento que para IMK307 y IMK311, sin embargo mas rapido que para la cepa parental DS62504 sin
las eliminaciones HXK/GLK (Figura 17 (a)). El consumo simultaneo de arabinosa y glucosa solo se observaba para
la cepa IMWO047 (Figura 18). Antes de que la glucosa se agotara a las 22 horas, se consumia aproximadamente 7%
de la arabinosa. A las 25 horas, cuando la glucosa se consumia completamente, se utilizaba 19% de la arabinosa.

Tabla 6. Oligonucledtidos usados en este estudio para la amplificacion de HXK2, HXK1 y GLK1. La integracion de
estos productos de PCR en su locus original se verificd6 mediante PCR usando cebadores de diagndstico de los que
sus sitios de renaturalizacion se sitdan en el inserto y en las regiones de flanqueo del sitio de integracion.

Par de cebadores de amplificacion Secuencia de ADN

HXK2-FW / TTCGCCACTGTCTTATCTAC
HXK2-RV CCGTTCGTTCCAGAATTATC
HXK1-FW / CCTTAGGACCGTTGAGAGGAATAG
HXK1-RV TCCCGGAGAACAAAGTAAGTGG
GLK1-FW/ AAAAACGGGAAATAACAATAACGAC
GLK1-RV TGCGATCTTATTAGTGTGTGACATT
Par de cebadores de diagnodstico Secuencia de ADN

HXK2-FW2/ GATTGCGAGATCCACGAAATTACC
HXK2-RV2 AATCACCGGATTCCTTACCAGTTG
HXK2-FW3/ GAAATTCACGGGATTTATTCGTGAC
HXK2-RV3 TTTCCATGTTTCTAAGCGTAGTGAG
HXK1-FW2/ CCCGTTTGTTGGAAGATAGC
HXK1-RV2 CACATCAGCCATGGAACC
HXK1-FW3/ GCAGGTGCTGCTGTTATTG
HXK1-RV3 CCGAGCTATCCTACGACTTTC
GLK1-FW4 / GCCCGACAGGGTAACATATTATC
GLK1-RV4 CCGGAATCATAGGAAGACCTTTG
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Par de cebadores de amplificaciéon Secuencia de ADN

GLK1-FW5/ AGAGGAAGGTGCACTTGAAGATTG

GLK1-RV5 ATAAGATGGAATTGGCCGGTCTTG
Ejemplo 17

Reintroduccion de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMWO058. La reintroduccion bien de HXK1, bien de
HXK2 o bien de GLK1 en la cepa IMWO058 se realizé para restaurar el crecimiento sobre glucosa. Para esto, HXK2,
HXK1y GLK1 se amplificaron mediante PCR usando las combinaciones de oligonucleétidos HXK2FW / HXK2RV,
HXK1FW / HXK1RV y GLK1 FW / GLK1RV, usando ADN genémico de S. cerevisiae CENPK113-7D como una
plantilla. Después de la purificacion de los productos de PCR (GenElute PCR Clean-up Kit, Sigma, Steinheim,
Alemania), un cultivo durante la noche de IMWO058 se transformo (Gietz y Woods 2002) con los productos de PCR.
Se seleccionaron células transformadas con respecto al crecimiento sobre glucosa sobre MY-agar que contenia 2%
de glucosa. La integracion correcta de HXK2, HXK1 y GLK1 mediante recombinacion homologa en su locus original
se verificd mediante PCR sobre colonias individuales usando oligonucleétidos de diagnéstico (Tabla 5).

Las cepas resultantes IMW059 (HXK2), IMW060 (HXK1) y IMWO061 (GLK1) se cultivaron con una OD660 inicial de
0,05 £ 0,01 en matraces agitados a 30°C en medio de MY-urea (pH 4,7) complementado con 2% de glucosa y 2%
de arabinosa, usando precultivos desarrollados sobre glucosa. El crecimiento y el consumo de azucar se controld
durante 72 horas. Las cepas IMW059, IMWO060 y IMWO061 eran todas capaces de utilizar tanto glucosa como
arabinosa (Figura 17). La reintroduccion de HXK2 en IMWO058 daba como resultado un consumo secuencial rapido
de arabinosa y glucosa. Mientras que la cepa de referencia DS62504 no consumia completamente la arabinosa en
69 horas (Figura 17 (a)), la cepa IMWO059 consumia mas de 99% de la arabinosa en aproximadamente 46 horas
(Figura 17 (j)).

Para las cepas IMW060 (HXK1) y IMW061 (GLKT), se observaba el consumo simultaneo de glucosa y arabinosa
(Figuras 17 (k) y (I)). En las primeras 22 horas de cultivo, aproximadamente 18% de la arabinosa se consumia
simultaneamente con aproximadamente 48% de la glucosa. En 50 horas de cultivo, se consumia 99% de la
arabinosa.

Ejemplo 18

Secuenciacion comparativa del genoma entero de las cepas IMK318, IMW017 y IMWO018. La secuenciacion del ADN
del genoma entero para las cepas IMK318, IMW017 y IMWO018 se realizd6 usando la tecnologia lllumina GAllx
(lecturas de 75 pb, extremos apareados). Las lecturas de secuencias se alinearon a una secuencia genémica de
referencia de S. cerevisiae CEN.PK 113-7D usando CLC Genomics Workbench version 4.5. El andlisis de SNP se
realiz6 usando CLC Genomics Workbench version 4.5.

En total, el analisis de SNP daba cuatro mutaciones en las regiones codificantes que daban como resultado un
cambio de aminoacido cuando IMK318, IMWO017 y IMW018 se comparaban con la secuencia de referencia de
CEN.PK 113-7D.

Una mutacion, que daba como resultado un cambio de aminoacido Asp376Val en GAL1 que codifica galactocinasa.
La mutacioén se encontré en IMK318, IMWO017 y IMW018 cuando se comparaba con la secuencia de referencia (Fig.
19).

Sorprendentemente, solo se encontraron dos mutaciones Unica para IMWO017. Una de ellas, una mutacion
Tyr274Phe en GAL1, esta situada en el sitio de unién a galactosa de galactocinasa, que fue descrita por Thoden y
cols. (2005). Combinada con la observacion de que la eliminacién de GAL1 en IMWO017 elimina en crecimiento sobre
glucosa, parece probable que esta mutacion sea responsable de la actividad de hexocinasa de GAL1 que permitia el
consumo de glucosa en IMW017. Una segunda mutacién se encontré en el motivo transmembranario 5 de GAL2
(Thr219Asn), que codifica la galactosa permeasa en S. cerevisiae. Se sabe que GAL2p es capaz de transportar
arabinosa (Kou y cols. 1970; Becker y cols. 2003). Una mutacién en GAL2 que incrementa la afinidad por arabinosa
o disminuye la afinidad por glucosa dara como resultado una mejora del consumo de arabinosa en presencia de
glucosa.

Sorprendentemente, solamente se encontré 1 Unica mutacion en las regiones codificantes de IMWO018. Esta
mutacion estaba situada en el motivo transmembranario 8 de GAL2 (Asn376Ser), que codifica la galactosa
permeasa en S. cerevisiae. Se sabe que GAL2p es capaz de transportar arabinosa (Kou y cols. 1970; Becker y cols.
2003). Una mutacion en GAL2 que incrementa la afinidad por arabinosa o disminuye la afinidad por glucosa dara
como resultado una mejora en el consumo de arabinosa en presencia de glucosa.
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Ejemplo 19
Fermentacion anaerobia rapida de glucosa y arabinosa mediante IMW059

La cepa IMWO059 se cultivd anaerobiamente en medio MY con 20 g I”" de glucosa y 20 g I"" de arabinosa. El
consumo de azucares se controlé mediante medidas de HPLC. El crecimiento de la levadura se determiné mediante
medidas del peso seco y controlando la OD660. La produccion de CO- se determind al medir las concentraciones de
CO:; en el gas de escape. La produccion de etanol se calculé basandose en la produccién de CO,. Para corregir la
evaporacion de etanol, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la produccion acumulativa medida
de CO2 menos la produccion de CO; que se producia debido a la sintesis de biomasa (5,85 mmol de CO, por gramo
de biomasa) y el CO, asociado con la formacion de acetato.

En 19 horas se agotaba la glucosa. Basandose en el perfil de produccion de CO; y las concentraciones de arabinosa
(Figura 21), el consumo de arabinosa se iniciaba después de que la glucosa se consumiera completamente. No se
observé consumo simultaneo de glucosa y arabinosa. Después de 74 horas de cultivo anaerobio, se consumia 99%
de la arabinosa. Se produjo etanol con un rendimiento global de 0,43 g g'1 de azucar total. La comparacion del perfil
de produccion de CO; con el de la cepa DS62504 (Figura 24) muestra que, basandose en el primer pico de
produccion de CO, durante la fermentacion anaerobia de una mezcla de glucosa/arabinosa, el consumo de glucosa
es mas lento para la cepa IMW059. Sin embargo, la arabinosa es consumida mucho mas rapidamente por IMWO059,
lo que se refleja por los niveles de produccion de CO- superiores durante el segundo pico de produccion de CO: y el
tiempo de fermentacion total mas breve.

Ejemplo 20
Consumo simultaneo anaerobio de glucosa y arabinosa por IMW060

La cepa IMWO060 se cultivd anaerobiamente en medio MY con 20 g I”" de glucosa 'y 20 g I"" de arabinosa. El
consumo de azucares se controlé mediante medidas de HPLC. El crecimiento de la levadura se determiné mediante
medidas del peso seco y controlando la OD660. La produccion de CO- se determiné al medir las concentraciones de
CO:; en el gas de escape. La produccion de etanol se calculo basandose en la produccién de CO,. Para corregir la
evaporacion de etanol, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la produccion acumulativa medida
de CO2 menos la produccion de CO; que se producia debido a la sintesis de biomasa (5,85 mmol de CO, por gramo
de biomasa) y el CO, asociado con la formacion de acetato.

Basandose en el perfil de produccion de CO; y las concentraciones de glucosa y arabinosa (Figura 22), la arabinosa
se consume simultaneamente con la glucosa aproximadamente en las primeras 40 horas. En las primeras 43 horas,
la glucosa se consume completamente mientras que se consumia 41% de la arabinosa. Después de 74 horas de
cultivo anaerobio, se consumia 89% de la arabinosa. Después de 140 horas de cultivo anaerobio, se consumia 98%
de la arabinosa. Se produjo etanol con un rendimiento global de 0,43 g g'1 de azucar total. La comparacion del perfil
de produccion de CO; con el de la cepa DS62504 (Figura 24) muestra que, basandose en el primer pico de
produccion de CO, durante la fermentacion anaerobia de una mezcla de glucosa/arabinosa, el consumo de glucosa
es mas lento que para la cepa IMWO060. Sin embargo, el tiempo total para fermentar la mezcla de glucosa/arabinosa
es mas corto que el de DS62504.

Ejemplo 21
Consumo simultaneo anaerobio de glucosa y arabinosa por IMW061

La cepa IMWO061 se cultivd anaerobiamente en medio MY con 20 g I”" de glucosa y 20 g I"" de arabinosa. El
consumo de azucares se controlé mediante medidas de HPLC. El crecimiento de la levadura se determiné mediante
medidas del peso seco y controlando la OD660. La produccion de CO- se determiné al medir las concentraciones de
CO:; en el gas de escape. La produccion de etanol se calculo basandose en la produccién de CO,. Para corregir la
evaporacion de etanol, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la produccion acumulativa medida
de CO2 menos la produccion de CO; que se producia debido a la sintesis de biomasa (5,85 mmol de CO, por gramo
de biomasa) y el CO, asociado con la formacion de acetato.

Basandose en el perfil de produccion de CO; y las concentraciones de glucosa y arabinosa (Figura 23), la arabinosa
se consume simultaneamente con la glucosa en las primeras 43 horas. En las primeras 49 horas, la glucosa se
consume completamente mientras que se consumia 73% de la arabinosa. Después de 74 horas de cultivo
anaerobio, se consumia 95% de la arabinosa. Después de 140 horas de cultivo anaerobio, se consumia 99% de la
arabinosa. Se produjo etanol con un rendimiento global de 0,44 g g'1 de azicar total. La comparacion del perfil de
produccion de CO; con el de la cepa DS62504 (Figura 24) muestra que, basandose en el primer pico de produccion
de CO; durante la fermentacion anaerobia de una mezcla de glucosa/arabinosa, el consumo de glucosa es mas
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lento que para la cepa IMWO061. Sin embargo, el tiempo total para fermentar la mezcla de glucosa/arabinosa es mas
corto que el de DS62504.

Ejemplo 22
Prueba de comportamiento en BAM

A fin de probar el comportamiento de las cepas IMWO060 y IMWO061, las cepas se inocularon en medio de Verduyn,
complementado con 2% de glucosa. Como controles, se incluy6 la cepa DS62504.

Después de la incubacion durante la noche a 30°C y 280 rpm en un agitador giratorio, las células se recogieron
mediante centrifugacion y los cultivos para la produccion de CO; se realizaron a 33°C en un BAM (Biological Activity
Monitor), en 100 ml de medio de Verduyn complementado con los aztcares indicados en la tabla 7. Las células se
afiadieron a los 100 ml de medio de Verduyn complementado con los azucares y los inhibidores acido acético, acido
cumarico, acido ferulico, furfural, HMF y acido férmico a las concentraciones indicadas. En un segundo experimento,
se usaron 100 ml de medio de Verduyn complementado con los azlcares pero sin inhibidores. La produccion de CO;
se controlé constantemente y se tomaron muestras a intervalos para el analisis (densidad éptica a 600 nm, etanol y
azucares residuales).

Los resultados del experimento de BAM se muestran en las figuras 25, 26, y 27 para el medio con inhibidores y 28,
29 y 30 para el medio sin inhibidores. Se puede concluir que tanto IMWO060 como IMWO061 son capaces de convertir
los azucares glucosa y arabinosa rapidamente y simultdneamente en etanol, mientras que la cepa DS62504 no lo
puede hacer, es decir DS62504 consume arabinosa después de que la glucosa se agote del medio. El mismo
resultado, es decir consumo simultaneo de arabinosa y glucosa, se obtiene en presencia de inhibidores, aunque el
tiempo empleado para consumir todos los azlcares es mas lento en presencia de inhibidores, como se sabe de la
bibliografia.

Tabla 7 Composicion del medio de Verduyn CFMM2M; CFMM1M tiene la misma composiciéon excepto que sin
inhibidores:

Componente Cantidad (g/l)
Glucosa 55

Arabinosa 35

Manosa 5

Acido Acético 3,0

Acido Cumarico * 0,03

Acido Ferulico* 0,2

Furfural** 0,1

HMF 0,1

Acido formico 0,1
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> DSM IP Assets B.V.
<120> CELULA DE LEVADURA FERMENTADORA DE PENTOSA Y GLUCOSA
<130> 27925-WO-PCT
<160> 58
<170> Patentln version 3.5
<210> 1
<211>62
< 212> ADN
< 213> ADN artificial
<220>
< 223> ADN sintético
<400> 1

gttgtaggaa tataattctc cacacataat aagtacgcta attcagctga agcttcgtac 60

gc 62
<210> 2

<211> 67

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 2

aaaagggcac cttcttgttg ttcaaactta atttacaaat taagtgcata ggccactagt 60

ggatctg 67
<210>3

<211>63

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>
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< 223> ADN sintético
<400> 3

tttcttttaa tcaaactcac ccaaacaact caattagaat actgcagctg aagcttcgta

cgc
<210> 4

<211>69

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 4

gaataataat attaagggag ggaaaaacac atttatattt cattacagca taggccacta

gtggatctg
<210>5

<211>64

<212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 5

ctcggacaaa ggtcttccta tgattccgge gttcgtcacc gggtccaget gaagcettcegt

acgc
<210> 6

<211>64

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético

<400> 6
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69

60

64
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taaaggagag aagatggtaa gtacggtggg atacgtacac aaacataggc cactagtgga

tctg

<210>7

<211>20

<212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 7

cgcacgtcaa gactgtcaag 20
<210> 8

<211>20

<212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 8

tcgtatgtga atgctggtcg 20
<210>9

<211>20

<212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 9

ttcgccactg tcttatctac 20
<210>10

<211>20
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< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 10

ccgttcgttc cagaattatc
<210> 11

<211>24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 11

ccttaggacc gttgagagga atag
<210> 12

<211>22

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 12
tcccggagaa caaagtaagt gg
<210> 13

<211>25

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético

20

24

22
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15

<400> 13

aaaaacggga aataacaata acgac 25
<210> 14

<211>25

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 14

tgcgatctta ttagtgtgtg acatt 25
<210> 15

< 211> 1458

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 15

ES 2629252 T3
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atggttcatt
aaggaattga
ttgagaaagg
ggtaacattc
aactatttgg
ggtaaccata
actaagcacc
gagcaagaat
gctteccaaa
ccaaatgtcg
ttgcctattg
tacactgacc
tatgatgttg
aactctccaa
ccaagaacca
tttgaaaaga
ttaaacgaga
atcatggata
actgatgaca
attagaagac
gccgetattt
tataacaaat
tggactggtg
gcaggtgcetg

ggtatcattg

<210> 16

< 211> 1461

<212> ADN

taggtccaaa
tggatgaaat
ttgttaagca
caatgattcc
ccattgattt
cctttgacac
aagaggagtt
tgctaaacac
acaagattaa
aaggccacga
aaattgtagce
cagagactaa
tttccgatat
tggctatcaa
agtacgatgt
tgacctecegg
agggcttgat
cctectacce
tcttccaaaa
tttgtgaatt
gccaaaagag
acccaggttt
acgcaagcaa
ctgttattge

gcgcttaa

gaaaccacag
tcatcagttg
ctttatcgac
cggttgggtce

gggtggtact

cactcaatcc
atggtccecttt
caaggacacc
cgaaggtatt
tgtcgtccca
attgattaat
gatgggtgtg
cgaaaagttg
ttgtgaatat
tgctgtcgac
ttactacttg
gttgaaggat
agcaagaatc
ggactttggt
gatcggtacc
aggttacaag
caaggaagcc
agatccaatt

tgcattgtce

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 16

ES 2629252 T3

gctagaaagg
gaagatatgt
gaattgaata
atggaattcc
aacttaagag
aagtataaac
attgccgact
ttaccattag
ttgcaaagat
ttgctacaaa
gatactgttg
attttcggta
gagggcaaat
ggttcctteg
gaacaatctc
ggtgaattgt
caagatctaa
gaggatgatc
gtcaagacca
agagctgcta
actggtcaca
gccgcectaagg
acgattgttc

gaaaaaagaa

gttccatgge
ttacagttga
aaggtttgac
caacaggtaa
tecgtgttggt
taccacatga
ctttgaagga
gtttcacctt
ggaccaaggg
acgaaatttc
gtactttaat
ctggtgtcaa
tagcagacga
ataatgaaca
caagacctgg
tgecgtctagt
gcaagttgaa
catttgaaaa
ctctgccaga
gattagctgt
ttgcecgetga
gtttgagaga
cagctgagga

ttgccgaagg

35

tgatgtgccce
cagcgagacc
aaagaaggga
agaatctggt
caagttgagc
catgagaacc
ctttatggtc
ctcgtaccca
tttcgatatt
caagagagag
tgcctcatac
cggtgcecttte
tattccaagt
tttggtettg
tcaacaagct
gttacttgaa
acaaccatac
cttggaagat
acgtaagttg
ttgtggtatt
cggttectgte
tatctatgga
tggttcaggt

taagtctctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1458



atggttcatt
aaggaattga
ttacaagccg
ggtaacattc
gatttcttgg
ggtgaccgta
actcaaaatc
gagcaattcc
gcttctcaaa
ccaaacattg
atcccaattg
tacactgacc
tacgatgttt
tctgetcecaa
ccaagaacta
tttgaaaaaa
atgtacaaac
gtcatggaca
accgatgact
atcagacgtt
gctgetatcet
tacaacagat
tggactcaaa
ggtgctggtg

gttggtatca

<210> 17

<211> 1503

<212> ADN

taggtccaaa
tgcaacaaat
ttaccaagca
caatgattcc
ccattgattt
cctttgacac
cagacgaatt
cacaaggtat
acaaaatcaa
aaaaccacga
aagttgttge
cagaaactaa
gttccgatat
tggccatcaa
aatacgatat
tgtcttetgg
aaggtttcat
cttcttacce
tgttccaaaa
tatctgaatt
gtcaaaagag
acccaggttt
cctcactaga
ccgcectgttat

tcggtgetta

aaaaccacaa
tgagaatttt
cttcatttcce
aggttgggtt

gggtggtacc

cactcaatct
gtgggaattt
ctctgagcca
tgaaggtatc
tgttgttcca
tttgataaac
gatgggtgtt
cgaaaagcta
ctgtgaatac
caccattgat
ttactactta
cttcaagaac
agccagaatc
tgagttcggt
gattggtgcect
aggttacaag
caaagaaaag
cgactaccca
tgctgetttg

a

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 17

ES 2629252 T3

gccagaaagg
gaaaaaattt
gaattggaaa
atggatttcc
aacttgagag
aagtacagat
attgccgact
attccattgg
ttgcaaagat
atgttgcaaa
gacactaccg
atcttcggta
caaggaaaac
ggttcctteg
gaagaatctc
ggtgaaattt
caagacttgt
gaggaagatc
atcaacacta
agagctgcta
accggtcaca
gctgccaatg
atcaagattg

gcccaaaaaa

gttccatgge
tcactgttcce
agggtttgtc
caactggtaa
ttgtcttagt
taccagatgce
ctttgaaagc
gtttcacctt
ggactaaagg
agcaaatcac
gtactttggt
ctggtgtcaa
tatctgatga
ataatgaaca
caagaccagg
tgegtttgge
ctaagttcga
cattcgagaa
ctgttcaaga
gattgtcegt
tcgctgecaga
ctttgaagga
ttcctgetga

gaattgctga

cgatgtgcca
aactgaaact
caagaagggt
ggaatccggt
caagttgggc
tatgagaact
ttttattgat
ttctttccca
ttttgatatt
taagaggaat
tgcttcettac
tggtgcttac
cattccacca
tgtcegttttg
ccaacaaacc
cttgatggac
caagcctttce
cctagaagat
acgtaaattg
ttgtggtatt
cggttecegtt
catttacggce
agatggttcc

aggtaagtcc

atgtcattcg acgacttaca caaagccact gagagagcgg tcatccaggc cgtggaccag

atctgcgacg atttcgaggt tacccccgag aagectggacg aattaactge ttacttcatce

36
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180

240
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360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461
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gaacaaatgg
ggtcttccta
ttactagcceg
gatcatactt
gagaacgtca
aagaagtatc
ttcactttcet
accaagggtt
caattaagcg
ggaacgtacc
atctcggage
gagatcaaca
aagacacaca
cctactacta
ttgtttgaaa
gacttgcact
cacttgacta
tcgacaggtce
ccaacagagc
ttagcecgeceg
catggtgaag
tctatgctga
cacttgaaga

tga

<210> 18

<211> 1587

<212> ADN

aaaaaggtct
tgattcegge
ccgacctggg
tcteccatgga
catctgacga
acccggacga
cataccctgt
tcecgecatege
ctcagggtat
tatcgcattg
cggtcatcgg
agatcacgaa
tgatcatcaa
agtatgacgt
aacgtgtctce
cgcaaggctt
cacctttcca
tacgtgaaac
gtgttcaaat
tgcegettge
tcgagatcgg
gacacgcctt

ttgccaagga

agctccacca
gttegtcacce
tggtaccaat
gcaaatgaag
cctgtttggg
gttggccaag
agaccagacc
ggacaccgtc
gcctatgatce
ctacacgtcc
atgtattttc
gttgccacag
tgtcgaatgg
cgtaattgac
agggatgttc
gcttttgcaa
gttgtcatcc
agagttgtca
tcaaaaattg
cgcgatattg
ttgtgatggt
agccttgtca

tggttccgga

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 18

atgactaaat
ttaccaagac
gatgctaaac

attgattatt

ctcattcaga
cattggccga
cggattttgt

gtgacttctce

agaagtgatt
aaagtgccceg
tgctagatcg

ggttttacct

ES 2629252 T3

aaggaaggcc
gggtcaccca
ttcecgtatat
tccaagattce
tttctagcac
ggtaaagacg
tctctaaact
ggaaaggatg
aaggttgttg
gataacacgg
ggtaccggta
gagttgecgtg
gggtccttcg
cagaaactgt
ttgggtgagg
cagtacaggt
gaagtgectgt
ttattacaga
gtgcgegega
atcaagacaa
tcegttgtgg
ccettgggtyg

gtgggtgccg

gtacctgagt
agcataatta
cctggtagag

ttagctattg

acacattggce
acgggacgga
gttctgttaa
ccgatgattt
gtcgtacact
ccaagcccat
ccgggacatt
tcgtgcaatt
cattaaccaa
actcaatgac
ccaatgggtg
acaagttgat
ataatgagct
caacgaaccc
tgttgcgtaa
ccaaggaaca
cgcatattga
gtctcagact
tttctaggag
atgctttgaa
aatactaccc
ccgagggtga

ccttgtgtge

tcaattctag
agaaatttat
tcaatctaat

attttgatat

37

ctcggacaaa
gcgeggtgtt
cttgcatgga
gctagacgat
ggcctttatg
gaaactgggg
gatccgttgg
gtaccaggag
cgacaccgtce
gtccggagaa
ctatatggag
aaaggagggt
caagcacttg
gggatttcac
cattttagtg
acttecctege
aattgacgac
gcccaccact
atctgcgtat
caagagatat
cggtttcaga
gaggaaggtg

gcttgtagca

cgcaaaggaa
aagcgcttat
tggtgaacat

gctttgegece

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1503

60

120

180

240



gtcaaagttt
gctcaaagga
tcggactggt
cttgcaccgg
gatgtaccaa
gctgttgtta
attacggtcg
tctgtttgeg
actccgttta
cttgttgtat
gtcactacag
gaaggatcga
tatcacaaca
aagatgctag
gatgtcgcac
tctccagtga
tctttaagag
gactttttca
tacgaatgtt
tatggttccce
ggcccaaatg
aagtacccta

ttgggcaget

<210> 19

<211> 1503

<212> ADN

tgaacgagaa
agttcgattt
ctaattactt
aaaggtttgce
ctggcagtgg
aagcgaatat
ttgcagaaca
gtgaggaaga
aatttccgeca
ctaacaagtt
ctgcaaatgt
gcacgaataa
tttccacacce
tactagttga
aatccttgaa
gatttcaagt
tcttgaagge
agcaatttgg
cttgtccaga
gtttgaccgg
gcaacataga
agatcactga

gtctatatga

aaatccatcc
gcegttggac
taaatgtggt
cagtgctcct
attgtcttcet
gggcectggt
ttatgttggt
tcatgctcta
attaaaaaac
tgaaaccgcecce
tttagctgece
aggtaatcta
ctggaacggce
agagtctctc
ttgttctcge
cttaaagcta
tgtgaaatta
tgcettgatg
gattgacaaa
agctggctgg
aaaggtaaaa
tgctgagcta

attataa

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 19

atgtcatttg
atctgctcect
gaatgtatgg
ggtctaccca

ttgetggetg

aaaatttaca
cattgcaggt
aaaaggggtt
tgatccctac

cagatttagg

taaagtcaat
tgatgcagca
gaataacacc
atatgtaacc

tgggactcac

ES 2629252 T3

attaccttaa
ggttcttatg
ctccatgttg
ctggccggge
tcggececgeat
tatcatatgt
gttaacaatg
tacgttgagt
catgaaatta
ccaaccaact
acgtacggtg
agagatttca
gatattgaat
gccaataaga
gaagaattca
tatcagaggg
atgactacag
aacgagtctc
atttgttcca
ggtggttgta
gaagcccttg

gaaaatgcta

gctgaggcat
aagttggacg
tctgtaggeg
agtttgccca

ttcagagtgt

taaatgctga
tcacaattga
ctcactcttt
tgcaagtctt
tcatttgtgce
ccaagcaaaa
gcggtatgga
tcaaaccgca
gctttgttat
ataatttaag
ttgttttact
tgaacgttta
ccggcatcga
aacagggctt
caagagacta
ctaagcatgt
cgagctttac
aagcttcttg
ttgectttgte
ctgttcactt
ccaatgagtt

tcatcgtcte

tggaagatgc
aactaacagc
aagaaaagac

atgggacgga

gttctgtgac

38

tcccaaattt
tcettetgtg
tctaaagaaa
ctgtgagggt
cgttgcttta
tttaatgecgt
tcaggctgcee
gttgaaggct
tgcgaacacc
agtggtagaa
ttctggaaaa
ttatgccaga
acggttaaca
tagtgttgac
cttaacaaca
gtattctgaa
tgccgacgaa
cgataaactt
aaatggatca
ggttccaggg
ctacaaggtc

taaaccagca

agtggttgag
gtacttcatt
ggtggacaag
acgtggtgtt

tttgaatggt

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1587

60

120

180

240

300



gacggaacct
aaggatgtca
aggaagcatc
ggatttacct
tggaccaaaa
gagcaattag
gttggcactt
attagcgagce
gatattgaaa
aaaacccaaa
tctgctacaa
ctatttgaaa
gacttgcatg
cgtttaaaga
tcgacaaact
tttgaagaac
ctagcagecg
cacggtgagg
tccatgectga
catttgegte

taa

<210> 20

<211> 1302

<212> ADN

ttgatatgca
ccagcgagga
atcctgagtt
tctcatatce
gcttcaagat
acattcaggg
tcctatceca
ctgtcattgg
acatcaagaa
tgtgcatcaa
agtatgacat
aaagaatttc
caaggggctt
ctccttteca
tgcgtgaaac
gtaaagcaat
ttececgattge
tagaaattgg
gacatgcettt

tagccaaaga

gcaattgaag
gctgtttage
gttgaagtcc
cgttgaccaa
tgaagacacg
gctctctatg
ctgctacact
ttgtatcttt
gctaccagat
catcgaatgg
cgatattgac
cggcatgtac
aatcttggga
attgtgcagt
tgaattgtcg
tcaaaatctg
cgccatccta
ttttgacggt
ggcattaagt

tgggtccggt

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 20

atgacaattg
atagtgaatg
atttctatgce
aaaattctga
caaatcgtta
ttctttaatce

aaaaagaacg

aaagcactct
tagttgacca
tccecgecagtg
ccattgattt
tcgaatacaa
aaatcatcta

agtcatctga

agctcgggaa
attccaagag
tttagtccca
cggcgggaca
tgatgccttce
tacaatatgt

ggcgtctaaa

ES 2629252 T3

tctaagattc
tacctgggtce
acgggggaga
acctctttga
gtcggcaagg
attaatgtgg
tcaggctctce
ggtactggta
gagctcagaa
ggttcttteg
caaaaatttt
ttgggtgagce
cagtatcgta
gaagttcttt
tttttgcaga
gtcegttceca
atcaagacaa
tatgtcatcg
ccaattggca

gttggegeag

ttagaaagct
gagttgttat
gataaacgat
agactgaaat
gaacttacct
accaggctgg

ttttttgttt

cggaagaata
gccgtacaag
acataaaacc
gttcecggtac
atgtcgtgag
tagctttgac
gtccatcgag
ctaacggttg
caagactgct
acaatgaatt
ctccaaatcce
tgttaaggaa
attacgatca
ccaggattga
gtttgaggct
ttacgagaag
acgctttgaa
aatactatcc
ctgagggtga

ctttgtgtge

tgattttacc
cacggcttca
cgcgatggaa
ttgcaattat
acaacatcgt
ctgcaaatgg

ccgtgacatt

39

tctaaatgac
ggccttegtt
tttgaaaatg
tttaatcaga
gttataccag
caacgacacg
tgctggtgag
ctatatggag
gcatgaagga
gaaacatttg
aggttaccat
catcctggtg
attacctcac
aatcgatgat
accgaccact
gtctgcatat
caaaagatat
tggattcaga
acgtaagata

tctggtggceca

cgctgattece
gacaaatacg
ccctgaagac
ctctectgece
tgattcgaat
ttatataaaa

cagttttccet

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1503

60

120

180

240

300

360

420



ctaaatccag
caaggatcca
atcgaagaat
tcactaacaa
acaaatgcat
agagaaacat
aattctgaaa
ggagcaatct
tcattaaaaa
aatggggaac
cattatgcac
gctgcaattg
attggctacg
tactccagca

atagccacct

<210> 21

<211> 485

<212>PRT

aaggggaggt
cggtgaaaca
ttttctgtac
gcaaatttat
gttttgaggt
taccgtcaag
ttggctttat
catacgaaat
atattctatt
tggtatgcca
taatttgtca
tacaagctat
ttggatcctt
tacatattaa

acttgaacaa

agttgcaatg
gctcatccaa
catgaacgtg
atgcgaaaac
tccatacgga
ctataataag
tggtaaaaat
gccactagag
gcaatataac
gctggcagaa
gatcgcacga
tgatatcatc
tctccacaat
gttgcaattc

atcagacaac

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 21

Met Val
1

Ala Asp

Met Phe

35

Ile Asp

50

Met
65

Ile

Asn Tyr

His

val

Thr

Glu

Pro

Leu

Leu Gly

Pro
20

Lys

Val Asp

Leu Asn

Gly Trp

Ala Ile

85

Pro

Glu

Ser

Lys

val

70

Asp

Lys Lys

Met

Leu

Thr
40

Glu

Gly Leu

55

Met Glu

Leu Gly

Asp

ES 2629252 T3

ggaaaaggat
tcttecettte
tgtcatgtaa
gattccatct
tatttaccac
gagacattaa
gtcattgcat
tgcgttactt
ataatcccca
gactgtacta
ctattaatca
acaggctgca
tcaaattttt
ttaaatcaca

caagttcaat

Gln
10

Pro Ala

Glu Ile

25

Leu Arg Lys

Thr Lys Lys

Phe Thr

75

Pro

Thr
90

Gly Asn

ttgtgatgac
accggattat
taaacgatgc
cattaataat
ctttcaagag
atttcaaaca
tgcaaccgtt
ctggtaaatg
aaaacttccc
atgcttggtt
agagagccgc
aaaactataa
atcgagagca
gtaatcttct

aa

Arg Lys

His Gln

30

vVal val

45

Gly
60

Gly
Gly

Lys

Leu Arg

40

Gly

Leu

Lys

Asn

Glu

Val

tgacaccctt
atcagaaaat
aattgcagtt
aggaactggt
agatgccctg
tgttctcatt
tgacattcat
gcttccecta
agtagagttc
cgaaaacgaa
attttatgtt
ctttattcat
gataaaatat

aggcgctgca

Ser Met

15

Glu Asp

His Phe
Ile Pro
Ser

Gly

Val
95

Leu

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1302



Val

Lys

Ser

Leu

145

Ala

Gly

Gln

Ile

Glu

225

Tyr

Asp

Phe

Vval

Thr

305

Leu

Lys

Lys

Leu

Phe

130

Asn

Ser

Phe

Asn

Asn

210

Thr

Asp

Ile

Asp

Asp

290

Ser

Asn

Gln

Leu

Pro

115

Ile

Thr

Gln

Asp

Glu

195

Asp

Lys

Val

Pro

Asn

275

Glu

Gly

Glu

Pro

Ser

100

His

Ala

Lys

Asn

Ile

180

Ile

Thr

Met

Val

Ser

260

Glu

Gln

Tyr

Lys

Tyr
340

Gly

Asp

Asp

Asp

Lys

165

Pro

Ser

val

Gly

Ser

245

Asn

His

Ser

Tyr

Gly

325

Ile

Asn

Met

Ser

Thr

150

Ile

Asn

Lys

Gly

Val

230

Asp

Ser

Leu

Pro

Leu

310

Leu

Met

His

Arg

Leu

135

Leu

Asn

val

Arg

Thr

215

Ile

Ile

Pro

Val

Arg

295

Gly

Met

Asp

Thr

Thr

120

Lys

Pro

Glu

Glu

Glu

200

Leu

Phe

Glu

Met

Leu

280

Pro

Glu

Leu

Thr

Phe

105

Thr

Asp

Leu

Gly

Gly

185

Leu

Ile

Gly

Lys

Ala

265

Pro

Gly

Leu

Lys

Ser
345

ES 2629252 T3

Asp

Lys

Phe

Gly

Ile

170

His

Pro

Ala

Thr

Leu

250

Ile

Arg

Gln

Leu

Asp

330

Tyr

Thr

His

Met

Phe

155

Leu

Asp

Ile

Ser

Gly

235

Glu

Asn

Thr

Gln

Arg

315

Gln

Pro

Thr

Gln

Val

140

Thr

Gln

val

Glu

Tyr

220

val

Gly

Cys

Lys

Ala

300

Leu

Asp

Ala

41

Gln

Glu

125

Glu

Phe

Arg

Val

Ile

205

Tyr

Asn

Lys

Glu

Tyr

285

Phe

val

Leu

Arg

Ser

110

Glu

Gln

Ser

Trp

Pro

190

Val

Thr

Gly

Leu

Tyr

270

Asp

Glu

Leu

Ser

Ile
350

Lys

Leu

Glu

Tyr

Thr

175

Leu

Ala

Asp

Ala

Ala

255

Gly

Val

Lys

Leu

Lys

335

Glu

Tyr

Trp

Leu

Pro

160

Lys

Leu

Leu

Pro

Phe

240

Asp

Ser

Ala

Met

Glu

320

Leu

Asp



Asp

Phe

Cys

385

Ala

Asp

Lys

Pro

Val

465

Gly

Pro

Gly

370

Glu

Ala

Gly

Gly

Ile

450

Ile

Ile

<210> 22

Phe

355

val

Leu

Ile

Ser

Leu

435

Thr

Ala

Ile

< 211> 486

<212>PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 22

Met

1

Ala

Ile

Ile

Met
65

Val

Asp

Phe

Ser

50

Ile

His

Val

Thr

35

Glu

Pro

Glu

Lys

Ile

Cys

vVal

420

Arg

Ile

Ala

Gly

Leu

Pro

20

Val

Leu

Gly

Asn

Thr

Gly

Gln

405

Tyr

Asp

val

Leu

Ala
485

Gly

Lys

Pro

Glu

Trp

Leu

Thr

Thr

390

Lys

Asn

Ile

Pro

Ser
470

Pro

Glu

Thr

Lys

Val
70

Glu

Leu

375

Arg

Arg

Lys

Tyr

Ala

455

Glu

Lys

Leu

Glu

Gly

Met

Asp

360

Pro

Ala

Gly

Tyr

Gly

440

Glu

Lys

Lys

Met

Thr

40

Leu

Asp

ES 2629252 T3

Thr

Glu

Ala

Tyr

Pro
425

Trp

Asp

Arg

Pro

Gln

25

Leu

Ser

Phe

Asp

Arg

Arg

Lys

410

Gly

Thr

Gly

Ile

Gln

10

Gln

Gln

Lys

Pro

Asp

Lys

Leu

395

Thr

Phe

Gly

Ser

Ala
475

Ala

Ile

Ala

Lys

Thr
75

Ile

Leu

380

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

460

Glu

Arg

Glu

val

Gly

Gly

42

Phe

365

Ile

vVal

His

Glu

Ala

445

Ala

Gly

Lys

Asn

Thr

45

Gly

Lys

Gln

Arg

Cys

Ile

Ala

430

Ser

Gly

Lys

Gly

Phe

30

Lys

Asn

Glu

Lys

Arg

Gly

Ala

415

Ala

Lys

Ala

Ser

Ser

15

Glu

His

Ile

Ser

Asp

Leu

Ile

400

Ala

Ala

Asp

Ala

Leu
480

Met

Lys

Phe

Pro

Gly



Asp

Val

Arg

Glu

Gln

145

Ala

Gly

Gln

Ile

Glu

225

Tyr

Asp

Phe

Ile

Ser

305

Met

Phe

Lys

Leu

Phe

130

Gly

Ser

Phe

Lys

Asn

210

Thr

Asp

Ile

Asp

Asp

290

Ser

Tyr

Leu

Leu

Pro

115

Ile

Ile

Gln

Asp

Gln

195

Asp

Lys

Val

Pro

Asn

275

Glu

Gly

Lys

Ala

Gly

100

Asp

Ala

Ser

Asn

Ile

180

Ile

Thr

Met

Cys

Pro

260

Glu

Glu

Tyr

Gln

Ile

Gly

Ala

Asp

Glu

Lys

165

Pro

Thr

Thr

Gly

Ser

245

Ser

His

Ser

Tyr

Gly
325

Asp

Asp

Met

Ser

Pro

150

Ile

Asn

Lys

Gly

val

230

Asp

Ala

val

Pro

Leu

310

Phe

Leu

Arg

Arg

Leu

135

Ile

Asn

Ile

Arg

Thr

215

Ile

Ile

Pro

val

Arg

295

Gly

Ile

Gly

Thr

Thr

120

Lys

Pro

Glu

Glu

Asn

200

Leu

Phe

Glu

Met

Leu

280

Pro

Glu

Phe

Gly

Phe

105

Thr

Ala

Leu

Gly

Asn

185

Ile

Val

Gly

Lys

Ala

265

Pro

Gly

Ile

Lys

ES 2629252 T3

Thr

Asp

Gln

Phe

Gly

Ile

170

His

Pro

Ala

Thr

Leu

250

Ile

Arg

Gln

Leu

Asn
330

Asn

Thr

Asn

Ile

Phe

155

Leu

Asp

Ile

Ser

Gly

235

Gln

Asn

Thr

Gln

Arg

315

Gln

Leu

Thr

Pro

Asp

140

Thr

Gln

val

Glu

Tyr

220

val

Gly

Cys

Lys

Thr

300

Leu

Asp

43

Arg

Gln

Asp

125

Glu

Phe

Arg

Val

Val

205

Tyr

Asn

Lys

Glu

Tyr

285

Phe

Ala

Leu

Val

Ser

110

Glu

Gln

Ser

Trp

Pro

190

Val

Thr

Gly

Leu

Tyr

270

Asp

Glu

Leu

Ser

val

Lys

Leu

Phe

Phe

Thr

175

Met

Ala

Asp

Ala

Ser

255

Gly

Ile

Lys

Met

Lys
335

Leu

Tyr

Trp

Pro

Pro

160

Lys

Leu

Leu

Pro

Tyr

240

Asp

Ser

Thr

Met

Asp

320

Phe



Asp

Asp

Phe

Ser

385

Ala

Asp

Asn

Tyr

Ala

465

Val

Lys

Pro

Gly

370

Glu

Ala

Gly

Ala

Pro

450

Val

Gly

<210> 23

Pro

Phe

355

Ile

Leu

Ile

Ser

Leu

435

Ile

Ile

Ile

< 211> 500

<212>PRT
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<400> 23

Phe

340

Glu

Asn

Ile

Cys

Val

420

Lys

Lys

Ala

Ile

Val

Asn

Thr

Gly

Gln

405

Tyr

Asp

Ile

Ala

Gly
485

Met

Leu

Thr

Ala

390

Lys

Asn

Ile

val

Leu

470

Ala

Asp

Glu

Val

375

Arg

Arg

Arg

Tyr

Pro

455

Ala

Thr

Asp

360

Gln

Ala

Gly

Tyr

Gly

440

Ala

Gln

Met Ser Phe Asp Asp Leu His Lys

1

5

Ala Val Asp Gln Ile Cys Asp Asp

20

Asp Glu Leu Thr Ala Tyr Phe Ile

35

40

Pro Pro Lys Glu Gly His Thr Leu

50

55
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Ser

345

Thr

Glu

Ala

Tyr

Pro

425

Trp

Glu

Lys

Tyr

Asp

Arg

Arg

Lys

410

Gly

Thr

Asp

Arg

Pro

Asp

Lys

Leu

395

Thr

Phe

Gln

Gly

Ile
475

Ala

Leu

Leu

380

Ser

Gly

Lys

Thr

Ser

460

Ala

Arg

Phe

365

Ile

val

His

Glu

Ser

445

Gly

Glu

Ile

350

Gln

Arg

Cys

Ile

Lys

430

Leu

Ala

Gly

Ala Thr Glu Arg Ala Val

10

Phe Glu Val Thr Pro Glu

25

30

Glu Gln Met Glu Lys Gly

45

Ala Ser Asp Lys Gly Leu

60

44

Glu Glu

Asn Glu

Arg Leu

Gly Ile

400

Ala Ala

415

Ala Ala

Asp Asp

Gly Ala

Lys Ser
480

Ile Gln

15

Lys Leu

Leu Ala

Pro Met



Ile

65

Leu

Asn

Ile

Phe

Pro

145

Phe

Leu

Asp

Met

Ser

225

Ile

Cys

Arg

Glu

Tyr

Pro

Leu

Leu

Pro

Gly

130

Asp

Thr

Ile

Val

Ile

210

His

Ser

Tyr

Asp

Trp

290

Asp

Ala

Ala

His

Asp

115

Phe

Glu

Phe

Arg

Val

195

Lys

Cys

Glu

Met

Lys

275

Gly

val

Phe

Ala

Gly

100

Asp

Leu

Leu

Ser

Trp

180

Gln

Val

Tyr

Pro

Glu

260

Leu

Ser

Val

Val

Asp

Asp

Leu

Ala

Ala

Tyr

165

Thr

Leu

val

Thr

val

245

Glu

Ile

Phe

Ile

Thr

70

Leu

His

Leu

Arg

Lys

150

Pro

Lys

Tyr

Ala

Ser

230

Ile

Ile

Lys

Asp

Asp

Gly

Gly

Thr

Asp

Arg

135

Gly

Val

Gly

Gln

Leu

215

Asp

Gly

Asn

Glu

Asn

295

Gln

Ser

Gly

Phe

Asp

120

Thr

Lys

Asp

Phe

Glu

200

Thr

Asn

Cys

Lys

Gly

280

Glu

Lys

ES 2629252 T3

Pro

Thr

Ser

105

Glu

Leu

Asp

Gln

Arg

185

Gln

Asn

Thr

Ile

Ile

265

Lys

Leu

Leu

Asn

Asn

90

Met

Asn

Ala

Ala

Thr

170

Ile

Leu

Asp

Asp

Phe

250

Thr

Thr

Lys

Ser

Gly

75

Phe

Glu

Val

Phe

Lys

155

Ser

Ala

Ser

Thr

Ser

235

Gly

Lys

His

His

Thr

Thr

Arg

Gln

Thr

Met

140

Pro

Leu

Asp

Ala

Val

220

Met

Thr

Leu

Met

Leu

300

Asn

45

Glu

Ile

Met

Ser

125

Lys

Met

Asn

Thr

Gln

205

Gly

Thr

Gly

Pro

Ile

285

Pro

Pro

Arg

Cys

Lys

110

Asp

Lys

Lys

Ser

val

1390

Gly

Thr

Ser

Thr

Gln

270

Ile

Thr

Gly

Gly

Ser

Ser

Asp

Tyr

Leu

Gly

175

Gly

Met

Tyr

Gly

Asn

255

Glu

Asn

Thr

Phe

Vval

80

val

Lys

Leu

His

Gly

160

Thr

Lys

Pro

Leu

Glu

240

Gly

Leu

Val

Lys

His



305

Leu

Asn

Arg

Ser

Arg

385

Pro

Arg

Thr

Asp

His

465

His

Ala

Phe

Ile

Ser

Ser

370

Glu

Thr

Ser

Asn

Gly

450

Ala

Leu

Leu

<210> 24

Glu

Leu

Lys

355

Glu

Thr

Glu

Ala

Ala

435

Ser

Leu

Lys

val

<211> 528

<212>PRT
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<400> 24

Lys

Val

340

Glu

vVal

Glu

Arg

Tyr

420

Leu

Val

Ala

Ile

Ala
500

Arg

325

Asp

Gln

Leu

Leu

Val

405

Leu

Asn

Val

Leu

Ala
485

310

val

Leu

Leu

Ser

Ser

390

Gln

Ala

Lys

Glu

Ser

470

Lys

Ser

His

Pro

His

375

Leu

Ile

Ala

Arg

Tyr

455

Pro

Asp

Gly

Ser

Arg

360

Ile

Leu

Gln

Val

Tyr

440

Tyr

Leu

Gly

ES 2629252 T3

Met

Gln

345

His

Glu

Gln

Lys

Pro

425

His

Pro

Gly

Ser

Phe

330

Gly

Leu

Ile

Ser

Leu

410

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly
490

315

Leu

Leu

Thr

Asp

Leu

395

Val

Ala

Glu

Phe

Glu

475

Val

Gly

Leu

Thr

Asp

380

Arg

Arg

Ala

Val

Arg

460

Gly

Gly

Glu

Leu

Pro

365

Ser

Leu

Ala

Ile

Glu

445

Ser

Glu

Ala

val

Gln

350

Phe

Thr

Pro

Ile

Leu

430

Ile

Met

Arg

Ala

Leu

335

Gln

Gln

Gly

Thr

Ser

415

Ile

Gly

Leu

Lys

Leu
495

320

Arg

Tyr

Leu

Leu

Thr

400

Arg

Lys

Cys

Arg

val

480

Cys

Met Thr Lys Ser His Ser Glu Glu Val Ile Val Pro Glu Phe Asn Ser

1

5

10

15

Ser Ala Lys Glu Leu Pro Arg Pro Leu Ala Glu Lys Cys Pro Ser Ile

46



Ile

Arg

Asp

Val

Asp

Tyr

Cys

Arg

145

Asp

Ala

Met

vVal

Glu

225

Thr

Ile

Lys

Ser

50

Phe

Lys

Pro

Val

Gly

130

Phe

Val

val

Ser

Gly

210

Glu

Pro

Ala

Lys

35

Pro

Ser

Val

Lys

Thr

115

Leu

Ala

Pro

Ala

Lys

195

Val

Asp

Phe

Asn

20

Phe

Gly

val

Leu

Phe

100

Ile

His

Ser

Thr

Leu

180

Gln

Asn

His

Lys

Thr
260

Ile

Arg

Leu

Asn

85

Ala

Asp

val

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Asn

Ala

Phe

245

Leu

Ser

Val

Pro

Glu

Gln

Pro

Ala

Pro

150

Ser

Val

Leu

Gly

Leu

230

Pro

val

Ala

Asn

55

Leu

Lys

Arg

Ser

His

135

Leu

Gly

val

Met

Gly

215

Tyr

Gln

Val

Tyr

40

Leu

Ala

Asn

Lys

Val

120

Ser

Ala

Leu

Lys

Arg

200

Met

Val

Leu

Ser
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25

Asp

Ile

Ile

Pro

Phe

105

Ser

Phe

Gly

Ser

Ala

185

Ile

Asp

Glu

Lys

Asn
265

Ala

Gly

Asp

Ser

90

Asp

Asp

Leu

Leu

Ser

170

Asn

Thr

Gln

Phe

Asn

250

Lys

Lys

Glu

Phe

Ile

Leu

Trp

Lys

Gln

155

Ser

Met

val

Ala

Lys

235

His

Phe

Pro

His

60

Asp

Thr

Pro

Ser

Lys

140

val

Ala

Gly

val

Ala

220

Pro

Glu

Glu

47

Asp

45

Ile

Met

Leu

Leu

Asn

125

Leu

Phe

Ala

Pro

Ala

205

Ser

Gln

Ile

Thr

30

Phe

Asp

Leu

Ile

Asp

110

Tyr

Ala

Cys

Phe

Gly

190

Glu

Val

Leu

Ser

Ala
270

Val

Tyr

Cys

Asn

95

Gly

Phe

Pro

Glu

Ile

175

Tyr

His

Cys

Lys

Phe

255

Pro

Ala

Cys

Ala

Ala

Ser

Lys

Glu

Gly

160

Cys

His

Tyr

Gly

Ala

240

Val

Thr



Asn

Ala

Thr

305

Tyr

Glu

Lys

Ser

Phe

385

Ser

Thr

Ser

Asp

Leu

465

Gly

Phe

Ala

Tyr

Ala

290

Asn

His

Arg

Lys

Arg

370

Gln

Leu

Ala

Gln

Lys

450

Thr

Pro

Tyr

Ile

<210> 25

Asn

275

Thr

Lys

Asn

Leu

Gln

355

Glu

val

Arg

Asp

Ala

435

Ile

Gly

Asn

Lys

Ile
515

< 211> 500

<212>PRT

Leu

Tyr

Gly

Ile

Thr

340

Gly

Glu

Leu

val

Glu

420

Ser

Cys

Ala

Gly

val

500

val

Arg

Gly

Asn

Ser

325

Lys

Phe

Phe

Lys

Leu

405

Asp

Cys

Ser

Gly

Asn

485

Lys

Ser

Val

Val

Leu

310

Thr

Met

Ser

Thr

Leu

390

Lys

Phe

Asp

Ile

Trp

470

Ile

Tyr

Lys

Val

Val

295

Arg

Pro

Leu

vVal

Arg

375

Tyr

Ala

Phe

Lys

Ala

455

Gly

Glu

Pro

Pro

Glu

280

Leu

Asp

Trp

val

Asp

360

Asp

Gln

vVal

Lys

Leu

440

Leu

Gly

Lys

Lys

Ala
520

Val

Leu

Phe

Asn

Leu

345

Asp

Tyr

Arg

Lys

Gln

425

Tyr

Ser

Cys

Val

Ile

505

Leu
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Thr

Ser

Met

Gly

330

val

Val

Leu

Ala

Leu

410

Phe

Glu

Asn

Thr

Lys

490

Thr

Gly

Thr

Gly

Asn

315

Asp

Glu

Ala

Thr

Lys

395

Met

Gly

Cys

Gly

val

475

Glu

Asp

Ser

Ala

Lys

300

Val

Ile

Glu

Gln

Thr

380

His

Thr

Ala

Ser

Ser

460

His

Ala

Ala

Cys

48

Ala

285

Glu

Tyr

Glu

Ser

Ser

365

Ser

Val

Thr

Leu

Cys

445

Tyr

Leu

Leu

Glu

Leu
525

Asn

Gly

Tyr

Ser

Leu

350

Leu

Pro

Tyr

Ala

Met

430

Pro

Gly

val

Ala

Leu

510

Tyr

val

Ser

Ala

Gly

335

Ala

Asn

val

Ser

Ser

415

Asn

Glu

Ser

Pro

Asn

495

Glu

Glu

Leu

Ser

Arg

320

Ile

Asn

Cys

Arg

Glu

400

Phe

Glu

Ile

Arg

Gly

480

Glu

Asn

Leu



<400> 25

Met

1

Ala

Asp

Asn

Ile

65

Leu

Thr

Ile

Phe

Pro

145

Gly

Thr

Lys

Ser

Ser

val

Glu

Thr

50

Pro

Leu

Leu

Pro

Ser

130

Glu

Phe

Leu

Asp

Met
210

Phe

Val

Leu

35

Ser

Thr

Ala

Asn

Glu

115

Tyr

Leu

Thr

Ile

Val

195

Ile

Glu

Glu

Thr

val

Tyr

Ala

Gly

100

Glu

Leu

Leu

Phe

Arg

180

val

Asn

Asn

Ile

Ala

Gly

Val

Asp

85

Asp

Tyr

Gly

Lys

Ser
165

Trp

Arg

val

Leu

Cys

Tyr

Glu

Thr

70

Leu

Gly

Leu

Arg

Ser

150

Tyr

Thr

Leu

Val

His

Ser

Phe

Glu

55

Ser

Gly

Thr

Asn

Arg

135

Thr

Pro

Lys

Tyr

Ala
215

Lys

Ser

Ile

40

Lys

Leu

Gly

Phe

Asp

120

Thr

Gly

val

Ser

Gln

200

Leu

ES 2629252 T3

Val

Leu

Glu

Thr

Pro

Thr

Asp

105

Lys

Arg

Glu

Asp

Phe

185

Glu

Thr

Asn

10

Gln

Cys

val

Asn

His

90

Met

Asp

Ala

Asn

Gln

170

Lys

Gln

Asn

Ala

Val

Met

Asp

Gly

75

Phe

Gln

val

Phe

Ile

155

Thr

Ile

Leu

Asp

Glu

Asp

Glu

Lys

60

Thr

Arg

Gln

Thr

vVal

140

Lys

Ser

Glu

Asp

Thr
220

49

Ala

Ala

Lys

45

Gly

Glu

val

Leu

Ser

125

Arg

Pro

Leu

Asp

Ile

205

Val

Leu

Ala

30

Gly

Leu

Arg

Cys

Lys

110

Glu

Lys

Leu

Ser

Thr

190

Gln

Gly

Glu

15

Lys

Leu

Pro

Gly

Ser

95

Ser

Glu

His

Lys

Ser

175

Val

Gly

Thr

Asp

Leu

Asn

Met

vVal

80

val

Lys

Leu

His

Met

160

Gly

Gly

Leu

Phe



ES 2629252 T3

Leu Ser His Cys Tyr Thr Ser Gly Ser Arg Pro Ser Ser Ala Gly Glu
225 230 235 240

Ile Ser Glu Pro Val Ile Gly Cys Ile Phe Gly Thr Gly Thr Asn Gly
245 250 255

Cys Tyr Met Glu Asp Ile Glu Asn Ile Lys Lys Leu Pro Asp Glu Leu
260 265 270

Arg Thr Arg Leu Leu His Glu Gly Lys Thr Gln Met Cys Ile Asn Ile
275 280 285

Glu Trp Gly Ser Phe Asp Asn Glu Leu Lys His Leu Ser Ala Thr Lys
290 295 300

Tyr Asp Ile Asp Ile Asp Gln Lys Phe Ser Pro Asn Pro Gly Tyr His
305 310 315 320

Leu Phe Glu Lys Arg Ile Ser Gly Met Tyr Leu Gly Glu Leu Leu Arg
325 330 335

Asn Ile Leu Val Asp Leu His Ala Arg Gly Leu Ile Leu Gly Gln Tyr
340 345 350

Arg Asn Tyr Asp Gln Leu Pro His Arg Leu Lys Thr Pro Phe Gln Leu
355 360 365

Cys Ser Glu Val Leu Ser Arg Ile Glu Ile Asp Asp Ser Thr Asn Leu
370 375 380

Arg Glu Thr Glu Leu Ser Phe Leu Gln Ser Leu Arg Leu Pro Thr Thr
385 390 395 400

Phe Glu Glu Arg Lys Ala Ile Gln Asn Leu Val Arg Ser Ile Thr Arg
405 410 415

Arg Ser Ala Tyr Leu Ala Ala Val Pro Ile Ala Ala Ile Leu Ile Lys
420 425 430

Thr Asn Ala Leu Asn Lys Arg Tyr His Gly Glu Val Glu Ile Gly Phe
435 440 445

Asp Gly Tyr Val Ile Glu Tyr Tyr Pro Gly Phe Arg Ser Met Leu Arg
450 455 460

His Ala Leu Ala Leu Ser Pro Ile Gly Thr Glu Gly Glu Arg Lys Ile
465 470 475 480

His Leu Arg Leu Ala Lys Asp Gly Ser Gly Val Gly Ala Ala Leu Cys
485 490 495

Ala Leu Val Ala
500

50



<210> 26

<211> 433

<212>PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 26

Met

1

Pro

Leu

val

Ile

65

Gln

Val

Leu

Ser

Gly

145

Gln

Ile

Thr

Ala

Ser

Pro

50

Asp

Ile

Asp

Ala

Lys

130

Glu

Gly

Ser

Ile

Asp

Arg

35

Asp

Phe

val

Ser

Ala

115

Phe

val

Ser

Glu

Glu

Ser

20

Leu

Lys

Gly

Ile

Asn

100

Asn

Phe

val

Thr

Asn
180

Ser

Ile

Gln

Arg

Gly

Glu

85

Phe

Gly

val

Ala

Val

165

Ile

Thr

Val

Thr

Ser

Thr

70

Tyr

Phe

Tyr

Ser

Met

150

Lys

Glu

Leu

Asn

Asn

Arg

55

Arg

Asn

Asn

Ile

Val

135

Gly

Gln

Glu

Ala

vVal

Thr
40

Trp

Leu

Asp

Gln

Lys

120

Thr

Lys

Leu

Phe

ES 2629252 T3

Arg

Val

25

Ile

Asn

Lys

Ala

Ile

105

Lys

Phe

Gly

Ile

Phe
185

Glu

10

Asp

Ser

Pro

Phe

Phe

90

Ile

Lys

Ser

Phe

Gln

170

Cys

Leu

Gln

Met

Glu

Ala

75

Glu

Tyr

Asn

Phe

Val

155

Ser

Thr

Glu

Phe

Leu

Asp

60

Ile

Leu

Thr

Glu

Pro

140

Met

Ser

Met

51

Ser

Gln

Pro

45

Lys

Ile

Thr

Ile

Ser

125

Leu

Thr

Phe

Asn

Leu

Glu

30

Gln

Ile

Ser

Tyr

Cys

110

Ser

Asn

Asp

His

Val
190

Ile

15

Glu

Cys

Leu

Leu

Asn

95

Thr

Glu

Pro

Thr

Arg

175

Cys

Leu

Leu

Leu

Thr

Pro

80

Ile

Arg

Ala

Glu

Leu

160

Ile

His



Val Ile Asn Asp
195

Glu Asn Asp Ser
210

Phe Glu Val Pro
225

Arg Glu Thr Leu

His Val Leu Ile
260

Ala Leu Gln Pro
275

Leu Glu Cys Val
290

Ile Leu Leu Gln
305

Asn Gly Glu Leu

Phe Glu Asn Glu
340

Ile Lys Arg Ala
355

Ile Ile Thr Gly
370

Gly Ser Phe Leu
385

Tyr Ser Ser Ile

Leu Gly Ala Ala
420

Gln

<210> 27

<211>64

<212> ADN

< 213> ADN artificial

Ala

Ile

Tyr

Pro

245

Asn

Phe

Thr

Tyr

vVal

325

His

Ala

Cys

His

His

405

Ile

Ile

Ser

Gly

230

Ser

Ser

Asp

Ser

Asn

310

Cys

Tyr

Phe

Lys

Asn

390

Ile

Ala

Ala

Leu

215

Tyr

Ser

Glu

Ile

Gly

295

Ile

Gln

Ala

Tyr

Asn

375

Ser

Lys

Thr

Val

200

Ile

Leu

Tyr

Ile

His

280

Lys

Ile

Leu

Leu

Val

360

Tyr

Asn

Leu

Tyr

ES 2629252 T3

Ser

Ile

Pro

Asn

Gly

265

Gly

Trp

Pro

Ala

Ile

345

Ala

Asn

Phe

Gln

Leu
425

Leu

Gly

Pro

Lys

250

Phe

Ala

Leu

Lys

Glu

330

Cys

Ala

Phe

Tyr

Phe

410

Asn

Thr

Thr

Phe

235

Glu

Ile

Ile

Pro

Asn

315

Asp

Gln

Ile

Ile

Arg

395

Leu

Lys

Ser

Gly

220

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

300

Phe

Cys

Ile

Val

His

380

Glu

Asn

Ser

52

Lys

205

Thr

Arg

Leu

Lys

Tyr

285

Ser

Pro

Thr

Ala

Gln

365

Ile

Gln

His

Asp

Phe

Asn

Asp

Asn

Asn

270

Glu

Leu

Val

Asn

Arg

350

Ala

Gly

Ile

Ser

Asn
430

Ile

Ala

Ala

Phe

255

Val

Met

Lys

Glu

Ala

335

Leu

Ile

Tyr

Lys

Asn

415

Gln

Cys

Cys

Leu

240

Lys

Ile

Pro

Asn

Phe
320

Trp

Leu

Asp

Vval

Tyr

400

Leu

Val



10

15

20

25

ES 2629252 T3

<220>
< 223> ADN sintético
<400> 27

taatatacct ctatacttta acgtcaagga gaaaaaacta taatgcagct gaagcttcgt 60

acgce 64
<210> 28

<211> 66

<212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 28

aatgagaagt tgttctgaac aaagtaaaaa aaagaagtat acttacatag gccactagtg 60

gatctg 66
<210> 29

<211>25

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 29

atggcattat actcctgcta gaaag 25
<210> 30

<211>24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 30

53



10

15

20

25

aaaggatggc agagcatgtt atcg
<210> 31

<211>24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 31

gattgcgaga tccacgaaat tacc
<210> 32

<211>24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 32

aatcaccgga ttccttacca gttg
<210> 33

<211>25

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 33

gaaattcacg ggatttattc gtgac
<210> 34

<211>25

<212> ADN

ES 2629252 T3

24

24

24

25

54



10

15

20

25

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 34

tttccatgtt tctaagcgta gtgag
<210> 35

<211>20

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 35

cccgtttgtt ggaagatagc
<210> 36

<211>18

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 36
cacatcagcc atggaacc
<210> 37

<211>19

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético

<400> 37

20

18

25

ES 2629252 T3

55



10

15

20

25

gcaggtgctg ctgttattg
<210> 38

<211> 21

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 38

ccgagctatc ctacgacttt c
<210> 39

<211>23

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 39

gcccgacagg gtaacatatt atc
<210> 40

<211>23

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 40

ccggaatcat aggaagacct ttg
<210> 41

<211>24

< 212> ADN

ES 2629252 T3

21

23

23

56



10

15

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 41

agaggaaggt gcacttgaag attg
<210> 42

<211>24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial
<220>

< 223> ADN sintético
<400> 42

ataagatgga attggccggt cttg
<210> 43

< 211> 1587

<212> ADN

24

24

ES 2629252 T3

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D

<400> 43

57



atgactaaat
ttaccaagac
gatgctaaac
attgattatt
gtcaaagttt
gctcaaagga
tcagactggt
cttgcaccgg
gatgtaccaa
gctgttgtta
atcacggtcg
tctgtttgeg
actccgttta
cttgttgtat
gtcactacag
gaaggatcga
tatcacaaca
aagatgctag
gatgtcgege
tctccagtga
tctttaagag
gactttttca
tacgaatgtt

tatggttcce

ggcccaaatg
aagtacccta

ttgggcagcet

<210> 44

<211> 1587

<212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMK318

<400> 44

ctcattcaga
cattggccga
cggattttgt
gtgacttctce
tgaacgagaa
agttcgattt
ctaattactt
aaaggtttgce
ctggcagtgg
aagcgaatat
ttgcagaaca
gtgaggaaga
aatttccgca
ctaacaagtt
ctgcaaatgt
gcacgaataa
tttccacacce
tactagttga
aatccttgaa
gatttcaagt
tcttgaagge
agcaatttgg
cttgtccaga

gtttgaccgg

gcaacataga
agatcactga

gtctatatga

agaagtgatt
aaagtgccceg
tgctagatcg
ggttttacct
aaatccatcc
gcegttggac
taaatgtggt
cagtgctcct
attgtcttcet
gggccetggt
ttatgttggt
tcatgctcta
attaaaaaac
tgaaaccgcce
tttagctgece
aggtaatcta
ctggaacggce
agagtctctce
ttgttctege
cttaaagcta
tgtgaaatta
tgccttgatg
gattgacaaa

agctggectgg

aaaggtaaaa
tgctgagett

attataa

ES 2629252 T3

gtacctgagt
agcataatta
cctggtagag
ttagctattg
attaccttaa
ggttcttatg
ctccatgttg
ctggccggge
tcggeccgeat
tatcatatgt
gttaacaatg
tacgttgagt
catgaaatta
ccaaccaact
acgtacggtg
agagatttca
gatattgaat
gccaataaga
gaagaattca
tatcagaggg
atgactacag
aacgagtctc
atttgttcca

ggtggttgta

gaagcccttg

gaaaatgcta

tcaattctag
agaaatttat
tcaatctaat
attttgatat
taaatgctga
tcacaattga
ctcactcttt
tgcaagtctt
tcatttgtge
ccaagcaaaa
gcggtatgga
tcaaaccgca
gctttgttat
ataatttaag
ttgttttacce
tgaacgttta
ccggcatecga
aacagggctt
caagagacta
ctaagcatgt
agagctttac
aagcttcecttg
ttgctttgte

ctgttcactt

ccaatgagtt

ttatcgtctce

58

cgcaaaggaa
aagcgcettat
tggtgaacat
gctttgegece
tcccaaattt
tccttetgtg
tctaaagaaa
ctgtgagggt
cgttgcecttta
tttaatgcgt
tcaggctgcecce
gttgaaggct
tgcgaacacc
agtggtagaa
ttctggaaaa
ttatgccaga
acggttaaca
tagtgttgac
cttaacaaca
gtattctgaa
tgccgatgaa
cgataaactt
aaatggatca

ggttccaggg

ctacaaggtc

taaaccagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1587



atgactaaat
ttaccaagac
gatgctaaac
attgattatt
gtcaaagttt
gctcaaagga
tcagactggt
cttgcaccgg
gatgtaccaa
gctgttgtta
atcacggtcg
tctgtttgeg
actccgttta
cttgttgtat
gtcactacag
gaaggatcga
tatcacaaca
aagatgctag
gatgtcgege
tcteccagtga
tctttaagag
gactttttca
tacgaatgtt
tatggttcce

ggcccaaatg

aagtacccta

ttgggcagcet

<210> 45

<211> 1587

<212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW017

<400> 45

ctcattcaga
cattggccga
cggattttgt
gtgacttctce
tgaacgagaa
agttcgattt
ctaattactt
aaaggtttgce
ctggcagtgg
aagcgaatat
ttgcagaaca
gtgaggaaga
aatttccgceca
ctaacaagtt
ctgcaaatgt
gcacgaataa
tttccacacc
tactagttga
aatccttgaa
gatttcaagt
tcttgaagge
agcaatttgg
cttgtccaga
gtttgaccgg

gcaacataga

agatcactga

gtctatatga

agaagtgatt
aaagtgcccg
tgctagatcg
ggttttacct
aaatccatcc
gccgttggac
taaatgtggt
cagtgctcct
attgtcecttcet
gggcecctggt
ttatgttggt
tcatgctcta
attaaaaaac
tgaaaccgcece
tttagctgee
aggtaatcta
ctggaacggc
agagtctctce
ttgttctege
cttaaagcta
tgtgaaatta
tgcettgatg
gattgacaaa
agctggetgg

aaaggtaaaa

tgctgagctt

attataa

ES 2629252 T3

gtacctgagt
agcataatta
cctggtagag
ttagctattg
attaccttaa
ggttcttatg
ctccatgttg
ctggccggge
tcggecegeat
tatcatatgt
gttaacaatg
tacgttgagt
catgaaatta
ccaaccaact
acgtacggtg
agagatttca
gatattgaat
gccaataaga
gaagaattca
tatcagaggg
atgactacag
aacgagtctc
atttgttcca
ggtggttgta

gaagcccttg

gaaaatgcta

tcaattctag
agaaatttat
tcaatctaat
attttgatat
taaatgctga
tcacaattga
ctcactcttt
tgcaagtctt
tcatttgtge
ccaagcaaaa
gcggtatgga
tcaaaccgca
gctttgttat
ataatttaag
ttgttttacce
tgaacgttta
ccggcatcga
aacagggctt
caagagtcta
ctaagcatgt
agagctttac
aagcttcttg
ttgctttgte
ctgttcactt

ccaatgagtt

ttatcgtctce

59

cgcaaaggaa
aagcgcttat
tggtgaacat
gctttgegece
tcccaaattt
tcecttetgtg
tctaaagaaa
ctgtgagggt
cgttgettta
tttaatgegt
tcaggcetgece
gttgaaggct
tgcgaacacc
agtggtagaa
ttctggaaaa
ttatgccaga
acggttaaca
tagtgttgac
cttaacaaca
gtattctgaa
tgccgatgaa
cgataaactt
aaatggatca
ggttccaggg

ctacaaggtc

taaaccagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1587



atgactaaat
ttaccaagac
gatgctaaac
attgattatt
gtcaaagttt
gctcaaagga
tcagactggt
cttgcaccgg
gatgtaccaa
gctgttgtta
atcacggtcg
tctgtttgeg
actccgttta
cttgttgtat
gtcactacag
gaaggatcga
tatcacaaca
aagatgctag
gatgtcgege
tctccagtga
tctttaagag
gactttttca
tacgaatgtt
tatggttccce
ggcccaaatg

aagtacccta

ctcattcaga
cattggccga
cggattttgt
gtgacttctc
tgaacgagaa
agttcgattt
ctaattactt
aaaggtttgc
ctggcagtgg
aagcgaatat
ttgcagaaca
gtgaggaaga
aatttccgca
ctaacaagtt
ctgcaaatgt
gcacgaataa
tttccacacce
tactagttga
aatccttgaa
gatttcaagt
tcttgaagge
agcaatttgg
cttgtccaga
gtttgaccgg
gcaacataga

agatcactga

agaagtgatt
aaagtgccecceg
tgctagatcg
ggttttacct
aaatccatcc
gcegttggac
taaatgtggt
cagtgctcecct
attgtcttct
gggcectggt
ttatgttggt
tcatgctcta
attaaaaaac
tgaaaccgcece
tttagctgee
aggtaatcta
ctggaacggc
agagtctctce
ttgttctege
cttaaagcta
tgtgaaatta
tgccttgatg
gattgacaaa
agctggetgg
aaaggtaaaa

tgctgagett

ttgggcagct gtctatatga attataa

<210> 46

<211> 1587

<212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW018

<400> 46

ES 2629252 T3

gtacctgagt
agcataatta
cctggtagag
ttagctattg
attaccttaa
ggttcttatg
ctccatgttg
ctggccggge
tcggeccgeat
tatcatatgt
gttaacaatg
tacgttgagt
catgaaatta
ccaaccaact
acgtacggtg
agagatttca
gatattgaat
gccaataaga
gaagaattca
tatcagaggg
atgactacag
aacgagtctc
atttgttcca
ggtggttgta
gaagcccttg

gaaaatgcta

tcaattctag
agaaatttat
tcaatctaat
attttgatat
taaatgctga
tcacaattga
ctcactcttt
tgcaagtctt
tcatttgtge
ccaagcaaaa
gcggtatgga
tcaaaccgca
gctttgttat
ttaatttaag
ttgttttacce
tgaacgttta
ccggcatecga
aacagggctt
caagagtcta
ctaagcatgt
agagctttac
aagcttcecttg
ttgctttgte
ctgttcactt
ccaatgagtt

ttatcgtete

60

cgcaaaggaa
aagcgcettat
tggtgaacat
gctttgegece
tcccaaattt
tcettetgtg
tctaaagaaa
ctgtgagggt
cgttgettta
tttaatgegt
tcaggctgcece
gttgaaggct
tgcgaacacc
agtggtagaa
ttctggaaaa
ttatgccaga
acggttaaca
tagtgttgac
cttaacaaca
gtattctgaa
tgccgatgaa
cgataaactt
aaatggatca
ggttccaggg
ctacaaggtc

taaaccagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1587



atgactaaat
ttaccaagac
gatgctaaac
attgattatt
gtcaaagttt
gctcaaagga
tcagactggt
cttgcaccgg
gatgtaccaa
gctgttgtta
atcacggtcg
tctgtttgeg
actccgttta
cttgttgtat
gtcactacag
gaaggatcga
tatcacaaca
aagatgctag
gatgtcgege
tctccagtga
tctttaagag
gactttttca
tacgaatgtt
tatggttecee
ggcccaaatg
aagtacccta

ttgggcaget

<210> 47

<211>1725

<212> ADN

ctcattcaga
cattggccga
cggattttgt
gtgacttctc
tgaacgagaa
agttcgattt
ctaattactt
aaaggtttgce
ctggcagtgg
aagcgaatat
ttgcagaaca
gtgaggaaga
aatttccgca
ctaacaagtt
ctgcaaatgt
gcacgaataa
tttccacacce
tactagttga
aatccttgaa
gatttcaagt
tcttgaagge
agcaatttgg
cttgtccaga
gtttgacecgg
gcaacataga
agatcactga

gtctatatga

agaagtgatt
aaagtgccceg
tgctagatcg
ggttttacct
aaatccatcc
gccegttggac
taaatgtggt
cagtgctcct
attgtcttcet
gggcecetggt
ttatgttggt
tcatgctcta
attaaaaaac
tgaaaccgcece
tttagctgee
aggtaatcta
ctggaacggc
agagtctctc
ttgttectege
cttaaagcta
tgtgaaatta
tgccttgatg
gattgacaaa
agctggetgg
aaaggtaaaa
tgctgagett

attataa

ES 2629252 T3

gtacctgagt
agcataatta
cctggtagag
ttagctattg
attaccttaa
ggttcttatg
ctccatgttg
ctggceggge
tcggececgeat
tatcatatgt
gttaacaatg
tacgttgagt
catgaaatta
ccaaccaact
acgtacggtg
agagatttca
gatattgaat
gccaataaga
gaagaattca
tatcagaggg
atgactacag
aacgagtctc
atttgttcca
ggtggttgta
gaagcccttg

gaaaatgcta

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D

<400> 47

tcaattctag
agaaatttat
tcaatctaat
attttgatat
taaatgctga
tcacaattga
ctcactcttt
tgcaagtctt
tcatttgtgce
ccaagcaaaa
gcggtatgga
tcaaaccgceca
gctttgttat
ataatttaag
ttgttttacce
tgaacgttta
ccggcatecga
aacagggctt
caagagtcta
ctaagcatgt
agagctttac
aagcttcttg
ttgctttgte
ctgttcactt
ccaatgagtt

ttatcgtcte

61

cgcaaaggaa
aagcgcttat
tggtgaacat
gectttgegece
tcccaaattt
tcettetgtg
tctaaagaaa
ctgtgagggt
cgttgcecttta
tttaatgcgt
tcaggctgecce
gttgaaggct
tgcgaacacce
agtggtagaa
ttctggaaaa
ttatgccaga
acggttaaca
tagtgttgac
cttaacaaca
gtattctgaa
tgccgatgaa
cgataaactt
aaatggatca
ggttccaggg
ctacaaggtc

taaaccagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1587



5

atggcagttg
gtgatctett
gatgaattga
cccaagaagce
ggcggctteca
tttttgagaa
acaggtttaa
aaaggtggag
gttggtatta
atcatatctg
attgctccaa
ggtatctttt
tggagagttc
ttagttcetg
tccattgcta
ctgatcatgg
ttttccacca
caacaattaa
ggcctggatg
ttctttagtt
gccactatga
cacggtaaaa
ttttatattt
tcattcccac
tgggggttcet
ggttatgtct
gaaactaaag

tggaaatctg

aggagaacaa
cactcagtaa
aagccggtga
ccatgtctga
tgtttggetg
ggtttggtat
tcgtcgecat
atatgtatgg
tcattcaaat
gtttgggtgt
agcacttgag
tgggctactg
cattagggct
aatccccacg
agtctaacaa
ccggtataga
agaccaaagt
ccggtaacaa
attcctttga
tgtggactgt
tggcttgtat
gccagccatc
tctgttatge
tgagagtcaa
tgattgcatt
tcatgggctg
gcctategtt

aaggctggat

tatgecctgtt
agattcccat
gtcagggcect
atatgttacc
ggataccggt
gaaacataag
tttcaatatt
ccgtaaaaag
tgcctctatce
cggcggeate
aggcacacta
tactaattac
atgtttcget
ttatttatgt
ggtgtcacca
agctgaaaaa
atttcaacgt
ttattttttc
aacatccatt
cgaaaacttg
ggtcatctac
ttctaaaggt
cacaacctgg
gtcgaaatgt
tttcacccca
tttggttgee
agaagaaatt

tecetteatece

ES 2629252 T3

gtttcacage
ttaagcgcac
gaaggctccce
gtttececttge
actatttctg
gatggtaccc
ggctgtgect
ggtctttcga
aacaagtggt
gecegtettat
gtttcttgtt
ggtacaaaga
tggtcattat
gaggtgaata
gaggatcctg
ctggctggca
ttgttgatgg
tactacggta
gtcattggtg
gggcegtcgta
gcctcetgttg
gccggtaact
gcgccagttg
atggegttgg
ttcatcacat
atgttttttt
caagaattat

agaagaggta

aaccccaagc
aatctcaaaa
aaagtgttcc
tttgtttgtg
ggtttgttgt
actatttgtc
ttggtggtat
ttgtcgtcte
accaatattt
gtcctatgtt
atcagctgat
gctattcgaa
ttatgattgg
aggtagaaga
ccgtceccagge
atgcgtcctg
gtgtatttgt
ccgttatttt
tagtcaactt
aatgtttact
gtgttaccag
gtatgattgt
cctgggtcat
cctetgette
ctgccattaa
atgtcttttt
gggaagaagg

ataattacga

ttacaacatg acgacaaacc gtggtacaag gccatgctag aataa

<210> 48

<211>1725

<212> ADN

62

tggtgaagac
gtattccaat
tatagagata
tgttgecette
ccaaacagac
aaacgtcaga
tatactttce
ggtttatata
cattggtaga
gatctctgaa
gattactgca
ctcagttcaa
cgctttgacg
cgccaagcett
agagttagat
gggggaatta
tcaaatgttc
caagtcagtt
tgcctcecact
tttgggcget
attatatcct
ctttacctgt
cacagcagaa
caattgggta
cttctactac
ctttgttcca
tgttttacct

tttagaggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1725



< 213> Saccharomyces cerevisiae IMK318

<400> 48

atggcagttg
gtgatctett
gatgaattga
cccaagaagc
ggcggcecttca
tttttgagaa
acaggtttaa
aaaggtggag
gttggtatta
atcatatctg
attgctccaa
ggtatctttt
tggagagttc
ttagttcctg
tccattgcta
ctgatcatgg
ttttccacca
caacaattaa
ggcctggatg
ttctttagtt
gccactatga
cacggtaaaa
ttttatattt
tcattcccac
tgggggttct
ggttatgtct

gaaactaaag

tggaaatctg

ttacaacatg

<210> 49

<211>1725

aggagaacaa
cactcagtaa
aagccggtga
ccatgtctga
tgtttggetg
ggtttggtat
tcgtegecat
atatgtatgg
tcattcaaat
gtttgggtgt
agcacttgag
tgggctactg
cattagggct
aatccccacg
agtctaacaa
ccggtataga
agaccaaagt
ccggtaacaa
attcctttga
tgtggactgt
tggecttgtat
gccagccatce
tctgttatge
tgagagtcaa
tgattgcatt
tcatgggctg

gcctategtt

aaggctggat

acgacaaacc

tatgecctgtt
agattcccat
gtcagggcct
atatgttacc
ggataccggt
gaaacataag
tttcaatatt
ccgtaaaaag
tgcctctate
cggcggcecatce
aggcacacta
tactaattac
atgtttcget
ttatttatgt
ggtgtcacca
agctgaaaaa
atttcaacgt
ttatttttte
aacatccatt
cgaaaacttg
ggtcatctac
ttctaaaggt
cacaacctgg
gtcgaaatgt
tttcacccca
tttggttgee

agaagaaatt

tccttcatce

gtggtacaag

ES 2629252 T3

gtttcacage
ttaagcgcac
gaaggctcce
gtttccttge
actatttctg
gatggtaccc
ggctgtgeet
ggtctttecga
aacaagtggt
gccgtettat
gtttcttgtt
ggtacaaaga
tggtcattat
gaggtgaata
gaggatcctg
ctggctggca
ttgttgatgg
tactacggta
gtcattggtg
gggcgtegta
gcctcetgttg
gccggtaact
gcgecagttg
atggegttgg
ttcatcacat
atgttttttt

caagaattat

agaagaggta

gccatgcetag

aaccccaagc
aatctcaaaa
aaagtgttcc
tttgtttgtg
ggtttgttgt
actatttgtc
ttggtggtat
ttgtegtcte
accaatattt
gtcctatgtt
atcagctgat
gctattcgaa
ttatgattgg
aggtagaaga
ccgtccagge
atgcgtcectg
gtgtatttgt
ccgttatttt
tagtcaactt
aatgtttact
gtgttaccag
gtatgattgt
cctgggtcat
cctetgette
ctgccattaa
atgtcttttt

gggaagaagyg

ataattacga

aataa

63

tggtgaagac
gtattccaat
tatagagata
tgttgectte
ccaaacagac
aaacgtcaga
tatactttcc
ggtttatata
cattggtaga
gatctctgaa
gattactgca
ctcagttcaa
cgctttgacg
cgccaagcett
agagttagat
gggggaatta
tcaaatgttc
caagtcagtt
tgcctccact
tttgggcget
attatatcct
ctttacctgt
cacagcagaa
caattgggta
cttctactac
ctttgttcca

tgttttacct

tttagaggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1725



<212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW017

<400> 49

atggcagttg
gtgatctett
gatgaattga
cccaagaagc
ggcggcttca
tttttgagaa
acaggtttaa
aaaggtggag
gttggtatta
atcatatctg
attgctccaa
ggtatctttt
tggagagttc
ttagttcectg
tccattgcta
ctgatcatgg
ttttccacca
caacaattaa
ggcctggatg
ttctttagtt
gccactatga
cacggtaaaa
ttttatattt
tcattcccac
tgggggttct

ggttatgtct

gaaactaaag
tggaaatctg

ttacaacatg

<210> 50

aggagaacaa
cactcagtaa
aagccggtga
ccatgtctga
tgtttggctg
ggtttggtat
tcgtcgecat
atatgtatgg
tcattcaaat
gtttgggtgt
agcacttgag
tgggctactg
cattagggct
aatccccacg
agtctaacaa
ccggtataga
agaccaaagt
ccggtaacaa
attcctttga
tgtggactgt
tggcttgtat
gccagccatce
tctgttatge
tgagagtcaa
tgattgcatt

tcatgggctg

gcctategtt
aaggctggat

acgacaaacc

tatgcctgtt
agattcccat
gtcagggcct
atatgttacc
ggataccggt
gaaacataag
tttcaatatt
ccgtaaaaag
tgcctctatce
cggeggceatce
aggcacacta
tactaattac
atgtttcget
ttatttatgt
ggtgtcacca
agctgaaaaa
atttcaacgt
ttatttttte
aacatccatt
cgaaaacttg
ggtcatctac
ttctaaaggt
cacaacctgg
gtcgaaatgt
tttcacccca

tttggttgee

agaagaaatt
tccttecatce

gtggtacaag

ES 2629252 T3

gtttcacage
ttaagcgcac
gaaggctcce
gtttccttge
actatttctg
gatggtaccc
ggctgtgect
ggtctttcga
aacaagtggt
gcegtcettat
gtttcttgtt
ggtacaaaga
tggtcattat
gaggtgaata
gaggatcctg
ctggctggeca
ttgttgatgg
tactacggta
gtcattggtg
gggcgtcgta
gcctetgttg
gccggtaact
gcgccagttg
atggcgttgg
ttcatcacat

atgttttttt

caagaattat
agaagaggta

gccatgetag

aaccccaagc
aatctcaaaa
aaagtgttcc
tttgtttgtg
ggtttgttgt
actatttgtc
ttggtggtat
ttgtcgtcte
accaatattt
gtcctatgtt
atcagctgat
gctattcgaa
ttatgattgg
aggtagaaga
ccgtccagge
atgcgtcctg
gtgtatttgt
ccgttatttt
tagtcaactt
aatgtttact
gtgttaccag
gtatgattgt
cctgggtcat
cctetgette
ctgccattaa

atgtcttttt

gggaagaagg
ataattacga

aataa

64

tggtgaagac
gtattccaat
tatagagata
tgttgecctte
ccaaacagac
aaacgtcaga
tatactttcce
ggtttatata
cattggtaga
gatctctgaa
gattaatgca
ctcagttcaa
cgctttgacg
cgccaagcectt
agagttagat
gggggaatta
tcaaatgttc
caagtcagtt
tgcctccact
tttgggcget
attatatcct
ctttacctgt
cacagcagaa
caattgggta
cttctactac

ctttgttcca

tgttttacct

tttagaggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1725



<211>1725

<212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW018

<400> 50

atggcagttg
gtgatctcett
gatgaattga
cccaagaagc
ggcggcttca
tttttgagaa
acaggtttaa
aaaggtggag
gttggtatta
atcatatctg
attgctccaa
ggtatctttt
tggagagttc
ttagttcetg
tccattgcta
ctgatcatgg
ttttccacca
caacaattaa
ggcctggatg
ttctttagtt
gccactatga
cacggtaaaa
ttttatattt

tcattcccac

tgggggttet

ggttatgtct
gaaactaaag
tggaaatctg

ttacaacatg

aggagaacaa
cactcagtaa
aagccggtga
ccatgtctga
tgtttggctg
ggtttggtat
tcgtcgecat
atatgtatgg
tcattcaaat
gtttgggtgt
agcacttgag
tgggctactg
cattagggct
aatccccacg
agtctaacaa
ccggtataga
agaccaaagt
ccggtaacaa
attcctttga
tgtggactgt
tggcttgtat
gccagccatce
tctgttatge
tgagagtcaa

tgattgcatt

tcatgggctg
gcctategtt
aaggctggat

acgacaaacc

tatgecctgtt
agattcccat
gtcagggecct
atatgttacc
ggataccggt
gaaacataag
tttcaatatt
ccgtaaaaag
tgectctate
cggcggcecatc
aggcacacta
tactaattac
atgtttcget
ttatttatgt
ggtgtcacca
agctgaaaaa
atttcaacgt
ttatttttte
aacatccatt
cgaaaacttg
ggtcatctac
ttctaaaggt
cacaacctgg
gtcgaaatgt

tttcacccca

tttggttgcce
agaagaaatt
tccttcatce

gtggtacaag

ES 2629252 T3

gtttcacagce
ttaagcgcac
gaaggctccc
gtttccttge
actatttctg
gatggtaccc
ggctgtgect
ggtctttcga
aacaagtggt
gccgtcettat
gtttecttgtt
ggtacaaaga
tggtcattat
gaggtgaata
gaggatcctg
ctggctggeca
ttgttgatgg
tactacggta
gtcattggtg
gggcgtcgta
gcctetgttg
gccggtaact
gcgecagttg
atggegttgg

ttcatcacat

atgttttttt
caagaattat
agaagaggta

gccatgetag

aaccccaagc
aatctcaaaa
aaagtgttcc
tttgtttgtg
ggtttgttgt
actatttgtc
ttggtggtat
ttgtecgtcte
accaatattt
gtcctatgtt
atcagctgat
gctattcgaa
ttatgattgg
aggtagaaga
ccgtccagge
atgecgtcctg
gtgtatttgt
ccgttatttt
tagtcagctt
aatgtttact
gtgttaccag
gtatgattgt
cctgggtcat
cctetgette

ctgccattaa

atgtcttttt

gggaagaagg
ataattacga

aataa

65

tggtgaagac
gtattccaat
tatagagata
tgttgecttce
ccaaacagac
aaacgtcaga
tatactttcce
ggtttatata
cattggtaga
gatctctgaa
gattactgca
ctcagttcaa
cgctttgacg
cgccaagcett
agagttagat
gggggaatta
tcaaatgttc
caagtcagtt
tgcctccact
tttgggeget
attatatcct
ctttacctgt
cacagcagaa
caattgggta

cttctactac

ctttgttcca
tgttttaccet

tttagaggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1725



<210> 51

<211> 528

<212>PRT

ES 2629252 T3

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D

<400> 51

Met

1

Ser

Ile

Arg

Asp

65

Val

Asp

Tyr

Cys

Arg

145

Asp

Ala

Thr

Ala

Lys

Ser

50

Phe

Lys

Pro

val

Gly

130

Phe

Val

val

Lys

Lys

Lys

35

Pro

Ser

val

Lys

Thr

115

Leu

Ala

Pro

Ala

Ser

Glu

20

Phe

Gly

Val

Leu

Phe

100

Ile

His

Ser

Thr

Leu
180

His

Leu

Ile

Arg

Leu

Asn

85

Ala

Asp

val

Ala

Gly

165

Ala

Ser

Pro

Ser

val

Pro

70

Glu

Gln

Pro

Ala

Pro

150

Ser

val

Glu

Arg

Ala

Asn

55

Leu

Lys

Arg

Ser

His

135

Leu

Gly

Val

Glu

Pro

Tyr

40

Leu

Ala

Asn

Lys

val

120

Ser

Ala

Leu

Lys

Val

Leu

25

Asp

Ile

Ile

Pro

Phe

105

Ser

Phe

Gly

Ser

Ala
185

Ile

10

Ala

Ala

Gly

Asp

Ser

90

Asp

Asp

Leu

Leu

Ser

170

Asn

val

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Ile

Leu

Trp

Lys

Gln

155

Ser

Met

Pro

Lys

Pro

His

60

Asp

Thr

Pro

Ser

Lys

140

Val

Ala

Gly

66

Glu

Cys

Asp

45

Ile

Met

Leu

Leu

Asn

125

Leu

Phe

Ala

Pro

Phe

Pro

30

Phe

Asp

Leu

Ile

Asp

110

Tyr

Ala

Cys

Phe

Gly
190

Asn

15

Ser

Val

Tyr

Cys

Asn

95

Gly

Phe

Pro

Glu

Ile

175

Tyr

Ser

Ile

Ala

Cys

Ala

80

Ala

Ser

Lys

Glu

Gly

160

Cys

His



Met

val

Glu

225

Thr

Ile

Asn

Ala

Thr

305

Tyr

Glu

Lys

Ser

Phe

385

Ser

Thr

Ser

Ser

Gly

210

Glu

Pro

Ala

Tyr

Ala

290

Asn

His

Arg

Lys

Arg

370

Gln

Leu

Ala

Gln

Lys

195

Vval

Asp

Phe

Asn

Asn

275

Thr

Lys

Asn

Leu

Gln

355

Glu

Val

Arg

Asp

Ala

Gln

Asn

His

Lys

Thr

260

Leu

Tyr

Gly

Ile

Thr

340

Gly

Glu

Leu

Val

Glu

420

Ser

Asn

Asn

Ala

Phe

245

Leu

Arg

Gly

Asn

Ser

325

Lys

Phe

Phe

Lys

Leu

405

Asp

Cys

Leu

Gly

Leu

230

Pro

vVal

Val

Val

Leu

310

Thr

Met

Ser

Thr

Leu

390

Lys

Phe

Asp

Met

Gly

215

Tyr

Gln

Val

Vval

Val

295

Arg

Pro

Leu

Val

Arg

375

Tyr

Ala

Phe

Lys

Arg

200

Met

val

Leu

Ser

Glu

280

Leu

Asp

Trp

val

Asp

360

Asp

Gln

Val

Lys

Leu

ES 2629252 T3

Ile

Asp

Glu

Lys

Asn

265

Vval

Pro

Phe

Asn

Leu

345

Asp

Tyr

Arg

Lys

Gln

425

Tyr

Thr

Gln

Phe

Asn

250

Lys

Thr

Ser

Met

Gly

330

Val

Val

Leu

Ala

Leu

410

Phe

Glu

Vval

Ala

Lys

235

His

Phe

Thr

Gly

Asn

315

Asp

Glu

Ala

Thr

Lys

395

Met

Gly

Cys

Val

Ala

220

Pro

Glu

Glu

Ala

Lys

300

val

Ile

Glu

Gln

Thr

380

His

Thr

Ala

Ser

67

Ala

205

Ser

Gln

Ile

Thr

Ala

285

Glu

Tyr

Glu

Ser

Ser

365

Ser

Val

Thr

Leu

Cys

Glu

val

Leu

Ser

Ala

270

Asn

Gly

Tyr

Ser

Leu

350

Leu

Pro

Tyr

Glu

Met

430

Pro

His

Cys

Lys

Phe

255

Pro

Vval

Ser

Ala

Gly

335

Ala

Asn

Val

Ser

Ser

415

Asn

Glu

Tyr

Gly

Ala

240

Val

Thr

Leu

Ser

Arg

320

Ile

Asn

Cys

Arg

Glu

400

Phe

Glu

Ile



Asp

Leu

465

Gly

Phe

Ala

Lys

450

Thr

Pro

Tyr

Ile

<210> 52

435

Ile

Gly

Asn

Lys

Ile
515

<211> 528

<212>PRT

Cys

Ala

Gly

val

500

vVal

Ser

Gly

Asn

485

Lys

Ser

Ile

Trp

470

Ile

Tyr

Lys

Ala

455

Gly

Glu

Pro

Pro

440

Leu

Gly

Lys

Lys

Ala
520

ES 2629252 T3

Ser

Cys

val

Ile

505

Leu
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Met

1

Ser

Ile

Arg

Asp

Val

Asp

Tyr

Cys

Thr

Ala

Lys

Ser

50

Phe

Lys

Pro

val

Gly

Lys

Lys

Lys

35

Pro

Ser

val

Lys

Thr

115

Leu

Ser

Glu

20

Phe

Gly

Val

Leu

Phe

100

Ile

His

His

Leu

Ile

Arg

Leu

Asn

85

Ala

Asp

val

Ser

Pro

Ser

val

Pro

70

Glu

Gln

Pro

Ala

Glu

Arg

Ala

Asn

55

Leu

Lys

Arg

Ser

His

Glu

Pro

Tyr

40

Leu

Ala

Asn

Lys

Val

120

Ser

Val

Leu

25

Asp

Ile

Ile

Pro

Phe

105

Ser

Phe

Asn

Thr

Lys

490

Thr

Gly

Ile

10

Ala

Ala

Gly

Asp

Ser

Asp

Asp

Leu

Gly

val

475

Glu

Asp

Ser

val

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Ile

Leu

Trp

Lys

Ser

460

His

Ala

Ala

Cys

Pro

Lys

Pro

His

60

Asp

Thr

Pro

Ser

Lys

68

445

Tyr

Leu

Leu

Glu

Leu
525

Glu

Cys

Asp

45

Ile

Met

Leu

Leu

Asn

125

Leu

Gly

val

Ala

Leu

510

Tyr

Phe

Pro

30

Phe

Asp

Leu

Ile

Asp

110

Tyr

Ala

Ser

Pro

Asn

495

Glu

Glu

Asn

15

Ser

Val

Tyr

Cys

Asn

95

Gly

Phe

Pro

Arg

Gly

480

Glu

Asn

Leu

Ser

Ile

Ala

Cys

Ala

80

Ala

Ser

Lys

Glu



Arg

145

Asp

Ala

Met

vVal

Glu

225

Thr

Ile

Asn

Ala

Thr

305

Tyr

Glu

Lys

Ser

130

Phe

Val

Val

Ser

Gly

210

Glu

Pro

Ala

Tyr

Ala

290

Asn

His

Arg

Lys

Arg
370

Ala

Pro

Ala

Lys

195

Val

Asp

Phe

Asn

Asn

275

Thr

Lys

Asn

Leu

Gln

355

Glu

Ser

Thr

Leu

180

Gln

Asn

His

Lys

Thr

260

Leu

Tyr

Gly

Ile

Thr

340

Gly

Glu

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Asn

Ala

Phe

245

Leu

Arg

Gly

Asn

Ser

325

Lys

Phe

Phe

Pro

150

Ser

Val

Leu

Gly

Leu

230

Pro

val

Val

val

Leu

310

Thr

Met

Ser

Thr

135

Leu

Gly

Val

Met

Gly

215

Tyr

Gln

val

Val

val

295

Arg

Pro

Leu

Val

Arg
375

Ala

Leu

Lys

Arg

200

Met

vVal

Leu

Ser

Glu

280

Leu

Asp

Trp

Val

Asp

360

Val

ES 2629252 T3

Gly

Ser

Ala

185

Ile

Asp

Glu

Lys

Asn

265

Val

Pro

Phe

Asn

Leu

345

Asp

Tyr

Leu

Ser

170

Asn

Thr

Gln

Phe

Asn

250

Lys

Thr

Ser

Met

Gly

330

val

val

Leu

Gln

155

Ser

Met

Val

Ala

Lys

235

His

Phe

Thr

Gly

Asn

315

Asp

Glu

Ala

Thr

140

Val

Ala

Gly

Val

Ala

220

Pro

Glu

Glu

Ala

Lys

300

val

Ile

Glu

Gln

Thr
380

69

Phe

Ala

Pro

Ala

205

Ser

Gln

Ile

Thr

Ala

285

Glu

Tyr

Glu

Ser

Ser

365

Ser

Cys

Phe

Gly

190

Glu

Val

Leu

Ser

Ala

270

Asn

Gly

Tyr

Ser

Leu

350

Leu

Pro

Glu

Ile

175

Tyr

His

Cys

Lys

Phe

255

Pro

Val

Ser

Ala

Gly

335

Ala

Asn

Vval

Gly

160

Cys

His

Tyr

Gly

Ala

240

val

Thr

Leu

Ser

Arg

320

Ile

Asn

Cys

Arg



Phe

385

Ser

Thr

Ser

Asp

Leu

465

Gly

Phe

Ala

Gln

Leu

Ala

Gln

Lys

450

Thr

Pro

Tyr

Ile

<210> 53

val

Arg

Asp

Ala

435

Ile

Gly

Asn

Lys

Ile
515

<211> 528

<212>PRT

Leu

Val

Glu

420

Ser

Cys

Ala

Gly

vVal

500

Val

Lys

Leu

405

Asp

Cys

Ser

Gly

Asn

485

Lys

Ser

Leu

390

Lys

Phe

Asp

Ile

Trp

470

Ile

Tyr

Lys

Tyr

Ala

Phe

Lys

Ala

455

Gly

Glu

Pro

Pro

Gln

Val

Lys

Leu

440

Leu

Gly

Lys

Lys

Ala
520
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Arg
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425

Tyr

Ser

Cys

Val

Ile

505

Leu

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW017

<400> 53

Met
1

Ser

Ile

Thr

Ala

Lys

Lys

Lys

Lys

35

Pro

Ser

Ser His Ser

5

Glu Leu Pro

20

Phe Ile Ser

Gly Arg Val

Val Leu Pro

70

Glu

Arg

Ala

Asn

55

Leu

Glu

Pro

Tyr

40

Leu

Ala

Val

Leu

25

Asp

Ile

Ile

Ala

Leu

410

Phe

Glu

Asn

Thr

Lys

490

Thr

Gly

Ile

10

Ala

Ala

Gly

Asp

Lys

395

Met

Gly

Cys

Gly

vVal

475

Glu

Asp

Ser

val

Glu

Lys

Glu

Phe

His

Thr

Ala

Ser

Ser

460

His

Ala

Ala

Cys

Pro

Lys

Pro

His

Asp

70

val

Thr

Leu

Cys

445

Tyr

Leu

Leu

Glu

Leu
525

Glu

Cys

Asp

45

Ile

Met

Tyr

Glu

Met

430

Pro

Gly

Val

Ala

Leu

510

Tyr

Phe

Pro

30

Phe

Asp

Leu

Ser

Ser

415

Asn

Glu

Ser

Pro

Asn

495

Glu

Glu

Asn

15

Ser

Val

Tyr

Cys

Glu

400

Phe

Glu

Ile

Arg

Gly

480

Glu

Asn

Leu

Ser

Ile

Ala

Cys

Ala



Val

Asp

Tyr

Cys

Arg

145

Asp

Ala

Met

Val

Glu

225

Thr

Ile

Asn

Ala

Thr

305

Tyr

Lys

Pro

Val

Gly

130

Phe

Val

Val

Ser

Gly

210

Glu

Pro

Ala

Phe

Ala

290

Asn

His

Val

Lys

Thr

115

Leu

Ala

Pro

Ala

Lys

195

val

Asp

Phe

Asn

Asn

275

Thr

Lys

Asn

Leu

Phe

100

Ile

His

Ser

Thr

Leu

180

Gln

Asn

His

Lys

Thr

260

Leu

Tyr

Gly

Ile

Asn

Ala

Asp

val

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Asn

Ala

Phe

245

Leu

Arg

Gly

Asn

Ser
325

Glu

Gln

Pro

Ala

Pro

150

Ser

Val

Leu

Gly

Leu

230

Pro

Val

val

Vval

Leu

310

Thr

Lys

Arg

Ser

His

135

Leu

Gly

Val

Met

Gly

215

Tyr

Gln

Val

val

Val

295

Arg

Pro

Asn

Lys

Val

120

Ser

Ala

Leu

Lys

Arg

200

Met

val

Leu

Ser

Glu

280

Leu

Asp

Trp

Pro

Phe

105

Ser

Phe

Gly

Ser

Ala

185

Ile

Asp

Glu

Lys

Asn

265

Vval

Pro

Phe

Asn
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Ser

Asp

Asp

Leu

Leu

Ser

170

Asn

Thr

Gln

Phe

Asn

250

Lys

Thr

Ser

Met

Gly
330

Ile

Leu

Trp

Lys

Gln

155

Ser

Met

vVal

Ala

Lys

235

His

Phe

Thr

Gly

Asn

315

Asp

Thr

Pro

Ser

Lys

140

val

Ala

Gly

val

Ala

220

Pro

Glu

Glu

Ala

Lys

300

val

Ile

71

Leu

Leu

Asn

125

Leu

Phe

Ala

Pro

Ala

205

Ser

Gln

Ile

Thr

Ala

285

Glu

Tyr

Glu

Ile

Asp

110

Tyr

Ala

Cys

Phe

Gly

190

Glu

val

Leu

Ser

Ala

270

Asn

Gly

Tyr

Ser

Asn

Gly

Phe

Pro

Glu

Ile

175

Tyr

His

Cys

Lys

Phe

255

Pro

val

Ser

Ala

Gly
335

Ala

Ser

Lys

Glu

Gly

160

Cys

His

Tyr

Gly

Ala

240

Val

Thr

Leu

Ser

Arg

320

Ile



Glu

Lys

Ser

Phe

385

Ser

Thr

Ser

Asp

Leu

465

Gly

Phe

Ala

Arg

Lys

Arg

370

Gln

Leu

Ala

Gln

Lys

450

Thr

Pro

Tyr

Ile

<210> 54

Leu

Gln

355

Glu

vVal

Arg

Asp

Ala

435

Ile

Gly

Asn

Lys

Ile
515

<211> 528

<212>PRT

Thr

340

Gly

Glu

Leu

Val

Glu

420

Ser

Cys

Ala

Gly

Val

500

Val

Lys

Phe

Phe

Lys

Leu

405

Asp

Cys

Ser

Gly

Asn

485

Lys

Ser

Met

Ser

Thr

Leu

390

Lys

Phe

Asp

Ile

Trp

470

Ile

Tyr

Lys

Leu

val

Arg

375

Tyr

Ala

Phe

Lys

Ala

455

Gly

Glu

Pro

Pro

Val

Asp

360

Vval

Gln

Val

Lys

Leu

440

Leu

Gly

Lys

Lys

Ala
520
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Leu

345

Asp

Tyr

Arg

Lys

Gln

425

Tyr

Ser

Cys

val

Ile

505

Leu

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW018

<400> 54

val

Val

Leu

Ala

Leu

410

Phe

Glu

Asn

Thr

Lys

490

Thr

Gly

Glu

Ala

Thr

Lys

395

Met

Gly

Cys

Gly

val

475

Glu

Asp

Ser

Glu

Gln

Thr

380

His

Thr

Ala

Ser

Ser

460

His

Ala

Ala

Cys

Ser

Ser

365

Ser

Val

Thr

Leu

Cys

445

Tyr

Leu

Leu

Glu

Leu
525

Leu

350

Leu

Pro

Tyr

Glu

Met

430

Pro

Gly

vVal

Ala

Leu

510

Tyr

Ala

Asn

val

Ser

Ser

415

Asn

Glu

Ser

Pro

Asn

495

Glu

Glu

Asn

Cys

Arg

Glu

400

Phe

Glu

Ile

Arg

Gly

480

Glu

Asn

Leu

Met Thr Lys Ser His Ser Glu Glu Val Ile Val Pro Glu Phe Asn Ser

1

5

10

15

Ser Ala Lys Glu Leu Pro Arg Pro Leu Ala Glu Lys Cys Pro Ser Ile

20

25

72

30



Ile

Arg

Asp

65

val

Asp

Tyr

Cys

Arg

145

Asp

Ala

Met

Val

Glu

225

Thr

Ile

Asn

Lys

Ser

Phe

Lys

Pro

Val

Gly

130

Phe

Val

vVal

Ser

Gly

210

Glu

Pro

Ala

Tyr

Lys

35

Pro

Ser

val

Lys

Thr

115

Leu

Ala

Pro

Ala

Lys

195

Val

Asp

Phe

Asn

Asn
275

Phe

Gly

Val

Leu

Phe

100

Ile

His

Ser

Thr

Leu

180

Gln

Asn

His

Lys

Thr

260

Leu

Ile

Arg

Leu

Asn

Ala

Asp

val

Ala

Gly

165

Ala

Asn

Asn

Ala

Phe

245

Leu

Arg

Ser

Val

Pro

70

Glu

Gln

Pro

Ala

Pro

150

Ser

val

Leu

Gly

Leu

230

Pro

val

val

Ala

Asn

Leu

Lys

Arg

Ser

His

135

Leu

Gly

val

Met

Gly

215

Tyr

Gln

val

val

Tyr

40

Leu

Ala

Asn

Lys

val

120

Ser

Ala

Leu

Lys

Arg

200

Met

val

Leu

Ser

Glu
280

Asp

Ile

Ile

Pro

Phe

105

Ser

Phe

Gly

Ser

Ala

185

Ile

Asp

Glu

Lys

Asn

265

Val
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Ala

Gly

Asp

Ser

Asp

Asp

Leu

Leu

Ser

170

Asn

Thr

Gln

Phe

Asn

250

Lys

Thr

Lys

Glu

Phe

75

Ile

Leu

Trp

Lys

Gln

155

Ser

Met

Val

Ala

Lys

235

His

Phe

Thr

Pro

His

Asp

Thr

Pro

Ser

Lys

140

Vval

Ala

Gly

Val

Ala

220

Pro

Glu

Glu

Ala

73

Asp

45

Ile

Met

Leu

Leu

Asn

125

Leu

Phe

Ala

Pro

Ala

205

Ser

Gln

Ile

Thr

Ala
285

Phe

Asp

Leu

Ile

Asp

110

Tyr

Ala

Cys

Phe

Gly

1390

Glu

Val

Leu

Ser

Ala

270

Asn

val

Tyr

Cys

Asn

Gly

Phe

Pro

Glu

Ile

175

Tyr

His

Cys

Lys

Phe

255

Pro

val

Ala

Cys

Ala

80

Ala

Ser

Lys

Glu

Gly

160

Cys

His

Tyr

Gly

Ala

240

Val

Thr

Leu



Ala

Thr

305

Tyr

Glu

Lys

Ser

Phe

385

Ser

Thr

Ser

Asp

Leu

465

Gly

Phe

Ala

Ala

290

Asn

His

Arg

Lys

Arg

370

Gln

Leu

Ala

Gln

Lys

450

Thr

Pro

Tyr

Ile

<210> 55

Thr

Lys

Asn

Leu

Gln

355

Glu

Val

Arg

Asp

Ala

435

Ile

Gly

Asn

Lys

Ile
515

<211> 574

<212>PRT

Tyr

Gly

Ile

Thr

340

Gly

Glu

Leu

Val

Glu

420

Ser

Cys

Ala

Gly

val

500

vVal

Gly

Asn

Ser

325

Lys

Phe

Phe

Lys

Leu

405

Asp

Cys

Ser

Gly

Asn

485

Lys

Ser

val

Leu

310

Thr

Met

Ser

Thr

Leu

390

Lys

Phe

Asp

Ile

Trp

470

Ile

Tyr

Lys

val

295

Arg

Pro

Leu

vVal

Arg

375

Tyr

Ala

Phe

Lys

Ala

455

Gly

Glu

Pro

Pro

Leu

Asp

Trp

val

Asp

360

val

Gln

Val

Lys

Leu

440

Leu

Gly

Lys

Lys

Ala
520
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Pro

Phe

Asn

Leu

345

Asp

Tyr

Arg

Lys

Gln

425

Tyr

Ser

Cys

Val

Ile

505

Leu

Ser

Met

Gly
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vVal

Val

Leu

Ala

Leu

410

Phe

Glu

Asn

Thr

Lys

490

Thr

Gly

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D
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Gly

Asn

315

Asp

Glu

Ala

Thr

Lys

395

Met

Gly

Cys

Gly

Val

475

Glu
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Lys

300

Val
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Glu

Gln

Thr

380
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Thr
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460
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Cys
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Glu

Tyr
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Val
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Leu
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Leu
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Leu
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Tyr
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430
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510
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335
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Glu

Glu
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Arg
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Ile
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Phe

Glu
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Gly
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Glu

Asn
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Met

Ala

Ala

Gly

Met

65

Gly

val

Thr

Asn

Met

145

Val

Phe

Leu

Thr

Gly

Ala

Gly

Gln

Pro
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Ser

Gly

Gln
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Ile
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Tyr

Gly
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Leu

210

Tyr

val

Glu

Ser
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Phe
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Tyr
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Gly
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Ile
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Glu
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Gln
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Leu

Cys
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Met
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Thr

Glu
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Lys
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Phe
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Ala
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Leu
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Tyr
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Trp
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Asn
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vVal

Ser
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Leu

Thr
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Ile
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140
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220
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75

Gln
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45
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Val
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His

205
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Asn
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30
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Lys
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de una célula de levadura que fermenta pentosa y glucosa, en el que una
célula de levadura que es una célula de Saccharomyces que comprende uno mas genes exogenos de la ruta
metabdlica de la pentosa se somete a a) perturbacion de cada uno de los genes hxk2, hxk1 y glk1 y gal1 naturales
en la célula de levadura, en donde b) el perturbador resultante se somete a manipulacion evolutiva para mejorar el
consumo de pentosa, hasta que la célula de levadura tiene una velocidad de crecimiento de 0,05 h™" o mas sobre la
pentosa como Unica fuente de carbono y aislar la célula de levadura fermentadora de pentosa resultante, y en el que
c) en la levadura resultante se introduce uno o mas de los genes hxk1, hxk2, glk1 'y gal1, a fin de restaurar su
capacidad para consumir glucosa.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la cepa perturbadora es una célula de levadura que comprende
uno 0 mas genes exogenos de una o mas rutas metabdlicas de la pentosa no naturales para la célula de levadura.
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