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DESCRIPCION
Una célula fermentadora de azUcar pentosa
Campo de lainvencion

La presente invencién se relaciona con una célula que es capaz de isomerizar la xilosa a xilulosa. La invencién
también se relaciona con un proceso en el cual tales células son utilizadas para la producciéon de un producto de
fermentacion, tal como etanol.

Antecedentes de lainvencion

El consumo a gran escala de combustibles fosiles tradicionales (combustibles basados en petréleo) en las décadas
recientes ha contribuido a altos niveles de contaminacion. Esto, junto con la conclusion de que las reservas
mundiales de combustibles fosiles no son limitadas y una preocupacion ambiental creciente, ha estimulado nuevas
iniciativas para investigar la factibilidad de combustibles alternativos tales como etanol, el cual es una fuente
combustible de combustion libre de particulas que liberan menos CO; que la gasolina sin plomo por litro.

Aungue el etanol derivado de una biomasa puede producirse por la fermentacién de azicares de hexosa obtenidos
a partir de muchas fuentes diferentes, los sustratos tipicamente utilizados en produccién a escala comercial de
alcohol combustible, tales como cafia de azucar y almidén de maiz, son costosos. Los incrementos en la produccion
de etanol combustible requerirdn por lo tanto el uso de materias primas menos costosas.

Actualmente, solamente las materias primas lignoceluldsicas derivadas de biomasa vegetales estan disponibles en
cantidades suficientes para sustituir los cultivos utilizados actualmente para la produccién de etanol. La mayor parte
del material lignoceluldsico, el segundo aziicar mas comun, después de la glucosa, es la xilosa. Asi, para un
proceso de produccion de combustible econémicamente factible, los azucares tanto de hexosa como de pentosa
deberian ser fermentados para formar etanol. La levadura Saccharomyces cerevisiae es robusta y bien adaptada
para la produccion de etanol, pero es incapaz de producir etanol utilizando xilosa como fuente de carbono. También,
no se conocen organismos de origen natural que puedan fermentar la xilosa a etanol con tanto un alto rendimiento
de etanol como con una alta productividad de etanol. EI documento WO 2006/009434 divulga una célula huésped
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa de Bacteroides thetaiotaomicron
donde la célula es capaz de utilizar xilosa como fuente de carbono.

Por lo tanto hay necesidad de un organismo que posea estas propiedades de forma que permita la produccion
comercialmente viable de etanol a partir de materias primas lignoceluldsicas.

Resumen de la invencion

De acuerdo con la invencion, se proporciona una célula que es capaz de realizar fermentacion, tal como
fermentacion alcohdlica, y de usar xilosa como fuente de carbono. Tal célula comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa, donde la secuencia de aminoacidos de la xilosa isomerasa tiene al
menos aproximadamente un 96% de identidad en secuencia con la secuencia de aminoacidos definida en SEQ 1D
NO: 3 y donde la secuencia de nucledtidos es heterdloga al huésped, y donde la célula es capaz de isomerizar
xilosa a xilulosa. Tal célula produce una cantidad mayor de etanol cuando utiliza xilosa como fuente de carbono en
comparacion con el hongo filamentoso de tipo silvestre.

La invencion también proporciona:

- un proceso para producir un producto de fermentacion poceso que comprende fermentar un medio
que contiene una fuente de xilosa con una célula de la invencién de tal manera que la célula fermente
la xilosa al producto de fermentacion;

- un proceso para producir un producto de fermentacidon proceso que comprende fermentar un
medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L- arabinosa con una célula tal
como se define en la invencion el cual es capaz de utilizar L-arabinosa de tal manera que la célula
fermente la xilosa y la L-arabinosa hasta el producto de fermentacion; y

- un proceso para producir un producto de fermentacién proceso que comprende fermentar un
medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula de la
invencion y una célula capaz de utilizar L-arabinosa mediante lo cual cada célula fermenta xilosa y/o
arabinosa hasta el producto de fermentacion.

La invencion proporciona adicionalmente el uso de una célula de la invencién en un proceso para la produccion de
un producto de fermentacion.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 define el mapa de plasmidos de pYISIT4-XKSI-xylA (Baun CpO) que codifica la xilosa isomerasa a partir
de Bacteroides uniformis ATCC 8492 para su expresion en Saccharomyces cerevisiae. La CpO denota el par de
codones optimizados.

La figura 2 define un mapa fisico de un plasmido pPWTO080, cuya secuencia se da en SEQ ID No. 4.

La figura 3 define un mapa fisico del locus GRES tipo silvestre (panel a) y una copia de integracién de PWTO080 en el
locus GRE3 (panel b, que muestra donde los cebadores se enlazan y el panel ¢, que muestra donde la sonda RKI 1
se enlaza).

La figura 4 define un autoradiograma que muestra la integracién correcta de una copia del plasmido pPWT080 en
CEN.PK113-7D;

Panel a: Digestion de Xcml de las preparaciones de ADN cromosoémico hibridizado con la sonda RKI1. Linea 1:
CEN.PK113-7D; linea 2: BIE104F1; linea 3: BIE104P1.

Panel b: digestion de Psil de preparaciones de ADN cromosémico, hibridizado con la sonda RKI1. Linea 1:
CEN.PK113-7D; linea 2: BIE104F1; linea 3: BIE104P1.

AGRE3::PPP significa el reemplazo de la region de codificacion del gen GRE3 por el casete que contiene los genes
TAL1, TKL1, RKI1 y RPEL1 bajo el control de promotores constitutivos fuertes, AGRE3::[TP/1p-TAL1-ADH1p-TKL1-
PGI1p-RPE1-ENO1p-RKI1].

La figura 5 define un mapa fisico del locus GRE3, donde la region de codificaciéon del gen GRE3 ha sido
reemplazada por la integracion de los genes PPP TAL1, TKL1, RKI1 y RPE1. El panel a muestra donde los
cebadores de SEQ ID 5y 6 se enlazan, el panel b muestra donde se enlaza la sonda RKI1.

La figura 6 define un mapa fisico del plasmido pYI#SIT4
La figura 7 define un mapa fisico del plasmido pPWT007
La figura 8 define un mapa fisico del plasmido pPWT042

La figura 9 define un mapa fisico del locus SIT4 tipo silvestre (panel a) y una copia de integracion de PWT080 en el
locus SIT4 (panel b, que muestra donde se enlazan los cebadores).

La figura 10 representa una curva de crecimiento de BIE104P1Y9 sobre xilosa al 2% como Unica fuente de carbono,
después de varios precultivos, y de la cepa de referencia sin una copia de pPWT042 integrada en el genoma. Los
eventos indicados en la grafica por niumeros (1): transferencia a YNB 1% de glucosa + 1% de xilosa; (2):
transferencia a YNB de 0.1% de glucosa + 2% de xilosa; (3) transferencia a YNB de 2% de xilosa; (4) transferencia
de YNB de 2% de xilosa (solamente BIE104P1Y9).

La figura 11 representa una curva de crecimiento de la cepa de referencia BIE104P1 y una cepa metabolizante de
xilosa, BIE104P1Y9.

La figura 12 representa el consumo de xilosa y glucosa y la produccion de etanol con respecto al tiempo de las
cepas BIE104P1 precultivadas sobre glucosa (panel a), BIE104P1Y9 precultivadas en glucosa (panel b) y
BIE104P1Y9 precultivadas en xilosa (panel c).

La figura 13 representa un mapa fisico del plasmido pPWTO018.
La figura 14 define un mapa fisico del plasmido pPWTO006.

La figura 15 representa un autorradiograma Southern blot. EL ADN cromosémico de la cepa tipo silvestre
CEN.PK113-7D (linea 1) y BIE104A2 (linea 2) fue digerido con Both EcoRI y Hindlll. La siembra fue hibridizada con
una sonda especifica SIT2.

La figura 16 representa los mapas fisicos del locus SIT2 tipo silvestre (panel a) y después de la introduccion de los
genes ara por integracion del plasmido pPWT018, seguido por la recombinacion intramolecular que lleva a la
pérdida del vector y a las secuencias de marcador seleccionable (panel b). La hibridizacién de la sonda esta
indicada.

La figura 17 muestra una representacion grafica de curvas de crecimiento de la cepa BIE104A2P1Y9 en medios
diferentes. Panel a: cepa BIE104A2P1Y9 cultivada sobre galactosa, seguida por eventos indicados en la grafica por
numeros (1) transferencia a arabinosa 1% + xilosa al 1% y (2) transferencia a xilosa al 2% + arabinosa al 0.2%.
Panel b: cepa BIE104A2P1Y9 cultivada sobre glucosa, seguida por (1) transferencia a arabinosa al 1% + xilosa al
1% y (2) transferencia a xilosa al 2% + arabinosa al 0.2%.
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Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de la xilosa isomerasa tipo silvestre de Bacteroides uniformis ATCC 8492.
Acceso a Genbank no. AAYH02000036.

SEQ ID NO: 2 representa una secuencia optimizada de codén derivada de SEQ ID NO. 1.

SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de aminoacidos de la xilosa isomerasa a partir de Bacteroides uniformis
ATCC 8492.

SEQ ID NO. 4 representa la secuencia del plasmido pPWTO080.
SEQ ID NO: 5 representa la secuencia del cebador de avance.
SEQ ID NO: 6 representa la secuencia del cebador reverso.
SEQ ID NO: 7 representa la secuencia del cebador multifuncional de avance para PCR de diagndstico.
SEQ ID NO: 8 representa la secuencia del cebador multifuncional reverso para PCR diagndstico.
SEQ ID NO: 9 representa la secuencia de la sonda RKI1 del cebador de avance.
SEQ ID NO: 10 representa la secuencia de la sonda RKI1 del cebador reverso.
SEQ ID NO: 11 representa la secuencia del casete kanMX del cebador de avance.
SEQ ID NO: 12 representa la secuencia del casete kanMX del cebador reverso.
SEQ ID NO: 13 representa la secuencia del cebador de avance.
SEQ ID NO: 14 representa la secuencia del cebador reverso.
SEQ ID NO: 15 representa la secuencia del cebador multifuncional de avance para PCR diagndstico.
SEQ ID NO: 16 representa la secuencia del cebador multifuncional reverso para PCR diagndstico.
SEQ ID NO: 17 representa la secuencia de la secuencia del plasmido pPWT018.
SEQ ID NO: 18 representa la secuencia del cebador de integracion pPWT018 de avance.
SEQ ID NO: 19 representa la secuencia del cebador de integracion pPWTO018 reverso.
SEQ ID NO: 20 representa la secuencia de la sonda SIT2 del cebador de avance.
SEQ ID NO: 21 representa la secuencia del cebador SIT2 del cebador reverso.
Descripcion detallada de la invencién

A lo largo de la presente especificacion y en las reivindicaciones acompafiantes las palabras “comprenden”,
“incluyen” y variaciones tales como “comprende”, “que comprende”, “incluye” y “que incluye” deben interpretarse de
forma inclusiva. Esto es, estas palabras pretenden abarcar la posible inclusion de otros elementos o enteros no

especificamente descritos, donde el contexto lo permita.

La invencion se relaciona con una célula que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa
isomerasa, donde la secuencia de aminoacidos de la xilosa isomerasa tiene al menos aproximadamente 96% de
identidad con respecto a la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 3 y donde la secuencia de
nucleétidos es heteréloga al huésped.

La presencia de la secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa confiere a la célula la capacidad de
isomerizar xilosa hasta xilulosa.

Una “xilosa isomerasa” (EC 5.3.1.5) se define aqui como una enzima que cataliza la isomerizacion directa de D-
xilosa en D-xilulosa y/o viceversa. La enzima también es conocida como D-xilosa cetoisomerasa. Una xilosa
isomerasa aqui también puede ser capaz de catalizar la conversion entre el D-glucosa y D-fructosa (y de acuerdo
con lo anterior también puede ser denominada como glucosa isomerasa). Una xilosa isomerasa aqui puede requerir
un catién bivalente, tal como magnesio, manganeso o cobalto como cofactor.

De acuerdo con lo anterior, una célula de la invencién es capaz de isomerizar xilosa a xilulosa. La capacidad de
isomerizar xilosa a xilulosa es conferida sobre la célula huésped por transformacion de la célula huésped con un
constructo de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifican una xilosa isomerasa
definida. Una célula de la invencion isomeriza la xilosa en xilulosa mediante la isomerizacion directa de xilosa a
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xilulosa. Se entiende que esto significa que la xilosa es isomerizada en xilulosa en una reaccién sencilla catalizada
por una xilosa isomerasa, en oposicién a la conversion en dos etapas de la xilosa a xilulosa a través de un
intermedio xilitol y catalizado por la xilosa reductasa y el xilitol deshidrogenasa, respectivamente.

Una unidad (U) de actividad de xilosa isomerasa puede definirse aqui como la cantidad de enzima que produce 1
nmol de xilulosa por minuto, bajo condiciones como las descritas por Kuyper et al. (2003, FEMS Yeast Res. 4: 69 —
78).

La célula de la invencion se define con referencia a una xilosa isomerasa que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene al menos 96% de identidad en la secuencia a la misma. De la misma
forma, una célula de la invencion puede definirse con referencia a una xilosa isomerasa como una secuencia de
nucleétidos que codifica tal secuencia de aminoacidos.

SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de aminoacidos de la xilosa isomerasa de Bacteroides uniformis
ATCC8492. Una célula de la invencion comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica una xilosa isomerasa
que tiene los aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o uno que tiene al menos 96% de identidad en secuencia a la misma.

Preferiblemente, una célula de acuerdo con la presente invencion es una célula que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa que tienen una secuencia que tiene al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98% o al menos 99% de identidad en la secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

La identidad en secuencia (o similitud en secuencia) se define aqui como una relacion entre dos 0 méas secuencias
de aminoacidos (polipéptidos o proteinas) o dos 0 mas secuencias en acidos nucleicos (polinucleétidos), segun se
determina por comparacion de las secuencias. Usualmente, las identidades o similitudes en secuencias se
comparan, tipicamente en toda la longitud de las secuencias comparadas. Sin embargo, las secuencias pueden ser
comparadas en ventanas de comparacion mas cortas. En la técnica, “identidad” también significa el grado de
relacion de secuencia entre secuencias de aminoacidos o &cidos nucleicos, segun sea el caso, tal como se
determina por la comparacion entre segmentos de tales secuencias.

Los métodos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para dar la mayor coincidencia entre las
secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad y similitud estdn codificados en programas de
ordenador publicamente disponibles. Los métodos de programas de ordenador preferidos para determinar la
identidad y similitud entre dos secuencias, incluyen por ejemplo, el BestFit, BLASTP, BLASTN, y FASTA (Altschul,
S.F. et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990), disponibles publicamente en NCBI y otras fuentes (BLAST Manual,
Altschul, S., et al, NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894). Los parametros preferidos para la comparacién de
secuencias de aminoéacidos utilizando BLASTP son la abertura de espacios 11.0, extension de espacios 1, matriz
Blosum 62. Los pardmetros preferidos para la comparacion de secuencias de acidos nucleicos utilizando BLASTP
son abertura de espacio 11.0, extension de espacio 1, matriz completa de ADN (matriz de identidad de ADN).

Opcionalmente, al determinar el grado de similitud de aminoé&cidos, la persona experimentada en la técnica también
puede tener en cuenta las asi llamadas sustituciones “conservadoras” de aminoacidos, como sera evidente para la
persona experimentada en la técnica.

Las sustituciones conservadoras de aminoacidos se refieren a la posibilidad de intercambio de residuos que tengan
cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina,
alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales con hidroxilo alifatico es
serina y treonina; un grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y
glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina, y un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina.

Grupos de sustitucion conservadora de aminoacidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina,
lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Variantes de sustitucion de las secuencias de amino&cidos
aqui divulgadas son aquellas en las cuales al menos un residuo en las secuencias divulgadas ha sido eliminado y se
inserta un residuo diferente en su lugar. Preferiblemente, el cambio de aminoacido es conservador. Las
sustituciones conservadoras preferidas para cada uno de los aminoacidos de origen natural es como sigue: Ala a
ser; Arg a lys; Asn a gln o his; Asp a glu; Cys a ser o ala; GIn a asn; Glu a asp; Gly a pro; His a asn o gIn; He a leur o
val; Leu a ile o val; Lys a arg; gln o glu; Met a leu o ile; Phe a met, leu o tyr; Ser a thr; Thr a ser; Trp a tyr; Tyra trp o
phe;y, Val aile o leu.

Una secuencia de nucledtidos que codifica una enzima que cataliza la conversién de xilosa a xilulosa también puede
definirse por su capacidad de hibridizar con las secuencias de nucleétidos que codifican la enzima que tiene la
secuencia definida en SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente 70% de identidad de
secuencia con la misma, bajo condiciones de hibridizacién moderadas, o preferiblemente estrictas.

Formalmente, tales secuencias de nucledtidos hibridizan con el complemento reverso de las secuencias de
nucleétidos que codifican la enzima que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 3 0 una secuencia que tiene al
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menos aproximadamente 70% de identidad de secuencia con la misma, por ejemplo secuencias que hibridizan con
el complemento reverso de SEQ ID NOs: 1 0 2.

Las condiciones de hibridizacién estrictas se definen aqui como condiciones que permiten que una secuencia de
acidos nucleicos de al menos aproximadamente 25, de forma preferible aproximadamente 50 nucleétidos, 75 o 100
y lo mas preferiblemente de aproximadamente 200 o mas nucleétidos, hibridice a una temperatura de
aproximadamente 65°C en una solucién que comprende aproximadamente una sal 1 M, preferiblemente 6 x SSC
(cloruro de sodio, citrato de sodio) o cualquier otra solucién que tenga una fuerza iénica comparable, y lavar a 65°C
en una solucién que comprende aproximadamente sal 0.1 M, o menos, preferiblemente 0,2 x SSC o cualquier otra
solucion que tenga fuerza ibnica comparable. Preferiblemente, la hibridizacion se lleva a cabo durante la noche, esto
es durante al menos 10 horas y preferiblemente el lavado se lleva a cabo durante al menos una hora con al menos
dos cambios de la solucién de lavado. Estas condiciones permitiran normalmente la hibridizacién especifica de
secuencias que tengan aproximadamente 90% o mas de identidad de secuencia.

Condiciones moderadas se definen aqui como condiciones que permiten que secuencias de acidos nucleicos de al
menos 50 nucleétidos, preferiblemente de aproximadamente 200 o mas nucleétidos, hibridicen a una temperatura
de aproximadamente 45°C en una solucién que comprende sal aproximadamente 1 M, preferiblemente 6 x SSC o
cualquier otra solucién que tenga una fuerza idnica comparable, y lavado a temperatura ambiente a una solucién
gue comprende sal a aproximadamente 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solucién que tenga una fuerza
i6nica comparable. Preferiblemente, la hibridizacién se lleva a cabo durante la noche, esto es al menos durante 10
horas, y preferiblemente el lavado se lleva a cabo durante al menos una hora con al menos dos cambios de la
solucion de lavado. Estas condiciones permitirdn usualmente la hibridizacién especifica de secuencias que tengan
hasta 50% de identidad de secuencia. La persona experimentada en la técnica serd capaz de modificar estas
condiciones de hibridizacion con el fin de identificar especificamente secuencias que varian en identidad entre 50%
y 90%.

Para incrementar la probabilidad de que la enzima introducida se exprese en forma activa en una célula de la
invencion, la secuencia de nucleétidos codificante correspondiente puede ser adaptada para optimizar su uso de
codon al de la célula de levadura escogida. Se conocen en la técnica varios métodos para optimizacion de codones.
Un método preferido para optimizar el uso de codén de las secuencias de nuclettidos al de la levadura es una
tecnologia de optimizacién de pares de codones como se divulga en W02006/077258 y/o W0O2008/000632. La
W02008/000632 apunta a la optimizacién de pares de codones. La optimizacion de pares de codones es un método
donde las secuencias de nucleétido que codifican un polipéptido se modifican con respecto al uso de codén, en
particular a los pares de codones que son utilizados, para obtener una expresion mejorada de la secuencia de
nucleétidos que codifica el polipéptido y/o una produccién mejorada del polipéptido codificado. Los pares de
codones se definen como un conjunto de dos tripletes subsecuentes (codones) en una secuencia de codificacion.

Como una medida simple para la expresion de genes y la eficiencia de la traduccion, aqui, se utiliza el Codon
Adaptation Index (CAl), tal como se describe en Xuhua Xia, Evolutionary Bioinformatics 2007, 3: 53 — 58. El indice
utiliza un conjunto de referencia de genes altamente expresados a partir de una especie para establecer los méritos
relativos de cada coddn, y una marcacion para un gen se calcula a partir de una frecuencia de uso de todos los
codones en ese gen. El indice establece el grado al cual la seleccion ha sido efectiva en el moldeo del patron del
uso de cododn. En este respecto es til predecir el nivel de expresion de un gen, para establecer la adaptacién de
genes virales a sus huéspedes, y para hacer comparaciones del uso de codén en los diferentes organismos. El
indice también puede dar una indicacion aproximada del éxito probable de la expresién del gen heterélogo. En los
genes optimizados con par de codones de acuerdo con la invencién el CAl es 0.6 o mas, 0.7 o mas, 0.8 o mas, 0.85
0 mas, 0.87 0o mas, 0.90 o mas, 0.95 o mas, o aproximadamente 1.0.

En una célula de la invencidn, la xilosa isomerasa es tipicamente heterdloga hacia la célula. Es decir, la xilosa
isomerasa tiene una secuencia que no se presenta de forma natural en la célula en cuestién como parte del
organismo, célula, genoma de ADN o secuencia de ARN en el cual esté presente. Es decir, la xilosa isomerasa es
exogena a la célula o no se presenta de forma natural en la célula. De acuerdo con lo anterior, una secuencia de
nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa se expresa tipicamente o es capaz de ser expresada en forma activa
en la célula huésped transformada.

Una célula de la invencion es por lo tanto una célula que comprende, esto es que ha sido transformada con, un
constructo de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica la xilosa isomerasa como se
definié anteriormente. El constructo de acido nucleico que comprende la xilosa isomerasa que codifica la secuencia
preferiblemente es capaz de la expresion de la xilosa isomerasa de la célula huésped.

Los métodos para expresar una secuencia heterdloga de xilosa isomerasa en una célula son bien conocidos para
los expertos en la técnica.

De acuerdo con lo anterior, una célula de la invencion es una célula recombinante. Es decir, una célula de la
invencion comprende, o se transforma con o esta genéticamente modificada con una secuencia de nucleétidos que
no se presenta en forma natural en la célula en cuestion.
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Las técnicas para la expresion recombinante de la xilosa isomerasa en una célula, asi como las modificaciones
genéticas adicionales de una célula de la invencién son bien conocidas para las personas experimentadas en la
técnica. Tipicamente tales técnicas involucran la transformacioén de una célula con un constructo de acido nucleico
gue comprende la secuencia relevante. Tales métodos son conocidos, por ejemplo, a partir de manuales estandar,
tales como Sambrook and Russel (2001) “Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3rd edition), Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al., eds., “Current protocols in molecular biology”,
Green Publishing and Wiley Interscience, New York (1987). Los métodos para transformaciéon y modificacién
genética de células huésped fangicas son bien conocidos a partir por ejemplo de EP-A- 0635 574, WO 98/46772,
WO 99/60102, WO 00/37671, WO 90/14423, EP-A-0481008, EP-A-0635574 y US 6,265,186.

La mayor parte de los plasmidos episomales o 2u son relativamente inestables, perdiéndose en aproximadamente
102 0 mas células después de cada generacion. Incluso bajo condiciones de crecimiento selectivo, solamente el
60% al 95% de las células retienen el plasmido episomal. El nimero de copias de la mayoria de los plasmidos
episomales varia de 10-40 por célula de huéspedes cir’. Sin embargo, los plasmidos no se distribuyen igualmente
entre las células, y hay una alta varianza en el nimero de copias por célula en poblaciones. Las cepas
transformadas con plasmidos integrantes son extremadamente estables, alin en ausencia de presion selectiva. Sin
embargo la pérdida de plasmidos puede ocurrir a aproximadamente 10 hasta 10™ frecuencias por recombinacién
homologa entre ADN repetido en tandem, llevando a la apertura de circuito de la secuencia de vectores.
Preferiblemente, el disefio del vector en el caso de la integracion estable es de tal forma que por pérdida de los
genes marcadores de seleccion (lo que también ocurre por recombinacion homologa intramolecular) la apertura del
circuito constructo integrado no es posible. Preferiblemente los genes se integran asi de forma estable. La
integraciéon estable se define aqui como la integracién en el genoma, donde la apertura de circuito del constructo
integrado no es posible. Preferiblemente los marcadores de seleccion estan ausentes.

Tipicamente, el constructo de &cidos nucleicos puede ser un pladsmido, por ejemplo un pldsmido de copia baja 0 un
plasmido de copia alta. La célula de acuerdo con la presente invencion puede comprender copias sencillas o
multiples de la secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa, por ejemplo por copias mdultiples de un
constructo de nucleétidos o por uso de un constructo que tiene copias multiples de la secuencia de xilosa isomerasa.

El constructo de acidos nucleicos puede ser mantenido de forma episomal y asi comprender una secuencia de
replicacién autbnoma, tal como una secuencia de replicacién autosdmica. Un constructo de acido nucleico episomal
adecuado puede por ejemplo, basarse en los plasmidos de levadura 2 o pKD1 (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9:
968-975), 0 el plasmido AMA (Fierro et al., 1995, Curr Genet 29: 482-489). Como alternativa, cada constructo de
acido nucleico puede integrarse en una 0 mas copias en el genoma de la célula. La integracion en el genoma de la
célula puede ocurrir aleatoriamente por recombinacion no homologa pero preferiblemente, el constructo de acido
nucleico puede integrarse en el genoma de la célula mediante recombinacion homéloga como es bien conocido en
la técnica (véase por ejemplo WO 90/14423, EP-A-0481008, EP-A-0635 574 y US 6,265,186).

Tipicamente, la secuencia que codifica la xilosa isomerasa estara enlazada de forma operable a una o mas
secuencias de acidos nucleicos, capaces de proveer o ayudar en la transcripcion y/o traduccién de la secuencia de
xilosa isomerasa.

El término “enlazado de forma operativa” se refiere a una yuxtaposicion donde los componentes descritos estan en
una relacion que les permite funcionar en la forma prevista. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta enlazado
de forma operativa a una secuencia de codificacion de dicho promotor o potenciador que afecta la transcripcion de la
secuencia de codificacion.

Tal como se usa aqui, el término “promotor” se refiere a un fragmento de acido nucleico que funciona para controlar
la transcripcion de uno o mas genes, localizado corriente arriba con respecto a la direccion de transcripcion del sitio
de iniciacion de la transcripcion del gen, y est4 identificado estructuralmente mediante la presencia de un sitio de
enlace para polimerasa de ARN dependiente de ADN, sitio de iniciacion de la transcripcién y otras secuencias de
ADN conocidas para los expertos en la técnica. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es activo bajo la
mayoria de las condiciones ambientales y de desarrollo. Un promotor “inducible” es un promotor que es activo bajo
regulacién ambiental o de desarrollo.

El promotor que pudiera ser utilizado para alcanzar la expresion de una secuencia de nucleétidos que codifican una
enzima de acuerdo con la presente invencion pueden ser no nativo para la secuencia de nucleétidos que codifica la
enzima que va a ser expresada, esto es, un promotor que es heterélogo a la secuencia de nucledétidos (secuencia de
codificacion) a la cual esta enlazado operativamente. El promotor puede, sin embargo, ser homdlogo, esto es
endogeno a la célula huésped.

Promotores adecuados en este contexto incluyen tanto promotores naturales constitutivos como inducibles asi como
promotores manipulados genéticamente, que son bien conocidos para las personas experimentadas en la técnica.
Promotores adecuados en células huésped eucariotas pueden ser GAL7, GAL10, o GAL1, CYC1, HIS3, ADH1,
PGL, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO1, TPI1, y AOX1. Otros promotores adecuados incluyen
PDC1, GPD1, PGK1, TEF1y TDHS3.
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Una célula de la invencién, el extremo 3'de la secuencia de acidos nucleicos que codifica la xilosa isomerasa esta
preferiblemente enlazado de forma operativa a una secuencia terminadora de la transcripcion. Preferiblemente la
secuencia terminadora es operable en una célula huésped seleccionable, tal como por ejemplo la especie de
levadura seleccionable. En cualquier caso la seleccion del terminador no es critica; puede ser, por ejemplo de
cualquier gen de levadura, aunque los terminadores algunas veces pueden trabajar si provienen de un gen eucariota
no levadura. Usualmente, una secuencia de nucle6tidos que codifican la xilosa isomerasa comprende un terminador.
Preferiblemente, tales terminadores estan combinados con mutaciones que evitan el no sentido mediado por la
disminucion de ARNm en la célula huésped de la invencion (véase por ejemplo: Shirley et al., 2002, Genetics 161:
1465 — 1482).

La secuencia de terminacion de la transcripcién comprende de manera preferible adicionalmente una sefial de
poliadenilacién.

Opcionalmente, puede estar presente un marcador seleccionable en un constructo de acido nucleico adecuado para
su uso en la invencion. Tal como se usa aqui, el término “marcador” se refiere a un gen que codifica un trecho o un
fenotipo que permite la seleccidon de, o escoger, una célula huésped que contiene el marcador. El gen marcador
puede ser un gen de resistencia a antibiéticos donde puede utilizarse el antibiético apropiado para seleccionar las
células transformadas entre células que no estan transformadas. Ejemplo de marcadores de resistencia a
antibioticos adecuados incluye, por ejemplo, dihidrofolato reductasa, higromicin-B-fosfotransferasa, 3'-O-
fosfotransferasa Il (resistencia a kanamicina, neomicina y G418). Aunque los marcadores de resistencia a los
antibidticos pueden ser los méas convenientes para la transformacion de células huésped polipoides, preferiblemente
sin embargo se utilizan marcadores de no resistencia a antibiéticos, tales como marcadores auxotréficos (URA3,
TRPI, LEU2) o el gen S. pombe TPI (descrito por Russell P R, 1985, Gene 40: 125 — 130). En una realizacion
preferida las células huésped transformadas con los constructos del 4cido nucleico son libres de genes marcadores.
Los métodos para construir las células huésped microbianas libres de genes marcadores recombinantes se
describen en EP-A-O 635 574 y se basan en el uso de marcadores bidireccionales tales como el gen de A. nidulans
amdS (acetamidasa) y los genes de levadura URA3 y LYS2. Como alternativa, puede incorporarse un marcador
seleccionable tal como Proteina Verde Fluorescente, lacL, luciferasa, cloranfenicol acetil transferasa, beta-
glucoronidasa, en los constructos de &cido nucleico de la invencion permitiendo seleccionar las células
transformadas.

Pueden estar presentes elementos adicionales opcionales en los constructos de acido nucleico adecuados para su
uso en la invencion que incluyen, pero no se limitan a, uno o mas secuenciadores de guia, potenciadores, factores
de integracion y/o genes reportadores, secuencias de intrones, centromeros, telémeros y/o secuencias de unién a
matrices (MAR). Los constructos de acidos nucleicos de la invencion pueden comprender adicionalmente una
secuencia para replicacion autbnoma, tal como una secuencia ARS.

Preferiblemente, la xilosa isomerasa se expresa en el citosol. La expresion citosélica puede ser alcanzada mediante
eliminacion o modificacion de una sefial de objetivo mitocondrial o peroxisomal.

Una célula de la invencion puede ser cualquier célula adecuada, tal como una célula procariota, tal como una
bacteria, 0 una célula eucariota. Tipicamente, la célula sera una célula eucariota, por ejemplo una levadura o un
hongo filamentoso.

Las levaduras se definen aqui como microorganismos eucariotas e incluyen todas las especies de la subdivision
Eumicotina (Alexopoulos, C. J., 1962, In: Introductory Mycology, John Wiley & Sons, Inc., New York) que crecen
predominantemente en forma unicelular.

Las levaduras pueden crecer bien por fusién de un talus unicelular o pueden crecer por fision del organismo. Una
levadura preferida como célula de la invencion puede pertenecer a los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces,
Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces o Yarrowia. Preferiblemente la
levadura es capaz de fermentacion anaerébica, mas preferiblemente capaz de fermentacién anaerdbica alcohélica.

Los hongos filamentosos se definen aqui como microorganismos eucariotas que incluyen todas las formas
filamentosas de la subdivision Eumicotina. Estos hongos son caracterizados por un micelio vegetativo compuesto de
quitina, celulosa y otros polisacaridos complejos.

Los hongos filamentosos adecuados para su uso como células de la presente invencion son morfolégica, fisiologica
y genéticamente distintos de las levaduras. Las células de hongos filamentosos pueden ser utilizadas
ventajosamente ya que la mayor parte de los hongos no requieren condiciones estériles para su propagacion y son
insensibles a infecciones de bacteriéfagos. El crecimiento vegetativo por parte de los hongos filamentosos es por
elongacion del hifen y el catabolismo de carbono de la mayoria de los hongos filamentosos es obligatoriamente
aerébico. Los hongos filamentosos preferidos como células huésped de la invencidon pueden pertenecer a los
géneros Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremoniurra, Fusarium o Penicillum. Mas preferiblemente, la célula
fungica filamentosa puede ser una célula de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillum chrysogenum, o
Rhizopus oryzae.
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A lo largo de los afios se han hecho sugerencias para la introduccién de diversos organismos para la produccion de
bioetanol a partir de azlcares de cultivo. En la practica, sin embargo, todos los procesos de produccién de bioetanol
principales han continuado con el uso de levaduras del género Saccharomyces como productores de etanol. Esto se
debe a los muchos rasgos atractivos de la especie Saccharomyces para los procesos industriales, esto es, una
tolerancia alta a los &cidos, al etanol y a la osmosis, capacidad de crecimiento anaerdébico, y desde luego su alta
capacidad fermentativa alcohdlica. Las especies de levadura preferidas como células huésped incluyen S.
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis.

Una célula de la invencién puede ser capaz de convertir biomasas de vegetales, celulosas, hemicelulosas, pectinas,
ramnosa, galactosa, fucosa, maltosa, maltodextrinas, ribosa, ribulosa o almidén, derivados del almidén, sacarosa,
lactosa y glicerol, por ejemplo en azlcares fermentables. De acuerdo con lo anterior, una célula de la invencion
puede expresar una 0 mas enzimas tales como celulasa (una endocelulasa o una exocelulasa), una hemicelulasa
(una endo o exo xilanasa o arabinasa) necesarias para la conversion de la celulosa en monémeros de glucosa y de
la hemicelulosa en monémeros de xilosa y arabinosa, una peptinasa capaz de convertir las peptinas en &cido
glucuronico y acido galacturonico o una amilasa para convertir el almidon en mondémeros de glucosa.

Una célula de la invencidn es preferiblemente un huésped capaz de un transporte activo o pasivo de xilosa hacia la
célula.

Preferiblemente, una célula de la invencién:
es capaz de glicolisis activa; y/o
muestra flujo a través de la ruta de la pentosa fosfato; y/o

despliega actividad de xilulosas quinasa de manera que la xilulosa isomerizada a partir de la xilosa puede ser
metabolizada hasta piruvato.

La célula adicionalmente comprende de forma preferible aquellas actividades enziméticas requeridas para la
conversion de piruvato a un producto de fermentacién deseado, tal como etanol, butanol, acido lactico, &cido 3-
hidroxi-propidnico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, &cido citrico, acido fumarico, acido malico, acido
itaconico, un aminoacido, 1,3-propano diol, etileno, glicerol, un antibiético de 3-lactama o cefalosporina.

Una célula preferida de la invencion es una célula que sea capaz de forma natural de fermentacion alcohdlica,
preferiblemente, fermentacion alcohdlica anaerébica. Una célula de la invencion preferiblemente tiene una alta
tolerancia al etanol, una alta tolerancia a un pH bajo (por ejemplo es capaz de crecer a un pH inferior a
aproximadamente 5, a aproximadamente 4, aproximadamente 3, o aproximadamente 2.5) y hacia acidos organicos
tales como acido lactico, acido acético o acido férmico y/o a productos de degradacion del azlcar tales como furfural
e hidroxi metil furfural y/o una alta tolerancia a temperaturas elevadas.

Cualquiera de las caracteristicas o actividades anteriores de una célula de la invencion pueden estar presentes de
forma natural en la célula o pueden ser introducidas o modificadas por modificacion genética.

La secuencia de nucledtidos que codifica una xilosa isomerasa se expresa tipicamente o es capaz de ser expresada
en forma activa en la célula huésped transformada. Asi, la expresion de la secuencia de nucledtidos en la célula
huésped produce una xilosa isomerasa activa, tipicamente con una actividad especifica de al menos
aproximadamente 10 U de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteina a aproximadamente 30°C,
preferiblemente al menos a aproximadamente 20, a al menos aproximadamente 25, a al menos aproximadamente
30, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente 750 o al menos
aproximadamente 1.000 U por mg a aproximadamente 30°C. La actividad especifica de la xilosa isomerasa
expresada en la célula huésped transformada se define aqui como la cantidad de actividad de xilosa isomerasa en
unidades por mg de proteina de lisado libre de la célula huésped, por ejemplo un lisado libre de célula de levadura.
La determinaciéon de la actividad de la xilosa isomerasa, cantidad de proteina y preparacion del lisado libre de
células son como se describe aqui. Preferiblemente, la expresién de la secuencia de nucledtidos que codifican la
xilosa isomerasa en la célula huésped produce una xilosa isomerasa con un Kn para la xilosa que es menor de 50,
40, 30 0 25 mM, mas preferiblemente, el Ky, para la xilosa es aproximadamente 20 mM o menos.

Una célula de la invencion puede comprender una o mas modificaciones genéticas que incrementan el flujo de la
ruta del fosfato de pentosa. En particular, las modificaciones genéticas pueden llevar a un flujo incrementado a
través de la parte de la ruta de fosfato de pentosa no oxidativa. Una modificacién genética que produce un flujo
incrementado de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa se entiende aqui como una modificacién que
incrementa el flujo en al menos un factor de aproximadamente 1.1, aproximadamente 1.2, aproximadamente 1.5,
aproximadamente 2, aproximadamente 5, aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparacién con el flujo
en una cepa que es genéticamente idénticas excepto por la modificacion genética que causa el flujo incrementado.
El flujo de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa puede medirse haciendo crecer el huésped
modificado sobre xilosa como Unica fuente de carbono, determinando la tasa de consumo especifica de xilosa y
sustrayendo la tasa de produccién de xilitol especifica de la tasa de consumo de xilosa especifica, si se produce
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xilitol. Sin embargo, el flujo de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa es proporcional con la tasa de
crecimiento sobre xilosa como fuente Unica de carbono, preferiblemente con una tasa de crecimiento anaerébica
sobre xilosa como Unica fuente de carbono. Hay una relacion lineal entre la tasa de crecimiento sobre xilosa como
fuente Unica de carbono (Umax) Y €l flujo de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa. La tasa de
consumo especifica de xilosa (Qs) es igual a la tasa de crecimiento () dividida por el rendimiento de biomasa sobre
azlcar (Yxs) porque el rendimiento de biomasa sobre azlcar es constante (bajo un conjunto dado de condiciones:
anaerobico, medio de crecimiento, pH, fondo genético de la cepa, etc.; esto es Qs = U/ Yys). Por lo tanto el flujo
incrementado de la parte no oxidativa de la ruta de fosfato de pentosa puede deducirse a partir del incremento en la
tasa de crecimiento maximo bajo estas condiciones a menos que el transporte (el consumo es limitante).

Una o mas modificaciones genéticas que incrementan el flujo de la ruta del fosfato de pentosa puede introducirse en
la célula huésped de diversas maneras. Estas incluyen por ejemplo, alcanzar niveles de actividad en un estado de
equilibrio més alto de la xilulosa quinasa y/o una o mas de las enzimas de la parte de la ruta no oxidativa del fosfato
de pentosa y/o un nivel de estado de equilibrio reducido de la actividad no especifica de la aldosa reductasa. Estos
cambios en los niveles de actividad del estado de equilibrio pueden efectuarse mediante seleccién de mutantes
(espontaneos o inducidos por productos quimicos o radiacién) y/o por tecnologia de ADN recombinante, por
ejemplo, por sobreexpresion o inactivacion, respectivamente, de los genes que codifican las enzimas o factores que
regulan estos genes.

En una célula huésped preferida, la modificacion genética comprende la sobreexpresion de al menos una enzima de
la ruta (parte no oxidativa) del fosfato de pentosa. Preferiblemente la enzima se selecciona del grupo que consiste
de las enzimas que codifican para la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y
transaldolasa. Pueden sobreexpresarse diversas combinaciones de enzimas de la ruta (parte no oxidativa) del
fosfato de pentosa. Por ejemplo las enzimas que son sobreexpresadas pueden ser al menos las enzimas ribulosa-5-
fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y
transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas
ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o
al menos las enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa,
transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y transaldolasa; o
al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las
enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa. En una realizacion de la
invencién cada una de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y
transaldolasa, estan sobreexpresadas en la célula huésped. Se prefiere mas una célula huésped en la cual la
modificacién genética comprende al menos la sobreexpresion de las dos enzimas transcetolasa y transaldolasa y
como tales una célula huésped ya es capaz de un crecimiento anaerébico sobre xilosa. En efecto, bajo algunas
condiciones las células huésped que sobreexpresan solamente la transcetolasa y la transaldolasa tienen ya la
misma velocidad de crecimiento anaerdbico sobre xilosa que las células huésped que sobreexpresan todas las
cuatro enzimas, esto es, la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa.
Ademas, las células huésped que sobreexpresan las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato
epimerasa se prefieren sobre las células huésped que sobreexpresan solamente la isomerasa o solamente la
epimerasa puesto que la sobreexpresion de solamente una de estas enzimas puede producir desbalances
metabdlicos.

La enzima “ribulosa-5-fosfato epimerasa” (EC 5.1.3.1) se define aqui como una enzima que cataliza la epimerisacion
de D-xilulosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también se conoce como fosforribulosa
epimerasa; eritrosa-4-fosfato isomerasa; fosfocetopentosa 3-epimerasa; xilulosa fosfato 3-epimerasa;
fosfocetopentosa epimerasa; ribulosa 5-fosfato 3-epimerasa; D-ribulosa fosfato-3-epimerasa; D-ribulosa 5-fosfato
epimerasa; D-ribulosa 5-P 3-epimerasa; D-xilulosa-5-fosfato 3-epimerasa; pentosa-5-fosfato 3-epimerasa; o D-
ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa. Una ribulosa 5-fosfato epimerasa puede definirse adicionalmente por su secuencia
de aminoacidos. De la misma forma una ribulosa 5-fosfato epimerasa puede definirse por una secuencia de
nucleétidos que codifique la enzima asi como por una secuencia de nucleétidos que hibridice a una secuencia de
nucleétidos de referencia que codifiqgue una ribulosa 5-fosfato epimerasa. La secuencia de nucleétidos que codifica
para la ribulosa 5-fosfato epimerasa se designa aqui como RPEL.

La enzima “ribulosa 5-fosfato isomerasa” (EC 5.3.1.6) se define aqui como una enzima que cataliza la isomerizacion
directa de la D-ribosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también es conocida como
fosfopentoisomerasa; fosforriboisomerasa; ribosa fosfato isomerasa; 5-fosforribosa isomerasa; D-ribosa 5-fosfato
isomerasa; D-ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa; o D-ribosa-5-fosfato aldosa-cetosa-isomerasa. Una ribulosa 5-fosfato
isomerasa puede ser definida adicionalmente por secuencia de aminoacidos. De la misma forma una ribulosa 5-
fosfato isomerasa puede ser definida por una secuencia de nucleétidos que codifique la enzima asi como por una
secuencia de nucledtidos que hibridice a una secuencia de nucleétidos de referencia que codifique una ribulosa 5-
fosfato isomerasa. La secuencia de nucleétidos que codifique para una ribulosa 5-fosfato isomerasa se designa aqui
como RPI1.

La enzima “transcetolasa” (EC 2.2.1.1) se define aqui como una enzima que cataliza la reaccion: D-ribosa 5-fosfato
+ D-xilulosa 5-fosfato <-> sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato y viceversa. La enzima también es
conocida como glicolaldehidotransferasa o] sedoheptulosa-7-fosfato: D-gliceraldehido-3-fosfato
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glicolaldehidotransferasa. Una transcetolasa puede definirse adicionalmente por sus aminoacidos. De la misma
forma una transcetolasa puede definirse por una secuencia de nucleétidos que codifique la enzima asi como por una
secuencia de nucledtidos que hibridice a una secuencia de nucleétidos de referencia que codifiquen una
transcetolasa. La secuencia de nucleétidos que codifica para una transcetolasa se designa aqui como TKL1.

La enzima “transaldolasa” (EC 2.2.1.2) se define aqui como una enzima que cataliza la reaccion: sedoheptulosa 7-
fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato <-> D-eritrosa 4-fosfato + D-fructosa 6-fosfato y viceversa. La enzima también es
conocida como dihidroxiacetonatransferasa; dihidroxiacetona sintasa; formaldehido transcetolasa; o sedoheptulosa-
7-fosfato: D-gliceraldehido-3-fosfato gliceronatransferasa. Una transaldolasa puede definirse adicionalmente por su
secuencia de aminoacidos. De la misma forma una transaldolasa puede definirse mediante una secuencia de
nucleétidos que codifiqguen la enzima asi como con una secuencia de nucleétidos que hibridicen a una secuencia de
nucleétidos de referencia que codifiquen una transaldolasa. La secuencia de nucleétidos que codifica para la
transcetolasa se designa aqui como TALL.

Diversos medios son conocidos por los expertos en la técnica para la expresion y sobreexpresion de enzimas en
una célula de la invencion. En particular, una enzima puede ser sobreexpresada incrementando el nimero de copias
del gen que codifica la enzima en la célula huésped, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el
genoma de la célula huésped, expresando el gen por un vector de expresion multicopias episomal o introduciendo
un vector de expresion episomal que comprenda multiples copias del gen.

Como alternativa, la sobreexpresién de las enzimas en las células huésped de la invenciéon puede alcanzarse
utilizando un promotor que no sea nativo a la secuencia que codifique para la enzima que va a ser sobreexpresada,
esto es un promotor que sea heterdlogo a la secuencia de codificacion a la cual esta enlazado de forma operativa.
Aunque el promotor preferiblemente es heterélogo a la secuencia de codificacion a la cual esta enlazado de forma
operativa, también se prefiere que el promotor sea homdlogo, esto es enddgeno a la célula huésped.
Preferiblemente el promotor heterélogo es capaz de producir un nivel de estado de equilibrio mas alto del transcrito
gue comprende la secuencia de codificacion (o es capaz de producir mas moléculas transcritas, esto es, moléculas
de ARNm, por unidad de tiempo) que el promotor que es nativo para la secuencia de codificacion, preferiblemente
bajo condiciones donde la xilosa o la xilosa y la glucosa estan disponibles como fuentes de carbono, mas
preferiblemente como fuentes de carbono principales (esto es mas del 50% de la fuente de carbono disponible
consiste de xilosa o xilosa y glucosa), lo méas preferiblemente como fuentes Unicas de carbono. Los promotores
adecuados en este contexto incluyen tanto promotores constitutivos como inducibles naturales asi como promotores
manipulados. Un promotor preferido para su uso en la presente invencion sera ademas insensible a la represion del
catabolito (glucosa) y/o preferiblemente no requerira xilosa para su induccién. Los promotores que tienen estas
caracteristicas estan ampliamente disponibles y son conocidos para las personas experimentadas en la técnica.
Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen por ejemplo promotores de genes glicoliticos, tales como la
fosfofructoquinasa (PFK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPD, TDH3 o
GAPDH), piruvato quinasa (PYK), fosfogliceratoquinasa (PGK) como promotores de levaduras u hongos
filamentosos; méas detalles acerca de tales promotores provenientes de levaduras pueden ser encontrados en (WO
93/03159). Otros promotores Utiles son proteinas ribosomales que codifican promotores de genes, el promotor de
gen lactasa (LAC4), promotores de alcohol deshidrogenasa (ADHI, ADH4, y similares), y el promotor enolasa (ENO).
Otros promotores, tanto constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias de activacion de corriente
arriba seran conocidos para los expertos en la técnica. Los promotores utilizados en las células huésped de la
invencion pueden ser modificados, si se desea, para afectar sus caracteristicas de control.

La secuencia de codificacion utilizada para la sobreexpresion de las enzimas mencionadas mas arriba puede ser
preferiblemente homoéloga a la célula huésped de la invencion. Sin embargo, pueden usarse secuencias de
codificacién que sean heterélogas a la célula huésped de la invencién.

La sobreexpresion de una enzima, cuando se refiere a la produccion de la enzima en una célula huésped
genéticamente modificada, significa que la enzima se produce en un nivel mas alto de actividad enzimética
especifica en comparacion con la célula huésped no modificada bajo condiciones idénticas. Usualmente esto
significa que la proteina activa enzimaticamente (o proteinas en el caso de enzimas multisubunidades) se producen
cantidades mayores, o mejor a un nivel de estado de equilibrio mas alto en comparacion con la célula huésped no
modificada bajo condiciones idénticas. De la misma forma esto significa usualmente que el ARNm que codifica para
la proteina enzimaticamente activa se produce en cantidades mayores, o de nuevo en un nivel de estado de
equilibrio mas alto en comparacién con la célula huésped no modificada bajo condiciones idénticas. La
sobreexpresion de una enzima se determina asi preferiblemente midiendo el nivel de la actividad especifica de la
enzima en la célula huésped utilizando ensayos enzimaticos apropiados tal como se describen aqui. Como
alternativa, la sobreexpresion de la enzima puede determinarse indirectamente cuantificando el nivel de estado de
equilibrio especifico de la proteina enzimatica, por ejemplo, utilizando anticuerpos especificos para la enzima o
cuantificando el nivel de estado de equilibrio especifico del ARNm que codifica para la enzima. Esto Ultimo puede
ser particularmente adecuado para enzimas de la ruta del fosfato de pentosa para la cual los ensayos enzimaticos
no son facilmente factibles como sustratos para las enzimas y no son comercialmente disponibles. Preferiblemente,
en una célula huésped de la invencién, una enzima que va a ser sobreexpresada es sobreexpresada por al menos
un factor de aproximadamente 1.1, aproximadamente 1.2, aproximadamente 1.5, aproximadamente 2,
aproximadamente 5, aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparacién con una cepa que sea

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2551515713

genéticamente idéntica excepto por la modificacién genética que causa la sobreexpresion. Debe entenderse que
estos niveles de sobreexpresién pueden aplicarse al nivel de estado de equilibrio de la actividad de la enzima, el
nivel de estado de equilibrio de la proteina de la enzima asi como el nivel de estado de equilibrio del transcripto que
codifica para la enzima.

Una célula de la invencién puede comprender una o mas modificaciones genéticas para incrementar la actividad
especifica de la xilulosa quinasa. Preferiblemente la modificacion o modificaciones genéticas producen
sobreexpresion de una xilulosa quinasa, por ejemplo por sobreexpresion de una secuencia de nucleétidos que
codifican una xilulosa quinasa. El gen que codifica la xilulosa quinasa puede ser enddgeno a la célula huésped o
puede ser una xilulosa quinasa que sea heteréloga a la célula huésped. Una secuencia de nucleétidos usada para
sobreexpresion de xilulosa quinasa en la célula huésped de la invencion es una secuencia de nucleétidos y codifica
un polipéptido con actividades de xilulosa quinasa.

La enzima “xilulosa quinasa” (EC 2.7.1.17) se define aqui como una enzima que cataliza la reaccion ATP + D-
xilulosa = ADP + D-xilulosa 5 Fosfato. La enzima también es conocida como xiluloquinasa fosforilante, D-
xiluloquinasa o ATP: D-xilulosa 5-fosfotransferasa. Una xilulosa quinasa de la invencion puede ser definida
adicionalmente por su secuencia de aminoacidos. Probablemente una xilulosa quinasa puede ser definida por una
secuencia de nuclettidos que codifica la enzima asi como una secuencia de nucledtidos que hibridiza a una
secuencia de nucledtidos de referencia que codifica una xilulosa quinasa.

En una célula de la invencion, una modificacion o modificaciones genéticas que incrementen la actividad especifica
de la xilulosa quinasa pueden ser combinadas con cualquiera de las modificaciones que incrementen el flujo de la
ruta del fosfato de pentosa como se describié més arriba. Sin embargo esto no es esencial.

Asi, una célula huésped de la invencion puede comprender solamente una modificacion o modificaciones genéticas
que incrementen la actividad especifica de xilulosa quinasa. Los diversos medios disponibles en la técnica para
alcanzar y analizar la sobreexpresion de una xilulosa quinasa en la célula huésped de la invencion son los mismos
gue se describieron méas arriba para enzimas de la ruta del fosfato de pentosa. Preferiblemente en las células
huésped de la invencién, una xilulosa quinasa que va a ser sobreexpresada se sobreexpresa por al menos un factor
de aproximadamente 1.1, aproximadamente 1.2, aproximadamente 1.5, aproximadamente 2, aproximadamente 5,
aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparacion con una cepa gque es genéticamente idéntica excepto
por las modificaciones genéticas que causan la sobreexpresion. Debe entenderse que estos niveles de
sobreexpresion pueden aplicarse al nivel de estado de equilibrio de la actividad de la enzima, el nivel de estado de
equilibrio de la proteina de la enzima asi como el nivel de estado de equilibrio del transcripto que codifica para la
enzima.

Una célula de la invencién puede comprender una o mas modificaciones genéticas que reduzcan la actividad no
especifica de la aldosa reductasa en la célula huésped. Preferiblemente, la actividad no especifica de la aldosa
reductasa es reducir a la célula huésped por una o mas modificaciones genéticas que reducen la expresion o
inactivan un gen que codifica una aldosa reductasa no especifica. Preferiblemente, las modificaciones genéticas
reducen o inactivan la expresion de cada copia enddégena de un gen que codifica una aldosa reductasa no
especifica en la célula huésped. Las células huésped pueden comprender copias multiples de genes que codifican
aldosas reductasas no especificas como resultado de un di, poli o aneoploide, y/o la célula huésped puede contener
diferentes (iso) enzimas con actividades de aldosa reductasa que difiere en la secuencia de aminoacidos y que son
cada una codificada por un gen diferente. También en tales instancias preferiblemente la expresion de cada gen que
codifica una aldosa reductasa no especifica se reduce o inactiva. Preferiblemente, el gen es inactivado por
eliminacion de al menos una parte del gen o por interrupcion del gen, por lo cual en este contexto el término gen
también incluye cualquier secuencia no codificante corriente arriba o corriente debajo de la secuencia de
codificacién, la eliminaciéon (parcial) o inactivacién de las cuales resulta en la reducciéon de la expresion de la
actividad de aldosa reductasa no especifica en la célula huésped.

Una secuencia de nucleétidos que codifica una aldosa reductasa cuya actividad va a ser reducida en la célula
huésped de la invencion es una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de aldosa
reductasa.

En las células huésped de la invencion, la modificacion genética que reduce la actividad no especifica de aldosa
reductasa en la célula huésped puede combinarse con cualquiera de las modificaciones incrementando el flujo de la
ruta del fosfato de pentosa y/o con cualquiera de las modificaciones que incrementan la actividad especifica de
xilulosa quinasa en las célula huésped como se describié mas arriba. Sin embargo, esto no es esencial.

Asi, una célula huésped de la invencion que comprende solamente una modificacién o modificaciones genéticas que
reducen la actividad no especifica de la aldosa reductasa en la célula huésped se incluye especificamente en la
invencion.

La enzima “aldosa reductasa” (EC 1.1.1.21) se define aqui como cualquier enzima que sea capaz de reducir la
xilosa o xilulosa a xilitol. En el contexto de la presente invencién una aldosa reductasa puede ser una aldosa
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reductasa no especifica que sea nativa (endogéna) para una célula huésped de la invencién y que sea capaz de
reducir la xilosa o xilulosa a xilitol. Las aldosas reductasas no especificas catalizan la reaccién:

Aldosa + NAD(P)H + H" « alditol + NAD(P)"

La enzima tiene una alta especificidad y también es conocida como aldosa reductasa; poliol dehidrogenasa
(NADP+); alditol: NADP oxidorreductasa; alditol: NADP™ 1-6xidoreductasa; NADPH-aldopentosa reductasa; o
NADPH- aldosa reductasa.

Un ejemplo particular de tal aldosa reductasa no especifica que es enddgena a S. cerevisiae y que es codificada por
el gen GRE3 (Traff et al.; 2001, Appl. Environ. Microbiol. 67: 5668-74). Asi, una aldosa reductasa de la invencion
puede ser definida adicionalmente por su secuencia de aminoacidos. De la misma forma una aldosa reductasa
puede ser definida por la secuencia de nucleétidos que codifican la enzima asi como una secuencia de nucleétidos
que hibridiza a una secuencia de nucleétidos de referencia que codifica una aldosa reductasa.

Una célula de la invencion puede adaptarse a la utilizacion de la xilosa por seleccion de mutantes, bien espontanea
o inducida (por ejemplo por radiacién o productos quimicos), para el crecimiento sobre xilosa, preferiblemente sobre
xilosa como Unica fuente de carbono, y mas preferiblemente bajo condiciones anaerébicas. La seleccién de
mutantes puede ser llevada a cabo por técnicas que incluyen el paso en serie de cultivos, tal como lo describe por
ejemplo, Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664) o por cultivo bajo presion selectiva en un cultivo
guimiostatico. Una célula huésped preferida de la invencion al menos una de las modificaciones genéticas descritas
mas arriba, incluyendo modificaciones obtenidas por seleccion de mutantes, confiere a la célula huésped la
capacidad de crecer sobre xilosa como fuente de carbono, preferiblemente como Unica fuente de carbono, y
preferiblemente bajo condiciones anaerdbicas. Preferiblemente la célula huésped modificada no produce
esencialmente xilitol, por ejemplo, el xilitol producido esta por debajo del limite de deteccién o por ejemplo menos de
aproximadamente 5, aproximadamente 2, aproximadamente 1, aproximadamente 0.5, o aproximadamente 0.3 del
carbono consumido sobre una base molar.

Una célula de la invencién puede tener la capacidad de crecer sobre xilosa como Unica fuente de carbono a una
tasa de al menos aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.2, aproximadamente 0.25 o
aproximadamente 0.3 h™* en condiciones aerobicas, o, si es aplicable, a una tasa de al menos aproximadamente
0.03, aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.07, aproximadamente 0.08, aproximadamente 0.09,
aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.12, aproximadamente 0.15 o aproximadamente 0.2 h™* bajo condiciones
anaerobicas. Preferiblemente, la célula huésped modificada tiene la capacidad de crecer sobre una mezcla de
glucosa y xilosa (en una relacién en peso 1:1) como unica fuente de carbono a una tasa de al menos
aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.2, aproximadamente 0.25 o aproximadamente
0.3 ht bajo condiciones aerobicas, o si es aplicable, a una tasa de al menos aproximadamente 0.03,
aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.2, aproximadamente 0.15, o aproximadamente
0.2h? bajo condiciones anaerdbicas.

Una célula de la invencion puede tener una tasa de consumo de xilosa especifica de al menos aproximadamente
200, aproximadamente 250, aproximadamente 300, aproximadamente 346, aproximadamente 350,
aproximadamente 400, aproximadamente 500, aproximadamente 600, aproximadamente 750 o aproximadamente
1,000 mg de xilosa//g célula’h. Una célula de la invencién puede tener un rendimiento de producto de fermentacion
(tal como etanol) sobre xilosa que es al menos aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 55,
aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 85,
aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 98 o aproximadamente 99% del rendimiento de la
célula huésped de producto de fermentacion (tal como etanol) sobre glucosa. Mas preferiblemente, el rendimiento de
un producto de fermentacién (tal como etanol) de una célula de la invencidon sobre xilosa puede ser igual al
rendimiento de la célula en producto de fermentacién (tal como etanol) sobre glucosa. De la misma forma, el
rendimiento en biomasa de la célula sobre xilosa puede ser al menos aproximadamente 40, aproximadamente 50,
aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 85,
aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 98 o aproximadamente 99% del rendimiento de
biomasa de la célula huésped sobre glucosa. Mas preferiblemente, el rendimiento de biomasa de la célula sobre
xilosa puede ser igual al rendimiento de biomasa de la célula huésped sobre glucosa. Se entiende que en
comparacion con los rendimientos de glucosa y xilosa ambos rendimientos se comparan bajo condiciones aerobicas
0 ambos bajo condiciones anaerdébicas.

Una célula de la invencion puede ser capaz de utilizar arabinosa. Una célula de la invencién puede, por lo tanto, ser
capaz de convertir la L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa 5-fosfato y/o en un producto de fermentacion deseado,
por ejemplo uno de los mencionados aqui.

Los organismos, por ejemplo cepas de S. cerevisiae, capaces de producir etanol a partir de L-arabinosa pueden ser
producidos modificando una célula que introduzca los genes araA (L-arabinosa isomerasa), araB (L-ribuloquinasa) y
araD (L-ribulosa-5-P4-epimerasa) a partir de una fuente adecuada. Tales genes pueden ser introducidos en una
célula de la invencion con el fin de que sea capaz de utilizar la arabinosa. Tal modalidad se describe en WO
2003/095627.
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Una célula de la invencién puede ser una célula adecuada para la produccién de etanol. Una célula de la invencion
sin embargo, puede ser adecuada para la producciéon de productos de fermentacion o diferentes al etanol. Tales
productos de fermentacién no etandlica incluyen en principio cualquier producto quimico a granel o fino que sea
producible por microorganismos eucariéticos tales como una levadura o un hongo filamentoso.

Tales productos de fermentacién pueden ser, por ejemplo, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propionico, acido
acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, acido itacdénico, un aminoacido,
1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibidtico de B-lactama o una cefalosporina. Una célula huésped modificada
preferida de la invencién para la produccién de productos de fermentacion no etandélicos es una célula huésped que
contiene una modificacion genética que da como resultado una actividad de alcohol deshidrogenasa disminuida.

En un aspecto adicional la invencion se relaciona con procesos de fermentacién en los cuales las células huésped
modificadas de la invencién se utilizan para la fermentacién de una fuente de carbono que comprende una fuente de
xilosa, tal como xilosa. Ademas de una fuente de xilosa la fuente de carbono en el medio de fermentacién también
pueden comprender una fuente de glucosa. La fuente de xilosa o glucosa puede ser xilosa o glucosa como tales o
puede ser cualquier carbohidrato oligo o polimérico que comprende unidades de xilosa o glucosa, tal como, por
ejemplo, linocelulosa, xilanos, celulosa, almidon y similares. Para la liberacién de unidades de xilosa o glucosa a
partir de tales carbohidratos, pueden afiadirse carbohidrasas adecuadas (tales como xilanasas, glucanasas,
amilasas y similares) al medio de fermentacion o pueden ser producidos por la célula huésped modificada. En este
ultimo caso la célula huésped modificada puede ser manipulada genéticamente para producir y excretar tales
carbohidrasas. Una ventaja adicional del uso de fuentes oligo o poliméricas de glucosa es que permite mantener una
concentracion baja (mas baja) de glucosa libre durante la fermentacion, por ejemplo, utilizando cantidades que
limitan la tasa de las carbohidrasas. Asi, a su vez, se prevendra la represion de sistemas requerida para el
metabolismo y transporte de azlcares diferentes a la glucosa tales como la xilosa.

En un proceso preferido la célula huésped modificada fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferiblemente en
forma simultdnea en cuyo caso preferiblemente se utiliza una célula huésped modificada que sea insensible a la
represion de la glucosa para prevenir el crecimiento diauxico. Ademas de una fuente de xilosa (y glucosa) como
fuente de carbono, el medio de fermentacion comprendera adicionalmente el ingrediente apropiado requerido para el
crecimiento de la célula huésped modificada. Las composiciones de medios de fermentacion para el crecimiento de
microorganismos tales como levaduras son bien conocidas en la técnica. El proceso de fermentacion es un proceso
para la produccion de un producto de fermentacion tal como por ejemplo etanol, butanol, acido lactico, acido 3-
hidroxi-propidnico, &cido acrilico, 4cido acético, acido succinico, &cido citrico, &cido malico, 4cido fumérico, acido
itacénico y un aminoacido, 1,3-propanodiol etileno, glicerol, un antibiético de B-lactama, tal como penicilina G o
penicilina V y derivados de fermentacion de los mismos, y una cefalosporina.

El proceso de fermentacion puede ser un proceso de fermentacion aerdbico o anaerdbico. Un proceso de
fermentacion anaerébico se define aqui como un proceso de fermentacion llevado a cabo en la ausencia de oxigeno
o en el cual sustancialmente no se consume oxigeno, preferiblemente menos de aproximadamente 5,
aproximadamente 2.5 o aproximadamente 1 mmol/L/h, més preferiblemente se consume 0 mmol/L/h (esto es el
consumo de oxigeno no es detectable), y donde las moléculas organicas sirven tanto como donores de electrones
como aceptores de electrones. En ausencia de oxigeno, la NADH producida en la glicolisis y formacién de biomasa,
no puede ser oxidada por fosforilacion oxidativa. Para resolver este problema muchos microorganismos usan
piruvato o uno de sus derivados como aceptor de electrones e hidrégeno regenerandose por lo tanto NAD".

Asi, en un proceso de fermentacion anaerobico preferido se utiliza piruvato como aceptador de electrones (y de
hidrégeno) y se reduce a productos de fermentacion tales como etanol, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-
propionico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, y un
aminoécido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiético de B-lactama, y una cefalosporina.

El proceso de fermentacidon se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura que sea 6ptima para la célula
huésped modificada. Asi, para la mayoria de las células huésped de levadura o fldngicas, el proceso de fermentacion
se lleva a cabo a una temperatura que es menor de aproximadamente 42°C, preferiblemente menor de
aproximadamente 38°C. Para células huésped de levadura o flngicas filamentosas, el proceso de fermentacion se
lleva a cabo preferiblemente a una temperatura que es inferior a aproximadamente 35, aproximadamente 33,
aproximadamente 30 o aproximadamente 28°C y a una temperatura que es superior a aproximadamente 20,
aproximadamente 22 o, aproximadamente 25°C.

Un proceso preferido es un proceso para la produccién de etanol, por lo cual el proceso comprende las etapas de:
(a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula huésped modificada como se definié mas
arriba, por lo cual la célula huésped fermenta la xilosa a etanol; y opcionalmente, (b) recuperar el etanol. EI medio de
fermentacién también puede comprender una fuente de glucosa que también es fermentada a etanol. En el proceso
la productividad de etanol volumétrica es preferiblemente al menos aproximadamente 0.5, aproximadamente 1.0,
aproximadamente 1.5, aproximadamente 2.0, aproximadamente 2.5, aproximadamente 3.0, aproximadamente 5.0 o
aproximadamente 10.0 g de etanol por litro por hora. El rendimiento en etanol sobre xilosa y/o glucosa en el proceso
preferiblemente es aproximadamente al menos 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente
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80, aproximadamente 90, aproximadamente 95 o aproximadamente 98%. El rendimiento en etanol se define aqui
como un porcentaje de rendimiento maximo tedrico.

La invencién también se relaciona con un proceso para producir un producto de fermentacion, siendo seleccionado
tal producto del grupo consistente de butanol, acido lactico, acido 3-hidroxi propionico, acido acrilico, acido acético,
acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, acido itacénico, un aminoéacido, 1,3-propanadiol, etileno,
glicerol, un antibidtico de B-lactama y una cefalosporina. El proceso comprende preferiblemente fermentar un medio
que contiene una fuente de xilosa con una célula huésped modificada como se definié mas arriba, mediante lo cual
la célula huésped fermenta la xilosa al producto de fermentacién.

La invenciéon también provee un proceso para producir un producto de fermentacion, tal como un producto
seleccionado del grupo consistente de etanol, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxi propionico, acido acrilico, acido
acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, &acido itaconico, un aminoacido, 1,3-
propanodiol, etileno, glicerol, un antibiético de B-lactama y una cefalosporina. El proceso comprende preferiblemente
la fermentacién de un medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula
como se defini6 més arriba la cual es capaz de utilizar tanto xilosa como L-arabinosa de forma tal que la célula
fermenta la xilosa y la L-arabinosa hasta el producto de fermentacion.

La invencién también proporciona un proceso para producir un producto de fermentacion, tal como un producto
seleccionado del grupo consistente de etanol, butanol, &cido lactico, acido 3-hidroxi propiénico, acido acrilico, acido
acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido fumarico, &cido itacénico, un aminoacido, 1,3-
propanodiol, etileno, glicerol, un antibiético de B-lactama y una cefalosporina. El proceso comprende preferiblemente
la fermentacién de un medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula
como se definié méas arriba y una célula capaz de usar L-arabinosa, mediante el cual cada célula fermenta xilosa y/o
arabinosa hasta el producto de fermentacion.

Un proceso de la invencion puede comprender también la recuperacion del producto de fermentacion. El medio con
el cual el proceso se lleva a cabo también puede contener una fuente de glucosa.

El proceso de acuerdo con la presente invencion puede transcurrir bajo condiciones aerdbicas y anaerébicas.
Preferiblemente, el proceso se lleva a cabo bajo condiciones microaerofilicas o limitadas en oxigeno.

Un proceso de fermentacion anaerébico se define aqui como un proceso de fermentacion que transcurre en
ausencia de oxigeno o en el cual no se consume sustancialmente oxigeno, preferiblemente menos de
aproximadamente 5, aproximadamente 2.5 0 aproximadamente 1 mmol/L/h, y donde las moléculas organicas sirven
tanto como donores de electrones como aceptores de electrones.

Un proceso de fermentacion limitado en oxigeno es un proceso en el cual el consumo de oxigeno se limita por la
transferencia de oxigeno desde el gas hasta el liquido. El grado de limitacién del oxigeno se determina por la
cantidad y composicion del flujo de gas entrante asi como las propiedades de mezclado/transferencia de masa
reales del equipo de fermentacion usado. Preferiblemente, en un proceso bajo condiciones limitadas en oxigeno, la
tasa de consumo de oxigeno es al menos aproximadamente de 5.5, mas preferiblemente al menos 6, tal como al
menos 7 mmol/L/h.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién:
Ejemplos

A menos que se indique otra cosa, los métodos utilizados son técnicas bioquimicas estandar. Ejemplos de libros de
texto de metodologia general adecuados incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989) y
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc.

Actividad de la xilosa isomerasa (segln se determina en los ejemplos 1y 2)

La actividad de la xilosa isomerasa puede probarse a 37°C en una mezcla de reaccién que contiene tampén de
fosfato 50 mM (pH 7.0), xilosa 10 mM, MgCl, 10 mM y una cantidad adecuada de extracto libre de células. La
cantidad de xilulosa formada puede determinarse mediante el método de cisteina-carbazole (Goldstein y McCusker,
Yeast 15, 1541-1553, 1999). Como alternativa, la actividad de la xilosa isomerasa se prueba a 30°C utilizando la
prueba enzimatica de Kesters-Hildersson et al. (Kinetic characterization of D-xylose isomerases by enzymatic assays
using D-sorbitol dehydrogenase. Enz. Microb. Technol. 9 (1987) 145-148. La actividad in vitro de la xilosa isomerasa
en IQ,S extra+ctos libres de células de cepas de S. cerevisiae transformadas dependen de los cationes bivalentes
(Mgz2" 0 Coz).

Transformacion de S. cerevisiae

La transformacion de S. cerevisiae se llevd a cabo como lo describe Gietz y Woods (2002; Transformation of the
yeast by the LiAc/SS carrier DNA/PEG method. Methods in Enzymology 350: 87-96).
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PCR de colonia

Un aislado de colonia individual fue tomado con un palillo plastico y resuspendido en 50 ul de agua milliQ. La
muestra fue incubada durante 10 minutos a 99°C. Se utilizaron 5l de la muestra incubada como patrén para la
reaccion de PCR, utilizando Phusion® DNA polimerasa (Finnzymes) de acuerdo con las instrucciones suministradas
por el proveedor.

Condiciones de reacciéon de PCR

Etapa 1 3 98°C
Etapa 2 1077 98°C
Etapa 3 15”7 58°C repetir la etapa 2 a 4 durante 30 ciclos
Etapa 4 30~ 72°C
Etapa 5 4 72°C
Etapa 6 30~ 20°C

Pretratamiento de muestra para determinaciones de la actividad de la xilosa isomerasa (en general aqui y en el

ejemplo 3).

Se afiadieron 0.5 ml de tampén MOPS 0.1 M (pH 7.5) a la pella de células de un cultivo llevado a cabo durante la
noche. Las células fueron resuspendidas y transferidas a un tubo Eppendorf de 2 ml que ya contenia 0.5 g de perlas
de vidrio con un didametro de 0.4 — 0.5 mm. Todas las muestras fueron agitadas vigorosamente en el agitador de
tubos Eppendorf (IKA VIBRAX-VXR) durante 20 minutos a 4°C, a velocidad maxima. El extracto fue centrifugado
durante 5 minutos a 14.000 rpm y 4°C. El sobrenadante, que es el extracto libre de células, fue transferido a un tubo
de Eppendorf nuevo.

Condiciones de ensayo de la prueba de actividad de la xilosa isomerasa (en general aqui y como se determina en el

ejemplo 3).

El siguiente método es una version modificada del método descrito por Dische-Borenfreud (J. Biol. Chem. (1951)
192, 2, 583 — 587). Un (1.0) ml de la mezcla de sustrato (MOPS 100 mM pH 7.5, MgCl, 10 Mm, D-xilosa 10 mM) se
mezcld con 50 pl (diluidos) de extracto libre de células, en duplicado, sobre hielo. A continuacién los tubos de
reaccion fueron colocados en un bafio de agua a 50°C durante 30 minutos. Ademas, las reacciones fueron llevadas
a cabo a 30°C, también en duplicado. La reaccion fue detenida colocando los tubos de reaccién sobre hielo con
agua, seguido por la adicién de 0.2 ml de clorhidrato monohidratado de L-cisteina al 1.67% (Merck) en solucion. La
mezcla se mezcld bien mediante sometimiento a vortex. A continuacion, se afiadieron 6 ml de solucion de H2SO4
(190 ml de agua con 450 ml de H,SO4 concentrado al 95 — 97%), seguido inmediatamente por 0.2 ml de carbazol al
0.12% (p/v) (Merck), disuelto en etanol. Esta mezcla final fue mezclada bien mediante vortex y se dejo a
temperatura ambiente durante 60 minutos. Se midié la absorcion a 560 nm utilizando cubetas plasticas.

La D(+)-fructosa, que también es una cetosa, se us6 como referencia. Con este fin, se pesaron aproximadamente
1.000 mg de D-fructosa exactamente y se disolvieron en tampén MOPs 0.1 M, pH 7.5 en un matraz volumétrico de
50 ml. Se llevé a cabo una serie de diluciones que variaron desde aproximadamente 2 hasta 20 pmol/ml. Se
utilizaron 50 pl de estas soluciones de fructosa en la prueba como se describié mas arriba y se usé la absorcién a
560 nm para hacer una curva de calibracién. La actividad de las muestras fue calculada relacionando la absorbancia
a 560 nm con la curva de calibracion.

La concentracién en proteina de la muestra se determind de acuerdo con un protocolo modificado del método de
Bradford, utilizando la prueba de Coomassie Plus Proten (Thermo Scientific). La actividad especifica de la xilosa
isomerasa se expresa como nmol/mg de proteina.min.

Ejemplo 1

Expresiéon de xilosaisomerasa a partir de Bacteroides uniformis ATCC 8492 en Saccharomyces cerevisiae

1.1.1  Construccion del vector de expresién de xilosa isomerasa.

La xilosa isomerasa [E.C. 4.2.1.2], numero de acceso GenBank AAYH02000036 (SEQ ID NO: 1)
de Bacteroides uniformis ATCC 8492 fue analizado en cuanto al uso de codén. El uso de coddén
fue optimizado como se describié en WO 2006/077258 y WO 2008/000632 (SEQ ID NO: 2).

El gen de acuerdo con SEQ ID NO: 2 fue clonado frente al promotor TPI1 de S. cerevisiae. Con el fin de prevenir

una expresion potencial ineficiente de la xilosa isomerasa, se colocé la siguiente secuencia al frente de la secuencia
de codificacion:
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ACTAGTAAAAACACATACATAAACTAAAAATG,

Mostrando subrayado el codén de inicio.

Se introdujo un sitio de restriccion Spel ACTAGT en el promotor fuerte constitutivo TPI11, cambiando la secuencia
TCTTGCTTAAATCTATAACTACAAAAAACACATACATAAACTAAAAATG.

(promotor TPI1 original) por

TCTTGCTTAAATCTATAACTAGTAAAAACACATACATAAACTAAAAATG.

Esto permitir enlazar de manera operativa la secuencia que codifica la xilosa isomerasa optimizada mediante el
codon al promotor TPIL.

Ademas, el codén de terminacién TAA fue cambiado en TAAG, el cual es el codén de terminacién mas eficiente en
levaduras. Los sitios de restriccion convenientes fueron afiadidos para facilitar la clonacion. La secuencia es
sintetizada por GeneArt AG (Regensburg, Alemania).

El constructo de expresion final de levadura pYISIT4-XKS1-xylA (Baun CpO) se define como en la Figura 1.
1.2 Transformacion de levaduras

La cepa S. cerevisiae CEN.PK113-7D (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) y un derivado de
CEN.PK113-7D, en el cual el gen GRE3 fue reemplazado por los genes de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato
de pentosa (véase méas arriba) (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2 GRE3:[TPI1p-TAL1_ADH1p-
TKL1_PGI1p-RPE1_ENO1p-RKI1]) se transforman con el constructo pYISIT4-XKS1-xylA (Baun CpO). Las mezclas
de transformacion se colocan sobre una Base de Levadura Carbono (YCB) sin sulfato de amonio (Difco), KPi 40
mM (pH 6.8) y acetamida 5 mM. Las células no transformadas no pueden crecer en este medio.

Los transformantes se caracterizan utilizando técnicas de PCR y/o técnicas de Southern blotting.

Ejemplo 2

Crecimiento de cepas de levadura transformadas sobre xilosa

2.1 Composicién del medio

Experimentos de crecimiento: las cepas de Saccharomyces cerevisiae se cultivan sobre un medio que tiene la
siguiente composicion: 0.67% (p/v) de base de nitrogeno de levadura y glucosa, galactosa o xilosa, 0 una
combinacion de estos sustratos (véase mas abajo). Para placas de agar el medio se suplementa con agar
bacteriolégico al 2% (p/v).

Produccién de etanol: se llevaron a cabo cultivos en matraces con agitacion a 30°C en un medio sintético (Verduyn
et al., Yeast_ 8: 501-517, 1992). El pH del medio se ajusté a 6.0 con KOH con 2 M antes de la esterilizacion. Para el
medio sintético solido se afiadié 1.5% de agar.

Los precultivos fueron preparados inoculando 100 ml de medio que contenia el azdcar apropiado en un matraz de
agitacion de 500 ml con un cultivo de reserva congelado. Después de la incubacion a 30°C en un agitador orbital
(200 rpm), este cultivo fue utilizado para inocular cultivos en matraces de agitacion. El medio sintético para cultivo
anaerdébico fue suplementado con 0.01 g I-1 de ergosterol y 0.42 g I-1 de Tween 80 disuelto en etanol (Andreasen
and Stier. J. Cell Physiol. 41: 23-36, 1953; and Andreasen and Stier. J. Cell Physiol. 43: 271-281, 1954).

2.2 Experimentos de crecimiento

La cepa de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D o el derivado que constitutivamente expresa el PPP (véase
ejemplo 1), transformado con pYISIT4-XKS1-xylA (Baun CpO), se hizo crecer sobre placas de agar con glucosa al
2% como fuente de carbono. Cuando las colonias se hicieron visibles, las colonias individuales se utilizaron para
inocular un medio liquido con xilosa 100mM, glucosa 100mM y galactosa 100mM como fuentes de carbono, o
combinaciones de las mismas. El crecimiento se monitorizé por medicion del incremento en la densidad 6ptica a 600
nm en un espectrofotometro LKB Ultrospec K.

2.3. Produccién de etanol

La cepa de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D o el derivado que expresa constitutivamente el PPP (véase
ejemplo 1), transformada con pYISIT4-XKS1-xylA (Baun CpO), se hace crecer sobre placa de agar con glucosa al
2% como fuente de carbono. Cuando las colonias se hicieron visibles, se utilizaron colonias individuales para
inocular un medio sintético (Verduyn et al., supra). Se afiadieron mezclas de glucosa, xilosa y/o galactosa al medio
como fuente de carbono, variando de 0 a 50 gramos por litro. El crecimiento se monitorizé6 midiendo el incremento
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en densidad optica a 600 nm en un espectrofotometro LKB Ultrospec K. La produccion de etanol y el consumo de
azucar en el tiempo se monitorizaron por andlisis de HPLC y/o RMN.

Ejemplo 3

3.1 Introduccién de cuatro genes expresados constitutivamente de la ruta no oxidativa del fosfato de
pentosa

Se obtuvo Saccharomyces cerevisiae BIE104P1, que expresaba los genes TALl1l, TKL1, RKI1 y RPE1l
constitutivamente, transformando CEN.PK113-7D (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) con el plasmido
pPWTO080 (figura 2). En un alto grado, el plasmido pPWTO080 fue construido utilizando ADN sintético, sintetizado por
GeneArt AG (Regensburg, Alemania). La secuencia del plasmido pPWTO080 se define en SEQ ID 4. Para resumir, el
plasmido pPWTO080 consiste en la regiéon promotora del gen GRE3, seguida por los cuatro genes PPP, TAL1, TKL1,
RKI1 y RPE1 bajo control de promotores fuertemente constitutivos, y las secuencias 3" no codificantes del gen
GRE3, como se representa en la figura 2. Como marcadores seleccionables, el gen kanMX que confiere resistencia
a G418 y el gen Aspergillus amdS que permite que los transformantes crezcan en acetamida como fuente Unica de
nitrégeno estan presentes en este pldsmido. Por integracion, seguida por recombinacion intramolecular, los
marcadores se pierden y la integracién de este constructo lleva a la inactivacion de la region codificante del gen
GRE3y la sobreexpresion de los genes TAL1, TKL1, RPE1 y RKIL1.

Antes de la transformacién de CEN.PK113-7D, el pPWT080 fue linealizado usando la enzima de restriccion Sfil
(New England Biolabs), de acuerdo con las instrucciones suministradas por el proveedor. Las mezclas de
transformacion se colocaron sobre placa en YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro
de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar) que contenian 100 pg de G418 (Sigma Aldrich) por
ml.

Después de dos a cuatro dias, aparecieron las colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es
sin adicion de ADN en el experimento de transformacion) dio como resultado placas de YPD/G418 en blanco.

La integracion del plasmido pPWTO080 esta dirigida al locus GRE3. Los transformantes fueron caracterizados
utilizando técnicas de PCR y Southern blotting.

Las reacciones de PCR, que son indicadoras de la integracion correcta de una copia del plasmido pPWT080, se
llevaron a cabo con los cebadores indicados por SEQ ID5y 6,y 6y 7 (véase figura 3). Con el primer par de SEQ ID
5y 6, se reviso la integracion correcta en el locus GRE3. Si el plasmido pPWT080 estaba integrado en copias
multiples (integracion de cabeza a cola), el primer par de SEQ ID 6 y 7 dard un producto PCR. Si el Gltimo producto
de PCR esté ausente, esto es indicativo de una integracién en una copia.

Con el fin de verificar la integracion correcta en una copia en los transformantes identificados como tales utilizando
la técnica de PCR antes descrita, se llevé a cabo un analisis de Southern blot. Con este fin, el ADN de cromosémico
fue aislado de la cepa tipo silvestre CEN.PK113-7D y con técnicas transformantes utilizando técnicas biologia
molecular estandar. El ADN cromosomico fue digerido con las enzimas de restriccion Xcml y Psil, por electroforesis
sobre un gel de agarosa al 0.7% y el ADN fue transferido a una membrana de nailon (Hybond N+, Amersham
Pharmacia Biotech) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Como sonda para detectar la integracion correcta del plasmido pPWT080, se us6 una sonda derivada del gen RKI1
presente en el plasmido pPWTO080. La sonda fue hecha utilizando los cebadores de SEQ ID 9 y 10 y el plasmido
pPWTO080 como patrén. La marcacién de la sonda y la hibridizacion y los procedimientos de lavado posteriores
fueron llevados a cabo de acuerdo a como sugiere el proveedor del ECL Direct Labeling and Detection System (GE
Life Sciences).

El autorradiograma, como se presenta en la figura 4, muestra una integracion correcta de una copia del plasmido
pPWTO080, de acuerdo con el patrén de hibridizacion esperado como puede deducirse a partir de la figura 3 (panel
¢). La cepa fue designada como BIE104F1.

Con el fin de ser capaces de introducir los genes que codifican la xilosa isomerasa y la xiluloquinasa (seccion 3.2),
es necesario eliminar los marcadores de seleccidn introducidos por la integracion del plasmido pPWTO080. El disefio
del plasmido pPWTO080 fue tal, que por integracion del pPWT080 en el cromosoma, las secuencias homologas estan
en cercana proximidad una de otra. Este disefio permite que los marcadores seleccionables se pierdan por
recombinacion intramolecular espontanea de estas regiones homoélogas. La eliminacion de los marcadores a partir
de la cepa da como resultado una cepa libre de marcador que es mas estable en su uso, que una cepa que
contenga marcadores. Mas especificamente, la region promotora del gen GRE3 y la region no codificadora 3"del gen
GRE3 duplican después de la integracién de una copia de pPWT080 y el locus GRE3 de S. cerevisiae. Por
crecimiento vegetativo, tomara lugar la recombinacion intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia de
esta recombinacion depende de la longitud de la homologia y el locus en el genoma (resultados no publicados). Por
transferencia secuencial de una subfraccion del cultivo a medio fresco se acumularan recombinantes
intramoleculares con el tiempo.
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Con este proposito la cepa BIE104F1 fue cultivada en YPD con glucosa al 2%, partiendo de un aislado de colonias.
Se usaron 25 pl de un cultivo durante la noche para inocular un medio fresco de YPD con glucosa al 2%. Después
de cinco transferencias en serie, se determiné la densidad oOptica del cultivo y las células fueron diluidas a una
concentracion de aproximadamente 5.000 por ml. Se colocaron 100 pl de la suspension de células sobre una placa
sobre medio Yeast Carbon Base (Difco) que contenian KPi 30 mM (pH 6.8), (NH4)2SO4 al 0.1%, fluoroacetamida 40
nM (Amersham) y agar al 1.8% (Difco). Las células idénticas a las células de las cepas BIE104F1, es decir sin
recombinacién intracelular, contenian aln el gen amdS. Para estas células la fluoroacetamida es téxica. Estas
células no seran capaces de crecer y no formaran colonias sobre un medio que contenga fluoroacetamida. Sin
embargo, si se ha presentado la recombinacion intramolecular, las variantes de BIE104F1 que hayan perdido sus
marcadores seleccionables seran capaces de crecer sobre el medio de fluoroacetamida, puesto que son incapaces
de convertir la fluoroacetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Estas células formaran colonias sobre
este medio de agar.

Las colonias resistentes a la fluoroacetamida asi obtenidas fueron sometidas a un analisis de PCR utilizando
cebadores de SEQ ID 5y 6,y 7y 8. Los cebadores de SEQ ID 5y 6 dardn una banda si la recombinacion de los
marcadores seleccionables ha tomado lugar como se pretendia, como se representan en la figura 5. Como
resultado, la region codificadora del gen GRE3 es reemplazada por los cuatro genes TKL1, TAL1, RKI1, y RPEL. En
este caso, una reaccion de PCR que utiliza los cebadores de SEQ ID 7 y 8 no daria como resultado un producto de
PCR, puesto que el cebador 7 actia como iniciador en una region que deberia ser recombinada hacia afuera (véase
figura 3, panel b). Si se obtiene una banda con estos cebadores, esto es indicativo de la presencia del plasmido
pPWTO080 completo en el genoma, de manera que no ha tenido lugar la recombinacion.

Si los cebadores de SEQ ID 5y 6 no dan como resultado un producto de PCR, la recombinacién ha tenido lugar,
pero de tal manera que el plasmido completo pPWTO080 se ha recombinado fuera del genoma. No solo donde los
marcadores seleccionables se pierden, sino también los cuatro genes PPP. En efecto, se ha recuperado la levadura
tipo silvestre.

Los aislados que exhibian los resultados de PCR esperados, fueron sometidos a andlisis por Southern blot (vide
supra). El resultado se presenta en la figura 4. Una de las cepas que mostro el patron correcto de bandas sobre el
Southern blot (como puede deducirse a partir de la figura 3) es la cepa designada como BIE104P1.

3.2. Introduccidn de genes expresados constitutivamente que codifican xilosaisomerasa y xiluloquinasa

El plasmido pYISIT4-XKS1-xylA (Baun CpO), como se representa en la figura 1, fue mejorado con el fin de permitir
la seleccion de G418 de los transformantes. Con este fin, un inserto 4630 bp que contenia el gen xylA bajo el control
del promotor TPI1 y el gen XKS1 bajo control del promotor TDH1 fue escindido a partir del plasmido pYISIT4-XKS1-
xylA (Baun) (figura 1), utilizando las enzimas de restriccion Mlul y Sacll.

El plasmido pYI#SIT4, como se representa en la figura 6, fue digerido con la enzima de restriccion Acc65l.

El marcador de resistencia a la kanamicina (kanMX) presente en el plasmido p427TEF (Dualsystems Biotech AG),
que permite la seleccidn en E. coli (kanamicina) y S. cerevisiae (G418) fue aislado por PCR utilizando cebadores de
SEQ ID 11 y 12. La secuencia del cebador de SEQ ID 12 fue disefiada de tal manera que el sitio Mlul en el
fragmento kanMX se perdid, lo que mantiene el sitio Mlul en el plasmido resultante (pPWTO007, véase mas abajo)
Unico. El producto de PCR fue subclonado en el vector PCRII-TOPO usando el kit de clonacion Zero Blunt® TOPO
PCR para subclonacion (Invitrogen). Se utilizaron los clones correctos para escindir el marcador de resistencia
kanMX utilizando la enzima de restriccion Acc65l. La ligacion de este fragmento con el plasmido digerido pYI#SIT4
dio como resultado pPWTO007, el cual se representa en la figura 7.

El plasmido pPWT007 fue escindido con las enzimas de restriccion Mlul y Sacll. Después de la limpieza de este
vector, el fragmento antes descrito 4630 bp Mlul-Sacll del pYISIT4-XKS1-xylA (Baun) fue ligado. El plasmido
resultante se denomina pPWT042, el cual se representa en la figura 8.

La cepa BIE104P1 (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2 AGRES:[TPI1p-TAL1-ADH1p-TKL1-PGl1p-
RPE1-ENO1p-RKI1]) (véase seccion 3.1) fue transformada con el plasmido pPWT042. Antes de la transformacion
de BIE104P1, se linealiz6 el pPWT042 usando la enzima de restriccién Sfil, de acuerdo con las instrucciones
suministradas por el proveedor. Las mezclas de transformacion fueron colocadas sobre placas de YPD (por litro: 10
gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de
agar) que contenian 100 pg G418 (Sigma Aldrich) por ml.

Después de 2 a 4 dias, aparecieron las colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es, sin
adicion de ADN en el experimento de transformacion) dio como resultado placas de YPD/G418 en blanco.

Por digestion del plasmido pPWT042 con Sfil, su integracion es dirigida al locus SIT4 (Gottlin Ninfa and Kaback
(1986) Molecular and Cellular Biology Vol. 6, No. 6, 2185-2197) en el genoma. Los transformantes fueron
caracterizados utilizando PCR y técnicas de Southernblotting.
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Las reacciones de PCR utilizando polimerasa Phusion® DNA (Finnzymes), que son indicativas de la integracién
correcta de una copia de plasmido pPWTO042, se llevaron a cabo con los cebadores indicados por SEQ ID 13y 14,y
14y 15.

Como se representa en la figura 9, con el par de cebadores de SEQ ID 13 y 14, se reviso la integracion correcta en
el locus SIT4. La integracion correcta del plasmido en el locus SIT4 puede también revisarse con el par de
cebadores SEQ ID 15y 16 (figura 9). Si se integrd el plasmido pPWT042 en copias multiples (integracion cabeza a
cola), el par de cebadores SEQ ID 14 y 15 dara un producto de PCR. Si este Ultimo producto de PCR esta ausente,
esto es indicativo de una integracion en una copia del plasmido pPWT042.

Una cepa con una copia de plasmido pPWTO042 integrada en el genoma se designé como BIE104P1Y9.
3.3 Experimentos de crecimiento

Se utilizaron aislados de colonia individual de cepas BIE104P1 y BIE104P1Y9 para inocular medio YNB (Difco)
suplementado con 2% de glucosa. Los matraces inoculados fueron incubados durante aproximadamente 16 horas a
30°C y 280 rpm. Se determind la densidad 6ptica a 600nm de los cultivos mantenidos durante la noche. El medio
YNB suplementado con 1% de glucosa y 1% de xilosa fue inoculado con los cultivos durante la noche con un OD600
de partida de 0.2. Las células fueron cultivadas durante la noche a 30°C y 280 rpm. Subsecuentemente, se inocul6
medio YNB que contenia 2% de xilosa y 0.1% de glucosa en un OD600 de partida de 0.2.

La diminuta cantidad de glucosa presente en este Ultimo medio fue consumida rapidamente por ambas cepas. Por
transferencia al YNB con xilosa al 2% como Unica fuente de carbono, a un OD600 de partida de 0.2, solamente el
BIE104P1Y9 fue capaz de crecer en este medio después de una fase de pausa muy larga de aproximadamente 4
semanas. Si la densidad éptica a 600 nm alcanz6 un valor de al menos 2.0, las células fueron transferidas a un
matraz con medio YNB fresco que contenia 2% de xilosa, con OD600 de partida de 0.2.

Esto fue repetido un cierto nimero de veces, como se establece en la figura 10. La gréafica muestra claramente que
la cepa BIE104P1Y9 crece rapidamente y en forma eficiente sobre un medio mineral que contiene 2% de xilosa
como Unica fuente de carbono, mientras que una cepa de referencia, que carece del plasmido integrado pPWT042,
no es capaz de hacerlo asi.

3.4 Actividad de la xilosaisomerasa

Aislado de colonias individuales de cepas BIE104P1 y BIE104P1Y9 fueron utilizados para inocular YPD con glucosa
al 2%. Los matraces inoculados fueron incubados durante aproximadamente 16 horas a 30°C y 280 rpm. Se
determiné la densidad dptica a 600nm de los cultivos mantenidos durante la noche. Las células fueron recolectadas
por centrifugacion. La pella fue lavada una vez con tampdon de MOPS (acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico;
Sigma) 0.1 M, pH 7.5 y congelado a -20°C hasta que se llevo a cabo el andlisis.

Los resultados de los andlisis se resumen en la tabla mas abajo.
Cepa Actividad XI a 30°C Actividad XI a 50°C

(nmol/mg proteina.min)  (nmol/mg proteina.min)

Cepa de referencia <20 <20
BIE104P1
BIE104P1Y9 110 640

Los valores son el promedio de dos experimentos independientes.
3.5 Produccion de etanol

Los aislados de colonias individuales de cepas BIE104P1 y BIE104P1Y9 fueron utilizados para inocular medio
Verduyn (Verduyn et al., Yeast 8: 501-517, 1992) suplementados con glucosa al 2% como fuente Unica de carbono.
Ademas, la cepa BIE104PI1Y9 fue inoculada en medio Verduyn con xilosa al 2% como fuente Unica de carbono. Los
matraces inoculados fueron incubados durante aproximadamente 64 horas a 30°C y 280 rpm. Se determind la
densidad 6ptica a 600 nm de los cultivos. Las células fueron recolectadas por centrifugacién y la pella de células fue
lavada con agua estéril milliQ (Millipore).

Medio de Verduyn fresco suplementado con glucosa al 2% y xilosa al 2% fue inoculado con los tres precultivos
descritos mas arriba. La cantidad de células inoculadas fue tal que el OD600 inicial fue 0.2. Los matraces fueron
cerrados a prueba de agua, asegurando condiciones de crecimiento anaerdbico después que el oxigeno fue extraido
del medio y del espacio de cabeza.
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Los matraces fueron incubados durante 72 horas a 30°C y 280 rpm. Se tomaron muestras a 23, 47 y 71 horas para
su analisis. Se llevaron a cabo los siguientes andlisis: determinacién OD600, andlisis de RMN (xilosa, glucosa,
etanol, acido acético y glicerol). Los resultados se muestran en las figuras 11y 12 y en la tabla mas abajo. Los datos
representan la cantidad de azucares residuales en lo indicado (glucosa y xilosa en gramos por litro) y la formacién
de (sub)productos (etanol, glicerol y acido acético).

En la figura 11, se muestra el desarrollo de la densidad 6ptica a 600 nm (OD600) en tiempo. La cepa de referencia
BIE104P1 alcanza su maximo OD600 antes o a las 23 horas después del inicio del experimento. Aparentemente, en
0 antes del punto de tiempo de 23 horas, la glucosa ha sido extraida del medio (figura 12, panel a). También, la
produccién de etanol alcanzé su maximo en el momento en que la glucosa habia sido consumida por esta cepa de
levadura. Tanto el crecimiento como la produccién de etanol se detiene, por esta cepa no puede utilizar y fermentar
xilosa puesto que pierde las proteinas activas necesarias (esto es, una xilosa isomerasa y la xiluloquinasa
sobreexpresada).

La cepa BIE104P1Y9 sin embargo, en la cual la xilosa isomerasa derivada del Bacteroides uniformis y la
xiluloquinasa nativa son sobre expresadas, es capaz de crecer y fermentar la xilosa hasta etanol (figuras 11 y 12).
Después de aproximadamente un dia de cultivo anaerdbico, la cepa BIE104P1Y9 ya consumié algo de xilosa,
mientras que ya se habia consumido toda la glucosa. Subsecuentemente, la cantidad residual de glucosa fue
fermentada en etanol como es evidente en la figura 12 (panel b y c¢) y la tabla mas abajo. La formacion de
subproducto (acido acético y glicerol) es baja, como es evidente a partir de la tabla de méas abajo.

Los resultados no son (significativamente) influenciados por los precultivos (glucosa o xilosa) como es evidente a
partir de los resultados presentados en las figuras 11y 12.

Precrecimiento de BIE104P1 sobre glucosa

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Glicerol Acido acético Etanol
0 19,5 19,6 0,0 0,0 0,7
23 0,0 20,8 0,5 0,3 9,0
47 0,0 20,7 0,7 0,7 8,8
71 0,0 19,9 0,7 0,9 8,4
Precrecimiento de BIE104P1Y9 sobre glucosa

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Glicerol Acido acético Etanol
0 19,5 19,6 0,0 0,0 0,7
23 0,0 16,6 0,6 0,5 11,4
a7 0,0 6,3 0,7 0,8 14,3
71 0,0 1,7 0,4 1,1 16,8
Precrecimiento de BIE104P1Y9 sobre xilosa

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Glicerol Acido acético Etanol
0 19,5 19,6 0,0 0,0 0,7
23 0,7 17,7 0,0 0,5 11,3
47 0,0 6,1 0,7 0,8 14,9
71 0,0 11 0,5 1,1 16,7

Todos los valores se dan en gramos por litro

Con base en estos resultados, se calculé un Qs de 363 mg de xilosa por gramo de biomasa, por hora (intervalo de
tiempo 23-47 horas; densidad 6ptica de 30 igual a 6 gramos de materia seca por litro), en caso de precrecimiento de
la cepa BIE104P1Y9 sobre xilosa.
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Ejemplo 4

4.1 Introduccién de los genes araA, araB y araD en el genoma de S. cerevisiae

El plasmido pPWTO018, tal como se representa en la figura 13, fue construido como sigue: el vector pPWTO006 (figura
14), consistente de un locus SIT2 (Gottlin Ninfa and Kaback (1986) Molecular and Cell Biology vol. 6, no. 6, 2185-
2197) y los marcadores que permiten la seleccion de los transformantes sobre el antibiético G418 y la capacidad de
crecer sobre acetamida (vide supra), fue digerido con las enzimas de restriccion BsiWl y Mlul. Los genes que
codifican arabinosa isomerasa (araA), L-ribuloquinasa (araB) y L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa (araD) del
Lactobacillus plantarum como se describié en la solicitud de patente WO 2008/041840, fueron sintetizados por
GeneArt AG (Regensburg, Alemania). Se sintetizd un fragmento grande, rodeando los tres genes ara antes
mencionados, bajo control de (o enlazados operativamente a) promotores fuertes de S. cerevisiae, esto es, el
promotor TDH3 que controla la expresion del gen araA, el promotor ENO1 que controla el gen araB y el promotor
PGI1 que controla el gen araD. Este fragmento fue rodeado por las enzimas de restriccién Unica Acc65l y Mlul. La
clonacion de este fragmento en pPWTO006 digerido con Mlul y BsiWI produjo el plasmido pPWTO018 (figura 13). La
secuencia del plasmido pPWTO018 se representa en SEQ ID 17.

La CEN.PK113-7D (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) se transformo con el pldsmido pPWTO018, el
cual fue linealizado previamente con Sfil (New England Biolabs), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se
disefid un sitio sintético Sfil en el flanco 5°del gen SIT2 (véase figura 13). Las mezclas de transformacion fueron
colocadas en placas sobre agar YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro de peptona,
20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar) que contenian 100 ug de G418 (Sigma Aldrich) por ml.

Después de 2 a 4 dias, aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es sin adicién
de ADN en el experimento de transformacion) dio como resultado placas YPD/G418 de blanco.

La integracion del plasmido pPWTO018 estd dirigida al locus SIT2. Los transformantes fueron caracterizados
utilizando técnicas de PCR y Southern blotting.

Las reacciones de PCR, que son indicativas de la integracion correcta de una copia del plasmido pPWT018, se
llevaron a cabo con los cebadores indicados por SEQ ID 18 y 15, y 15 y 14 (véase figura 3). Con el par de
cebadores de SEQ ID 18 y 15, se reviso la integracion correcta del locus SIT2. Si se integr6 el plasmido pPWT018
en copias multiples (integracion cabeza a cola), el par de cebadores de SEQ ID 15y 14 dara un producto de PCR. Si
este Ultimo producto de PCR esté ausente, es indicativo de una integracion de una copia de pPWT018. Una cepa en
la cual una copia del plasmido pPWT018 se integro en el locus SIT2, se designa BIE104R2.

Con el fin de ser capaces de transformar las cepas de levadura con otros constructos, es necesario eliminar los
marcadores seleccionables. El disefio del plasmido pPWTO018 fue tal, que por integracion del pPWT018 en el
cromosoma, las secuencias homdlogas estan en cercana proximidad una de otra. Este disefio permite que los
marcadores seleccionables se pierdan por recombinacion intramolecular espontanea de estas regiones homdlogas.

Por crecimiento vegetativo, tendra lugar la recombinacién intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia de
esta recombinacion depende de la longitud de la homologia y del locus en el genoma (resultados sin publicar). Por
transferencia secuencial de una subfraccion del cultivo a medio fresco, los recombinantes intramoleculares se
acumularan en el tiempo.

Con este fin, la cepa BIE104R2 fue cultivada en medio YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos
de peptona por litro, 20 gramos de dextrosa por litro), partiendo de un aislado de colonia individual. Se usaron 25 pl
de un cultivo mantenido durante la noche para inocular medio YPD fresco. Después de al menos cinco de tales
transferencias en serie, se determind la densidad optica del cultivo y las células fueron diluidas hasta una
concentracion de aproximadamente 5.000 por ml. Se colocaron sobre placa 100 pl de la suspension de células
sobre medio Yeast Carbon Base (Difco) que contenia KPi 30 Mm (pH 6.8), (NH4).SO, al 0.1%, fluoroacetamida 40
Mm (Amersham) y agar al 1.8% (Difco). Las células idénticas a las células de la cepa BIE104R2, esto es sin
recombinacioén intracelular, contenian aun el gen amdS. Para estas células, la fluoroacetamida es téxica. Estas
células no seran capaces de crecer y no formaran colonias en un medio que contiene fluoroacetamida. Sin embargo,
si hubiera presentado la recombinacion intramolecular, las variantes de BIE104R2 que han perdido los marcadores
seleccionables seran capaces de crecer sobre el medio de fluoroacetamida, puesto que son incapaces de convertir
la fluoroacetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Estas células formaran colonias sobre este medio de
agar.

Las colonias resistentes a la fluoroacetamida asi obtenidas fueron sometidas a analisis de PCR utilizando cebadores
de SEQ ID 18 y 15,y 14y 19. Los cebadores de SEQ ID 18 y 5 daran una banda si ha tenido lugar la recombinacion
de los marcadores seleccionables como se pretendia. Como resultado, el casete con los genes araA, araB y araD
bajo control de los promotores fuertes de la levadura habran sido integrados en el locus SIT2 del genoma de la cepa
huésped. En este caso, una reaccidon de PCR que utiliza cebadores de SEQ ID 14 y 19 no dara como resultado un
producto de PCR, puesto que el cebador 14 inicia en una region que debia ser recombinada fuera. Si se obtiene una
banda con los anteriores cebadores, esto es indicativo de la presencia del plasmido completo pPWT018 en el
genoma, de forma que no ha habido recombinacion.
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Si los cebadores de SEQ ID 18 y 15 no resultan en un producto de PCR, ha tenido lugar la recombinacion, pero de
tal forma que el plasmido completo pPWT018 se ha recombinado fuera del genoma. No solamente se han perdido
los marcadores seleccionables, sino también los genes ara. En efecto, se ha recuperado la levadura tipo silvestre.

Los aislados que muestran resultados de PCR de acuerdo con una integracion de copia de pPWTO018 fueron
sometidos a andlisis por Southern blot. EI ADN cromosémico de la cepa CEN.PK113-7D y los recombinantes
correctos fueron digeridos con EcoRI y Hindlll (doble digestion). Se preparé una sonda SIT2 con los cebadores SEQ
ID 20 y 21, utilizando pPWO018 como patron. El resultado del experimento de hibridizacion se muestra en la figura 15.
El patrén de hibridizacion esperado puede deducirse a partir de los mapas fisicos como se representa en la figura 16
(paneles ay b).

En la cepa tipo silvestre, se observa una banda de 2.35 kb, la cual esta de acuerdo con el tamafio esperado (figura
16, panel a). Por integracién y pérdida parcial por recombinacion del plasmido pPWTO018, se esperaba una banda de
1.06 kb (figura 16, panel b). En efecto, se observa esta banda, como se muestra en la figura 15 (linea 2).

Una de las cepas que mostro el patron correcto de bandas sobre el Southern blot (como puede deducirse a partir de
la figura 15) es la cepa designada como BIE104A2.

4.2 Introduccién de cuatro genes consecutivamente expresados de la ruta no oxidativa del fosfato de
pentosa

La Saccharomyces cerevisiae BIE104A2, que expresa los genes araA, araB y araD constitutivamente fue
transformada con el plasmido pPWTO080 (figura 2). El procedimiento y los resultados fueron descritos ya en el
ejemplo 3 (seccion 3.1). Para resumir, la BIE104A2 fue transformada con pPWTO080 digerido con Sfil. Las mezclas
de transformacion fueron colocadas sobre placas sobre agar YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20
gramos de peptona por litro, 20 gramos de dextrosa por litro, 20 gramos de agar) que contenian 100 pg de G418
(Sigma Aldrich) por ml.

Después de dos a cuatro dias, aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es sin
adicion de ADN en el experimento de transformacion), dio como resultado placas YPD/G418 en blanco.

La integracion del plasmido pPWTO080 es dirigida al locus GRE3. Los transformantes fueron caracterizados
utilizando técnicas de PCR y Southern blotting, como se describe en el ejemplo 3, seccién 3.1.

Un transformante que muestra una integracion correcta de una copia de plasmido pPWTO080, de acuerdo con el
patron de hibridizacién esperado, fue designado como BIE104A2F1.

Con el fin de ser capaces de introducir los genes que codifican la xilosa isomerasa y la xiluloguinasa (seccion 3.2),
es necesario eliminar los marcadores de seleccion introducidos por la integracién del plasmido pPWT080. Con este
fin, la cepa BIE104A2F1 fue cultivada en medio YPD, a partir de un aislado de colonia. Se utilizaron 25 pl de un
cultivo mantenido durante la noche para inocular el medio YPD fresco. Después de cinco transferencias en serie, se
determiné la densidad optica del cultivo y las células fueron diluidas hasta una concentracion de aproximadamente
5.000 por ml. Se colocaron 100 pl de la suspension celular sobre placas sobre medio Yeats Carbon Base (Difco) que
contenian KPi 30 mM (pH 6.8), (NH4)2SO4 al 0.1%, fluoroacetamida 40 mM (Amersham) y agar al 1.8% (Difco). Las
colonias resistentes a la fluoroacetamida fueron sometidas a analisis por PCR, y en el caso de perfiles de PCR
correctos, al analisis por Southern blot (seccion 3.1 del ejemplo 3). Una de las cepas que mostré el patrén correcto
de bandas sobre el Southern blot es la cepa designada como BIE104A2P1.

4.3. Introduccién de genes constitutivamente expresados que codifican xilosa isomerasa y xiluloquinasa

La cepa BIE104A2P1 (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2 SIT2::[TDH3-araA, ENO1l-araB, PGI1-ARAd]
AGRE3::[TPI1p-TAL1, ADH1p-TKL1, PGI1-RPE1, ENO1p-RKI1]) fue transformada con el plasmido pPWT042. Antes
de la transformacion de BIE104A2P1, el pPWTO042 fue linealizado utilizando la enzima de restriccion Sfil, de acuerdo
con las instrucciones suministradas por el proveedor. Las mezclas de transformacién fueron colocadas sobre placas
sobre agar YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos de peptona por litro, 20 gramos de
dextrosa por litro, 20 gramos de agar) que contenian 100 pg de G418 (Sigma Aldrich) por ml.

Después de dos a cuatro dias, aparecieron colonias sobre las placas, donde el control negativo (esto es sin adicién
de ADN en el experimento de transformacion) dio como resultado placas YPD/G418 en blanco.

Por digestion del plasmido pPWT042 con Sfil, su integracion es dirigida al locus SIT4 (Gottlin  Ninfa and
Kaback (1986) Molecular and Cellular Biology Vol. 6, No.6, 2185-2197) en el genoma. Los transformantes fueron
caracterizados utilizando técnicas de PCR y Southern blotting, como se describié en el ejemplo 3 (seccion 3.2).

Una cepa con una copia de plasmido pPWT042 integrada en el genoma fue designada como BIE104A2P1Y9.
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4.4. Experimentos de crecimiento

Los aislados de colonia individual de las cepas BIE104A2P1Y9 fueron utilizados para inocular medio YNB (Difco)
suplementado con glucosa al 2% o galactosa al 2%. Los matraces inoculados fueron incubados a 30°C y 280 rpm
hasta que la densidad 6ptica a 600nm alcanzé un valor de al menos 2.0.

El medio YNB suplementado con arabinosa al 1% y xilosa al 1% fue inoculado con los cultivos durante la noche con
un OD600 de partida de 0.2. Las células fueron cultivadas a 30°C Y 280 rpm. La densidad éptica a 600 nm fue
monitorizada regularmente. Cuando la densidad Optica alcanz6 un valor superior a 2.0, se transfirié un alicuota del
cultivo a medio YNB que contenia 2% de xilosa y 0.2% de arabinosa. La cantidad de células afiadidas fue tal que el
0OD600 de partida del cultivo era 0.2.

La densidad optica fue monitorizada de forma regular. Los resultados se muestran en la figura 17, panel a
(precultivos sobre galactosa) y panel b (precultivos sobre glucosa).

Los resultados muestran claramente que las cepas son capaces de utilizar tanto arabinosa como xilosa.
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<211> 1317
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<213> Bacteroides uniformis

<400> 1
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.égcgaatggc
caéttcggtg
gccaagaaca
tgcttccacg
ttgaéggéaa

'tggggtactg
gatttcgatg
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cgtggtgact
acccaggcaa
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<210> 2

aagagtattt
tggcattcecg
tgaagtﬁcgc
gngéacaaa
aaatggacgc
atgtagacct
tcgtagcgta
ccaaégtaﬁt
ttgtggcacyg

gctcaaacta

agaagcgtgé

cccgcggett

agtatgatgt

atttcaaggt
aactcgcagt

accagaacgg

tgatgcaaat

cccgtcgcéa
tgatggcacg
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tgecgecate
tgtattctgg
gaaégggcac
eaéaggtacc
agacaccgaa
gaaéatcgaa
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ctéggataca
catccgﬁaac

ctecaccgac
tgcactggaa

ccgctatget

ggaggatttg

ggaattgtat

ggaaagatta
gccgataaag..
tggcécactc
tggaacggtg
ttcatgcaga
gccgagacca
aaacaagcag
cgctaCatgé
caaatcaaaa
ggcggtegeyg
ctcgcééagé
ttcttgattg
accgttgtcg
gtgaaccacg
aacggtatgc
gaccagttecc

ggaggctttyg

aattcgaagg
taatcafégg
fttgcgcaga
aggctgécaa
aaatgggtat

ttgaagaata

aaaccggcat

atggtgcagc
acgccatcga
éaggctacat
igttgéccat
aaccgaaacc
gcttcttgaa
ctactttggc
tcggctccat

ccattgacaa

gcaatggcgg

taaagagagc

taagaaaatg

aggtgétgac
ggﬁtcaggct
cgaétactac
cgaagccaac

caaactgttg

caccaatccc

cgctactatc

gtcaﬁtgctg

cgccegegac

gatggaacct
ggctcacaat

gggccacacc

cgacgccaac

cttcgaactg

tacaaacttc

ctggaagaca ttttcattgc ccacatcgcce

agtgcagcca aactgcttga agagtctcect
tccttcgaca gtggtaaagg
gtagcttacg caaaagccaa

gaggcaatcg tgaatatgta

25

caaggaattt

cggtgagccyg

ctgctaa

60

1200

180

240

300

360
420
480
540
GOd
660
720

780

840

900
960
1020

1080
1140

1200
1260

1317



<211> 1318
<212> ADN
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<213> Secuencia optimizada de codon de Bacteroides uniformis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1314)

<400> 2

atg gct acc aag gaa
Met Ala Thr Lys Glu
1 5

ggt aag gaa tcc aag
Gly Lys Glu Ser Lys
’ 20

aag gtt atc atg ggt
Lys Val Ile Met Gly
35

gct tgg tgg cat acc
Ala Trp Trp His Thr
50

‘ggt acc éag aaa ttc
Gly Thr Lys Lys Phe

gctraag aac aag atg
Ala Lys Asn Lys Met
' 85

att gaa tac tac tgt
Ile Glu Tyr Tyr-Cys
100

acc atc gaa gaa tac
Thr Ile Glu Glu Tyr
115

aag caa aag caa gct
Lys Gln Lys Gln Ala
130 :

aac gtc ttt ggt cat

tac
Tyr

aac
Asn

aag
Lys.

ttg
Leu

cca
Pro
70

gac
Asp

tte

Phe

gaa

Glu

gaa

Glu

gcc

ttc
Phe

cca
Pro

aag
Lys

tgt
Cys
55

tgg
Trp

gct
Ala

cac
His

gct
Ala

act
Thr

cca
Pro

atg
Met

atg

Met
40

gct
Ala

aac
Asn

ggt

Gly

gat
Asp

aac
Asn
120

ggt
Gly

135

aga

tac

ggt
Gly

gcc
Ala
25

tct
Ser

gaa
Glu

ggt
Gly

tfc
Phe

gtt

Val
105

ttg

‘Leu

atc
Ile

até

att
Ile

ttc
Phe

gaa
Glu

ggt
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu
20

gac,

Asp

aag
Lys

aag
Lys

.aac

ggt
Gly

aga
Arg

tgg
Trp

ggt

Gly.

gct
Ala
75

ttt

Phe

ttg
Lieu

gaa

Glu’

cta
Leu

ggt

26

aag
Lys

tac
Tyr

tta
Leu

gac
Asp
60

gac
Asp

atg
Met

tgt

Cys

att

Ile.

tta
Leu
140

gcc

atc
Ile

tac
Tyr

aag
Lys
45

caa
Gln

aag
Lys

caa
Gln

gaa
Glu

gtt
Val

125

tgg
Trp

gct

aaa
Lys

gat
Asp

ttc
Phe

ttc

gtd
val

aag
Lys

gaa
Glu

110 -

gct
Ala

ggt
Gly

acc

ttc
Phe
15

gct
Ala

gct
Ala

- _.ggt
.Phe.

Gly

caa

Gln

atg
Met
95

gct
Ala

tac
Tyr

act

Thr

aac

gaa
Glu

gac
Asp

atg

Met

ggt
Gly

gct
Ala
80

ggt

Gly

gaa
Glu

gct
Ala
gct
Ala

cca

48

96
144
192
240 |
288
336
384
i3

480



Asn
145

gat
Asp

gat
Asp

aga
Arg

gaa
Glu

aga
"Arg
225

acc
Thr

aag
Lys

cac
His

gtc
Val

caa
Gln
305
act

Thr

ggt
Gly

gat
- Asp

ttg
. Leu

Val

ttc
Phe

gct
Ala

gaa
Glu

cac
His
210

ggt
Gly

aag

Lys

gct

Ala

gct
Ala

gac
Asp
290
aac

Asn

caa
Gln

acc

Thr

atc
Ile

gaa
Glu

Phe

gat
Asp

acc
Thr

ggt

Gly
195

ttg

Leu

ttc
Phe

cac
His

cac
His

act;
Thr

275

aac
Asn

ggt
Gly

gct
Ala

aac
Asn

ttc
Phe
355

tct
Ser

Gly

gtt
Val

att
Ile
180

tac

Tyr

gct
Ala

aag
Lys

-caa

Gln

aac
Asn
260

ttg

‘Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

atg
Met

ttc
Phe
34Q

atc

Ile

gct
Ala

His

gtt
Val
165

gaa
Glu

atg
Met

caa
Gln

ggt
Gly

tac
Tyr
245

ttg

Leu

gcc
Ala

atg
Met

gac
Asp

atg
Met
325

.gat

Asp

gct
Ala

gci:
Ala

Ala
150

gcc
Ala

tta
Leu

tcc
Ser

atg
Met

act
Thr
230

gat
Asp

gac
Asp

ggt
Gly

ttg
Leu

acc
Thr
310

caa
Gln

gct
Ala

cac

His

aaa
Lys

Arg

aga
Arg

ggt
Gly

ttg
Leu

ttg
Leu
215

ttc
Phe

gtt
Val

aag
Lys

cac

His

ggt
Gly
295

gac
Asp

atc
Ile

aag
Lys

att

Ile.

tta'
Leu-

Tyr

gct
Ala

ggt
Gly

ttg
Leu
200

acc
Thr

ttg
Leu

gac
Asp

gac
Asp

act
Thr
280

tcec
Ser

caa
Gln

atc
Ile

acc
Thr

gcc
Ala

360

ttg.
Leu
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Met

gcc
Ala

tcc
Ser
185

aac
Asn

att
Ile

att
Ile

acc
Thr

ttc
Phe .
265

ttc
Phe

att
Ile

ttc
Phe

aga
Arg

aga
Arg
345

ggt

Gly

gaa
Glu

Asn

atc
Ile
170

aac

Asn

act
Thr

gct
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu
250

aag
Lys

gaa
Glu

gat
Asp

cca
Pro

aac

Asn’

330
aga

Arg

atg
Met

gaa
Glu

Gly
155

caa
Gln

tac
Tyr

gac
Asp

cgt
Arg

cca
Pro
235

act
Thr

gtc
Val

cac
His

gct
Ala

atc
Ile
315

ggt
Gly

aac
Asn’

gat
Asp

tct
Ser

27

Ala

atc
Ile

gtt
Val

caa
Gln

gac
Asp
220

aag

Lys

gtc
Val

aac
Asn

gaa

Glu

aac
Asn
300

gaé
Asp

ggt

Gly

ﬁct

Ser’

gtc
Val,

cct
Pro-

Ala

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys
205

tac

Tyr

cca
Pro

atc
Ile

atc
Ile

ttg
Leu

285

aga
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

act
Thr

atg
Met
365

t alc

Tyr

Thr

aac
Asn

tgg
Trp
190

aga

Arg

gct
Ala

'atg

Met

ggt
Gly

gaa
Glu
270

gct
Ala

ggt
Gly

ttt
Phe

ggt
Gly

gac
Asp
350

gcc
Ala

aag.

Lys

Asn

gcc
Ala
175

ggt
Gly

gaa
Glu

cgt
Arg

gaa
Glu

ttc
Phe
255

gtc
Val

gtt
Val

gac
Asp

gaa
Glu

aac
Asn
335

ttg

Leu

aga
Arg

;aag
L_ys

Pro
160

atc

Ile

ggt
Gly

aag |

Lys

gcc
Ala

cca
Pro
240

ttg
Leu

aac
Asn

gct
Ala

tac
Tyr

ttg
Leu
320

ggt
Gly

gaa'
Glu

: gct
Ala

atg
Met

528
576
624
672
720
768
816
864
912
960

1008

1056

1;09

1152



Littg
“Leu
. 385

' ‘'gaa’
Glu

. aac
Asn

att
Ile

<210>3

370

gct

Ala:

gat
Asp

ggt
Gly

gtc
Val

<211> 438
<212> PRT
<213> Secuencia optimizada de coddn de Bacteroides uniformis

<400> 3

Met Ala

1

Gly L

ys

Lys Vai

Ala Trp

5

o

Gly Thr

65

Ala Lys

Ile Glu

Thr I

le

gac
Asp

ggt
Gly

gaa
Glu

aac
Asn
435

Thr

‘Glu

Ile
35

Trp
Lys
Asn

Tyr

Glu
115

aga
Arg

‘aag
Lys

tac
Tyr

ttg
Leu

gct
Ala
390

act
Thr

405

cca
Pro
420

atg’

Met

Lys
Ser
20
Met
His
Lys
Ly$
Tyr
100

Glu

aag
Lys

tac
Tyr

Glu
5 -

Lys

Gly

Thr.

Phe

Met
85

'Cys

Tyx

caa
Gln

tgt
Cys

Tyxr
Asn
Lys
Leu
Pro
70

Asp

Phe

Glu-

375

tct
Ser

ttg
Leu

act

Thr

ttc
Phe

gaa
Glu

tct
Ser

taag .

Phe

Pro

Lys

Cys

55

Trp

Ala

His

Ala

Pro
Met
Met
40

Ala

Asn

Gly

Asp

Asn

- 120
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gac tct
Asp Ser

gat ttg
Asp Leu
410

ggt aag
Gly Lys

425

Gly Ile
10

Ala Phe
25

Ser Glu
Glu Gly
Gly Glu

Phe Glu
90

‘Val Asp
105

‘Leu Lys

ggt
Gly
395

gtt
Val

caa
Gln

Gly
Arg
Trp
Gly
Ala
75

Phe

Leu

Glu

28

380
aag

Lys

gct
Ala

gaa
Glu

Lys

Tyr

Leu

ggt
Gly

tac
Tyr

ttg.
Leu

Ile

Tyr

Lys

Asp
60

Asp
Met

Cys

Ile

Gln

Lys

Gln

Glu

val
125

aag gaa
Lys Glu

gcc
Ala

tac gaa
Tyr Glu

430

Lys

Asp
30

Phe

Phe .

“Val
Lys
Glu
110

Ala

ttt
Phe

400

aag
Lys
415

Phe

15

Alg

Ala.

Gly
Gln
Met
95

Ala

Tyr

gct
Ala

gcc
Ala

Glu

Asp

Met -~

Gly

Ala

80 .

Gly

Glu

Ala

1200
1248
1296

1318



Lys

Asn

145

Asp

Asp

Arg

Glu

Arg

225

Thr

Lys

His

Val

Gln

305

Thr

Gly

Gln
130
Val
Phe
Ala
Glu
His
210
Gly
Lys
Ala
Ala
Asp
290

Asn

Gln

Thr

Lys

Phe

Asp

Thr

Gly

195

Leu

Phe_

His

His

Thr

275

Asn
Gly

Ala

‘Asn

Gln

Gly

Val

Ile

180

Tyr

Ala

Lys

Gln

Asn-

260

Leu

‘Gly

Trp

Met

Phe
340

Ala
His
Val
165
Glu
Met
Gln
Gly
Tyr
245
Le.'u
Ala
Met
Asp
Met
325

Asp

Glu
Ala
150
Ala
Leu
Ser
Met
Thr
230
Asp
Asp
Gly

Leu

Thr
310

Gln

‘Ala

Thr
135

Arg
Arg
Gly
Leu
Leu
215
Phe
Val
Lys
His
Gly
295

Asp

ile

Lys
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Gly
Tyr
Ala
Gly
Leu
200
Thr
Leu

Asp

Asp

Thr

280

Ser

‘Gln

Ile

Thr

Ile

Met

Ala

Ser

185

Asn

Ile

Ile

Thr

Phe

Lys
Asn
Ile
170
Asn
Thr
Ala
Glu
Glu
250

Lys

265

Phe

Ile

Phe

Arg

‘Arg

345

Glu
Asp
Pro
A$n
: 330

Arg

29

Leu

Gly

155

Gln

Tyr

Asp

Arg

Pro

235

Thr

Val

His

Ala

Leu
140
Ala
Ile
Val
G’ln
Asp
220
Lys
Val

Asn

Glu

Trp
Ala
Lys
fhe
Lys
205
Tyr
Pro
Ile
Ile

Leu

- 285

Asn

300

Ile
315

Gly

ASI’I

Asp

Gly

Ser

Arg

Asn

Phe

Thr

Thr
Asn
Trp
190
Arg

Ala

Met

Gly.

Glu

270

Ala

Gly

Phe

Gly

Thr
Asn
Ala
175

Gly

Glu

Arg

Glu

Phe
255
Val

Val

Asp

Glu

Asn

- 335

Asp
350

Leu

Ala
Pro
160
Ile
Gly
Lys
Ala
Pro
240"
Leu
Asn
Ala
Tyr

Leu
320

Gly

Glu



. Asp Ile Phe Ile
. 355

vL'eu Glu Ser Ala
370

Leu Ala Asp Arg
385 .

Glu Asp Gly Lys

Asn Gly Glu Pro
420

Ile Val Asn Met
435

<210> 4

<211> 16176

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 4

Ala

Ala'

Tyr

Leu

405

Lys

Tyr

His

Lys

Ala

390

Thr

Gln

Cys

Ile

Leu

375

Ser

Leu

Thr
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Ala

360

Leu

Phe

Glu

Ser

Gly

Glu

Asp

Asp

Gly
425

Met

Glu

Ser

Leu

410

Lys

30

ASp
Ser
Gly
395

Val

Gln

Val

Pro
380

Lys

Ala

Glu

Met

365

Tyr

Gly

Tyr

Leu

Ala Arg

Lys Lys

Lys Glu

Ala Lys
415

Tyr Glu

430

Ala
Met
Phe
400

Ala

Ala



tcgecgegttt
acagcttgtc
gttggcgggt
caccétatgc
cattcgccat
ttécgccagc
tfttcccagt
gcggecgeat
taaaaéggag
'tgtttgtttt
actctégétt

atécgtcata

cggtgatgac
tgtéagégga
gtcggggcetg
ggtgtéaaat
tﬁaggétgcg
tggcgaaagg
cacgacgttg

attttttgta

cccaaggaaa

ctttacacat
ctatacttgt

aaagggaaaa
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ggtgaaaacc
tgccgggage
gcttaactat
acégcacaga
caactgttgg
gggatgtgct

taaaacgacg

actgtaattt

actcctcagc

tcactgttta

ttcceaattg

gccacatgcg

tcttgacaca
agacaagccc
gcggcatcag
tgcgtaagga
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtaagc
cactcatgca
atatatttag
ataaaacttt
ggccgatcgg

qaagaatttt

31

tgcagctccce

gtcagggcge
agcagattgt
gaaaataccyg
cggtgeggge
taagttgégt
ttgcatgcct

caagaaaaaa

aagtctcctc

tataatattt

gccttgetgg

atggaaaaaa

ggagacggtc
gtcagcgggt
actgagagtg
catcaégcgc
ctcftcgcta
aacgccaggg
géaggtcéac

aaaactggat

agcatatagt

cattatcgga

tagtaaacgt

daaaaacctc

60.
120
180
240
300
360
420

480

540

600
660

720



- gaagttacta
agggatatag
- aggtaccgga
taatgccatt
aggaccttaa
tatctaggaa
tattgatgtt
gtgagattct
gaaactgaca
ggctgctgta
atttactatt
caatttttty
aactéaaaat
aattgaaagc
agtttcaacc
caacttacgc
ccgaagaaca
taaagattgt
aagctaccat
aggaaagagt
tggaagaaaa
ttgcctgtge
" ggtacaaatc
tcaagaaaat
ctttcagaag
cagctttatt
tctccgctaa
gattcgactt

tctctgeega

cttctagggg
aagcaaatag
gacctaacta
tttttgagtt
tacattcaga

cccatcaggt

acacctggac

ccgaaattaa
ggtggtttgt
acagggaata
ttecececttett
ttt@tattct
gtctgaacca
cteeggeact
tcaagactcc
caagttéatc
agtcgaaaat
tccaggcaga
tgaaaaggct
ccttattaaa
ggacégﬁatc
cgaggcccaa
cagcactggt
ctacéactac
cactgacgaa
ggacaagttg
gaaggaagcc

gaatgaagac

tattgttact
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gcctatcaag
ttgtcagtgc
catagtgttt
ataataatcc
cacttctgcg
tggtggaaga
acccctttte
ttaaagcaat
tacgcatgct
taaagggcag
acgtaaatat
tttcttgett
gctcaaaaga
gtcgttgttg
acaactaacc
gatgttgccyg
gctgtggaéa
gtcttcéccg

agacatatca

attgetteca

qactétaaét
gttactttga
aaagattaca’
faéaégaagt
atcaaaaact
atgaacégta
ggcgacaaga
gctatggcca

ctattcgact

taaattactc
aatccttcaa
aaagattacg
tacgttagtg
gtatcaccct
ttacccgttc

tggcatccag

cacacaattc

aatgcaaagg
cataatttag
ttttettttt
aaatctataa
aaé;aaaggt
ccgacactgg

catcattgat

tggaatacgg

gattgttagt

aagttgatgc
ttaaattgtt
cttgggaagg
tgactctatt
tttccccatt
agggtgaagé
acggttacaa
tggctggtgt

ctgaaccttt

tttcttacat

ctgaaaaatt

tgattgaaaa

32

ctggtacact
gacgattggg
gatatttaac
tgagcgggat
acttattccc
taagactttt
tttttaatct
tctcggatac
agcctatata
gagtttagtg
aattctaaat

ctacaaaaaa

tgétaacaac :

tgatttcgge
cttggctgct

taagaagcat

.cgaattcggt

tagattgtct
tgaacaagaa
tattcaaéct
attctcctte
tgttggtaga
cgacccaggf
gactattgtt
tgacta;cta
cccaagagtt
cachacgaa
gfccgaaggt

gadagttacg

gaagtatata
aaaatactgt
ttacttagaa
ttaaactgtg
ttcgagatta
cagcttcctc
tcagtggcat
cacctcggtt
cctttggctc
aacttgcaac
caatcttttt

cacatacata

-tctctagaéc

tctattgcca

gccaagcaac

ggtaagacca

aaggagatct

tttgacactc

ggtgtctcca

gccaaagaat .

gttcaagcag

attctagact

gttatttecy

atgggtgctt

acaatttctc

‘ttggaccctg

tctaaattca
atqagaéaat

gcttaaggaa

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

192d7

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



gtatctcgga
~gtacatgtac
~ tgactttaac
tcttattcac
- gtttcggcag
atgaatcctt
agacataatg
acgaactaat
tttttccatt
ttettttecte
agacactaaa
ctgatgaggg
tctctaatga
agtttgctgt
gtcattgttc
_ ccaagcatac
éécgtctcca
ccaggtgcté
‘aacccaacca
gtcgctttgt
aaacagttca
gttgaagtta
gctcaagbta
acctatgttt

ttggctggtc

atcgatggtg.

ggttgggaag

‘attgctcaag

aatattaatt
acaagtatat
gagacagaac
gtgttatacc
cccctaagat
gcagcaaagc
ggctaaacaa
actgtagccc
tgccatctat
tctceceecegt
ggaaaaaatt
gtatctcgaa
gcaacggtat
cttgqtatca
tcgttececectt
aatcaactat

ccataagaat

cattgggtat

acccagactg

tgtattctat

gacagttggg

ctaccggtcc
acctggctgc
tcttgggtga
atttgaaatt
;taccagtat
Etttgtaégt

ctaagttatc
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taggccatgt
ctatatatat
agttttttat
cacaccaaat
cagacaaaac
cgctcgpacc
gactacacca
tagacttgat
tgaagtaata
tgttgtctca
aacgacaaag
gcacacgaaa’
acggccttcc
agtataaata
tcttecttgt
ctcatataca
tt#gg;tgtg
gg&accagct
gatcaacaga
gctaéatttg
ttccagaaca
attaggtcéa
cacttééaac
cggttgtttg
gggtaacttg
ctcattecgat
agaagatégt‘

caaggacaaa

ccttatgcac

aaattaatga
tttttatcct
ccaatagcaa
atccggaacc
ggagatatac
attacactgc
agccatcatc
ataggcgcat
ccatatccge
acagcaccaa
ctttttectt
ttccagttac
gacctgcaat
ttectttttct

atgactcéat

gacacégtat

gcacacgttc
gatagatttg
actggttacg

ccaggtcatc

-ggtatctcca

aagccgggct

caagaaggta

attgccatct

gaagatgttg

aacgaagatc’

ccaactttga
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gtttcttttg
aaatccceccta
atttgatgaa
taccggccat
accttaaatc
aatagaacag
ctcattgatg
atatcgaagt
gcaacttétt
aatgacaaaa
cagatgt;gt
ccttcatﬁca
ttgaatttga
tqftaatctt
gcacaatatt
tcaétgécat

ccaaggccaa

tatggagtca

tcttgtctaa
atctgtctat
cfgaatttga
acgctgttgg
tEacéttgtc
ﬁttcﬁtcaga
écdatgécaa
ctaagégata
tagééggtat

tcaaaatgac

atacttacgg
tttatatata
tgatacagtt
cacaatcact
aacgtcccat
ataccagaca
gtggtécata
ttcactaccc

ttcttttttt

‘aaatgatgga

tgttccagag

cgcacactac

aataaaaaaa

ttgtttccte

tcaagctata

tgataagcta

ctcaggtcac

aatgcgcatg‘

'cggtcacgcg

tgaagacttg
gttgccaggt
tatggccatyg

tgacaactac

agcttcctcc-

céagatcact

cgaagcctac

tgccaaggct

cacaaccatt

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600

73660

3720
3780
3840

3900

3960

14020

4080

4140



ggttacggtt
-gatgttaaac
'.¢éagaagttt
aégtégaaca
gctagaagat
‘gcqaéggact
éétdéattgc
tggaaggaag
tacattaggt
ttcggtgcca
ggtgccgtta
tctatcggtyg
agatccctac
tacaagaact
tﬁgccacaat
gatgttgcta
gaagctgcta
-ttcttcactt
~ ccaatcatgt
ttcggtattg
ttcaccccag
aagctaattt
tatgatatta
tataaacgat
ctttteette
tttctttttc
‘;acaccattca
ﬁgctacctta

~agaacttaat

ccttgcatge
aactaaagag
acgaccacta
agttgttcag
tgagcggcca
ctgcecgtggce
cégagttgét
cccttgactt
acggtattag
actacaaacc
gattgtccgce
tcggtgaaga
caaacattca
ctttagaatc
tggaaggtag
acccagatat
agactttggce
ttgacaaaca
ctgttgaagt
acagatttgg
aaggtgttgc

ctcctttgaa

tttgtgaaaa

taagcaaaaa
ttatattata
cttgtacéag
agtaﬁaaagc
cécttatatc

tcgttttteg

cggctctcac
caaattcggt
ccaaaagaca
cgaataccaa
actaccecgcea
cactagaaaa
tggtggttct
ccaacctcct
agaacacgct
atacggtggt
tttgtectggce

tggtccaaca

-agtttggaga

caagcatact
ctctattgaa
tattttagfg
cgcaaagaac
écécctagaa
tttgéctacc

tgccteccggt

‘tgaaagagct

aaaagCtttc
aatgaaataa
%atagtttca
ggtgtacgta
cacatggcéé

caataaagaa

tctcattgga

ttgaactatg

tctgtgcacyg
ttcaacccag
attttaaagc
aagaaattcc
aattgggaat
ttatcagaaa
gccgatttaa
téttccggtt
atgggtgcca
actttcttga
caqccagtta
catcaaccta .
ccagctgatg
ccaagtatca
agcgcttcta
gctactggtt
atcaaggctc
taéagaqtat
acatgttggg -
aaggcaccag
caaaégacca
taaattctga
aactttatac
aacttttaac
ttatagaaaa
agcttgéatg
fatcgtaccé
atatcgtttt

ttgtgccagc

34
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gtgccccatt
acaagtcctt
caggtgtcga
cagaattagg
ctaagttgcc
ctgttcttga
caccttctaa
caggtaacta
taatgaacgg
acttcgtttc
tttgggttgce
ttgaaacttt
gtaacgaagt
ttgctttgte
agggtggtta
cééaagtgtc
gtgttgttte
;agtcttacc
gcaaatacgc
aagtcttcaa
ttgcattcta
tcgtagatca
aacttagata
aatatﬁccaa
aﬁttéaatga
ttaaaccctt
gagaattttg
ctgattaaaa

gtaacattaa

gaaagcagat
tgttgttcca
agccaacaac
tgctgaattg
aacttacacc
ggatgtttac
cttgaccaga
ctctggtaga
tatttcagct
ttatgctget
tacacatgac
agcacacttc
ttectgccgee
cagacaaaac
cgtactacaa
tttgagtgtt
tctaccag#t
agacaacgtt

tcatcaath

gttctteggt’

‘taagggtgac

tcagatttga

caactttttt .

acactcagtc

ttacttttte

cgagagaatc

écatcggaca

cacggaagta

aaaagagtgt

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680°

4740

14800

4860
4920
4980
5046

5100

5160

5220
5280

5340

5400

5460

5520

5580 .

5640

5700

5760

5820

5880



acaaggccac
aacaaaaatc
acctggaatt
Qttataatgt
atgagcgttt
cccatttttc
gctttctttt
cttgcaaaat
cccagtatcc
gccggcgeag
ctgggccaac
aacacagaaa
aaatgggtcg
. acacaagacc
gccatcaaac

gctcttgtta

,ccaaaagtgg'

ttgggcaagg
agcagtgttt
ﬁcgaaggaat
atttatactc
. cataaaccga
-ggccgcccég
caatgacdct
tcactttﬁtt
ttcattactt
aaaaataccyg

aacacctgca

gttctgtcac
acgatctggg
acaggaagct
cccgtgtcecta
tttgttacta
cttttctcgt
acttaatatt
cgatttagaa
ttgcttctga
attggttaca
caattgttac
agaagcccac
acgattttgc
ctttgcattt
ctggtacttc
tgactgtgga
aaéctttgag
agaccatccc
tcactgcage
tgcgttctag
tctatactat

gccattccta

ggtggtgcet

ccataaggct
accgccatct
Qacgcaaaag
ctﬁétaggcg

tatttggacg
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cgtcagaaaa
tgggtgtggg
ggtaattttt
tatatatcca
caattggttt
tgttctcata
ttacttgcat
tcaagatacc
cttcgccaac
tatcgatgtc
&teccctacgt
tgcgttctt¢

taaafgtggt

agttaagttyg

tg;tgacgtt
acctgggttt
agccaagttc
gaaagccgcc
tgaccegecac
agatttgcta
acgétatgét
ctﬁtaéaaga
fgtccgtttt
tccttaacca

agatcaatat

cgtttgaaat-

ggttatctac

acctttactt

atatgtcaat
tgtattggat
tgggtttgca
ttgacggtat
tacagacgga
tcttaaaaag
tcagtgaatt
agcctaaaaa
ttgggttgeg
atggacggcc
cgttctgtgc
gattgtcaca
gctgaccaat
attaagtcta
ttatttgaac
ggaggccaaa

ccccatttga

aaagcéggtg

gatgttatct

gattagttgt

atttttttet
tacgfaagtg
céatgatcéa
aagtcaaaga
ccatttcgta
aatgacgaaa

tgatccgagc

acaccaccaa
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gaggcaagaa
tataggaagc
atcatcacca
tctatttttt
attttcccta
dtcctttctt
ttaatacata
tggtcaaacc
aatgtcataa
attttgttcc
ﬁacgccctgg
tgatggttga
ttacgttcca
agggcatcaa
tagctcctca

aattcatgga

atatccaagt

ccaacgttat
ccttcatgaa

acatatgcgg

cgttttgatc

cctaactcat
.tcecectgggat

actcttcttt

ccececgeggaa
aagaaggaag
ttccactagg

aaaccacttt

ccgggatggt
cacgcgctca
tctgcacgtt
tgctattgaa
tttgtttcgt
cataatcaat
ttcctectagt
aatfatagct
ggtcatcaac
aaacattact
cgatgctagc
aaatcctgaa
ctacgaggcc
adctgqétgc
tttggatatyg
agacaﬁgatg
cgatggtggt
tgtcgctgga
agaagaagtc

catttcttat

tcctaatata

gggaéaaatg‘

dcagtatcgt

tcattctctt

'ccgccagata

aaaaaaaaaqg

atagcaccca

cgcctctecce

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600

6660

8720

6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140

7200

7260

7320

7380

7440
7500

7560



gccectgata
"tgagacttge
ccttgtcacc
cctagccacce
ctccacgatt
_acttctﬁtct
aaaccaagca
aaaattgatg
tacagagcég
. ggtagcacag
tétgaagtag
ttggataaca
gacggtgctg
tttcaagaaa
aaaaagtcac
cqttcctcat
gacatcaga;
~attatcgatg
ctgttagtgg
ggtaattctg
aaéccgtagt
aagctattta
aatccagtaa
atgtttattt
ccfgtdcgga
tgaaggatat
_atggtaaatt
.gaacaaatﬁt

ttagacacag

acgtccacta
atactgcaaa
tcacttaatt
tcaaggtatg
tcaacatata
tgtaacatct
actgcttatc
cgttagaatc
ttgatgaaaa
tégtttatgt
cgtctaaatt
agttgcaatt
atgaagtgga
aattggttag
caaaacatt£
acgtgagggt

aaggaggttc

cggatttcgg

gcgtggtggé
acggtagtgt
aaaggttgac
gttatttgga
aaatgaagga
ctttggaacg
taaggcgtté
ttctgcacta
ccccactttt

ccctcattcc

‘aacagcttta

attgagcgat
tcgtaaétag
ctagctagcc
cctctececg
aatagctttt
ctcttgtaat
aacacacaaa
tttgggcaat
tt£aaaattt

tgccgaaaga

catttgcatt

aggctccatt
Egagaattta
téctagtgct
aggtaagaac
caagaatgat

tgctaaagca

tgaaatttcc

aacaggttta.

tgaagttacp
ttttcacaac
tactgttttt
tgaacaatcg
tttgtgttgt
ctaccgatga

aatgccaaca

gcctgatcca.

‘gatgctgtat

aataaaatgt

tacctgagcg
caacgtctca
taccctgcaa
gaaactgtgg
gataatggca

cccttattecce

‘cactaaatca

cctttggagg
gatgatcaca
attggacaat
ccaacaggat
gaacagtatc
éaattaatta
aaaaccttca
tggaggcaag
ctattagaac
ggtcctgttg
gatccaagaa.
ttcatégacal
gaaaagtgag
agtgtctha
tttccagaag
gtgt;tgcag
tcgaaatcca
cacaccéaqc
tcagatttaa
gccagtaaaa
atgtgtaﬁaa

tggatatact

36
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gtcctctttt
aggtcaaaac
gtcaagaggt
ccttttectgg
atattaatca
ttctagctat
aaatggctgc
atgccaagag
aaattattgg
atttgcatga
tccaatcaag
ctcgecattga
aaggtggtgg
ttgtcgttgce
gtgttcccat
aattgcatgc

taactgacaa

aattgcatag:

acgcttcaaa

cagatcaaag

ttttttatat
ttttettttt
attcaacacc

ggataatcct

tcgagtaacg

tgatccatgg

tccatactca
atttttacat

ttttctgeet

gtttgcagca
tgtatggaaa
ctccgtgatt
cacacatgat
aatttatttt
ttttcataaa
cgdtgtctca
agctgcagca
aattggtagt
ccctaaattt
aaacttgatt
tatagcgttt
tgcttgtcta

tgattcaaga

tgaaattgta

tgadaaagtt

taataacttc

agaaatcaaa

'agcctgcttc

gcaaagacag

tgtattatta

-agtaaagtaé'

aataaatgca.-

tcaacaégac
gagéaéqaat
acctggttgg
aééacgétaﬁ
éctcttctgt

gtggtgtcat

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220

8280

8340°

8400

8460

" 8520

8580
8640

8700

8760

8820

8880

8940
9000

9060

9120

9180,

9240

19300



cca;gctttt
acggtaat&g
acaccaagagd
Vgtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgcccgcet
cgcggggaga
écgctcggtc
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccéggcgttt
cggatacctg
taggtatctc

cgttcagcce

acacgactta.

aggcggtgct

atttggtatc

. atccggcaaa
.gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtcﬁgac
tcgttcatcc
accatctggc
atcagc;ata
'cgéctccaté

tagtttgcgc

aattcatctc
aaattéaaag
agcaaagcgg
tgaaattgtt
gecetggggtyg
ttccagtcgg
ggcggtttge
gttcggctgce
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccccdtggaa
tccgecttte
agttcggtgt

gaccgctgeg

tcgeccactgg:

acagagttct

tgecgectetge

caaaccaccg
aaaggatctc

aactcacgtﬁ

-ttaaattaaa

agttacéaat
at;gttgcct
éccagtéctg
aaccagccag

cagtctatta

aacgttgttg
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ttgtatggtt
ggaaacgagt
tcccagcggce
atccgctcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtaftgggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagédagag
gctccctegt
tcCcttéggg
aggteégttcg
ccttatccgg
cagcagccac
tqaaétqgtq
tgaagccagt

ctggtagcgg

aagaagatcc

aagggatttt

aatgaagttt

'gcttaatcag

gactccccgt'

qaatgdtadé
ceggaaggygc
attgttédcg

ccattgctac

gacaatttgg
gggggcgatg
cgcgaattcg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagcetyg
ctcttceget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctcct
aagcgtggcg
ctccaagctg
taactafcgt
tggtaacagg
gcctaactac
tqédttcgga
tggttttttt

tttgatcttt

ggtcatgaga

taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagacccé
cgagcgcaéa
géaagttaga

aggcatcgtg
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ctatttttta
agtgagtgat
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegectca
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctcecgee
ccgacaégac
gttccgaccce
ctttctcaaﬁ

ggctgtgtgce

cttgagtcca

attagcagag

ggctacacta

aaéagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgataé
cgctcaccgg
agtggtcctyg

gtaaétagtt

gtgtcacgct-

acagaaccca

actaaaatag

ggtcatagct

ccggaagcat

cgttgcgctc

tcggccaacy

ctgactcgcect
taatacggtt
agcaaaaggc

cccectgacga

tataaagata -

tgeccgettac

gctcacgcety

acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagﬁtcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatéttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
Ctccagattt
caacfttatc
cgccagttaa

cgtegtttygg

9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900

9960

10020

10080
10140
10200

10260

10320

10380
10440

10500 .

10560

10620
10680
10740
10800
10860
10920

10980



tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
7 aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
'gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tgacaagttc
agcatcaaat
agccgtttet
tggtatcggt
tcaaaaataa
ggcaaaagct
tcaaaatcac
aatacgcgét
aécactgcca
aatgctgttt
aaatgcttga
tctgtaacat
ggcttecccat

ttatacccat

ttttccttac

ttttaaaagy
tctacagggg

atgtgcatgt

ttcagctccyg
gcggttagcect
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgece
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttectg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgcgea
ttgaaaacaa
gaaactgcéa
gtaatgaagg
ctgcgattcc
ggttatcaag
tatgcatttc
tcéc#fcaac
cgctgttaaa

gcgcatcaac

tgccggggat-

tggtcggaag

cattggcaac

acaatcgata.

ataaatcagc
ccatggttgt
aagtatatga

cgcggegtgg

aatcgctgat

gttcccaacyg
ccttcggtcc
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgtté
tgtaacccac
ggtgagdaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttgcccg
gaatcttttt
tttattcata
agaaaactca
gactcgtcca
tgagaaatca

tttccagact

caaaccgtta'

aggacaatta

aatattttca

cgcagtggtg

aggcataaat’

gctacctttg
gattgtcgca

atccatgttg

ttatgttegy

aagaagaacc
ggacaattca

ttottttgtt

atcaaggcga
tccgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat

ttcggggcga

tcgtgcaccc

aacaggaagg

catactcttc
atacatatft
aaaagtgcca
attgtcagta
tcaggattat
chaggcagﬁ

acatcaatac

ccatgagtga

tgttcaacag
ttcattcgtg
caaécaggaa

cctgaatcag

‘agtaaccatg

técgtcagcc

ccatgtttca

qctgqttgéc
gaatttaatc
atgtgaﬁgtg
tcaétggcaa

acgcgactgt‘

‘ttagaagctc

38
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gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatétattt
cctgacgtca
ctgattagaa
caataccata
tccataggat
aacctattaa
cgaétgaaté
gccagccatt
attgcgectg
tcgaatgcaa
gatattcttc
catcatqagg
agttﬁagtct

gaaacaactc

cgacattatc

gcggectega
agaaétgtét
atcctéécct
gaéécgttct

tatcttcagg

ccccecatgtt

agttggecge

tgccatcegt

agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
actatacaaa
aaactcaﬁcg

tttttgaaaa

ggcaagatcc-

tttccececteg

cggtgagaaﬁ

acgctcgtca
aécqagacga
ccggegeagy
taatacctgg
agtacggata

gaccatctca

tggcgcattg'

gcgagcccat

aacgtgagtc

cctagcaaga

tttatatttc

agaacacaca

taaaaatgag.

11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460.
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000; 
12060
12120-'C
12180

12240 °

12300

12360

12420

12480

12540

12600
12660

12720



'_‘tagagaaaaa

 'atgattttca
ttgaaaacaa
fﬁgtataaaéa
tattataatg
H,cttctctagt
- tttactacct
acgtatacaa
ggtattcgat
ctgtactaat
tttgtaaatc
ttttttactt
tttttttatt
cafgcataat
aatattttct
tcgcécaaga
atctcdtaga
agtcéccaca
‘actgagtctc
étactcttcc
atcgétgttc
gatcacagag
aatcggégcg
ctcaaggtac
gttaacagct
ggatgcactg
éagétqgtgg

ggcgagtgcg

aaaacatact
gtgggaacat
aagaaatggc
gtaaaggcaa
catcaagaaa
atgtagccgg
ttcttececacg
catcgaagaa
ttacctatgt
aacctgttgt

taatgttcca

tgatacactg

ggcatccaag

ctaacgga;a
tggcccatgt
caatcggcac
aatatacctg
tttcccagea
cgtccgataa
tgcacgaggy
ttatccgcaé
gcatacccat
atédtggcgt
tccatqtggt

ttgatgttcg

atatcgcgca

ccgaaatcgt

gcgacggtgg

ES 2551515713

ggatcgatgc
tgctttttag
gtagaaacaa
gaagaggttc
ctgtcgtatg
ttttctettt
taatctagat
gagtctttct
cgcaaaagaa
gcgecttaacg
tgattttectt
caattgttte

taattaatcc

tcatcatata.

aataggtggt
taataaccgt
taagfacata
acttccecac
cctgcactgce
catcéagctc
aggtaéccgg
agtaccggaa
ccagttecctt
aaftécactt
ggttcagtag
ttacgtcggc
gcttgtatgé

tttccacgcc

agaattaggg
tagtccggtt
agtagtgtaa
tatgcatatt
atgaagtgcc
ttacctecttt
ctcaagccac
ttagggagte
agtccggggc
gtctaatcgt
tcttcaaaag
tgagcatgct
ttatgctacg
ctctgtgcta
aagtgtattg
ttaaatatta
cttatctaag
ttcctectgea
aaccggtgcce
actaaccgcc

aacaaccacg

ctggtcatgc

cécggccttt
ctggagatgc
gtctttgata
gctgccgtca
cétqcécgég

gcgcaggata
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ggttattatc
ctcaacaact
gtaaatctgce
tctgaaaata
tatgagtttt
ttactactta
aattcttgcc
attggaéaag
aacaccacag
taatcagcgg
gaacatgtag
gaaattttct
aaaaagttgt
atattctaga
ctgtgatagg
tcatgcatgt
tgtaaaftct
atcéccaacg
tcatggtacyg
tfgaaactct
ctcgtgaaat
cgtéc;écag
tdttcagCCt
gtgtcccaga
tetggaateg
gccgogtaga
gtcaégqﬁg;

9gagggtgtg

ctgcaggtac
tgtctaagtg
caatgttcta

tctaatacac

tgtgtacgtg

tactactact

ctatgctcca

atagtatgat

aatgctttct
tggttaaatt
cgaaaatctt
cgatgttttt
aggaatgaat

caagttcgaa

aaégtcatta‘

atacatcagt
cgacctatgg
tcctcfcttc
cctececggatce
qattcttctt
ccagcaggtt
cggfaggcgt
ECégccattt
gctcgttcat
ccggcfcgcé
tatgggagat

gaccggettt

‘gaaggacatt

12780
12840
12900
12960
13020
13080
13146-
13200
13260
13320
13380
1344Q
13500
13560
13620 

13680

13740 7

13800

13860
13920
13980
14040

14100

14160
14220

114280

14340

14400



gccgtcgaag
‘gtccgactcg
ctgaccgagg
gacaacgctg
ccgcccatga
gccaccgata
accaccagaa
gatgttgttg
gacggcaccg
tagccatgag
agagétgggq
gagttccctt
ctgctgggcg
‘tcecggecgece

ctctgaaagg

ctggactttc

ttcttcceccag
aaatattgtg
aaagattaat
tcaaattcaa

tgaatgaagg

acgacatctg

tttttgtcat

aaagaagttg
aacttcgata
ccatcaatga
tcfgttctat
tataggaatc

cggaaacaac

ttgtagtagc
gactggcgcc
acggatttgg
tgcaccgtct
ctcggecctta
tccgttecta
ctgcegecgce
aqtgtctcgc
gctttgcgga

atgtagccca

aggccatgga

gcctgcgcga

attgctgccc

agcttggaca

atcccecgatt

.cattcatcag

gattgaggca
cagaaaaadga
aattgcaggt
gtaactggaa

aaggaaaaag

ttggtgctgt:

tgcggataté
catgcgccta
tgatgatgge
ggcagtgtaa
tgtatatct;
ccgatgtatg

aaaadggatgg

cgatattgag
agggcatggg
tgaagaggcg
cctgaccctc
gaccgtacag
caccgatgac
acgaccagtt
agaccétcag

gcatggttgt

ttgatgttte

gtggaccaac

gagcggcegte
gfttaéagaa
caagatctgc
tctttgggaa
ggatggtttt
ttgtatatga
aacaaggaag
ctatttatac

ggaaggccgt

tttecgtgtgt

ctttgtegtt
gtgagacaac
ttattacttc
tatcaagtcf

tttgtgtagt

ccctcececgeca

ggtttggttg

gcccatgacg

ccecgecgtte
gatgaccttg
gaggtcctca
catgctgttc
gaagttgaac
gccaccacga

cttgttgcgt

ggtctgcggg

cagaaccgag
gtagceccttg
gggtctcttyg

agggaagaac

tgetagcgta

agcggaggcee
atcaataacg
tgggaggcgg
gatagttgat
aaagggaacg
ttgatagcaa
ataccgttgc
tcgaagatac
aattttttcc
aacggéggaq
aatagatggc
agggctacag
cttgtttagc
cctacatgtt
ccagaaaaga

tctaagaaac

cctataaaaa taggcgtatc acgaggccct ttecgte

40
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ttgatcttgg
gagtcgtatt
acagagtgcg
gccatctttg
gcggccggcea
atcccaacga
gggttgacgg
acagaggtct
tccecttegt
actcgéagct
tgctttgecgt
tcgtgggcege
actt;caccg
tctgtgétct
ctgtcttccg
gcgcgcecttat

tgtatgcttg

‘agaacaatga

agcggcaaac
tcattagaga
ccctéatcad
tttagtgtct
agagaaaéga
aaatggaaaa
tattggttcg
ccattatgté
ggggagacca
ggaagtccat

cattattatc

aggcaataat
tcecatggctce
taatcggccce
catacggcag
ctcgaatcga
tcgcaccctce
tgcgeccgat
tgacgtagaa
cgtacttgtt
ggtctttgag
agtattcatc
agtttgttaa
aggtcaactc
tcagttcggce
caggcagcgt

cagcggécag

gtatagcttg .

cgdggaaaca

tttttttatt

gtagtgtgcg

ctctggaaca
tccatcatt£
aaaaaaéaga
agggtagtga
ttatgtacca
ttgtctggta

acgaaggtat

attgtacacc

atgacattaa

14460

14520

14580

14640

14700

© 14760

14820
14880
14940
15000

15060

15120

© 15180 -

15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15726_
15780
15840
15900
15960
16020
16080

16140

16176



<210>5

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400>5
gaaatgggcg cattactaca ag

<210>6

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 6
caccaaccty atgggttcct ag

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 7
acgccagggt tttcccagte ac

<210>8

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 8
ccagcaccct aagccgacta gg

<210>9

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400>9
acggtgctga tgaagtggat g

<210>10

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 10
accacgccca ctaacagttt g
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22

22

22

22

21

21

41



<210>11

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 11
ggggggtacc ctggatggeg gegttagtat cg

<210> 12

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 12
ggggggtacc tcacagtcgce gttgaattgt cc

<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 13
ccaaggcagc ggtacatcaa gtag

<210> 14

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 14
tgcacatgtt gtccatcaag atg

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 15
ggaaacagct atgacatgat tacg

<210> 16

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 16
gtagcgaaat catgtattgc acc
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32

32

24

23

24

23

42



<210> 17
<211> 18215
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 17
‘ggccaagatg

taaattccaa
'aatgtﬁaaca
‘aatgtactca
aftcaaaact
t§£aacttgt

aaccgggatt

gccgatctge
tcaaaaatcg
gcgcoccaﬁt
ttagatgcaa
tcatcgc;ga
gtﬁttgaagt

adattcactc
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atttttcata
tctttfgcaa
tgtattgtct
ttatactgaa
éaaagaﬁaca

ttttcaattc

tcttcgetaa

ataatcctcg

gattttgaag

tcctttaact
tggatatttt

tacagggata

ctctttegtt

ttttttcatt

43

gtactttcta
tcacagtact
ttttecgecect

tgaaaaatat

‘tcttgtacte
agcaaétctg

~gttacgacgt

caagatcaat

tﬁ£cattttc-
tttcattaéé_
¢ttgtgttge
ttattatttc

at;tagcaét 

ctaaagtatc

60
120
180
240'
300

360

420



aattccctta

ttttgtccta

gtttctagac
aagtgtctgt
tcaaaaacct
aacagcaaat
tgttgactgce
Etctgctqtt
acaaaaccgg
catcatcata
gtaatgacgc
ggcgatttgt
taaaggtatt
tgtggttecat

ttgagtgtct

agatctttéa

ataataaaga
caaatcctac
aaéttaagaa
éttgtgaatt
ggaaataacc
aacaaccagc
aaattttaag
gtcaaaaaat
ttacacagaa
.aaatataatg
aaatattgtt
agaacagggg

ctqdagtaaa

tttgaaggtc
tcaggttgtt
tgcagcccgg
cgatatacaa
tatcgtaaag
aataaaaatc
ttagatattt
taaataagta
gcaaatttcg
gcgeccagggt
cttagtagct
ttgctttctt
tegeggaggce
attttcaagt
gtatgggcge
agtattatag
cgattctttyg
tcaataaaaa
ttégactaaa
gtgctcéatt

aagaaagaaa

ttcggtgtgt

gtgtgtgtgt
tagcctttta

tatataacat

gagcccgétt

ttcttcacca
caéaaacagg

tgatgacaéa

tcagaaagta
cttcttggaa
gatccgtcga
caaaaaggaa
agttcttgga
gatagcgaca
tgagaaaatt
ttcaactact
ccggtecccgg
agtatactat
tttacatctt
gtgatgaaga
ggccttcaat
agtgttagta
ataaacgtaa
aagagctggg
tccctctata
attéatgaat
taaégfgttt
agéataatta
aagtaccatc
gtgtgtgtgt
ggataaaa;a
attctgctgt

cgtaggtgtc

tttaagctgg

accatcagtt

caaaaaacgq .

aggcaattga
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caaacaacaa
aatgtacgat
caagcttgtg
ccattttcat
cccttggatg
aaaactgtca
cagcggaaac
attgaagccg

aattttcgtt

~agaaggtcag

cataagaaaa
aatttcgatg
catcgaatac

aatttgtata

.gcgagacttc

_caggaéctat

caaacatctt

aaattagtgt

ctaaaaaaat

tgécttgtgt

cagagaaacc

gaagctaaga

ttagaatgac
aacccgtaca

tgggtgaaca

catccagaaa

cataggtcca
gcacaacctc

cccacgcatg

44

tggactctat
cttatttctt
gagaggtgac
cttgatggac
gagtgtaaac
atttcaatat
agcgtgatga
actcatgaag
tccgcaataa
actaaactga
ggaaacttgt
cgattaaccg
tacgtéttaa
cgttcatgta
caaatégagc
tatgacgtaa
gcaaagatac
gtgtgcatta
attaaagttg

gcgtttcata

aattatatca

gttgatgcca
aattcgaatt
tgcccaaaat
gtttattcct
aééaaagaat
ttctettage
Qatggagtga

tatctatctc

tatcaaccat
catcaatata
ttcatgaacc
aacatgtgca
catgatttaa
tctttatatt
gtgagttaag
ccggttacgg
aagaaccgct
gtcatctaga
agaatggecct
gcaaaatcag

tatgatgtac

agtgtgtatc

daacgagaag

agccttgacc

caaatatttt.

tatatattaa
aaatgtgcgt
ttttaaaata
aétcaaataa
tttaatctaa

gcgtacctta

‘agggggcggyg

ggcatccact

cccagcacca

-~

gcaactacag

tgcaacctgc

attttcottac

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

11320

1380
1440

1500

1560

1620
1680

1740

1800

1860
1920
1980
2040

2100

2160



.accttctatt
agttccctga
tgtaattctg
ttttagtttt
ttétcaétac

Vgaacaattga
ggcaagttac
aactttatga
acattctcac
cacttagcaa
aacecttaacc
aaacataata
cgttgggaag
‘ggcgacacaa
atgggctgga
tcggétgctg
ggtgataacg
ggtattaagc
ctttggggga

ggttttggtg

tctcacaaca

gaagégatct
cgggtcgaag
actggttcag
atgattagct
gctaagcaat
gctggtgétg

tatgcaacca

accttctgc;
aattattccc
taaatctatt
aaaacaccaa
ctgattatga
agtctgttgc
cftataaaét
aagaagttaa_
cagctaagaa
cgcaatattt
aaagtgccca
agattgttta
acgtcgcegt
tgcgtaatgt
cagttgacta
atgttgataa
atgcggacac
ggttcttaqa
tggagcaétt
ctgaaggtga
agcaaaccgc
taggttcéca
ttcatccatt
aaggtgaagc
acgcggtaga

tatggacccc

gtcaccacac

tggttggcat

ctctptgatt
ctacttgact
tcttaaactt
gaacttagtt
gttttggttt

taaggatgcg

agtééttaag

ttacaatgat
ctggattcgt
gaataatatt
tggcgacege
éggctattgg
agcgtacaat
ggccgttact
ttatggtatc
ggaatacgct
gtataaacat
aagaggcégt
acctggtcta

ctggaagacg

ctttatggaa

catgttggaa

égatattggg'

aattgatgte
tgcgaataag

aaagatgggc

gatgctgtec

gactaaggca
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ﬁggaaaaagc
aataagtata
cttaaattct
tcgaataaac
gttaccggtt

caagatattg

gatgttatga,

aaggtagccg
ggaactgaac
ccatatgcag
gagtatgcct
ggcgatgaag
gégagcttta
gaaggtga&a
ggtgacttag
gacttggagt
tcagtfcggg
tacacaécct
gcttcacaat
gctgcﬁttag
gaétacacgt
gttéatéégt
ggtaaagatg
accgttgdcg
ccagaagccg
tﬁaaagaaag
ttcgcgttaa

ttcttaaagt

45

tgaaaaaaaa
taaagacggt
acttttatag
acacataaac
cacaacacct
cggataaatt
cgécggctga
gtgttattac
tgttacaaaa
acattgactt
acattaacgc
atgtgcaaga
aagttéaggt
aggttgaggce
ttgaagagat
ctcggtatga
ttcéatﬁggc
ttaccacgaa
tattaattcg
gacgggttat
tagacttgég
ctatcgcaag“
atectgcth
atttcbgtga
aéacécctaa
gtg¢actaga
ctgaagaaca

aagtgaattt

ggttgaaacc
aggtaﬁtgat
ttagtctttt
aaacaaaatg
ttatggtgaa
gaatgcaagc
aagtatcacc
ttggatgcac
aceattatta
tgagtacatg
ccggttgcag
gcagattgca
tgctecgcettt
tcaaattaég
caataaggtt
aafggfccaa
acaatatctg
ctttgaagap
tgatgggtat
gaagattatg
tcatggtcat
tgataaacca

cctagtattt

tgggttcaag

tttaccagtt
atggatgcaa
aatggaagac

actttaaatc

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940 -
300@1_
3060
3120
3180
3240

3300

3360

3420.

3480
3540
3600

3660

" 3720

3780

- 3840



ttgcatttaa
tttaatgaca
'cattgttctt
atgctgagtyg
tttttttttt
cagatattca
aaaaagaaaa
cacccaaaca
tctccecgece
gcagcatgag
tggaaacctt
gtgattccta
catgatctcc
tattttactt
cataaaaaac
gaéacagccc
anattaaag
tgggaaaacc

attcaacaaa

‘aagcatatca

caagcgaaat
-gatg%attga
taccaqgcaa
gctégctaté
ggcgttttcc
agccaacttg
ttaccagcgg
agégécaégc

atggtcggta

ataaattttc
ttttcgattc
gtctttttcg
aaattttagt
aaagtttaca
ttacttgacg
ataccgcttce
cctgcatatt
ctgataacgt
acttgcatac
gtcacctcac
gccacctcaa
acgatttcaa
ctttcttgta
caagcaactg
aagcgattaa
ccgttttgat
aatttgttga
gttatacgca
atgctattgé
tattagttcc
ccgaattatt
tctﬁaaataa
taacctggaa
caattgatga
acaaagttaé
gagccattge
tcgacgctgg

cgaaCagcgt

tttttatagce
attgattgaa
ccacatgtaa
taataatgga
aatgaatttt
caaaagcgtt
taggcgggtt
tggacgacct
ccactaattg
tgcaaatcgt
ttaattctag
ggtatgcctc
catataaata

acatctctct

cttatcaaca

aactggcaaa

cacggacgat

tggtacttgg

attagcagca

catﬁagtgcc

gtttcggact
tgatttcaac

tgaagcgcac

attgtcgggt
aécgactgac
accgtattca
tggaaagtta
cagtgttatt

ccgtaaacéc
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tttatgactt
agctttgtgt
tatctgtagt
ggcgctctta
ttccgeccagg
tgaaataatg
atctactgat
ttacttacac
agcgattacc
aagtagcaac
ctagcctacc
tccececggaaa
gcttttgata
tgtaatccct
cacaaacact
gtttctttag
tttaatacga

acttacgcac

gatgtcégca

atgatgcacg
tggcgﬁaata
'aftccacaac
gttaaacagg
gagaaagttc
acatacaatc
tgggaﬁatéc
acggctgccg

gcaccgccag

acgggtaaca

46

agtttcaatt
tttttcttga
agatacctga
ataattttgg
atcgtacgcc
acgaaaaaga
ccgagcttcce
caccaaaaac
tgagcggtcce
gtctcaaggt
ctgcaagtca
ctgtggcctt
atggcaatat
tatﬁccttct
aaatcaaaat

gaattgagct

ttgctteggg

ttgaagatgt
gtaaatatéa
gatacgtagc

acattacggg

-ggtggagtat

tggacttcat

‘taggaatcgg

agadgatqtt
ggcatatttt

gggcgagctt

'aaggggatgc

tcteggtyggyg

tatatactat
tgcgctattg
tacattgtgg
ggatattggc
gcggaaccgc
aggaagaaaa
aétaggatag
cactttecgcc
tcttttgttt
caaaactgta
agaggtctcc

ttctggcaca

taatcaaatt

L agctattttt

gaatttagtt

tggctcaact

aagttacgtt

ctggaccgga

'catgagtttg

atttgatcaa

gcaagcagca

cgcacactta

aacaacgctg_:

tgatgqgtét
aacc;agttt
accgcgggtt
éct#gatcag
tgga@cagga

aacctcagca

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500.

4560

. 4620

4680
4740
4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

15220 ©
5280

- 5340

5400

5460

5520

5580



ttttcgatga
atgacgccag
aatgcgtggg
gatcgattat
ttggctaatt
ctatttgtac
tatgcggcecgt
caaacggacg
gtattggcca
ccatggggga
gatttcttag
gaacgggtgg
gcagcggctg
gcacgttttt

tcaégaatgt

aacaatttca

tggtcaccca
tttacatacc
taécttacgc
acttaattcg
aggccacétt
aaaaatcacg
'tggaattaca
ata;tgtccc
agcgtttttt
atttttcctt

ttcttttact

gcaaaatcga

acgttctaga
atgggtcacc
caacgatttt
atgaaacgtt
atagttatca
ggacaccaaa

tcgcaccceccet

‘ttatgattgc

acgcactgaa
tggcagtgtt
atcaagaagt
ccggatatcg
ggcaagcaat
ttgtcattta

tttatgattc

ggtttacctt

tqtatttaat
tctcatttet
ttatatctet
tttttcg;tg
ctgtcaécgf
atctgggtygg
ggaagctggt
gtgtctatat
gttactacaa
ttctcattgt
taatatttta

tttagaatca

taaaccattg
agttgcaatg
tcatgagttt
attcttggaa

atccggtgag

‘cagtaaattt

ccaacttggt

‘acagggtgga

cattccgatt
agccaacttt
ctttaaagag
tgaatttatt
caaatattag
tttcattttc
tatatagggt

ttattctgct

‘tgcataaata

catttcctcce

cattggaata

éactatgttg

cagaaaaata
gtgatgggtgt
aattttttgg
atatccattg
ttggttt;ac
tctcatatct
ctfgcatﬁca

agafaccagc

tctaaagtct
gtgcatgtta
gcagcccggt
tcaactcgcg
aatattacta
agtttaccga
atggatattc
ttgttccecgaa
actgtaatga
gcttgtcggce
écagaqagta
caacgttatc
agcttttgat
ttagaatagt
tgcaaacaag
tgtggtgacg
attcttazaa

actagtagag

‘tegttttetg

tgccagegta
tgtcaatgag
attggattat
gtttgcaatc
acggtattct
aéaégéaatt
taaaaaggtc

gtgaatttta

cfaaaaatgc

a7
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atcgcgatat
ataaﬁtgttc
tgggaatgga
ctgatgcgga
agattcaagc
actttatgtt
ttgttaacga
cgccggtaat
gtactgctgg
aaactgcaat
tgacgttgag
aagctggcett
taagccttct
ttagtttatt
catttttcat
cgggtatccg
gtggagctag
aattttgcéa
attaaaacac
aqattaaaéa
géaagaaccg
aggaagccac
atcaccatct
;tttttttgc

ttcectattt

ctttcttecat

atacatéttc

tagaagcatt

tgatattgtt
atcagatatt
attgaaaccg
tgctggaggg

tggtcggeceg

gactcaatta

agéacatqtt
tggccaacaa
tgaaggcggc
gaacctagaa
tccagaaccg
accagttgaa

agtccaaaaa

cattttatag’

tttatgttaa

cccgcectettt

tctatttcta .

tcggacatgc
ggaagtaaga
agagtgtaca
ggatggtaac
gcgctcaacc
gcacgttgtt
tattgaaétg
gt;tégtééc
aatcéatgct
ctctagﬁctt

aaaacaagaa

5640

5700
5760
5820
5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240
6300

6360

© 6420

6480

6540

6600
6660

6720

- 6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260



:gtttatgagg
gtctcgggca
ggtgaattaa
aaactaaatc
attgg;ggaa
gaﬁgtgcbag
gatgggctga
gtgaagacgt
cagcacggcc
ttggaagtgg
ttaccacaat
ggtcaaaata
atataﬁacct
attattatac
gcaaaggaaa
taatagtﬁta
~gagcaccttg
gtttcagttc
gtctacgtat
'agtqtgttga
attttaggtt
ccaacaacaa
tatccttatt
tataatgata
tgtcatcgag
atgggaagga
_tgtattacga
;faatgtagca

gaatttcctg

ctaacatgca
ttgaccggga
éaccaagcga
cgtctagtga
ttgtccatac
ctatgaacac
ctaaggaaga
tccaaéaacg
catttgcttg
£tgccgaaga
atttattaga
atgcgcattc
aaagaacatt
acatatcata

taaattttat

gcgtcgtgaa

aacttgcgaa
agggctttte
tttcacttec
caacggactc
tttattattt
éaaagggggg
atgtaatggé
gtcgaggtca

gtctcttttg

tgcagcaaat

ccagaaagaa
tagataaaat

aataattttg

gcttccaaag
aaaaggccta
tttagtcgtt
tacgccgact
tcattcgcca
gacccatgct
aattgaagca
gggcctcgat
gggaccaacg
agattatcat
taagcattat
taaggatcat
aaagétatat
tttctatatt
acattattga
gactttattg

aaaggttctc

ggaggatgtg

tcagcgaatc

ccttttgact

atttatttat

aaaaagatgt

ataactcata

gacacactta.

tgtcgctaaé
ggcaééctaa
cgaatggttt
ctttgtactg

ttaatctcat
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ctgggcctgg

ttcgtgatca
gttaacttac
catacggtgt
tgggcagttyg
gatacgttct
gattatgaag
tatgaagctg
ccagctaaag
actgcgcaat
ttacgtaagce
gcagttcgca
tataagcaaa
tttaagattt
acagcgtcca
tgtcgcgaaa
atcaactgtt
aatcgacggce
cagagactat
tcétaataaa
ttctgttaat
ataatcﬁaaé

taaatgtaaa

aaaacatcaé
cgggccatty
tcatcaatga
tétggttgca

tagccaaact

48

taatacatta

ttacttttac
agccatctgg
agggtgaagt
tatataacgc
cctatgcagce
atggtgacgt
gcaacacggg
taccagcctc
ccgtttacaa
tgacccgtgc
atggtgcaag
agtaaacaaa
gatacgtaaa
ggttatataa
agtaactaCa
agtaaaaatt
taaaaacgcg
gtactgtcct

cttgggaaat

aattcaatga

tgatcctttt
agacactaat

atagaacttc

agtaaégaaa'

taaatacgaa;

attggtttac
ggtaggaaac

atgccttett

aacgcctcaa

ctggggcaat
tgttgattat
ggttgaaggt
ttttectaat
tgctcaaatg
gccggccgcy
taaaaccatt
attagtcagc
tgctaaagtg
aagtagcgaa
tgcctattat

tcgctcttaa

ttttgcttat

tgtacgtaat
ttatgtgcac
ttaaaaatta

tgtcttctgt

tgggaacttt

tcgacaggac
cgcaaaagga
ctttccacta

ctgctcttga

aaattaatat

aaaaaatgtc

gacactttgc

ctcttetatt

gacctaaata

gattagtatc

cgaatttatc .

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980

8040

8100

8160 -
8220
8280
8340
5400
8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000



éaactttagt
tttctcgcta
gcttacagaa
tttcactctt
accaaataaa
ttgtagtaag
atéaaagagc
aggtgcaact
aéaggaagct
tataggcctg
cgtatgtctt
gttttfgtta
ttgtgcttga
cccctcacag
tagéatttqc
agttctcaca
ggccgcgatt
aVi-tg"ng‘;‘JgC,a-
tgtttctgaa
taaactgéct
aﬁgatgcatg
aatatcctéa
éttcgattcc
cgcaatcacg
gctggcctgt
cagfcgtcac
tégéttgtat

tatggaactg

tcttttectg
acttcaaaag
atggtgagcg
ttgtataggg
tttatcagcg
ttctgtagtt
tgtgtggcca
ttcttcaaga
atccgttgag
cctgctégtt
ggagaataac
tattéagttt
gtaaccggta
tcgecgttgaa
cactgaggtt
tcacatccga

aaattccaac

-atcaggtgcg

acatggcaaa

gacggaattt

gttactcacc

ttcaggtgaa

‘tgtttgtaat

aatgaataac
tgaacaagtc
tcatggtgat
tgatgftgga

cctcggtgag

ttccatttct
gtattagata
atccgttgat
cgatgaattc
catctactga
cctcagctgt
cttgcatgtc
gttgtgcagg
cggaagtgtt
tctgtgcgat
tttggggaga

gtaagggaat

ccacggctec

ttgtccccac

‘cttctttcat

acataaacaa
atggatgctg
acaatctatc
ggtagcgttg

atgcctcttc

‘actgecgatcc

aatattgttg
tgtccﬁttta
thttégttg
ﬁggaaagaaa
£tctcacttg
cgagtCQQaé

ttttctecott
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gtttataaac
tcctagttcet
atcattgtcc
tgcctggttg
tgatatacaa
cagtcggttt
fcgtacatct
cactgcttga
caagttgtta
aacattatat
accataggag
tggagctgag
tcgctgcaga
gccgegeece
atacttcctt

ccatgggtaa

atttatatgg

gattgtatgg
Ceaaﬁgatgt
cgaccatcaa
ccggcaaaac
atgcg¢tggc
acagcgqtég
atgcgagtga

tgcataagct

ataaécttat

tcgcagaccg

cattacagaa
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tcagcatatt
tgaagtgagt
acataaactt
acagtgccaa
aaatgggagt
ttgcccttta
tctctgctat
ttgtgaatta
taatgggttg

ctaggatcca

.tggtgaccgt

tggactctag

cctgcgagca

tgtagagaaa

ttaaaatectt
ggaaaagact
gtataaatgg

gaagccbgat

tacagatgag

gcattttatc

agcattccag

agtgttcctg

cgtatttcgp

ttttgatgac
tttgccatte

ttttgacgag

'atabcéggat

acggcttttt

ggtcaaatgt
tatgaaattc

ttctccaact

!acctggaagc

tgtcgtcgtt

catcatggtt

cgaacgaagc
ggggaggagyg
gcgctggagg
caggtgtttt
tttctq;tct
tgttggdagt
gggaéacgct
tataaaaggt
gctaggatac

cacgtttcga

gectcgegata

gcgccagagt
atggtcagac
cgtactcectg

gtattagaag

cgccggttgc

ctcgcteagg

gagcgtaatq

tcaccggatt

gggaaattaa -

cttgccatce

caaaaatatg

9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480 .
9540
9600
9660 -
9720
9780
9840
9900.
9960

10020 -

ibosb'

10140

10200

10260

10320
10380

10440

10500

10560

10620

10680



gtattgataa
aatcagtact
ttatattgta
cgacatcatc
tatgpgaatg
ccafcctttt
catacatcgg
-gagatataca
ttacactgce
gccatcatca
taggcgcatg
catatccgceca
acagcaccaa
ctttttcctt
ftccagttac
acctgcaatt
tctttttctg
ﬁgcctcaatc
étgatgéatg
aatcggggat
tgtccaagct
gggcagcaat
tégcgcaggc
Vtccatggcct
tgggctacat
fccgcaaagc

gcgagacagt

gcggeggcag

taggaacgga

tcctgatatg
gacaataaaa
gttgttctat
tgcccagatg
qtggtcgcta
gttgtttceg
gattcctata
atagaacaga
tcattgatgg
tatcgaagtt
caacttcttt
atgacaaaaa
cagatgtcgt
ccttcattca
ttgaatﬁtga
attaatcttt

cacaatattt

ctgggaagaa

gaaagtccag
cctttcagag
ggcggcegga
cgcccaécag
aaggéaactc
ccccatctét

ctcatggdcta

cggtgecegte

caacaacatc
ttctggtggt

tatcggtggc

aataaattgc
agattcttgt
tttaatcaaa
cgaagttaag
tactgctgtc
ggtgtacaat
ataccttcgt
taccagacaa
tggtacataa
tcactéccct
tctttttttt
aaatgatgga
tgttccagag

cgcacactac

aataaaaaaa

tgtttecteg
caagctatac
ctggcecgetg
acgctgcctg
gcbgaactga
gégttgacct
ttaacaaact
gatgaatact
ctcaaagacc
aacaagtacg
ttctacgtcé
athgécgca
gagggtgcga

tcgattcgag

agtttcattt
tttcaagaac
tgttagcgtg
tgcgcagaaa
gattcgatac
atggacttcc
tggtctccct
gacataatgg
cgaactaata
ttttccattt
tcttttctet
agacactaaa
ctgatgaggg
tctctaatga
gtttgccget
tcattgttct
caagcataca
ataagcgege
cggaagacag
agatcacaga
cggtggaagt
gcgcccacga
acgcaaagca
agctt;gagf
acgaagggga
agacctctgt
ccgtcaaccc
tcéttgggat

tgccggecgce

50
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gatgctcgat
ttgtcatttg
atttatattt
gtaatatcat
£aacgccgcc
tcttttctgg
aacatgtagg
gctaaacaag
ctgtagccct
gccatctatt
ctccececgtt
ggaaaaaatt
gtatcttcga
gcaacggtat
ttgctaﬁcaa

cgttcecttt

atcaactatc

ccgectegea
cgttattgat
ggcctccgct
tacgctagca
gttcttcecct
caagagaccc

caagggctac

ctcggttetg

cccgcagacce

‘acgcaacaag

tcgtggtggce

gttcaacttc

gagtttttct
tatagttttt
tttttcgect
gcgtcaatcg
atccagggta
caaccaaacc
tégcggaggg
actacaccaa
agacttgata
gaagtaataa
gttgtctcac
aacgacaaag
acacacgaaa

acggccttcece

gtataaatag

cttcecttgtt

tcatapacaa

aaaaccatcc
ttcccgaaga
gcagatqttg
ttctgtaaac
gacgccgctc
gttggtccéc
gaaacatcaa
acaaccatgc
ctgatggtct

aéctggtcgt

gtcatcggtg

ctgtacggtc

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220
11280
11340

11400

11460
11520
.11580
l11640‘

11700

11760
11820

11880

11940

12000
12060
12120
12180
1224b
12300
12360

12420



taaggccgag
agacggtgca
ccaaatccgt
ggcgccagtce
gctactacaa
ccaccgtege
acgatttcgg
técgcgatat
cgaacatcaa
accagatgga

acgccatcat

atgggtatge.

ttgcggataa
ccctegtgea
ttatcggacg
tgctgggaaa

-caggtatatt

gtgcégattg

acatgggcca
tatccgttag
cttggatgcc

cagtgtatca

tggaacatta.

acaacaggtt
acataggtaa
-ttcttcgatg
cgﬁggaaéaa

ccggctacat

tcatgggeyy
cagcgttgtc
cctcggtcag
cgagtcggac
cttcgacggc
cgcactcgcc
ccacgatctc
cagtgcatcc
agctgttaac
gtaccttgag
cgcgccgatt
ptcpgtgatc
gaécatcgat
ggaagagtat

gagactcagt

tgtggtgact

tctatgﬁgat
tcttgtgcga
agaaaatatt
dttatgcatg
aataaaaaaa
aagtaaaaaa
gatﬁtacaaa
attagtacag
atcgaatacc
ttgtatacgt
aggtagtaaa

actagagaag

ctgccgtatg
gggccgatta
gagccatgga
attattgcct
aatgtccttce
aaagccggtc
atctcccata
ggcgagccgyg

atgaacgagc

aaatggcggqg”

acgcctaccg
aacctgctgg
aagaagaatg
gathégagg
gaagaéagga
ccataggtcg
actgatgtat

taatgacgtt

ttégaacttg‘

attcattcet

aaaaacatcg

aagattttcg
aatttaacca

agaaagcatf

atcatactat

tggagcatag

agtagtagta

cacgtacaca
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caaagatggc
cgcactctgt
aatacgactc
ccaagatcaa
cacaccctce
acaccgtgac
tctacgcgdc
cgattccaaa
tctgggacac
aggctgaaga
ctgcggtacg
atttcacgag
agagtttcaa
cgtaccatgg
cgttggcgat
agaétttaﬁa
acatgcatga
cctatcaaag
tttagaatat
.acaacttttt
-agaaaatttc
ctacatgttc
_ccgﬁtgatta
étgtégtgtt
Cttttccaat
ggcaagaatt
taagtagtaa

aaaactcata

51

gaacagcatg
tgaggacctc
caaggtcatc
gaacggcggg
tatcctgege
cccgtggacg
tgacggcage
tatcaaagac
gcatctccag
aaaggccggg
gcatgaccég
cgtggttgtt
ggcggttagt
ggcaccggtt
tgcégaggaa

cttagataag

taatatttaa

caatacactt
tagcacagag
cgtagcataa
agcatgctca
cttttgaéga
acgattagac
gccccggéct
gaétccctaa
gtggcttgag
aaagaggtaa

ggcacttcat

gagggtcagg
cgcctcecttca
cccatgccct
ctcaatatcg
ggcgtggaaa
ccatacaagc
gccgacgtaa
ctactgaacc
aagtggaatt
aaggaactgg
ttcecggtact
ccggttacct
gagcttgatg
gcégtgcagg
gtggggaagt
tatgtactta

acggttatta

accacctatt’

tatatgatga

ggattaatta-

gaaacaattg
aagaéaatca

cgttaagcgc

ttcttttgeg .

agaaagactc
atctagatta
aaagagaaaa

catacgacag

12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140

13200

‘13260

13320

13380

13440

13500 .
13560
13620

13680

© 13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100



tttettgatyg
ttgcctttac
gccatttctt

atgttcccac

agtatgtttt_

.atcagcgatt
atgtatgcag
'aagatgcctf
ctcgagagag
cggataagtt
ctatttaggc
ttcaaaaaat
agttctctta
ttcgcactge
ccctggectt

tagcgaagag

ggaaattgta

attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt

cccccqaﬁtt

agcgaaagga

cacacccgce

tgtgcgcgga
gégacaataa
acatttcégt
cccagaaacy

catcgaactg

cattataata
tttttataca
ttgttttcaa
tgaaaatcat
ttttfctcta
acatgcatat
gcaaatattt
cgaagagatt
agggcgaaag
cggaaatgta
aaaaagacga
gggaatagta
agatttcaat

aaagctagct

acccaactta

gceccgcaccyg
aacgttaata
Caataggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggcgcta
gcgéttaatg
acccctattt
qéctgataaa
gﬁcgccctta
ctéétgéaag

gatctcaaca
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gtgtattaga
tagaaéattg
cacttagaca
gtacctgcag
ctcattttta
tgtgtgttct
ctcagaatga
tctcgétatg
gcaatttaat
agtcacagct
gtggggaaat
tataaccttc
attttgcttt
tggcactggc
atcgbcttgc
atcgcccttc
ttttgttaaa
aaétcdgééa

cagtttggaa

.ccgtctatca

cgaggtgccg
ggggaaagcc
gggcgctgge
cgccgctaca_
gtttattttt

tgcttcaata

ttcececttttt

taaaagatgc

gcggtaagat

tattttcaga
gcagatttac
agttgttgag
gataataacc
cctgaagata
agaéttgcgg
aaaatagaga
éaaggcétgc
gcattgcttc
aatgacaaat
aacaaacgct
cggttcgtta
cttgaagaaa
cgtcgtttta
agcacatccc

ccaacagttg

-attcgegtta

aatcccﬁtat
caagaétc;a
gggcgatgge
taaagcécta
ggcgaacgty
aadtgtagcg
gggégcgtca

ctaaatacat

atattgaaaa

tgcégcattt
tgaagatcag

ccttgagagt

52

aatatgcata

ttacactact

aaccggacta

ccctaattct
gagcttctaa
atcaccagat
aaaggaaacg
atcagggtga
tccattgact
ccactttagg
caaacatatt

ataaatcaaa

gaatctactc‘

‘caacgtcgtg

cctttcgééa

cgcagcctga-

aatttttgtt
aaatgaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg

aatcggaacc

gcgagaaagyd

'gttacgctgc

ggtggcactt

tcaaatatgt

aggaagagta

_tgccttcctg

ttgggtgcac

tttcgccccg

gaacctéttc
ttgtttctac
ctaaaaagca
gcatcgatcc
aacaaaaaaa
cgccattaca
aaaattctgt
tccaaaggaa
tctagttgag
tttcgaggca
agcatatacc
tctttcatct
tcctececcececa

actgggaaaa

gctggegtaa -
atggcgaatg
aaatéagctcj

aatagaccga .

acgtggactc

aaccatcacc.

ctaaagggag

aagggaagaa

gcgtaaccac

ttcggggaaa

atccgctdat_

tgagtattca

tttttgctca

gagtgggtta

aagéacgttt

14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15i80
15240
15300
15360

15420

15480 .

15540
15600
15660

15720

15780 .

15840 -



t;caatgétg
cgggcaagac
aqcagtcaca
cataaccatg
jggé@ctaacc
accggagctg
‘ggcaacaacg
attaatagac
ggctggctgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtggce
ggcgcagcgyg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gctteecaggy
tgagcgfcga
cgcggeettt
gttatccecct
ccgcagccga

acgcaaaccyg

agcactttta
caactcggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttce
ttttttctge
tgtttgccgg
cagataccaa
étagcatcgc

gataagtcgt

t¢cgggctgaa

ctgagatacc

gacaggtatc:

ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttee

gaptctgtgg

acgaccgagc .

‘cctctccccg

aagttctgct
gccgcataca
ttacggatqgg

ctgcggccaa

.acaacatggg

taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctc

gaaatagaca

aagtttactc

aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgfda
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg
tgéccttttq
ataaccgtat
gcagcgagté

Cgcgttgécc
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atgtggcgeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat

‘agaccccgta

ctgcttgcaa.

accacctctt
tétagtgtag
cgctctgcta
gttggactca
gtgcacacag
qeattgagaé
Caqggtcggé
tagtcctgtc
ggggcggage
ctggectttt
taccgccttt
agtgagcgég

gattcattaa
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gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgeccttg
accacgatgc
agtctagctt
cttctgcget
cgtgggtctc
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
aqaéaaaaac
tttcecgaagg
cégtagttag
atccﬁgftac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgc
écaggagagc
gggtttcgcecce
ctatgéaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg_
gaagcggéag‘

tgcagctggc.

gtattgacgc
ttgagtactc
gcagtgctgc
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggcccttcece
gcgétatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca

ccaaaatccc

aaggatcttc

caccgctacc
taactggctt

gccaccactt

cagtggctgc_

taccantaa
agcgaacgac

ttcccgaagg

l gcacgaggga

Jacctctgact

acgccagéaa
tctttcctge
ataccgctcg
agcgcccaat

acgacaggtt

15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740

16800

16860

16920
16980
17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

.17460

17520



tcccgactgg
ggcaccccag
ataacaattt
égggaattag
gatgtgaacg
taacagcttg
ttgttcaatc
aaattttgaa
agttataaat
ttcatagcac

ctccaaaaat

ggcctttaat.

<210> 18
<211> 23
<212> ADN

aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa

cttgcgegaa

tttactaaag

tattccaagt

tcttggttaa

atttctctgt
tcaggatccc

ttgtaatttt

ttcetttgtt

agcctagttce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 18

tgatcttgta gaaagtaccg agg

<210>19
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 19

ctitgttctt ccgttatgtc aacac

<210> 20
<211>23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 20

ttccaagaag aacaacctga tag

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

<213> Secuencia artificial

<220>

gtgagcgcaa
ttatgcttcc
acagctatga
attattggct
tagcactatc
cctgacattc

aattctcttg

tggacagctc

attctgtagc
tgagtttgtt
cﬁtccgttat

ttagcatttc
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cgcaattaat
ggctcgtatg
catgattacg
ttLttttttt
tgtggaatgg
cagttgtaag
ttccatgaat
gttgaa;ttt
caccttatcc
ttcctegatt
gtcaacactt

agatc

54

gtgagttage
ttgtgtggaa
aatttaatac
tttaattaat
ctgttggaac
ttttccaact
aggctctttt
ttecttagett
atgaccgttt
tcatcgaagt

ttcgttgtta

tcactcatta
ttgtgagcgy
gactcacaat
actacctttt
tttttccgat
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una xilosa isomerasa, donde la
secuencia de aminoacidos de la xilosa isomerasa tiene al menos aproximadamente 96% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO 3 donde la secuencia de nucleétidos es heterologa al
huésped y donde la célula es capaz de utilizar xilosa como fuente de carbono.

2. Una célula de acuerdo a la reivindicacion 1 la cual es una célula eucariética.

3. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 la cual es una célula de levadura.

4. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 3 la cual es una célula de levadura del género Saccharomyce,
Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Klockera, Schwanniomyces o Yarrowia.

5. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 4, donde la célula de levadura es de la especie S. cerevisiae, S.
bulderi, S barnetti, S.exiguus, S.uvarum, S.diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis.

6. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 la cual es una célula fangica filamentosa.

7. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 6 donde la célula fungica filamentosa es del género Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma, Humicola, Acremonium o Fusarium.

8. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 7, donde la célula fungica filamentosa es de la especie
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium chrysogenum, o Rhizopus oryzae.

9. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la célula comprende
una o mas modificaciones genéticas que dan como resultado:

a. un incremento en el transporte de xilosa en la célula;

b. un incremento en la actividad de xilulosa quinasa;

c. un incremento en el flujo a través de la ruta del fosfato de pentosa;

d. una disminucion en la actividad de la aldosa reductasa;

e. una disminucion en la sensibilidad a la represién de catabolitos;

f. un incremento en la tolerancia al etanol, osmolaridad u acidos organicos; o

g. una reduccion reducida de subproductos.

10. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 9, donde la una o mas modificaciones genéticas dan como

resultado la sobreexpresion de al menos un gen que codifica una enzima de la parte no oxidativa de la ruta del
fosfato de pentosa.

11. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 10, donde el gen es un gen que codifica una ribulosa-5-fosfato
isomerasa, una ribulosa-5-fosfato epimerasa, una transcetolasa o una transaldolasa.

12. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, donde la una o mas modificaciones genéticas dan
como resultado una sobreexpresiéon de al menos los genes que codifican una transcetolasa y una transaldolasa.

13. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, donde la una o mas
modificaciones genéticas dan como resultado la sobreexpresion de un gen que codifica una xilulosa quinasa.

14. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, donde el gen que es
sobreexpresado es un gen que es enddgeno a la célula.

15. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, donde la una o mas
modificaciones genéticas dan como resultado un descenso en la actividad no especificada en la aldosa reductasa en
la célula.

16. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 15, donde la una o mas modificaciones genéticas reducen la
expresion de un gen endogeno que codifica una aldosa reductasa no especifica o reduce la actividad de dicha
aldosa reductasa no especifica.

17. Una célula de acuerdo con la reivindicaciéon 16, donde el gen es inactivado por eliminacién de al menos
parte del gen o por interrupcion del gen.
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18. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 16 o 17, donde la expresion de cada gen en la célula que
codifica una aldosa reductasa no especifica es reducida.

19. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que tiene la capacidad de
utilizar L-arabinosa.

20. Una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 19, donde los genes TAL1, TKL1, RPE1y
RKI1 estan sobreexpresados.

21. Una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 20, donde la region codificante del gen
GRES3 es inactivado por reemplazo de la regién codificante con una secuencia de nucleétidos que comprende los
genes TAL1, TKL1, RPE1l y RKI1.

22. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 21, donde los genes araA, araB y
araD de Lactobacillus plantarum son expresados.

23. Una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 22, donde todos los genes expresados
son expresados constitutivamente o sobreexpresados constitutivamente.

24. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 23 donde uno o mas genes expresados constitutivamente o
sobreexpresados constitutivamente estan integrados de forma estable en el genoma de la célula.

25. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 24, donde todos los genes expresados constitutivamente o
sobreexpresados constitutivamente estan integrados de forma estable en el genoma de la célula.

26. Un proceso para producir un producto de fermentacion proceso que comprende fermentar un medio que
contiene una fuente de xilosa con una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes de
forma que la célula fermenta la xilosa hasta el producto de fermentacion.

27. Un proceso para producir un producto de fermentacién proceso que comprende fermentar un medio que
contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 19 a 23 de tal forma que la célula fermenta la xilosa y la L-arabinosa hasta el producto de
fermentacion.

28. Un proceso para producir un producto de fermentacion proceso que comprende fermentar un medio que
contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 18 y una célula capaz de usar L-arabinosa, por lo cual cada célula fermenta xilosa y/o
arabinosa hasta el producto de fermentacion.

29. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, que comprende recuperar el
producto de fermentacion.

30. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29 donde el medio también contiene
una fuente de glucosa.

31. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30, donde el producto de fermentacién
es etanol, butanol, acido lactico, acido 3-hidroxipropionico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido
citrico, acido madlico, acido fumarico, acido itacénico, un aminoacido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, butanol, un
antibiético de B-lactama y una cefalosporina.

32. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 31, donde el proceso es
anaerobico.
33. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, donde el proceso es aerébico,

preferiblemente llevado a cabo bajo condiciones limitadas de oxigeno.

34. Uso de una célula de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 25 en un proceso para la produccién de un
producto de fermentacion.
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