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DESCRIPCION
Produccién de FDCA catalizada por deshidrogenasa

Campo de la invencién

[0001] La invencion se refiere a los campos de la enzimologia, genética molecular, biotransformacién y
tecnologia de fermentacién. En particular, la invencién se refiere a deshidrogenasas que oxidan el acido 5-
(hidroximetil)-2-furoico en acido 5-formil-2-furoico, y a polinucleétidos que codifican dichas deshidrogenasas y su
uso en la biotransformacion de hidroximetilfurfural en acido 2,5-furandicarboxilico.

Antecedentes de la invencién

[0002] EIl &cido 2,5-furandicarboxilico (FDCA) es un compuesto monomérico que se puede aplicar en la
produccién de poliésteres que tienen un tremendo impacto econémico. Un compuesto muy importante en el
campo es el polietilentereftalato (PET) que se produce a partir de acido tereftalico (PTA) y etilenglicol. El FDCA
puede sustituir al PTA en el poliéster PET, en cuyo caso da lugar a polietilenfurandicarboxilato (PEF). El PEF
tiene un buen potencial para reemplazar al PET en el gran mercado del poliéster. No solo porque tiene
propiedades superiores en comparacion con el PET, sino también porque puede obtenerse a partir de materias
primas renovables. El FDCA se puede producir a partir de azlcares, ya sea quimicamente (De Jong et al. 2012.
En: Biobased Monomers, Polymers, and Materials; Smith, P. et al.; Serie de simposios ACS; ACS Symposium
Series; American Chemical Society: Washington, DC) o en una ruta quimica-biolégica combinada (Wiercks et al
2011. Appl Microbiol Biotechnol 92: 1095-1105). En el dltimo caso, un azdcar monomérico como glucosa o
fructosa se transforma quimicamente en 5-(hidroximetil)-2-furaldehido (HMF) que posteriormente puede ser
oxidado por enzimas en FDCA.

[0003] Se ha desarrollado una ruta bioldgica para producir FDCA a partir de HMF basandose en el aislamiento de
la cepa de degradacion del HMF de Cupriavidus basilensis HMF14 (Wierckx et al 2010. Microbial Technology 3:
336-343). Se identificé un grupo de genes que codifican enzimas involucradas en la ruta de degradacion del HMF
en C. basilensis HMF14 y los genes relevantes se expresaron de manera heteréloga en una cepa de
Pseudomonas putida (Koopman et al 2010 PNAS 107: 4919-4924) que de ese modo adquirié la capacidad de
metabolizar el HMF. El primer paso oxidativo en la ruta de degradacion implico la formacion de acido 5-
(hidroximetil)-2-furoico (HMFCA) que a su vez se oxidd en acido 5-formil-2-furoico (FFA) y luego en FDCA. En
trabajos posteriores (Koopman et al 2010. Bioresource Technology 101: 6291-6296; y WO 2011/026913), solo el
gen hmfH de C. basilensis HMF14 que codifica la enzima HMF oxidorreductasa se introdujo en P. putida. La
oxidorreductasa actla como oxidasa principalmente en HMFCA, pero también puede oxidar HMF o FFA. Solo la
expresion heterdloga del gen hmfH permite a P. putida producir FDCA a partir de HMF. En un trabajo de
optimizacion adicional (Wierckx et al 2011, supra; y WO 2012/064195), dos genes adicionales se expresaron en
P. putida y codificaron un transportador HMFCA y una aldehido deshidrogenasa con especificidad desconocida,
respectivamente.

[0004] Sin embargo, la ruta catalizada por oxidasa para la produccion de FDCA a partir de HMF tiene varias
desventajas inherentes en comparacién con una ruta catalizada por deshidrogenasa, que incluyen al menos la
produccién de H20:2 tdxico, la falta de ganancia de energia del paso oxidativo y la escasa afinidad por el Oz y la
alta demanda de oxigeno asociada del sistema. Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es abordar
estas desventajas proporcionando medios y métodos para una nueva ruta catalizada por deshidrogenasa para la
produccién de FDCA a partir de precursores furanicos como el HMF, asi como proporcionar medios y métodos
para usar un nuevo transportador de HMFCA en tales procesos.

Resumen de la invencién

[0005] En un primer aspecto, la invencion se refiere a una célula que comprende un constructo de expresion para
la expresion de una secuencia de nucledétidos que codifica una HMFCA deshidrogenasa que tiene una secuencia
de aminoé&cidos con al menos un 81.65 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 1, en
la que el constructo de expresion se puede expresar en la célula y la expresion de la deshidrogenasa confiere o
aumenta en la célula la capacidad de oxidar el &cido 5-hidroximetil-2-furancarboxilico (HMFCA) a &cido 5-formil-
2-furoico (FFA), en comparacion con una célula de tipo salvaje correspondiente que carece del constructo de
expresion. Preferiblemente, la célula tiene ademas: a) una actividad de aldehido deshidrogenasa que oxida los
aldehidos furanicos a los correspondientes acidos carboxilicos furanicos, donde preferiblemente la célula
comprende una segundo constructo de expresion para la expresion de una secuencia de nucledtidos que codifica
una aldehido deshidrogenasa que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 45 % de identidad
con cualquiera de las secuencias de aminoacidos SEC ID N.°: 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, donde el segundo
constructo de expresion es expresable en la célula y la expresion de la aldehido deshidrogenasa confiere o
aumenta en la célula al menos una de las capacidades de i) oxidar 5-hidroximetilfurfural (HMF) a HMFCA, ii)
oxidar DFF a FFA vy iii) oxidar FFA a FDCA, en comparacion con una célula de tipo salvaje correspondiente que
carece del segundo constructo de expresion; y b) la capacidad de transportar compuestos furanicos hacia dentro
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y/o hacia fuera de la célula, donde preferiblemente, la célula comprende un tercer constructo de expresién para
la expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene la capacidad de transportar al
menos HMFCA al interior de la célula, cuyo polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos con al menos
un 45 % de identidad con cualquiera de las secuencias de aminoacidos SEC ID N.°: 17, 31, 32, 33 y 34, donde el
tercer constructo de expresion es expresable en la célula y la expresion del polipéptido confiere o aumenta en la
célula la capacidad de transportar al menos HMFCA al interior de la célula, en comparacién con una célula de
tipo salvaje correspondiente que carece del tercer constructo de expresion.

[0006] En otro aspecto, la divulgacion se refiere a una célula que comprende un constructo de expresién para la
expresion de una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido que tiene la capacidad de transportar al
menos HMFCA al interior de la célula, donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un 86.5 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 17, en la que el constructo
de expresion se puede expresar en la célula y la expresion del polipéptido confiere o aumenta en la célula al
menos la capacidad de transportar al menos HMFCA al interior de la célula, en comparacién con la
correspondiente célula de tipo salvaje que carece del constructo de expresion, y donde la célula comprende
ademas enzimas para convertir HMF en FDCA, donde las enzimas para convertir HMF en FDCA incluyen
preferiblemente al menos una de: a) alcohol deshidrogenasa que oxida HMFCA a FFA y una actividad de
aldehido deshidrogenasa que oxida los aldehidos furanicos a los correspondientes acidos carboxilicos furanicos;
y b) una oxidorreductasa que oxida a FDCA uno o mas compuestos entre HMF, 2,5-dihidroximetil furano,
HMFCA, FFA y 2,5-diformil furano y opcionalmente una actividad de aldehido deshidrogenasa que oxida los
aldehidos furanicos a los correspondientes acidos carboxilicos furanicos.

[0007] Una célula segun la invencion preferiblemente es una célula microbiana, por ejemplo, una célula
bacteriana, de levadura o flngica filamentosa. Una levadura o una célula fungica filamentosa de la invencion se
seleccionan preferiblemente de un género del grupo que consta de Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Yarrowia, Acremonium, Agaricus, Aspergillus, Aureobasidium,
Myceliophthora, Chrysosporium, Coprinus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Mupocoricola, Necallicola,
Magdalena Piromyces, Panerochaete, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia,
Tolypocladium y Trichoderma, mas preferiblemente una levadura o una célula fungica filamentosa seleccionada
de una especie del grupo que consta de Kluyveromyces lactis, S. cerevisiae, Hansenula polymorpha, Yarrowia
lipolytica, Pichia pastoris, Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus sojae,
Aspergillus fumigatus, Talaromyces emersonii, Aspergillus oryzae, Myceliophthora thermophila, Trichoderma
reesei y Penicillium chrysogenum. Una célula bacteriana de la invenciéon se selecciona preferiblemente de un
género del grupo que consta de Escherichia, Anabaena, Aeribacillus, Aneurinibacillus, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Caulobacter, Cupriavidus, Desulfotomaculum, Desulfurispora, Gluconobacter, Rhodobacter,
Pelotomaculum, Pseudomonas, Paracoccus, Bacillus, Geobacillus, Brevibacillus, Brevibacterium,
Corynebacterium, Rhizobium (Sinorhizobium), Flavobacterium, Klebsiella, Enterobacter, Lactobacillus,
Lactococcus, Methylobacterium, Ralstonia, Rhodopseudomonas, Staphylococcus y Streptomyces, mas
preferiblemente una célula bacteriana seleccionada de una especie del grupo que consta de A. pallidus, A.
terranovensis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B. kribbensis, B. licheniformis, B. puntis, B.
megaterium, B. halodurans, B. pumilus, B. thermoruber, B. panacihumi, C. basilensis, D. kuznetsovii, D.
thermophila, G. kaustophilus, Gluconobacter oxydans, Caulobacter crescentus CB 15, Methylobacterium
extorquens, Rhodobacter sphaeroides, Pelotomaculum thermopropionicum, Pseudomonas zeaxanthinificans,
Pseudomonas putida, Paracoccus denitrificans, E. coli, C. glutamicum, Staphylococcus carnosus, Streptomyces
lividans, Sinorhizobium melioti y Rhizobium radiobacter.

[0008] En otros aspecto, la invencion se refiere a un proceso para preparar un polipéptido que tiene una actividad
de HMFCA deshidrogenasa tal como se define en los aspectos anteriores, y/o para preparar un polipéptido que
tiene capacidades de transporte de compuestos furanicos tal como se define en los aspectos anteriores. El
método comprende preferiblemente el paso de cultivar una célula tal como se define en los aspectos anteriores,
en condiciones propicias para la expresion del polipéptido o polipéptidos y, opcionalmente, recuperar el
polipéptido o polipéptidos.

[0009] En otro aspecto, la invencion se refiere a un proceso para oxidar HMFCA a FFA, que comprende el paso
de incubar una célula de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores en presencia de HMFCA,
preferiblemente en condiciones propicias para la oxidacion del HMFCA por parte la célula.

[0010] En otro aspecto mas, la invencion se refiere a un proceso para producir FDCA, que comprende el paso de
incubar una célula de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, en un medio que comprende uno o0 mas
precursores furanicos de FDCA, preferiblemente en condiciones propicias para la oxidacion de los precursores
furanicos de FDCA por la célula a FDCA y, opcionalmente, la recuperacion de FDCA, donde preferiblemente, al
menos un precursor furanico de FDCA se selecciona del grupo que consiste en HMF, 2,5-dihidroximetil furano
(DHF o HMF-OH), HMFCA, FFA y 2,5-diformil furano (DFF), de los cuales HMF es el preferido, en el que los
precursores furanicos de FDCA se obtienen a partir de uno o0 mas azlcares hexosa, preferiblemente uno o0 mas
azucares hexosa obtenidos de biomasa lignocelulosica, preferiblemente mediante deshidratacion catalizada por
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acido, donde preferiblemente el FDCA se recupera del medio por un proceso que comprende precipitacion acida
0 salina seguida de cristalizacién por enfriamiento y/o extraccién con disolvente.

[0011] En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un proceso para producir un polimero a partir de uno o
mas monomeros de FDCA. Dicho proceso comprende los pasos de: a) preparar un monémero de FDCA en un
proceso segun el aspecto anterior; y producir un polimero a partir del monémero de FDCA obtenido en a).

[0012] La invencién también se refiere al uso de una célula segun cualquiera de los aspectos anteriores, para la
biotransformacién de uno o mas precursores furanicos de FDCA a FDCA, donde preferiblemente, al menos un
precursor furanico de FDCA se selecciona del grupo que consiste en HMF, DHF, HMFCA, FFA y DFF, de los
cuales el HMF es el preferido.

[0013] En otro aspecto, la invencién se refiere a un polipéptido que tiene actividad de HMFCA deshidrogenasa,
cuyo polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 81.85 % de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 1. En este aspecto, esta invencion también se
refiere a una molécula de acido nucleico que comprende al menos uno de los siguientes elementos: a) una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad de HMFCA deshidrogenasa, cuyo
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 81.85 % de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N.°: 1; b) una secuencia de nucledtidos establecida en las SEC ID
N.%: 12 o 13; c) una secuencia de nucledtidos cuya secuencia difiere de la secuencia de una secuencia de
nucleétidos de b) debido a la degeneracién del codigo genético; y d) una secuencia de nucledtidos que es el
complemento inverso de una secuencia de nucleétidos tal como se define en a) a c), donde, preferiblemente, la
molécula de acido nucleico es un vector. En este aspecto, la invencion se refiere ademés a una célula que
comprende un polipéptido de este aspecto y/o una molécula de &cido nucleico de este aspecto, donde
preferiblemente la célula es una célula cultivada.

[0014] En un aspecto final, la divulgacion se refiere a un polipéptido que tiene la capacidad de transportar al
menos HMFCA al interior de la célula, cuyo polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 86.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N.°: 17. En este
aspecto, la divulgacion también se refiere a una molécula de &cido nucleico que comprende al menos uno de los
siguientes elementos: a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene la capacidad de
transportar al menos HMFCA al interior de la célula, cuyo polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
gue tiene al menos un 86.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 17;
b) una secuencia de nucledtidos establecida en las SEC ID N.% 18; c) un fragmento de una secuencia de
nucleédtidos tal como se define en a) o b) que tiene 10, 15, 20, 30, 50 o 100 nucleodtidos de longitud; d) una
secuencia de nucledtidos cuya secuencia difiere de la secuencia de una secuencia de nucleétidos de b) o c)
debido a la degeneracion del codigo genético; y e) una secuencia de nucleétidos que es el complemento inverso
de una secuencia de nucledtidos tal como se define en a) a d), donde, preferiblemente, la molécula de &cido
nucleico es un vector. En este aspecto, la divulgacion se refiere ademas a una célula que comprende un
polipéptido de este aspecto y/o una molécula de acido nucleico de este aspecto, donde preferiblemente la célula
es una célula cultivada.

Descripcion de la invencién

Definiciones

[0015] Los términos "homologia”, "identidad de secuencia" y similares se usan indistintamente en el presente
documento. La identidad de secuencia se define en el presente documento como una relaciéon entre dos 0 mas
secuencias de aminoacidos (polipéptido o proteina) o dos o mas secuencias de acidos nucleicos
(polinucledtidos), segiin se determine comparando las secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el
grado de relacién de secuencia entre las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos, segun sea el caso, de
acuerdo con lo determinado mediante la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. La "similitud" entre dos
secuencias de aminoacidos se determina comparando la secuencia de aminoacidos y sus sustitutos de
aminoacidos conservados de un polipéptido con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y la
"similitud" se pueden calcular facilmente mediante métodos conocidos.

[0016] La "identidad de secuencia" y la "similitud de secuencia” se pueden determinar mediante la alineacion de
dos secuencias de péptidos o de dos nucledtidos usando algoritmos de alineacion global o local, dependiendo de
la longitud de las dos secuencias. Las secuencias de longitudes similares se alinean preferiblemente usando un
algoritmo de alineacion global (por ejemplo, Needleman Wunsch) que alinea las secuencias de manera 6ptima
en toda la longitud, mientras que las secuencias de longitudes sustancialmente diferentes se alinean
preferiblemente usando un algoritmo de alineacion local (por ejemplo, Smith Waterman). Las secuencias pueden
entonces denominarse "sustancialmente idénticas" o "esencialmente similares" (cuando se alinean de manera
Optima, por ejemplo, mediante los programas GAP o BESTFIT usando parametros predeterminados) cuando
comparten al menos un cierto porcentaje minimo de identidad de secuencia (como se define a continuacion).
GAP utiliza el algoritmo de alineacién global de Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias en toda su
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longitud (longitud completa), maximizando el nimero de coincidencias y minimizando el nimero de gaps. Una
alineacion global se usa adecuadamente para determinar la identidad de secuencia cuando las dos secuencias
tienen longitudes similares. Generalmente, se utilizan los parametros predeterminados de GAP, con una
penalizacién por creacion de gap = 50 (nucle6tidos)/8 (proteinas) y una penalizacion por extension de gap = 3
(nucleodtidos)/2 (proteinas). Para los nucledtidos, la matriz de puntuacion predeterminada utilizada es nwsgapdna
y para las proteinas, la matriz de puntuacion predeterminada es Blosum62 (Henikoff y Henikoff, 1992, PNAS 89,
915-919). Las alineaciones de secuencia y las puntuaciones para el porcentaje de identidad de secuencia se
pueden determinar utilizando programas informaticos, como el paquete Wisconsin de GCG, version 10.3,
disponible en Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, CA 92121-3752 EE. UU., o utilizando software de
cédigo abierto, como el programa "needle" (usando el algoritmo global de Needleman Wunsch) o "water" (usando
el algoritmo local de Smith Waterman) en EmbossWIN version 2.10.0, usando los mismos parametros que para
GAP anteriormente, o usando la configuracion predeterminada (ambos para "needle" y para "water" y tanto para
proteinas como para alineaciones de ADN, la penalizacion por abertura de gap predeterminada es 10.0 y la
penalizacién por extension de gap predeterminada es 0.5; las matrices de puntuacidon predeterminadas son
Blossum62 para proteinas y DNAFull para ADN). Cuando las secuencias tienen longitudes generales
sustancialmente diferentes, se prefieren las alineaciones locales, como las que utiliza el algoritmo de Smith
Waterman.

[0017] Alternativamente, el porcentaje de similitud o identidad se puede determinar buscando en bases de datos
publicas, usando algoritmos como FASTA, BLAST, etc. Por lo tanto, las secuencias de acidos nucleicos y
proteinas de la presente invencion pueden usarse ademas como una "secuencia de consulta" para realizar
busquedas contra bases de datos publicas con el fin de, por ejemplo, identificar a otros miembros de la familia o
secuencias relacionadas. Estas busquedas se pueden realizar utilizando los programas BLASTn y BLASTX
(version 2.0) de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Las busquedas de nuclettidos con BLAST se
pueden realizar con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias
de nucledtidos homologas a las moléculas de &acidos nucleicos de oxidorreductasa de la invencion. Las
basquedas de proteinas con BLAST se pueden realizar con el programa BLASTX, puntuacion = 50, longitud de
palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homdélogas a las moléculas de proteinas de la invencion.
Para obtener alineaciones con gaps para fines de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST tal como se
describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25 (17): 3389-3402. Al utilizar los programas BLAST y
Gapped BLAST, se pueden utilizar los pardmetros predeterminados de los respectivos programas (por ejemplo,
BLASTx y BLASTn). Consulte la péagina de inicio del National Center for Biotechnology Information en http:
www.ncbi.nim.nih.gov/.

[0018] Opcionalmente, al determinar el grado de similitud de aminoacidos, el experto en la materia también
puede tener en cuenta las denominadas sustituciones de amino&cidos "conservadoras", como sera evidente para
el experto. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de los residuos
que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos con cadenas laterales alifaticas se
compone de glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoécidos con cadenas laterales de
hidroxilo alifatico se compone de serina y treonina; un grupo de aminoacidos con cadenas laterales que
contienen amidas se compone de asparaginas y glutamina; un grupo de aminoacidos con cadenas laterales
arométicas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales basicas
se compone de lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos con cadenas laterales que contienen
azufre se compone de cisteina y metionina. Los grupos de sustitucién de aminoacidos conservadores preferidos
son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Las
variantes de sustitucion de la secuencia de aminoéacidos descrita en el presente documento son aquellas en las
que se ha eliminado al menos un residuo de las secuencias descritas y se ha insertado un residuo diferente en
su lugar. Preferiblemente, el cambio de amino&cidos es conservador. Las sustituciones conservadoras preferidas
para cada uno de los aminoacidos de origen natural son las siguientes: ala por ser; arg por lys; asn por gin o his;
asp por glu; cys por ser o ala; gin a asn; glu a asp; gly por pro; his por asn o gln; lle por leu o val; leu por ile o val;
lys por arg, gln o glu; met por leu o ile; phe por met, leu o tyr; ser por thr; thr por ser; trp por tyr; tyr por trp o phe;
y val por ile o leu.

[0019] Tal como se usa en el presente documento, los términos “hibridacion selectiva’, "se hibrida
selectivamente" y términos similares estan destinados a describir condiciones de hibridacién y lavado en las que
las secuencias de nucleétidos que tienen una homologia de al menos un 66 %, al menos un 70 %, al menos un
75 %, al menos un 80 %, mas preferiblemente al menos un 85 %, incluso mas preferiblemente al menos un 90
%, preferiblemente al menos un 95 %, mas preferiblemente al menos un 98 % o mas preferiblemente al menos
un 99 % entre si permanecen tipicamente hibridadas entre si. Es decir, dichas secuencias de hibridaciéon pueden
compartir al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al
menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, mas preferiblemente al menos un 85 %, incluso mas
preferiblemente al menos un 90 %, mas preferiblemente al menos un 95 %, mas preferiblemente al menos un 98
% o mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad de secuencia.

[0020] Un ejemplo preferido, no limitante de tales condiciones de hibridacion es la hibridacion en cloruro de
sodio/citrato de sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45 °C, seguida de uno o mas lavados en SSC 1 X, SDS al
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0.1 % a aproximadamente 50 °C, preferiblemente a aproximadamente 55 °C, preferiblemente a
aproximadamente 60 °C e incluso mas preferiblemente a aproximadamente 65 °C.

[0021] Las condiciones muy astringentes incluyen, por ejemplo, hibridacién a aproximadamente 68 °C en SSC
5x/solucion de Denhardt 5x/SDS al 1.0 % y lavado en SSC 0.2x/SDS al 0.1 % a temperatura ambiente.
Alternativamente, el lavado se puede realizar a 42 °C.

[0022] El experto en la materia sabra qué condiciones aplicar para condiciones de hibridaciéon astringentes y muy
astringentes. En la técnica se encuentra facilmente disponible orientacién adicional con respecto a dichas
condiciones, por ejemplo, en Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press, Nueva York.; y Ausubel et al. (eds.), Sambrook y Russell (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(3?2 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York 1995, Current
Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.).

[0023] Por supuesto, un polinucleétido que se hibrida solo con una secuencia poli (A) (como el tracto poli (A) del
extremo 3' de ARNm), o con un tramo complementario de residuos de T (0 U) no se incluiria en un polinucleétido
de la invencion utilizado para hibridarse especificamente con una porcién de un &cido nucleico de la invencion,
ya que dicho polinucleétido se hibridaria con cualquier molécula de &cido nucleico que contenga un tramo de poli
(A) o el complemento del mismo (por ejemplo, practicamente cualquier clon de ADNc de doble hebra).

[0024] Un "constructo de acidos nucleicos" o "vector de &cidos nucleicos" se entiende en el presente documento
como una molécula de 4cido nucleico artificial resultante del uso de tecnologia de ADN recombinante. El término
"constructo de &cidos nucleicos", por lo tanto, no incluye moléculas de acidos nucleicos de origen natural,
aunque un constructo de acidos nucleico puede comprender (partes de) moléculas de acidos nucleicos de origen
natural. Los términos "vector de expresion” o "constructo de expresion” se refieren a secuencias de nucleétidos
gue son capaces de efectuar la expresion de un gen en células huésped u organismos huésped compatibles con
tales secuencias. Estos vectores de expresion tipicamente incluyen al menos secuencias reguladoras de la
transcripcion adecuadas y, opcionalmente, sefiales de terminacion de la transcripcion 3'. También pueden estar
presentes factores adicionales necesarios o Utiles para efectuar la expresiéon, tales como elementos
potenciadores de la expresion. El vector de expresion se introducird en una célula huésped adecuada y podra
efectuar la expresion de la secuencia codificante en un cultivo celular in vitro de la célula huésped. El vector de
expresion serd adecuado para la replicacion en la célula u organismo huésped de la invencién.

[0025] Segun se usa en el presente documento, los términos "promotor" o "secuencia reguladora de la
transcripcion” se refieren a un fragmento de acidos nucleicos que funciona para controlar la transcripcion de una
0 mas secuencias codificantes, y estd ubicado corriente arriba con respecto a la direccién de transcripciéon del
sitio de inicio de la transcripcion de la secuencia codificante, y se identifica estructuralmente por la presencia de
un sitio de unién para la ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de inicio de la transcripcién y cualquier otra
secuencia de ADN, incluyendo, entre otros, los sitios de unién al factor de transcripcion, los sitios de union a las
proteinas represora y activadora y cualquier otra secuencia de nucle6tidos conocida por un experto en la técnica
gue actle directa o indirectamente para regular la cantidad de transcripcion del promotor. Un promotor
"constitutivo" es un promotor que esta activo en la mayoria de los tejidos en la mayoria de las condiciones
fisiolégicas y de desarrollo. Un promotor "inducible” es un promotor que esta regulado fisiol6gicamente o en
cuanto a desarrollo, p. €j., mediante la aplicacidon de un inductor quimico.

[0026] EI término "marcador seleccionable" es un término familiar para un experto en la técnica y se usa en el
presente documento para describir cualquier entidad genética que, cuando se expresa, puede usarse para
seleccionar una célula o células que contienen el marcador seleccionable. El término "reportero” puede usarse
indistintamente con marcador, aunque se usa principalmente para referirse a marcadores visibles, como la
proteina verde fluorescente (GFP). Los marcadores seleccionables pueden ser dominantes, recesivos o
bidireccionales.

[0027] Tal como se usa en el presente documento, el término "operativamente enlazado" se refiere a un enlace
de elementos polinucleotidicos en una relacion funcional. Un acido nucleico esta "operativamente enlazado”
cuando se coloca en una relacién funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, una secuencia
reguladora de la transcripcion esti operativamente enlazada a una secuencia codificante si afecta a la
transcripcion de la secuencia codificante. Operativamente enlazado significa que las secuencias de ADN que se
enlazan son tipicamente contiguas y, cuando es necesario para unir dos regiones codificantes de proteinas, son
contiguas y estan en el marco de lectura.

[0028] Los términos "proteina” o "polipéptido” se usan indistintamente y se refieren a moléculas que constan de
una cadena de aminoécidos, sin referencia a un modo de accién, tamafo, estructura tridimensional u origen
especificos.

[0029] El término "gen" significa un fragmento de ADN que comprende una region (regién transcrita), que se
transcribe en una molécula de ARN (por ejemplo, un ARNm) en una célula, operativamente enlazada a regiones
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reguladoras adecuadas (por ejemplo, un promotor). Un gen comprendera habitualmente varios fragmentos
operativamente enlazados, tales como un promotor, una secuencia lider 5, una region codificante y una
secuencia no traducida 3' (extremo 3') que comprende un sitio de poliadenilacién. "Expresiéon de un gen" se
refiere al proceso en el que una regién de ADN que estd operativamente enlazada a regiones reguladoras
apropiadas, en particular un promotor, se transcribe en un ARN que es biolégicamente activo, es decir, que
puede traducirse en una proteina o péptido biolégicamente activos. El término "homoélogo”, cuando se usa para
indicar la relacién entre una molécula de acido nucleico o de polipéptido (recombinante) dada y un organismo o
célula huésped dados, se entiende que significa que, en la naturaleza, la molécula de &cido nucleico o
polipéptido es producida por una célula huésped u organismos de la misma especie, preferiblemente de la misma
variedad o cepa. Si es homéloga a una célula huésped, una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido estarda de manera habitual (pero no necesariamente) operativamente enlazada a otra secuencia
promotora (heteréloga) y, si corresponde, a otra secuencia sefial secretora (heter6loga) y/o secuencia
terminadora que en su entorno natural. Se entiende que las secuencias reguladoras, secuencias sefial,
secuencias terminadoras, etc. también pueden ser homélogas a la célula huésped. En este contexto, usar solo
elementos de secuencia "homélogos" permite la construccion de organismos genéticamente modificados (OGM)
"autoclonados" (la autoclonacion se define en el presente documento como en la Directiva Europea 98/81/EC
Anexo Il). Cuando se usa para indicar la relacién de dos secuencias de acidos nucleicos, el término "homoélogo™
significa que una secuencia de acido nucleico monocatenario puede hibridarse con una secuencia
complementaria de acido nucleico monocatenario. El grado de hibridacion puede depender de una serie de
factores, incluido el grado de identidad entre las secuencias y las condiciones de hibridacion, tales como la
temperatura y la concentracién de sal, segin se comenta mas adelante.

[0030] Los términos "heterélogo" y "exdgeno" cuando se usan con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o
proteina se refieren a un &cido nucleico o proteina que no se produce de modo natural como parte del
organismo, célula, genoma o secuencia de ADN o ARN en el que esta presente, 0 que se encuentra en una
célula o ubicacion o ubicaciones en el genoma o secuencia de ADN o ARN que difieren de aquella en la que se
encuentra en la naturaleza. Los &cidos nucleicos o proteinas heterélogos y exdgenos no son endégenos a la
célula en la que se introducen, sino que se han obtenido de otra célula o se han producido de forma sintética o
recombinante. Generalmente, aunque no necesariamente, dichos &cidos nucleicos codifican proteinas, es decir,
proteinas exdégenas, que normalmente no son producidas por la célula en la que se transcribe o expresa el ADN.
De manera similar, el ARN exdgeno codifica proteinas que normalmente no se expresan en la célula en la que
estd presente el ARN exdgeno. Los &cidos nucleicos y proteinas heterdlogos/exdégenos también pueden
denominarse acidos nucleicos o proteinas extranjeros. Los términos acido nucleico o proteina heterélogos o
exogenos abarcan en el presente documento cualquier acido nucleico o proteina que un experto en la técnica
reconoceria como extranjeros a la célula en la que se expresa. Los términos heterélogo y exdgeno también se
aplican a combinaciones no naturales de secuencias de &cidos nucleicos o aminoacidos, es decir,
combinaciones en las que al menos dos de las secuencias combinadas son extranjeras entre si.

[0031] La "actividad especifica" de una enzima se entiende en el presente documento como la cantidad de
actividad de una enzima particular por cantidad de proteina total de la célula huésped, normalmente expresada
en unidades de actividad enzimatica por mg de proteina total de la célula huésped. En el contexto de la presente
invencion, la actividad especifica de una enzima particular puede aumentarse o disminuirse en comparacion con
la actividad especifica de esa enzima en una célula huésped de tipo salvaje (por lo demas idéntica).

[0032] "Compuestos furanicos" se entiende en el presente documento como acido 2,5-furano-dicarboxilico
(FDCA) asi como cualquier compuesto que tenga un grupo furano que pueda oxidarse a FDCA, este Ultimo se
denomina en este documento un "precursor de FDCA" o un "precursor furdnico de FDCA". Los precursores de
FDCA incluyen al menos: 5-hidroximetilfurfural (HMF), 2,5-dihidroximetil furano (DHF o HMF-OH) o 2,5-
bis(hidroximetil) furano (BHF), &cido 5-hidroximetil-2-furancarboxilico o acido 5-hidroximetil-2-furoico (HMFCA),
acido 5-formil-2-furoico (FFA) y 2,5-diformil furano (DFF). Se entiende ademas que en los "compuestos
furanicos", el anillo de furano o cualquiera de sus grupos laterales sustituibles pueden estar sustituidos, p. €j.,
con fracciones de éter de OH, alquilo C1-C10, alquilo, alilo, arilo o RO-, incluyendo los grupos ciclicos, en el
anillo de furano en cualquier posicién disponible.

[0033] Cualquier referencia a secuencias de nucledtidos o aminoacidos accesibles en las bases de datos de
secuencias publicas en este documento se hace a la version de la entrada de la secuencia disponible en la fecha
de presentacion de este documento.

Descripcion detallada de la invencién

Células que expresan una HMFCA deshidrogenasa

[0034] En un primer aspecto, la invencion se refiere a una célula que tiene la capacidad de oxidar el acido 5-
hidroximetil-2-furancarboxilico (HMFCA) a acido 5-formilfuroico (FFA). La capacidad de oxidar HMFCA a FFA
preferiblemente se confiere a la célula o aumenta en la célula mediante la transformacién de la célula con un
constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una deshidrogenasa
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que tiene la capacidad de oxidar HMFCA a FFA. La deshidrogenasa es preferiblemente una alcohol
deshidrogenasa (es decir, que tiene actividad EC 1.1). Por tanto, la célula es preferiblemente una célula que
comprende un constructo de expresion para la expresion de una secuencia de nucleotidos que codifica una
deshidrogenasa que tiene la capacidad de oxidar HMFCA a FFA. En una célula preferida de la invencion, el
constructo de expresion se puede expresar en la célula y la expresion de la deshidrogenasa preferiblemente
confiere 0 aumenta en la célula la capacidad de oxidar HMFCA a FFA, en comparacion con una célula
correspondiente que carece del constructo de expresion, p. €j., una célula de tipo salvaje. La actividad especifica
de la enzima que oxida el HMFCA a FFA se incrementa preferiblemente en la célula en al menos un factor 1.05,
1.1,1.2,1.5, 2.0, 5.0, 10, 20, 50 o0 100 en comparacién con una célula correspondiente que carece de constructo
de expresion.

[0035] Una deshidrogenasa que tiene la capacidad de oxidar HMFCA a FFA es, por tanto, una alcohol
deshidrogenasa que tiene actividad de HMFCA deshidrogenasa. Si un polipéptido tiene actividad de HMFCA
deshidrogenasa o no, se puede ensayar mediante la expresion del polipéptido en una célula huésped adecuada
gue sea incapaz de oxidar HMFCA a FFA y detectar si la expresién del polipéptido confiere a la célula la
capacidad de oxidar HMFCA a FFA. . Preferiblemente, la actividad de HMFCA deshidrogenasa se ensaya como
se describe en el ejemplo IV en el presente documento, donde una secuencia de nucleotidos que codifica el
polipéptido que se va a ensayar para determinar la actividad de HMFCA deshidrogenasa reemplaza el gen hmfH
de C. basilensis en pBT'hmfH-adh (descrito en W02012/064195), después de lo cual se introduce el plasmido
que comprende la secuencia codificante del polipéptido que se va a ensayar para determinar la actividad de
HMFCA deshidrogenasa en P. putida KT2440Agcd que contiene pJNNhmfT1(t) (descrito en W02012064195).
Los transformantes de P. putida que expresan el polipéptido que se va a ensayar para determinar la actividad de
HMFCA deshidrogenasa se incuban con HMF y se extraen muestras a intervalos regulares para el andlisis de
FDCA. Un aumento de la produccion de FDCA, en comparacion con los transformantes de P. putida
correspondientes que carecen del polipéptido que se va a ensayar para determinar la actividad de HMFCA
deshidrogenasa (y el gen hmfH) se toma como una indicacion de que el polipéptido tiene actividad de HMFCA
deshidrogenasa.

[0036] La HMFCA deshidrogenasa expresada en la célula de la invencién es preferiblemente una
deshidrogenasa que depende de un cofactor seleccionado entre un dinucleotido de adenina, por ejemplo NADH
o NADPH, un dinucledtido de flavina y adenina (FAD), un mononucleétido de flavina (FMN) y pirrologuinolina

quinolona (PQQ).

[0037] La HMFCA deshidrogenasa expresada en la célula de la invencion es ademas preferiblemente una
alcohol deshidrogenasa que (también) tiene la capacidad de oxidar otros alcoholes furanicos, preferiblemente
alcoholes furanicos con un grupo hidroxi en la posicion 2, a los aldehidos correspondientes. Por tanto, la HMFCA
deshidrogenasa tiene preferiblemente la capacidad de oxidar 5-hidroximetilfurfural (HMF) a 2,5-diformil furano
(DFF).

[0038] En una realizacion, la secuencia de nucledtidos que codifica la deshidrogenasa con la capacidad de oxidar
HMFCA a FFA se selecciona del grupo que consta de:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de HMFCA deshidrogenasa, cuyo
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
81.65, 81.7, 81.8, 81.85, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEC ID N.%: 1 (Aeribacillus
pallidus), SEC ID N.°: 2 (Bacilo kribbensis), SEC ID N.°: 3 (Geobacillus kaustophilus), SEC ID N.°: 4
(Aneurinibacillus terranovensis), SEC ID N.°: 5 (Brevibacillus thermoruber), SEC ID N.°: 6 (Brevibacillus
panacihumi), SEC ID N.°: 7 (Bacillus sp. FJAT-14578), SEC ID N.°: 8 (Desulfotomaculum kuznetsovii), SEC
ID N.°0 9 (Desulfurispora thermophila), SEC ID N.°: 10 (Bacillus sp. L1 (2012)) y SEC ID N.° 11
(Pelotomaculum thermopropionicum);

(b) una secuencia de nucleétidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de nucleétidos
de (a); y

(c) una secuencia de nucleétidos cuya secuencia difiere de la secuencia de una secuencia de nucleétidos de
(b) debido a la degeneracién del codigo genético.

[0039] Por tanto, una secuencia de nucleodtidos preferida de la invencion codifica una HMFCA deshidrogenasa
con una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la de una HMFCA deshidrogenasa que se puede obtener
de (o se encuentra de manera natural en) una bacteria de las 6rdenes de Bacillales o Clostridiales. En una
realizacién preferida, la bacteria es de la familia Bacillaceae, mas preferiblemente la bacteria es del género
Aeribacillus, Geobacillus y Bacillus, de los cuales las especies Aeribacillus pallidus, Bacillus kribbensis,
Geobacillus kaustophilus, Aneurinibacillus terranovensis, Bacillus sp. FJAT-14578 y Bacillus sp. L1 (2012) son
las mas preferidas. En otra realizacion preferida, la bacteria es de la familia Paenibacillaceae, maés
preferiblemente una bacteria de los géneros Aneurinibacillus y Brevibacillus, de los cuales las especies
Aneurinibacillus terranovensis, Brevibacillus thermoruber y Brevibacillus panacihumi, son las mas preferidas. En
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otra realizacion preferida, la bacteria es de la familia Peptococcaceae, mas preferiblemente la bacteria es de los
géneros Desulfotomaculum, Desulfurispora y Pelotomaculum, de los cuales las especies Desulfotomaculum
kuznetsovii, Desulfurispora thermophila y Pelotomaculum thermopropionicum son las mas preferidas.

[0040] En una realizacién, una secuencia de nucleétidos preferida de la invencion codifica una HMFCA
deshidrogenasa de una bacteria mesofila, es decir, una bacteria que crece mejor a temperatura moderada,
tipicamente entre 20 y 45 °C. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos de la invencién codifica una HMFCA
deshidrogenasa mesdéfila con una actividad y estabilidad éptimas en el intervalo entre 20 y 45 °C. Ejemplos de
tales deshidrogenasas mesofilas son, p. €j., las deshidrogenasas de Bacillus kribbensis (30 °C), Aneurinibacillus
terranovensis (40 °C), Brevibacillus thermoruber (45 °C), Brevibacillus panacihumi (30 °C), Bacillus sp. FJAT-
14578 (30 °C) y Bacillus sp. L1 (2012) (30 - 50 °C) y deshidrogenasa relacionada con los mismos.

[0041] En una realizacién, una secuencia de nucleétidos preferida de la invencion codifica una HMFCA
deshidrogenasa de una bacteria termofilica, es decir, una bacteria que crece mejor a temperaturas relativamente
altas, tipicamente entre 45 y 122 °C. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos de la invencién codifica asi
una HMFCA deshidrogenasa termdfila con una actividad y estabilidad éptimas en el intervalo entre 45y 122 °C.
Ejemplos de tales deshidrogenasas termdfilas son, p. €j., las deshidrogenasas de Aeribacillus pallidus (55 °C),
Geobacillus kaustophilus (55 °C), Desulfotomaculum kuznetsovii (60 °C), Desulfurispora thermophila (50 °C),
Pelotomaculum thermopropionicum(55 °C) y Bacillus sp. L1 (2012) (30 - 50 °C) y deshidrogenasa relacionada
con los mismos.

[0042] En una realizacion, la secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido con actividad de HMFCA
deshidrogenasa tal como ocurre en la naturaleza, p. €j., ya que puede aislarse de un organismo fuente de tipo
salvaje. Alternativamente, la secuencia de nuclettidos puede codificar formas disefiadas de cualquiera de las
HMFCA deshidrogenasas definidas anteriormente y que comprenden una o mas sustituciones, inserciones y/o
deleciones de aminoacidos en comparacion con la correspondiente HMFCA deshidrogenasa de origen natural
pero que estan dentro de los rangos de identidad o similitud tal como se define en este documento. Por tanto, en
una realizacién, la secuencia de nucledtidos de la invencion codifica una HMFCA deshidrogenasa cuya
secuencia de amino4cidos comprende al menos en cada una de las posiciones invariables (que se indican en la
tabla 2 con un "*") el amino&cido presente en una posicion invariable. Preferiblemente, la secuencia de
amino&cidos también comprende en las posiciones fuertemente conservadas (que se indican en la tabla 2 con un
"") uno de los aminoacidos presentes en una posicién fuertemente conservada. Mas preferiblemente, la
secuencia de aminoacidos comprende ademas en las posiciones menos fuertemente conservadas (que se
indican en la tabla 2 con un ".") uno de los aminoacidos presentes en una posiciobn menos fuertemente
conservada. Es menos improbable que las sustituciones de aminoacidos fuera de estas posiciones invariables y
conservadas afecten a la actividad deshidrogenasa de HMFCA.

[0043] Las secuencias de nucleétidos de la invencion, que codifican polipéptidos con actividad de HMFCA
deshidrogenasa, se pueden obtener a partir de ADN gendmico y/o de ADNc de un hongo, levadura o bacteria, p.
€j., uno que pertenece al mismo filo, clase o género que los organismos fuente descritos anteriormente, usando
métodos para el aislamiento de secuencias de nucleétidos que son bien conocidos en la técnica per se (ver, p.
ej., Sambrook y Russell (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (tercera edicion), Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York). Las secuencias de nucleétidos de la invencion se
pueden obtener, p. €j., en un proceso en el que a) se usan cebadores de PCR degenerados (disefiados sobre la
base de secuencias de aminoacidos conservadas) en ADNc y/o ADN gendmico de un organismo adecuado para
generar un fragmento de PCR que comprende parte de las secuencias de nucleétidos que codifican los
polipéptidos con actividad de HMFCA deshidrogenasa; b) el fragmento de PCR obtenido en a) se usa como
sonda para cribar una biblioteca de ADNc y/o genémica del organismo; y c) producir un ADNc o ADN gendmico
gue comprende la secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de HMFCA
deshidrogenasa.

[0044] Para aumentar la probabilidad de que una HMFCA deshidrogenasa de la invencién se exprese en niveles
suficientes y en forma activa en las células transformadas de la invencion, la secuencia de nucleétidos que
codifica a estas enzimas, asi como otras enzimas de la invencién (ver méas adelante), se adaptan preferiblemente
para optimizar su uso de codones al de la célula huésped en cuestiéon. La adaptabilidad de una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido para el uso de codones de una célula huésped puede expresarse como
indice de adaptacién de codones (CAl). El indice de adaptacion de codones se define en el presente documento
como una medida de la adaptabilidad relativa del uso de codones de un gen al uso de codones de genes
altamente expresados en una célula u organismo huésped particular. La adaptabilidad relativa (w) de cada codén
es la relacién entre el uso de cada codon y el del codén mas abundante para el mismo aminoacido. El indice CAl
se define como la media geométrica de estos valores de adaptabilidad relativa. Se excluyen los codones no
sindnimos y los codones de terminacion (que dependen del cédigo genético). Los valores de CAlvande Oal,y
los valores més altos indican una mayor proporcion de los codones mas abundantes (ver Sharp y Li, 1987,
Nucleic Acids Research 15: 1281-1295; ver también: Jansen et al., 2003, Nucleic Acids Res. 31 (8): 2242-51).
Una secuencia de nucleétidos adaptada tiene preferiblemente un CAI de al menos 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8
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0 0.9. Las preferidas son las secuencias enumeradas en las SEC ID N.°; 13 o 14, que han sido optimizadas con
respecto a codones para su expresion en células de P. putida.

[0045] La célula huésped que se va a transformar con un constructo de acidos nucleicos para la expresion de la
secuencia de nucleétidos que codifica una HMFCA deshidrogenasa de la invencién puede ser, en principio,
cualquier célula huésped en la que la invencion de HMFCA deshidrogenasa pueda expresarse adecuadamente,
preferiblemente en forma funcional, es decir, activa. La célula huésped de la invencion es preferiblemente un
huésped capaz de transportar compuestos furanicos de forma activa o pasiva tanto dentro como fuera de la
célula. Una célula huésped preferida de la invencion no tiene o carece de actividades detectables que
descarboxilen compuestos furanicos carboxilados, tales como, en particular, HMFCA, FFA y FDCA.
Preferiblemente, dicha célula huésped carece naturalmente de la capacidad de descarboxilar compuestos
furanicos carboxilados.

[0046] Preferiblemente, la célula huésped es una célula cultivada, p. €j., una célula que puede cultivarse en un
proceso de fermentacion, preferiblemente en fermentacion sumergida.

[0047] Segun una realizacion, la célula huésped segun la invencién es una célula huésped eucarittica.
Preferiblemente, la célula eucarittica es una célula de mamifero, insecto, planta, hongo o alga. Las células de
mamifero preferidas incluyen, p. ej., células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, células 293, células
PerC6 e hibridomas. Las células de insecto preferidas incluyen, p. ej., células Sf9 y Sf21 y derivados de las
mismas.

[0048] Sin embargo, preferiblemente, la célula huésped es una célula microbiana. La célula puede ser una célula
microbiana eucariotica, preferiblemente una célula flngica, como, p. ej., una levadura o una célula fangica
filamentosa. Las células huésped de levadura preferidas incluyen, p. ej., células de levaduras de géneros como
Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces y Yarrowia. Mas
preferiblemente levaduras de especies como Kluyveromyces lactis, S. cerevisiae, Hansenula polymorpha,
Yarrowia lipolytica y Pichia pastoris. Las células flngicas filamentosas preferidas incluyen, p. ej., células de
hongos filamentosos de géneros como Acremonium, Agaricus, Aspergillus, Aureobasidium, Myceliophthora,
Chrysosprorium, Coprinus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Panerochaete, Pleurotus,
Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium y Trichoderma. Las células fangicas
filamentosas preferidas pertenecen a una especie de un género de Aspergillus, Myceliophthora, Penicillium,
Myceliophthora, Talaromyces o Trichoderma, y méas preferiblemente una especie seleccionada entre Aspergillus
niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus sojae, Aspergillus fumigatus, Talaromyces emersonii,
Aspergillus oryzae, Myceliophthora thermophila, Trichoderma reesei y Penicillium chrysogenum.

[0049] La célula huésped microbiana también puede ser una célula procaridtica, preferiblemente una célula
bacteriana. El término "célula bacteriana" incluye microorganismos tanto gram negativos como gram positivos.
Las bacterias adecuadas pueden seleccionarse del género Escherichia, Anabaena, Aeribacillus, Aneurinibacillus,
Burkholderia, Bradyrhizobium, Caulobacter, Cupriavidus, Desulfotomaculum, Desulfurispora, Gluconobacter,
Rhodobacter, Pelotomaculum, Pseudomonas, Paracoccus, Bacillus, Geobacillus, Brevibacillus, Brevibacterium,
Corynebacterium, Rhizobium (Sinorhizobium), Flavobacterium, Klebsiella, Enterobacter, Lactobacillus,
Lactococcus, Methylobacterium, Ralstonia, Rhodopseudomonas, Staphylococcus y  Streptomyces.
Preferiblemente, la célula bacteriana se selecciona de una especie del grupo que consta de A. pallidus, A.
terranovensis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B. kribbensis, B. licheniformis, B. puntis, B.
megaterium, B. halodurans, B. pumilus, B. thermoruber, B. panacihumi, C. basilensis, D. kuznetsovii, D.
thermophila, G. kaustophilus, Gluconobacter oxydans, Caulobacter crescentus CB 15, Methylobacterium
extorquens, Rhodobacter sphaeroides, Pelotomaculum thermopropionicum, Pseudomonas zeaxanthinifaciens,
Pseudomonas putida, Paracoccus denitrificans, E. coli, C. glutamicum, Staphylococcus carnosus, Streptomyces
lividans, Sinorhizobium melioti y Rhizobium radiobacter. Dentro de la especie Pseudomonas putida, se prefieren
las cepas de P. putida S12 y P. putida KT2440.

[0050] Para usos especificos de un compuesto producido en una célula huésped segun la invencién, la seleccion
de la célula huésped puede realizarse segun dicho uso. Donde, p. €j., el compuesto producido en una célula
huésped segun la invencion se va a utilizar en aplicaciones alimentarias, una célula huésped puede
seleccionarse de un organismo de calidad alimentaria como Saccharomyces cerevisiae. Los usos especificos
incluyen, entre otros, alimentos, piensos (animales), farmacéuticos, agricolas tales como proteccién de cultivos
y/o aplicaciones de cuidado personal.

[0051] EI constructo de expresién para la expresién de una secuencia de nucleétidos que codifica una HMFCA
deshidrogenasa de la invencién es preferiblemente un constructo de expresion que es heterélogo o exégeno a la
célula huésped transformada con el constructo. En el presente documento se entiende que un constructo es
heterdlogo o exégeno a la célula huésped que comprende el constructo cuando el constructo comprende al
menos una secuencia o elemento de secuencia que no se produce de forma natural en la célula huésped y/o
cuando el constructo comprende al menos dos elementos de secuencia en una combinacion y/u orden que no
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ocurre naturalmente en la célula huésped, incluso si los elementos mismos ocurren de manera natural en la
célula huésped.

[0052] Los vectores y constructos de expresion para la expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica
una HMFCA deshidrogenasa de la invencion en células huésped apropiadas se describen con mas detalle en el
presente documento mas adelante.

[0053] Una célula transformada que expresa una HMFCA deshidrogenasa de la invencién, ademas,
preferiblemente tiene actividad de aldehido deshidrogenasa (es decir, tiene actividad de EC 1.2).
Preferiblemente, la actividad de la aldehido deshidrogenasa es capaz de convertir aldehidos furanicos. Mas
preferiblemente, la actividad de aldehido deshidrogenasa es capaz de oxidar los aldehidos furanicos a los
correspondientes acidos carboxilicos furanicos. Mas especificamente, la actividad de aldehido deshidrogenasa
es preferiblemente capaz de al menos una de las siguientes opciones: i) oxidar HMF a HMFCA, ii) oxidar 2,5-
diformil furano (DFF) a acido 5-formil-2-furoico (FFA) y iii) FFA en FDCA. Dicha actividad de aldehido
deshidrogenasa furanica puede ser una actividad endégena de la célula o puede ser una actividad exdgena
conferida a la célula. Preferiblemente, la actividad de aldehido deshidrogenasa furanica se confiere o aumenta en
la célula mediante la transformacion de la célula con un segundo constructo de expresion. En una célula
preferida de la invencién, el segundo constructo de expresion se puede expresar en la célula y la expresion de la
aldehido deshidrogenasa furanica confiere o aumenta preferiblemente en la célula la capacidad de al menos una
de las siguientes opciones: i) oxidar HMF a HMFCA, ii) oxidar DFF a FFA vy iii) oxidar FFA a FDCA, en
comparacion con una célula correspondiente que carece del constructo de expresion, p. ej., una célula de tipo
salvaje. La actividad especifica de la aldehido deshidrogenasa furanica se incrementa preferiblemente en la
célula en al menos un factor 1.05, 1.1, 1.2, 1.5, 2.0, 5.0, 10, 20, 50 o 100 en comparaciéon con una célula
correspondiente que carece de constructo de expresion. El segundo constructo de expresién comprende
preferiblemente una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido:

a) que tiene al menos una de las capacidades de i) oxidar HMF a HMFCA, ii) oxidar DFF a FFA vy iii) oxidar
FFA a FDCA;y

b) que comprende una secuencia de amino&cidos que tiene al menos un 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEC ID N.°: 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30.

[0054] La capacidad de un polipéptido para oxidar al menos una de las siguientes: i) HMF a HMFCA, ii) DFF a
FFA vy iii) FFA a FDCA, puede ensayarse mediante la coexpresion de una secuencia de nucleétidos que codifica
el polipéptido en una célula huésped de P. putida, preferiblemente una célula huésped de P. putida KT2440,
junto con los genes HmfH y HmfT1 de C. basilensis HMF 14, incubando células de P. putida en HMF 10 mM y
detectando un aumento en la acumulacién de FDCA en comparaciéon con las células correspondientes de P.
putida que no expresan el polipéptido, p. ej. como se describe en el ejemplo IV de W0O2012/064195. La
capacidad de un polipéptido para oxidar HMF a HMFCA también puede ensayarse como describen Koopman et
al. 2010, PNAS supra). Cepas que expresan el gen HmfT1 de C. basilensis HMF14 en el presente documento se
entiende que expresa un producto génico que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 31.

[0055] Una célula transformada que expresa una HMFCA deshidrogenasa de la invencion, ademas,
preferiblemente tiene la capacidad de transportar compuestos furanicos hacia y/o desde la célula.
Preferiblemente, la célula tiene la capacidad de transportar compuestos furdnicos que son precursores de FDCA
al interior de la célula y preferiblemente la capacidad de transportar FDCA fuera de la célula. Dichas capacidades
de transporte de compuestos furanicos pueden ser capacidades enddgenas de la célula y/o pueden ser
capacidades exdgenas conferidas a la célula. Por tanto, una célula preferida de la invencion expresa un
polipéptido que tiene capacidades de transporte de compuestos furdnicos. Mas preferiblemente, la célula
expresa un polipéptido que tiene capacidades de transporte de HMFCA. Se entiende que las capacidades de
transporte de HMFCA incluyen al menos la capacidad de transportar HMFCA a la célula. La expresion de un
polipéptido que tiene capacidades de transporte de HMFCA aumentara el transporte de HMFCA al interior de la
célula, lo que aumenta su disponibilidad para la conversion intracelular a FDCA. Por tanto, se puede mejorar la
bioconversion de HMFCA.

[0056] Preferiblemente, la capacidad para transportar compuestos furanicos hacia y/o desde de la célula se
confiere o aumenta en la célula mediante la transformacion de la célula con un tercer constructo de expresion. En
una célula preferida de la invencién, el tercer constructo de expresidon se puede expresar en la célula y la
expresion del transportador del compuesto furanico preferiblemente confiere o aumenta en la célula la capacidad
de transportar al menos HMFCA al interior de la célula, en comparacién con una célula correspondiente que
carece del constructo de expresién, p. ej., una célula de tipo salvaje. El tercer constructo de expresién
comprende preferiblemente una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido:

a) que tiene al menos capacidad de transporte de HMFCA; y
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b) que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEC ID N.°;: 17, 31, 32, 33 y 34.

[0057] La capacidad de un polipéptido para transportar compuestos furanicos, en particular HMFCA, al interior de
la célula puede ensayarse mediante la coexpresion de una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido
transportador en una célula huésped de P. putida, preferiblemente una célula huésped de P. putida KT2440,
junto con el gen HmfH de C. basilensis HMF 14 y un gen que codifica una aldehido deshidrogenasa furanica
asociada con el operén de degradacion de HMF de C. basilensis HMF 14 (que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEC ID N.°; 19 de W02012/064195), incubando células de P. putida en HMF 10 mM y detectando un
aumento en la acumulacion de FDCA en comparacion con las células correspondientes de P. putida que no
expresan el polipéptido transportador, p. ej. como se describe en el ejemplo IV de W02012/064195.

[0058] En una realizacion, la secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido que tiene capacidad de transporte
de HMFCA tal como ocurre en la naturaleza, p. €j., ya que puede aislarse de un organismo fuente de tipo salvaje.
Alternativamente, la secuencia de nucledtidos puede codificar formas disefiadas de cualquiera de los
polipéptidos que tienen capacidad de transporte de HMFCA tal como se definié anteriormente y que comprenden
una 0 mas sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos en comparacion con el correspondiente
polipéptido natural con capacidad de transporte de HMFCA pero que estan dentro de los rangos de identidad o
similitud tal como se define en el presente documento. Por tanto, en una realizacién, la secuencia de nucledtidos
de la invencion codifica un polipéptido que tiene capacidad de transporte de HMFCA, cuya secuencia de
amino&cidos comprende al menos en cada una de las posiciones invariables (que se indican en la tabla 3 con un
"*") el aminoacido presente en una posicion invariable. Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos también
comprende en las posiciones fuertemente conservadas (que se indican en la tabla 3 con un ™") uno de los
aminoacidos presentes en una posicion fuertemente conservada. Mas preferiblemente, la secuencia de
aminoacidos comprende ademas en las posiciones menos fuertemente conservadas (que se indican en la tabla 3
con un ".") uno de los aminoéacidos presentes en una posicion menos fuertemente conservada. Es menos
probable que las sustituciones de aminoéacidos fuera de estas posiciones invariables y conservadas afecten a la
capacidad de transporte de HMFCA.

[0059] Las secuencias de nucledtidos de la invencion, que codifican polipéptidos que tienen capacidad de
transporte de HMFCA, se pueden obtener a partir de ADNc y/o ADN genémico de un hongo, levadura o bacteria,
p. €j., uno que pertenece al mismo filo, clase o género que los organismos fuente descritos anteriormente,
utilizando métodos para el aislamiento de secuencias de nucleétidos que son bien conocidos en la técnica per
se, de una manera similar a la descrita anteriormente para las secuencias de nucleétidos que codifican las
HMFCA deshidrogenasas de la invencion.

Células gue expresan un transportador de compuestos furanicos.

[0060] En un segundo aspecto, la divulgacién se refiere a una célula que expresa una secuencia de nucleétidos
gue codifica un polipéptido que tiene capacidades de transporte de compuestos furanicos. Preferiblemente, la
célula se transforma con un constructo de expresion para la expresion de una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que tiene capacidades de transporte de compuestos furanicos. El polipéptido que tiene
capacidades de transporte de compuestos furanicos es preferiblemente un polipéptido que tiene capacidades de
transporte de HMFCA, que al menos incluye la capacidad de transportar HMFCA al interior de la célula.
Preferiblemente, la célula comprende un constructo de expresion para la expresién de una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene la capacidad de transportar al menos HMFCA al interior de la
célula, donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 86.5, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 17,
donde, el constructo de expresion se puede expresar en la célula y la expresion del polipéptido confiere a o
aumenta en la célula la capacidad de transportar al menos HMFCA al interior de la célula, en comparacién con
una célula de tipo salvaje correspondiente que carece del constructo de expresion. La capacidad de un
polipéptido para transportar compuestos furdnicos, en particular HMFCA, al interior de la célula puede ensayarse
como se ha descrito anteriormente.

[0061] Preferiblemente, una célula transformada que expresa un transportador de compuestos furanicos de este
aspecto de la divulgacion comprende ademas actividades enzimaticas para convertir HMF en FDCA, donde las
actividades para convertir HMF en FDCA incluyen preferiblemente al menos una de las siguientes opciones:

a) una alcohol deshidrogenasa que oxida el HMFCA a FFA y una actividad de aldehido deshidrogenasa que
oxida los aldehidos furanicos a los correspondientes acidos carboxilicos furanicos; y

b) una oxidorreductasa, preferiblemente una oxidasa, que oxida uno o mas de los siguientes: HMF, 2,5-
dihidroximetil furano, HMFCA, FFA y 2,5-diformil furano a FDCA y opcionalmente una actividad aldehido
deshidrogenasa que oxida los aldehidos a los correspondientes acidos carboxilicos furanicos.
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[0062] La alcohol deshidrogenasa que oxida el HMFCA a FFA y la actividad de aldehido deshidrogenasa que
oxida los aldehidos furanicos son preferiblemente como se han definido en el presente documento anteriormente.
La oxidorreductasa que oxida uno o mas de los compuestos HMF, 2,5-dihidroximetil furano, HMFCA, FFA y 2,5-
diformil furano a FDCA es preferiblemente una oxidorreductasa que tiene actividades de EC 1.1 y EC 1.2, como
se describe en W02011/026913.

[0063] A menos que se especifique lo contrario, una célula transformada que expresa un transportador de
compuestos furanicos de este aspecto de la divulgacion puede tener ademas las caracteristicas de una célula
que expresa una HMFCA deshidrogenasa del primer aspecto de la invencion tal como se ha definido
anteriormente.

Vectores, constructos y método para la expresiéon de polipéptidos de la invencién.

[0064] Otro aspecto de la invencién se refiere a constructos de acidos nucleicos, tales como vectores, que
incluyen vectores de clonacion y expresion, que comprenden un polinucledtido de la invencién, p. ej., una
secuencia de nucleétidos que codifica una HMFCA deshidrogenasa o un transportador de la invencion o un
equivalente funcional de los mismos y métodos para hacer crecer, transformar o transfectar dichos vectores en
una célula huésped adecuada, por ejemplo en condiciones en las que se produce la expresion de un polipéptido
de la invencién. Segun se usa en el presente documento, los términos "vector" y "constructo” se usan de manera
intercambiable y se refieren a una molécula de &cidos nucleicos construida que comprende y es preferiblemente
capaz de transportar un polinucleétido de la invencion.

[0065] Los polinucledtidos de la invencién pueden incorporarse a un vector replicable recombinante, por ejemplo,
un vector de clonacién o expresion. El vector puede usarse para replicar el acido nucleico en una célula huésped
compatible. Por tanto, en una realizacion adicional, la invencion proporciona un método para fabricar
polinucleédtidos de la invencion mediante la introduccion de un polinucledtido de la invencién en un vector
replicable, la introduccion del vector en una célula huésped compatible y el crecimiento de la célula huésped en
condiciones que provocan la replicacién del vector. El vector puede recuperarse de la célula huésped. Las
células huésped adecuadas se han descrito anteriormente.

[0066] El vector en el que se inserta el casete de expresion o polinucledtido de la invencién puede ser cualquier
vector que se pueda someter convenientemente a procedimientos de ADN recombinante, y la eleccién del vector
dependera a menudo de la célula huésped en la que se va a introducir.

[0067] Un vector segln la invencion puede ser un vector de replicacion autbnoma, es decir, un vector que existe
como una entidad extracromosomica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosémica, p. €j., un
plasmido. Alternativamente, el vector puede ser tal que, cuando se introduce en una célula huésped, esta
integrado en el genoma de la célula huésped y se replica junto con el cromosoma o cromosomas en los que se
ha integrado.

[0068] Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a un bucle circular de ADN bicatenario en el que se
pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en el que se pueden ligar
segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Ciertos vectores son capaces de replicacion autbnoma en
una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de
replicacién bacteriano y vectores de mamiferos episomales). Otros vectores (p. €j., vectores de mamiferos no
episomales) se integran en el genoma de una célula huésped tras la introduccion en la célula huésped y, por
tanto, se replican junto con el genoma huésped. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de
genes a los que estan operativamente enlazados. Dichos vectores se denominan en el presente documento
"vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion Utiles para las técnicas de ADN recombinante se
encuentran a menudo en forma de plasmidos. Los términos "plasmido” y "vector" pueden usarse indistintamente
en este documento, ya que el plasmido es la forma de vector mas comunmente utilizada. Sin embargo, la
invencion pretende incluir otras formas de vectores de expresion, tales como césmidos, vectores viricos (por
ejemplo, retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus y virus adenoasociados) y vectores de fagos que
cumplen funciones equivalentes.

[0069] Se pueden utilizar in vitro vectores segun la invencién, por ejemplo, para la produccién de ARN o para
transfectar o transformar una célula huésped.

[0070] Un vector de la invencion puede comprender dos o mas, por ejemplo tres, cuatro o cinco, polinucleétidos
de la invencién, por ejemplo, para sobreexpresion.

[0071] Los vectores de expresion recombinantes de la invencién comprenden un acido nucleico de la invencion
en una forma adecuada para la expresién del acido nucleico en una célula huésped, lo que significa que el vector
de expresion recombinante incluye una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la base de las
células huésped que se van a utilizar para la expresién, que estan operativamente enlazadas a la secuencia de
acidos nucleicos que se va a expresar. Una secuencia reguladora, por ejemplo, un promotor, un potenciador u
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otra sefial de regulacion de la expresion, "operativamente enlazada" a una secuencia codificante se coloca de tal
manera que la expresion de la secuencia codificante se logra bajo condiciones compatibles con las secuencias
de control o las secuencias se disponen de manera que funcionan conjuntamente para su propoésito previsto, por
ejemplo, la transcripcién se inicia en un promotor y avanza a través de la secuencia de ADN que codifica el
polipéptido. El término "secuencia reguladora” o "secuencia de control" incluye promotores, potenciadores y otros
elementos de control de la expresién (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion). Dichas secuencias reguladoras
se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990). El término secuencias reguladoras o de control incluye aquellas secuencias que
dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de células huésped y aquellas
que dirigen la expresién de la secuencia de nucleétidos solo en una determinada célula huésped (por ejemplo,
secuencias reguladoras especificas de tejido).

[0072] Un vector o constructo de expresién para una célula huésped determinada puede comprender, por tanto,
los siguientes elementos operativamente enlazados entre si en un orden consecutivo desde el extremo 5' hasta
el extremo 3' en relacion con la cadena codificante de la secuencia que codifica el polipéptido de la primera
invencién: (1) una secuencia promotora capaz de dirigir la transcripcion de la secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido en la célula huésped dada; (2) secuencias de iniciacion de la traduccién, como la
secuencia de consenso de Kozak eucaridtica o la secuencia del sitio de unién al ribosoma procaritica/Shine-
Dalgarno, (3) opcionalmente, una secuencia sefial capaz de dirigir la secrecion del polipéptido de la célula
huésped dada a un medio de cultivo; (4) una secuencia de ADN de la invencién que codifica una forma madura y
preferiblemente activa de un polipéptido de la invencién; y preferiblemente también (5) una regidn de terminacion
de la transcripcién (terminador) capaz de terminar la transcripcion corriente abajo de la secuencia de nucle6tidos
que codifica el polipéptido.

[0073] Corriente abajo de la secuencia de nuclettidos segun la invencion puede haber una region 3' sin traducir
gue contiene uno o mas sitios de terminacion de la transcripcion (por ejemplo, un terminador). El origen del
terminador es menos critico. El terminador puede, por ejemplo, ser nativo de la secuencia de ADN que codifica el
polipéptido. Sin embargo, preferiblemente se usa un terminador de levadura en células huésped de levadura y un
terminador fangico filamentoso se usa en células huésped fungicas filamentosas. Méas preferiblemente, el
terminador es enddgeno a la célula huésped (en la que se va a expresar la secuencia de nucle6tidos que codifica
el polipéptido). En la regién transcrita, puede estar presente un sitio de union al ribosoma para traduccién. La
parte codificante de los transcritos maduros expresados por los constructos incluira un AUG que iniciara la
traduccion al principio y un codén de terminacion posicionado apropiadamente al final del polipéptido que se va a
traducir.

[0074] La expresion mejorada del polinucledtido de la invencién también se puede lograr mediante la seleccion
de regiones reguladoras heterdlogas, p. €j., regiones promotoras, lideres de secrecién y/o terminadoras, que
pueden servir para aumentar la expresion y, si se desea, los niveles de secrecién de la proteina de interés desde
el huésped de expresién y/o para proporcionar el control inducible de la expresion de un polipéptido de la
invencion. .

[0075] Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de factores
tales como la eleccién de la célula huésped que se va a transformar, el nivel de expresion de la proteina
deseada, etc. Los vectores de la invencion, tales como los vectores de expresion, pueden introducirse en células
huésped para producir proteinas o péptidos, codificados por acidos nucleicos como se describe en el presente
documento (por ejemplo, HMFCA deshidrogenasa o un transportador de la invencién, formas mutantes de la
misma, fragmentos, variantes o equivalentes funcionales de la misma, proteinas de fusion, etc.).

[0076] Segun se ha expuesto anteriormente, el término "secuencias de control" o "secuencias reguladoras" se
define en el presenten documento para incluir al menos cualquier componente que pueda ser necesario y/o
beneficioso para la expresion de un polipéptido. Cualquier secuencia de control puede ser nativa o extranjera a la
secuencia de acidos nucleicos de la invencién que codifica un polipéptido. Dichas secuencias de control pueden
incluir, entre otras, un promotor, un lider, secuencias 6ptimas de iniciacion de traduccién (tal como se describe en
Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266: 19867-19870) o las secuencias procariéticas Shine-Delgarno, una secuencia
sefial de secrecién, una secuencia propéptido, una secuencia de poliadenilacién y un terminador de la
transcripcion. Como minimo, las secuencias de control incluyen tipicamente un promotor y sefiales de inicio y
parada traduccional.

[0077] Un microorganismo transformado de forma estable es aquel al que se le han introducido uno o mas
fragmentos de ADN de manera que las moléculas introducidas se mantienen, replican y segregan en un cultivo
en crecimiento. La transformacion estable puede deberse a integraciones cromosémicas multiples o Unicas o a
un elemento o elementos extracromosémicos como un vector plasmidico. Un vector plasmidico es capaz de
dirigir la expresién de polipéptidos codificados por fragmentos de ADN particulares.

[0078] La expresion puede ser constitutiva o regulada por promotores inducibles (o reprimibles) que permiten
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altos niveles de transcripcion de fragmentos de ADN funcionalmente asociados que codifican polipéptidos
especificos.

[0079] Independientemente del mecanismo exacto utilizado para la expresién de polipéptidos de la invencion, se
contempla que dicha expresién sea transferible mediante la introduccion de genes que codifican estos
polipéptidos en otra célula huésped mediante métodos conocidos en la técnica. Los elementos genéticos tal
como se definen en el presente documento incluyen acidos nucleicos (generalmente ADN o ARN) que tienen
secuencias codificantes expresables para productos tales como proteinas, especificamente enzimas,
apoproteinas o ARN antisentido, que expresan o regulan la expresién de polipéptidos relevantes. Las proteinas
expresadas pueden funcionar como enzimas, reprimir o desreprimir la actividad enzimatica o controlar la
expresion de enzimas o funcionar como transportadores de compuestos, p. €j., metabolitos. EI ADN
recombinante que codifica estas secuencias expresables puede ser cromosémico (integrado en el cromosoma de
la célula huésped mediante, por ejemplo, recombinacién homoéloga) o extracromosémico (por ejemplo,
transportado por uno o méas plasmidos, cdsmidos y otros vectores capaces de autorreplicarse). Se entiende que
el ADN recombinante utilizado para transformar la célula huésped segin esta invencién puede incluir, ademas de
genes estructurales y factores de transcripcion, secuencias de control de expresion, incluyendo promotores,
represores y potenciadores, que actlan para controlar la expresion o desrepresion de secuencias codificantes de
proteinas, apoproteinas o ARN antisentido. Por ejemplo, dichas secuencias de control pueden insertarse en
células huésped de tipo salvaje para promover la sobreexpresion de polipéptidos seleccionados ya codificados
en el genoma de la célula huésped, o alternativamente pueden usarse para controlar la sintesis de polipéptidos
codificados extracromosémicamente.

[0080] EI ADN recombinante puede introducirse en la célula huésped por cualquier medio, incluyendo, entre
otros, plasmidos, césmidos, fagos, cromosomas artificiales de levadura u otros vectores que median la
transferencia de elementos genéticos a una célula huésped. Estos vectores pueden incluir un origen de
replicacién, junto con elementos de control que actdan en cis que controlan la replicacion del vector y los
elementos genéticos transportados por el vector. Pueden estar presentes marcadores seleccionables en el vector
para ayudar en la identificacion de células huésped en las que se han introducido elementos genéticos.

[0081] Los medios para introducir elementos genéticos en una célula huésped (por ejemplo, clonacién) son bien
conocidos por los expertos en la materia. Se puede utilizar un vector plasmidico extracromosémico de mdultiples
copias para insertar los elementos genéticos segun la presente invencion. La introduccién del elemento genético
a través del plasmido en las células huésped implica una escision inicial de un vector plasmidico con una enzima
de restriccion, seguida de la ligacion del plasmido y los elementos genéticos que codifican la especie enziméatica
diana de acuerdo con la invencion. Tras la recircularizacion del plasmido recombinante ligado, se utiliza una
infeccion (por ejemplo, empaquetamiento en fago lambda) u otro mecanismo de transferencia de plasmido (por
ejemplo, electroporacién, microinyeccion, etc.) para transferir el plasmido a la célula huésped. Los plasmidos
adecuados para la insercion de elementos genéticos en la célula huésped son bien conocidos por los expertos
en la materia.

[0082] Otros métodos de clonacidn de genes incluyen, entre otros, la integracion directa del material genético en
el cromosoma. Esto puede ocurrir por una variedad de medios, incluida la clonacion de los elementos genéticos
descritos en el presente documento en plasmidos no replicantes flanqueados por secuencias de ADN homélogas
del cromosoma huésped; tras transformar dicho plasmido recombinante en un huésped, los elementos genéticos
pueden introducirse en el cromosoma mediante recombinacion de ADN. Estas cepas recombinantes se pueden
recuperar si los fragmentos de ADN que se integran contienen un marcador seleccionable, como la resistencia a
los antibidticos. Alternativamente, los elementos genéticos se pueden introducir directamente en el cromosoma
de una célula huésped sin el uso de un plasmido no replicante. Esto puede realizarse produciendo de manera
sintética fragmentos de ADN de los elementos genéticos de acuerdo con la presente invencién que también
contienen secuencias de ADN homologas del cromosoma huésped. De nuevo, si estos fragmentos de ADN
sintéticos también contienen un marcador seleccionable, los elementos genéticos pueden insertarse en el
cromosoma del huésped.

[0083] La invencidn se refiere ademas a un método para la preparacién de un polipéptido que tiene actividad de
HMFCA deshidrogenasa de la invencion y/o un polipéptido que tiene capacidades de transporte de compuestos
furdnicos de la invencion, el cual comprende cultivar una célula de acuerdo con la invencién en condiciones
propicias para la expresion del polipéptido y, opcionalmente, recuperar el polipéptido expresado, asi como a un
polipéptido obtenible mediante dicho método.

Procesos de oxidacién de compuestos furanicos

[0084] En un aspecto adicional, la invenciéon se refiere a procesos para oxidar compuestos furanicos. En
particular, la invencién se refiere a un proceso en el que se oxidan precursores furanicos de FDCA. Un proceso
de la invencion puede comprender una Unica etapa de reaccion de oxidacion que da como resultado un producto
(por ejemplo, la oxidacion de HMFCA a FFA). Alternativamente, un proceso de la invencién puede comprender
mas de una etapa de reaccion de oxidacion, donde cada etapa da como resultado un intermedio y el uUltimo
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intermedio es el producto final. Los ejemplos de dicha serie de pasos, en los que el HMF se oxida a FDCA a
través pasos de oxidacion secuenciales incluyen, por ejemplo: 1) EI HMF se oxida primero a HMFCA, que en un
segundo paso se oxida a FFA, que luego finalmente se oxida a FDCA, o alternativamente, como lo describen
Dijkman et al. (2014, Angew. Chem. 53 (2014) 6515-8.) 2) El HMF se oxida primero a DFF, que en un segundo
paso se oxida a FFA, que finalmente se oxida a FDCA. Por tanto, en un proceso preferido de la invencion, uno o
mas precursores furanicos de FDCA se oxidan en una serie de pasos hasta llegar finalmente a FDCA.

[0085] En una realizacién, la invencién se refiere a procesos que comprenden al menos la oxidacion de HMFCA
a FFA. Preferiblemente, el proceso es un proceso para oxidar HMFCA a FFA, donde el proceso comprende el
paso de incubar una célula en presencia de HMFCA, donde la célula es una célula que expresa una HMFCA
deshidrogenasa tal como se ha definido en el presente documento anteriormente, o una célula que expresa un
polipéptido que tiene capacidades de transporte de compuestos furanicos y que ademas comprende actividades
de HMFCA deshidrogenasa u oxidasa tal como se ha definido en el presente documento anteriormente.
Preferiblemente, la célula se incuba en presencia de HMFCA en condiciones que conducen a la oxidacién del
HMFCA por la célula, como, p. €j., se especifica a continuacion.

[0086] En otra realizacion, la invencion se refiere a procesos para producir FDCA. Un proceso para producir
FDCA comprende preferiblemente el paso de incubar una célula en un medio que comprende uno o mas
precursores furdnicos de FDCA, en el que la célula es una célula que expresa una HMFCA deshidrogenasa tal
como se ha definido en el presente documento anteriormente, o una célula que expresa un polipéptido que tiene
capacidades de transporte de compuestos furdnicos y que comprende ademas una actividad de HMFCA
deshidrogenasa u oxidasa tal como se ha definido en el presente documento anteriormente. Preferiblemente, la
célula se incuba en presencia de HMFCA en condiciones propicias para la oxidacion a FDCA de los precursores
furanicos de FDCA por parte la célula, como, p. ej., se especifica a continuacion.

[0087] Preferiblemente, en el proceso, al menos un precursor furdnico de FDCA se selecciona del grupo que
consta de HMF, DHF, HMFCA, FFA y DFF, de los cuales HMF es el preferido. Los precursores furanicos del
FDCA se obtienen preferiblemente a partir de uno o mas azlcares de hexosa, preferiblemente mediante
deshidratacién catalizada por acido, p. ej., mediante calentamiento en presencia de &cido, de manera
convencional. La tecnologia para generar HMF a partir de fructosa esta bien establecida y es robusta (ver p. €.,
van Putten et al., 2013, Chem. Rev. 113, 1499-1597). También se puede utilizar materia prima rica en glucosa,
pero la formacion termoquimica de HMF procede de forma més eficaz a partir de la fructosa. Por lo tanto, se
puede incluir un paso enzimético adicional para convertir la glucosa en fructosa, utilizando glucosa isomerasa.
Este Ultimo proceso esté bien establecido en la industria alimentaria, p. €j., para producir jarabe de maiz con alto
contenido de fructosa (JMAF) a partir de almidén hidrolizado. La glucosa también se puede isomerizar
guimicamente a fructosa usando combinaciones de catalizadores y disolventes como se describe, p. €j., en van
Putten et al. (2013, supra).

[0088] Los azucares hexosa normalmente se obtendran a partir de biomasa. El término "biomasa" se entiende
como la fraccidon biodegradable de productos, desechos y residuos de origen biolégico de la agricultura
(incluyendo sustancias vegetales, tales como residuos de cultivos, y animales), la silvicultura (por ejemplo,
recursos madereros) e industrias relacionadas, incluidas la pesca y la acuicultura, asi como la fraccién
biodegradable de residuos industriales y municipales, tales como residuos sélidos urbanos o papel de desecho.
En una realizacion preferida, la biomasa es biomasa vegetal, mas preferiblemente una biomasa (fermentable)
rica en hexosa/glucosa/azicar, como p. €j., cafia de azlcar, una biomasa que contiene almidén, por ejemplo,
grano de trigo o paja de maiz, o incluso granos de cereales, como maiz, trigo, cebada o mezclas de los mismos.
Se prefieren los cultivos agricolas naturalmente ricos en fructanos (por ejemplo, raices de topinambur o
achicoria).

[0089] Los azucares de hexosa se pueden obtener por hidrdlisis de dicha biomasa. Los métodos para la hidrélisis
de biomasa son conocidos en la técnica per se e incluyen el uso de, p. €j., vapor y/o carbohidrasas tales como
glucoamilasas.

[0090] Otro tipo preferido de biomasa para usar en el proceso de la invencién es la denominada materia prima
lignocelulésica de "segunda generacién”, que se prefiere si se van a producir grandes voliumenes de FDCA de
una manera mas sostenible. Las materias primas lignocelulésicas pueden obtenerse de cultivos energéticos
dedicados, p. ej., cultivados en terrenos marginales, por lo que no compite directamente con los cultivos
alimentarios. O pueden obtenerse materias primas lignocelulésicas como subproductos, p. €j., se pueden
considerar los desechos sélidos municipales, el papel de desecho, los residuos de madera (incluidos los
desechos de aserraderos y fabricas de papel) y los residuos de cultivos. Ejemplos de residuos de cultivos
incluyen el bagazo de cafia de azUcar y también varios desechos de maiz y trigo. En el caso de los subproductos
del maiz, tres residuos son fibra, mazorcas y rastrojo. Ademas, la biomasa forestal se puede utilizar como
materia prima. Para convertir las materias primas de segunda generacién en productos de fermentacion de la
invencion, es necesario liberar la celulosa y la hemicelulosa como monosacaridos. Para ello, se aplican enfoques
termoquimicos (normalmente denominados pretratamientos), enfoques enzimaticos o una combinacion de las
dos metodologias. Un pretratamiento puede servir para liberar completamente los azlicares o para hacer que los
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compuestos poliméricos sean mas accesibles al ataque enzimatico posterior. Los diferentes tipos de
pretratamiento incluyen agua caliente liquida, explosion de vapor, pretratamiento con acido, pretratamiento con
bases y pretratamientos con liquidos i6nicos. Las cantidades relativas de los diversos compuestos dependeran
tanto de la materia prima utilizada como del pretratamiento empleado. Para la liberacion de azlcares
monosacaridos de dicha materia prima lignocelulésica, se emplean carbohidrasas apropiadas, incluyendo p. €j.,
arabinasas, xilanasas, glucanasas, amilasas, celulasas, glucanasas y similares.

[0091] EI proceso de la invencion comprende ademas preferiblemente la etapa de recuperacién del producto o
productos de oxidacién producidos en el proceso, tales como FDCA o HMFCA. Preferiblemente, el producto de
oxidacion se recupera del medio en el que se incuba la célula que lleva a cabo las etapas de oxidacion. Los
productos de oxidacion tales como FDCA, HMFCA, etc. pueden recuperarse de la mezcla o medio de reaccion,
p. €j., precipitacion (acida o salina), posterior cristalizacion por enfriamiento y separacion del producto de
oxidacion cristalizado, por ejemplo, FDCA cristalizado. Sin embargo, son adecuados otros métodos de
recuperacion, como p. €j., precipitacion acida o salina y extraccion con disolvente, como se conoce en la técnica.
La precipitacion salina para la recuperacion del FDCA puede, por ejemplo, realizarse usando cationes divalentes
(metélicos), como p. €j., Mg?*.

[0092] Las reacciones de oxidacion se llevan a cabo preferiblemente a la temperatura éptima para la célula y las
enzimas oxidorreductasa contenidas en la célula. Por tanto, en el caso de células y enzimas termofilicas, la
temperatura preferiblemente es de 45 °C o superior, p. €j., en el rango entre 45 y 122 °C, p. €j., superior a 50, 55,
60 o 65 °C. Sin embargo, en el caso de una célula mesdfila que contiene enzimas de mesoéfilos, las reacciones
de oxidacién se llevan a cabo preferiblemente a una temperatura relativamente suave, p. ej., 10 - 80 °C, mas
preferiblemente 20 - 45 °C, lo mas preferible aproximadamente de 25 - 40 °C.

[0093] Las reacciones de oxidacién se llevan a cabo preferiblemente a un pH en el que el FDCA esta en una
forma neutra o en una forma completamente disociada, de modo que se pueda controlar la formacion de sal. En
vista de la presencia de dos fracciones &acidas en FDCA, hay dos intervalos de pH preferidos separados. El pH
durante la reaccién puede ser de 1 a 6, preferiblemente de 1 a 4, mas preferiblemente de 1 a 3.
Alternativamente, el pH durante la reaccion puede ser de 5 a 9, preferiblemente de 5 a 8, mas preferiblemente de
5 a 7. La persona experta comprendera que los requisitos de la célula huésped también influiran en la seleccién
de un valor de pH adecuado para el proceso. La seleccion de los valores de pH que son apropiados para una
célula huésped particular esta dentro del &mbito de la persona experta y puede obtenerse de libros de texto
estandar. Para Pseudomonas putida, incluyendo, p. ej., las cepas de Pseudomonas putida S12 o KT2440, el
rango de pH preferidoesde 5a 7.

[0094] EI tiempo de la reaccion puede ser de 6 a 150 horas, méas preferiblemente de 6 a 18 horas.
Preferiblemente, se suministra oxigeno a las células en el medio de reaccion desde una fuente de oxigeno, tal
como oxigeno molecular, p. ej., como oxigeno puro o en el aire, 0 agua, o una fuente diferente de oxigeno
dependiendo de los requisitos de la enzima oxidante furanica. El aire puede usarse convenientemente como
fuente de oxigeno molecular.

[0095] EI reactor puede ser cualquier biorreactor adecuado (aireado). Puede operarse en lotes, en continuo o
preferiblemente en lotes alimentados.

[0096] Los procesos de la invencién para oxidar compuestos furanicos pueden aplicarse de manera ventajosa
para la eliminacién de compuestos furdnicos de materias primas en las que los compuestos furanicos se
consideran perjudiciales, tales como materias primas para fermentaciones para la producciéon de biocombustibles
y productos bioquimicos. Méas preferiblemente, los procesos para oxidar compuestos furanicos se aplican en la
bioproduccion de FDCA como un precursor monomeérico para la produccion de poliésteres (plasticos), donde el
FDCA puede sustituir al PTA en el poliéster PET en cuyo caso se produce el polietilenfurandicarboxilato (PEF) de
base biolégica. El FDCA también puede usarse como sustrato para una gran variedad de compuestos valiosos,
gue incluyen p. ej., como sustrato para la produccién de acido succinico, 2,5-bis (aminometil)-tetrahidrofurano,
2,5-dihidroximetil-tetrahidrofurano, 2,5-dihidroximetilfurano y 2,5-furandicarbaldehido. EI FDCA puede usarse en
la produccion de revestimientos, p. €j., en resinas alquidicas y revestimientos termoplasticos. También se puede
utilizar como equivalente de xileno en biocombustibles y como disolvente. EI FDCA puede esterificarse y los
ésteres pueden usarse como plastificantes. EIl FDCA puede convertirse en su diol, que puede usarse en
poliésteres y poliuretanos similares al PET. Ademas, el FDCA se puede convertir en su diamina, la diamina se
puede usar como extensor de cadena y se puede convertir en diisocianato, que se puede usar en la produccion
de poliuretanos.

[0097] Por tanto, en un aspecto adicional, la invencion se refiere a un proceso para producir un polimero a partir
de uno o mas mondémeros de FDCA, donde el proceso comprende las etapas de: a) preparar un monémero
FDCA en un proceso de oxidacion de la invencién tal como se ha descrito anteriormente; y b) producir un
polimero a partir del mondmero de FDCA obtenido en a). Preferiblemente, el polimero es
polietilenfurandicarboxilato (PEF).
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[0098] En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de una célula de la invencion, para la biotransformacion de
uno o mas precursores furanicos a FDCA, donde la célula es una célula que expresa una HMFCA
deshidrogenasa tal como se ha definido en el presente documento anteriormente o una célula que expresa el
polipéptido que tiene capacidades de transporte de compuestos furanicos y que comprende ademas una
actividad de HMFCA deshidrogenasa u oxidasa tal como se ha definido en el presente documento anteriormente.
Preferiblemente, al menos un precursor furanico del FDCA que se biotransforma en FDCA se selecciona del
grupo que consta de HMF, DHF, HMFCA, FFA y DFF, de los cuales HMF es el preferido.

Polipéptidos de HMFCA deshidrogenasa y acidos nucleicos gue codifican HMFCA deshidrogenasas

[0099] En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un polipéptido que tiene actividad de HMFCA
deshidrogenasa. El polipéptido con actividad de HMFCA deshidrogenasa comprende o consta de una secuencia
de aminoéacidos que tiene al menos un 81.65, 81.7, 81.8, 81.85, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N.°: 1
(Aeribacillus pallidus) pero por lo demas es tal como se ha definido en el presente documento anteriormente.
Preferiblemente, el polipéptido es un polipéptido aislado.

[0100] La invencion se refiere ademéas a una molécula de acidos nucleicos que comprende al menos una de las
siguientes:

a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad de HMFCA deshidrogenasa,
cuyo polipéptido comprende o consta de una secuencia de amino&cidos que tiene al menos un 81.65, 81.7,
81.8, 81.85, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.°: 1;

b) una secuencia de nucledtidos establecida en las SEC ID N.°: 12 0 13;

¢) una secuencia de nucle6tidos cuya secuencia difiere de la secuencia de una secuencia de nucleétidos de
b) debido a la degeneracion del cddigo genético; y

d) una secuencia de nucleétidos que es el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos tal como
se ha definido en los puntos a) a c).

[0101] Otro aspecto de la invencion se refiere a vectores, incluyendo los vectores de clonacion y expresion, que
comprenden una secuencia de nucleétidos tal como se ha definido en los puntos a) a d) anteriormente en esta
seccion, donde dichos vectores son por lo demas tal como se han descrito en el presente documento
anteriormente.

[0102] En otro aspecto, la invencion se refiere a una célula que comprende al menos uno de los siguientes: i) un
polipéptido que tiene actividad de HMFCA deshidrogenasa tal como se ha definido anteriormente en esta
seccion, y ii) una molécula de &cidos nucleicos tal como se ha definido anteriormente en esta seccion.
Preferiblemente, la célula es una célula que comprende o se transforma con una secuencia de nucleétidos tal
como se ha definido en los puntos a) a d) anteriormente en esta seccion, o un vector que comprende dicha
secuencia de nucledtidos. La célula es preferiblemente una célula aislada o una célula cultivada, la célula
preferiblemente es por lo demas como se ha descrito en el presente documento anteriormente y preferiblemente
la célula comprende una o méas de las modificaciones genéticas descritas en el presente documento
anteriormente. La célula se puede aplicar en cualquiera de los métodos, procesos y usos descritos
anteriormente.

Polipéptidos transportadores de compuestos furdnicos y acidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos
transportadores

[0103] En otro aspecto adicional, la divulgacion se refiere a un polipéptido que tiene capacidades de transporte
de compuestos furanicos. El polipéptido preferiblemente tiene al menos la capacidad de transportar HMFCA al
interior de la célula. Preferiblemente, el polipéptido comprende o consta de una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 86.5, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N.°: 17 (Aeribacillus pallidus) pero por lo demés es tal como se ha
definido en el presente documento anteriormente. Preferiblemente, el polipéptido es un polipéptido aislado.

[0104] La divulgacion se refiere ademas a una molécula de acidos nucleicos que comprende al menos una de las
siguientes:

a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene la capacidad de transportar al menos
HMFCA al interior de la célula, donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos con al menos
un 86.5, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.% 17;

b) una secuencia de nucledtidos establecida en las SEC ID N.°: 18;
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¢) un fragmento de una secuencia de nucleétidos tal como se define en (a) o (b) que tiene 10, 15, 20, 30, 50
0 100 nucleétidos de longitud;

d) una secuencia de nucleétidos cuya secuencia difiere de la secuencia de una secuencia de nucleétidos de
b) o c) debido a la degeneracion del codigo genético; y

e) una secuencia de nucleétidos que es el complemento inverso de una secuencia de nucleétidos tal como
se ha definido en los puntos a) a d).

[0105] Otro aspecto de la divulgacion se refiere a vectores, incluyendo los vectores de clonacién y expresién, que
comprenden una secuencia de nucleétidos tal como se ha definido en los puntos a) a €) anteriormente en esta
seccién, donde dichos vectores son por lo demas tal como se han descrito en el presente documento
anteriormente.

[0106] En otro aspecto, la divulgacion se refiere a una célula que comprende al menos uno de los siguientes: i)
un polipéptido que tiene capacidades de transporte de compuestos furdanicos tal como se ha definido
anteriormente en esta seccion, y ii) una molécula de acidos nucleicos tal como se ha definido anteriormente en
esta seccion. Preferiblemente, la célula es una célula que comprende o se transforma con una secuencia de
nucleétidos tal como se ha definido en los puntos a) a e) anteriormente en esta seccidn, o un vector que
comprende dicha secuencia de nucleotidos. La célula es preferiblemente una célula aislada o una célula
cultivada, la célula preferiblemente es por lo deméas como se ha descrito en el presente documento anteriormente
y preferiblemente la célula comprende una o mas de las modificaciones genéticas descritas en el presente
documento anteriormente. La célula se puede aplicar en cualquiera de los métodos, procesos y usos descritos
anteriormente.

[0107] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender”" y sus conjugaciones se utilizan en
su sentido no limitante para indicar que se incluyen los elementos que siguen a la palabra, pero no se excluyen
los elementos que no se mencionan especificamente. Ademas, la referencia a un elemento por los articulos
indefinidos "un" o "una" no excluye la posibilidad de que esté presente mas de uno de los elementos, a menos
que el contexto claramente requiera que haya uno y sélo uno de los elementos. Por tanto, el articulo indefinido
"un" 0 "una" normalmente significa "al menos uno".

[0108] Los siguientes ejemplos se ofrecen solo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la
presente invencion de ninguna manera.

Descripcion de las figuras

[0109]

Figura 1A: Biotransformacion de HMF por P. putida CA2046 (P. putida; circulo abierto: HMF (5-
hidroximetilfurfural); cuadrado abierto: HMFCA (4cido 5-hidroximetilfuroico); rombo relleno: FDCA (&cido 2,5-
furano dicarboxilico); circulo gris relleno: OD600.

Figura 1B: Biotransformacion de HMF por P. putida CA2101; circulo abierto: HMF (5-hidroximetilfurfural);
cuadrado abierto: HMFCA (acido 5-hidroximetilfuroico); rombo relleno: FDCA (acido 2,5-furano dicarboxilico);
circulo gris relleno: OD600.

Figura 2: Biotransformacién de HMF por P. putida CA2111, coexpresando YiaY con Aldh y HmfT1 de C.
basilensis HMF14; circulo abierto: HMF (5-hidroximetilfurfural); cuadrado abierto: HMFCA (&cido 5-
hidroximetilfuroico); rombo relleno: FDCA (&cido 2,5-furano dicarboxilico); circulo gris relleno: OD600. Se
muestran los promedios de cultivos duplicados.

Figura 3: Biotransformacién de HMF por P. putida CA2112, coexpresando YiaY con Aldh y HmfT1 de C.
basilensis HMF14; circulo abierto: HMF (5-hidroximetilfurfural); cuadrado abierto: HMFCA (acido 5-
hidroximetilfuroico); rombo relleno: FDCA (acido 2,5-furano dicarboxilico); circulo gris relleno: OD600. Se
muestran los promedios de cultivos duplicados.

Figura 4. Biotransformacion de HMF por P. putida CA21780, coexpresando YiaY de Bacillus kribbensis
DSM17871 y Aldh y HmfT1 de C. basilensis. HMF-OH es dihidroximetilfurano, también denominado "DHF" en
el presente documento.

Figura 5. Biotransformaciéon de HMF por P. putida CA21781, coexpresando YiaY de Aneurinibacillus
terranovensis DSM18919 y Aldh y HmfT1 de C. basilensis. HMF-OH es dihidroximetilfurano, también
denominado "DHF" en el presente documento.

Figura 6. Biotransformacion de HMF por P. putida CA21783, coexpresando YiaY de Brevibacillus panacihumi
W25 y Aldh y HmfT1 de C. basilensis. HMF-OH es dihidroximetilfurano, también denominado "DHF" en el
presente documento.

Ejemplos
Metodologia general

Cepas y plasmidos
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[0110] Pseudomonas putida S12Agcd o P. putida KT2440Agcd (mutantes deficientes en glucosa deshidrogenasa
de P. putida S12 (ATCC 700801), resp., P. putida KT2440 (DSM6125)) o P. putida S12 de tipo salvaje, se
utilizaron como huésped para la expresion del gen yiaY de Aeribacillus pallidus cepa CA1828 (ver mas adelante).
La cepa TG90 de Escherichia coli se utiliz6 para fines generales de clonacion.

[0111] Para la expresion episomal del gen de A. pallidus se us6 el pBT'mcs derivado de pBBR1MCS (Koopman
et al., 2010a, Biores Technol 101: 6291-6196). En el pBT'mcs, la expresion del gen diana es impulsada por el
promotor constitutivo tac.

Medios y condiciones de cultivo

[0112] El medio de sales minerales meséfilas (MMM) contenia lo siguiente (por litro de agua desmineralizada):
15.52 g de K2HPO4, 6.52 g de NaH2POas, 2.0 g de (NH4)2S04, 0.1 g de MgCl2-:6H20, 10 mg de EDTA, 2 mg de
ZnS04-7H20, 1 mg de CaClz-2H20, 5 mg de FeS0O4-7H20, 0.2 mg de NazMoO4-2H20, 0.2 mg de CuS0Oa4-5H20,
0.4 mg de CoCl2:6H20 y 1 mg de MnCl2-2H20, suplementado con una fuente de carbono segun se especifica.

[0113] El medio de sales minerales termofilas (TMM) contenia lo siguiente (por litro de agua desmineralizada): 10
g de Bis-Tris, FeS04-7H20 10 pM, tricina 4 mM, K:HPO4 1.32 mM, NH4CI 9.53 mM, 0.2 g de extracto de
levadura, 5 g de NaCl, 1.47 g de Na2S04, 0.08 g de NaHCO3, 0.25 g de KCI, 1.87 g de MgCI2.6H20, 0.41 g de
CaCl2.2H20, 0.008 g de SrCI2.6H20, 0.008 g de H3BO3, 0.90 g de NaNO3 y 1 ml de solucién vitaminica
(tiamina, 0.1 g/l; riboflavina, 0.1 g/l; &cido nicotinico, 0.5 g/l, acido pantoténico, 0.1 g/l; piridoxamina- HCI, 0.5 g/l;
piridoxal-HCI, 0.5 g/l; D-biotina, 0.1 g/l; acido félico, 0.1 g/l; acido p-aminobenzoico, 0.1 g/l; cobalamina, 0.1 g/l).
Las fuentes de carbono se suplementaron segun lo especificado.

[0114] Como medio completo para la propagacion de mesdfilos se utilizé caldo Luria-Bertani (LB): 10 g/l de Bacto
triptona (Difco), 5 g/l de extracto de levadura (Difco), 10 g/l de NaCl. Para el cultivo en placas, LB se solidifico con
un 1.5 % (p/v) de agar (Difco). Para la seleccion de los transformantes de E. coli, P. putida S12 o P. putida
KT2440 que portaban los plasmidos derivados de pBT'mcs, se afiadieron al medio 50 pg/ml de kanamicina (Km).
Los antibiéticos se adquirieron de Sigma-Aldrich. P. putida se cultivé a 30 °C; E. coli se cultivé a 37 °C.

[0115] Como medio completo para la propagacion de termofilos se utilizé caldo TGP: 17 g/l de triptona, 3 g/l de
peptona de soja, 5 g/l de NaCl, 2.5 g/l de K2HPO4, 4 g/l de glicerol y 4 g/l de Na-piruvato (pH 7). Para el cultivo
en placas, se solidifico TGP con 1.5 % (p/v) de agar (Difco). Aeribacillus pallidus se cultivé a 60 °C.

Ensayos y métodos analiticos

Medicién del peso seco de la célula (CDW):

[0116] El contenido de CDW de cultivos bacterianos se determiné midiendo la densidad 6ptica a 600 nm (ODeoo)
utilizando un medidor de densidad celular Biowave (WPA Ltd) o un espectrofotbmetro de microplacas universal
pQuant MQX200 (Biotek), utilizando microplacas de fondo plano de 96 pocillos (Greiner). Una ODeoo de 1.0
corresponde a 0.56 g CDW/I (Biowave) o 1.4 g CDW/I (uQuant) para P. putida.

Analisis HPLC:

[0117] Los compuestos de furano (FDCA, HMF, HMF-alcohol, HMFCA y FFA) se analizaron mediante RP-HPLC
como describen Koopman et. (2010a, Biores Technol 101: 6291-6196).

Sustancias quimicas

[0118] El 5-Hidroximetilfurfural (HMF) se adquiri6 en Eurolabs Ltd (Poynton, Reino Unido). Los estandares
analiticos del FDCA y el acido 5-hidroximetilfuroico (HMFCA) se adquirieron de Immunosource B.V. (Halle-
Zoersel, Bélgica), respectivamente, Matrix Scientific (Columbia SC, EE. UU.). Todos los demés productos
guimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich Chemie B.V. (Zwijndrecht, Paises Bajos).

Técnicas moleculares y genéticas:

[0119] Se aisl6 ADN gendmico de A. pallidus CA1828 utilizando el kit de purificacion de ADN gram positivo

MasterPure™ (Epicenter). EI ADN plasmidico se aisl6 con el kit de purificacién de plasmidos JETSTAR Maxi
(GENOMED, ITK diagnostics). Los fragmentos de ADN atrapados en agarosa se aislaron con el

[0120] DNA Clean & Concentrator™ (Zymo research). Las reacciones de PCR se realizaron con Phusion Flash
PCR Master Mix (Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cebadores de
oligonucledtidos (especificados en los ejemplos) fueron sintetizados por Sigma-Aldrich. EI ADN plasmidico se
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introdujo en células electrocompetentes utilizando un dispositivo de electroporacion Gene Pulser (BioRad). Se
llevaron a cabo otras técnicas estandar de biologia molecular de acuerdo con Sambrook y Russell (2001, supra).

Ejemplo I: Aislamiento de cepas de Aeribacillus pallidus que metabolizan HMF

[0121] Se mezclé abono (15 g) con 15 ml de solucion de NaCl al 0.9 % (p/v) y se incub6 durante 40 min a 750
rpm y 80 °C. La suspension de abono resultante se incubé en TMM suplementado con 0.65 g/l de HMF en
matraces de agitaciéon a 60 °C y 180 rpm durante 3 dias. El cultivo se transfirié en intervalos regulares a TMM-
HMF reciente y se colocé en placas sobre TMM-HMF sélido. Se volvieron a sembrar colonias individuales en
placas de TMM-HMF y TGP, y se volvié a evaluar su capacidad para metabolizar HMF y también FDCA. Dos
cepas que metabolizaron tanto HMF como FDCA (cepas CA1809 y CA1828) se identificaron como Aeribacillus
pallidus mediante secuenciacion de ADNr 16S y se seleccionaron para estudios adicionales.

Ejemplo II: Identificacién de una nueva ruta catabolica de HMF catalizada por deshidrogenasa en HMF
degradando aislados de A. pallidus

[0122] Los genomas de las cepas CA1809 y CA1828 de A. pallidus se secuenciaron mediante secuenciacion
PacBio, y se realizaron llamadas y anotaciones ORF automatizadas. En los genomas anotados, se identificaron
homélogos de los genes hmfABCDE de Cupriavidus basilensis HMF14 que constituyen el clister de
degradacion del &cido furoico (Koopman et al., 2010, Proc Nat Acad Sci USA 107: 4919-4924).

[0123] Considerando la capacidad de las cepas CA1809 y CA1828 para metabolizar FDCA ademéas de HMF se
sugiri6 firmemente que HMF se metaboliza a través de FDCA como en C. basilensis HMF14. Sin embargo,
inesperadamente no se encontrd ningiin homélogo del clister hmfFGH de C. basilensis HMF14 que constituya la
ruta de degradacion de HMF a &acido furoico a través de FDCA. Este resultado sugiri6 que existia una via
alternativa para la oxidacion de HMF a FDCA, y posiblemente la descarboxilacion posterior a acido furoico, en los
aislados de A. pallidus. La extracciébn de genomas en busca de clisters de genes que comprenden genes que
codifican actividades oxidantes y descarboxilantes dio como resultado la identificacion de un cluster de
degradacion putativo de HMF, que comprende genes que codifican una alcohol deshidrogenasa, una aldehido
deshidrogenasa y dos descarboxilasas (Tablas 1 A y B). Juntos, estos genes codifican una via putativa para la
oxidacion de HMF a FDCA, a través del acido hidroximetilfuroico (HMFCA), como en C. basilensis HMF14 pero
gue implica una actividad de alcohol deshidrogenasa para la oxidacion de HMFCA a acido formilfuroico (FFA) en
lugar de una actividad de oxidasa.

Tabla 1 A: Cluster de degradacion putativo de HMF de A. pallidus CA1809

ID de | mejor BLAST hit % % de | funcién putativa |Locus % % de
locus identidad | similitud correspondiente |identidad | similitud
x AAly|(x AAly en C. basilensis|(x AAly|(x AAly
AA) AA) HMF14 AA) AA)
03430 | Transportador MFS | 86 93 Transportador hmfT1 60 75
[Geobacillus (384/446) | (418/446) | MFS (270/450) |(341/450)
kaustophilus] ID de
secuencia: ref
WP_011229501.1
03431 | 4-hidroxibenzoato 87 94 Subunidad hmfF 52 68
descarboxilasa (405/466) | (442/466) | FDCA (240/462) | (315/462)
[Geobacillus descarboxilasa

kaustophilus] ID de
secuencia: ref |
WP_011229502.1

03432 | alcohol 82 92 HMFCA -
deshidrogenasa (320/392) | (363/392) | deshidrogenasa
[Geobacillus

kaustophilus] ID de
secuencia: ref |
WP_011229504.1

03433 | aldehido 88 95 HMF/FFA aldh 37 55
deshidrogenasa (429/488) | (466/488) | deshidrogenasa (174/470) | (261/470)
[Geobacillus

kaustophilus] ID de
secuencia: ref |
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ID de [ mejor BLAST hit % % de | funcién putativa |Locus % % de
locus identidad | similitud correspondiente |identidad | similitud
(x AAly|(x AAly en C. basilensis|(x AAly|(x AAly
AA) AA) HMF14 AA) AA)
WP_011229505.1
03434 |subunidad B de |91 96 Subunidad hmfG 54 74
descarboxilasa de | (162/179) | (172/179) | FDCA (99/183) |(136/183)
acido fendlico descarboxilasa
[Geobacillus
kaustophilus] ID de
secuencia: ref | WP
~011229508.1 |
Tabla 1 B: Cluster de degradacion putativo de HMF de A. pallidus CA1828
ID de | mejor BLAST hit % % de | funcién putativa |Locus % % de
locus identidad | similitud correspondiente |identidad | similitud
x AAly|(x AAly en C. basilensis|(x AAly|(x AAly
AA) AA) HMF14 AA) AA)
03227 | Transportador MFS | 86 93 Transportador [ hmfT1 61 76
[Geobacillus (384/446) | (418/446) | MFS (232/383) |(293/383)
kaustophilus] ID de
secuencia:  ref
WP_011229501.1
03228 | 4-hidroxibenzoato 87 94 Subunidad hmfF 52 68
descarboxilasa (405/466) | (442/466) | FDCA (240/462) | (315/462)
[Geobacillus descarboxilasa
kaustophilus] ID de
secuencia:  ref
WP_011229502.1
03229 | alcohol 82 92 HMFCA -
deshidrogenasa (320/392) | (363/392) | deshidrogenasa
[Geobacillus
kaustophilus] ID de
secuencia: ref |
WP_011229504.1
03230 | aldehido 88 95 HMF/FFA aldh 37 55
deshidrogenasa (429/488) | (466/488) | deshidrogenasa (174/470) |(261/470)
[Geobacillus
kaustophilus] ID de
secuencia: ref |
WP_011229505.1
03231 [subunidad B de |91 96 Subunidad hmfG 54 74
descarboxilasa de | (162/179) | (172/179) | FDCA (99/183) |(136/183)
acido fendlico descarboxilasa
[Geobacillus
kaustophilus] ID de
secuencia: ref |
WP_011229508.1 |

Ejemplo lll: La expresion de YiaY de A. pallidus en P. putida S12 confiere la capacidad de oxidar HMF a

FDCA

[0124] El gen yiaY se clon6 como un fragmento Xbal-Sall sintético de 1988 pb (SEC ID N.°: 15), incluyendo la
region promotora PldhL1 de B. coagulans DSM1, en pBT'mcs produciendo el plasmido pKWO007. El plasmido
pKWO0O07 se introdujo en P. putida KT2440Agcd (CA1877), produciendo P. putida CA2101. Se ensay0 P. putida
KT2440Agcd que portaba pBT'mcs (cepa CA2046) como control de vector vacio.

[0125] Las cepas CA2101 y CA2046 de P. putida se cultivaron en matraces de agitacion de 100 ml que
contenian 10 ml de MM + glicerol 80 mM y glucosa 2 mM suplementada con 50 mg/l de kanamicina. Las células
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se recolectaron al final de la fase logaritmica (DO600 = 4), se lavaron y se volvieron a suspender en MM
suplementado con 19.4 g/l de K2HPO04, 8.15 g/l de NaH2PO4, glicerol 80 mM y 50 mg/l de kanamicina. Se
incubaron alicuotas (10 ml) de suspensiones de células lavadas (a una DO600 de 1-2) con HMF en matraces
Erlenmeyer de 100 ml y se extrajeron muestras a intervalos regulares para el andlisis de FDCA. La figura 1A
muestra que el HMF se oxida rapidamente a acido hidroximetilfuroico (HMFCA) en el control de vector vacio,
mientras que la formacién del FDCA estuvo totalmente ausente. Cuando se expresé YiaY (Fig. 1B), el HMFCA
acumulado se oxid6 lentamente a FDCA, lo que demostré la funcionalidad de YiaY como deshidrogenasa
oxidante de HMFCA.

Ejemplo IV: Oxidacion optimizada de HMF a FDCA mediante la coexpresion de YiaY de A. pallidus y Aldh
y HmfT1 de C. basilensis HMF14

[0126] Se sintetiz6 el gen yiaY de A. pallidus CA1828 incluyendo el sitio de wuni6on al ribosoma
TAGGAAAGGAAGATTAACCC (SEC ID N.°: 21). El fragmento de yiaY (SEC ID N.°: 16) se digiri6 con Kpnl y
Xbal para reemplazar el gen hmfH en pBT'hmfH-adh (W02012064195) lo que produjo el plasmido pKWO010. El
plasmido pKWO010 se introdujo en P. putida S12Agcd que albergaba pJNNhmfT1(t) (WO2012064195) lo que
produjo P. putida CA2111, y en P. putida KT2440Agcd (que también albergaba pJNNhmfT1(t)) lo que produjo P.
putida CA2112. Por tanto, la alcohol deshidrogenasa oxidante HMFCA codificada por yiaY podria coexpresarse
con la HMF deshidrogenasa y el transportador de HMFCA de C. basilensis HMF14 para eliminar los cuellos de
botella de la oxidacion de HMF a HMFCA y la absorcién de HMFCA.

[0127] Se cultivaron CA2111y CA2112 de P. putida en matraces de agitacién de 100 ml que contenian 10 ml de
MM + glicerol 80 mM y glucosa 2 mM suplementada con 50 mg/l de kanamicina, 30 mg/l de gentamicina y 100

UM de acido salicilico. Las células se recolectaron al final de la fase logaritmica (DO600 = 4), se lavaron y se
resuspendieron en MM 50 mg/l de kanamicina, 30 mg/l de gentamicina y 10 pM de &cido salicilico. Se incubaron
alicuotas (10 ml) de suspensiones de células lavadas (a una DO600 de 1-2) con HMF en matraces Erlenmeyer
de 100 ml y se extrajeron muestras a intervalos regulares para el andlisis de FDCA. Las figuras 2 y 3 muestran
gue el HMF se oxida rapidamente a HMFCA, que se oxida ademéas a FDCA. Esta claro que la coexpresion de
YiaY con Aldh y HmfT1 acelera considerablemente la oxidacion de HMF a FDCA.

Ejemplo V: Construccion de cepas optimizadas para la oxidacién de HMF a FDCA a través de la
coexpresion de alcohol deshidrogenasas de HMFCA meséfilas y Aldh y HmfT1 de C. basilensis HMF14

[0128] Los homdlogos de yiaY de Bacillus kribbensis DSM17871, Brevibacillus thermoruber 423, Bacillus sp.
FJAT-14578 y Bacillus sp. L1 (2012) se sintetizaron incluyendo un sitio de unién a ribosomas que contenia el
espaciador TAGGAAAGGAAGATTAACCC (SEC ID N.%: 21) asi como sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccion (Kpnl, resp., Nhel; compatible con Xbal)) para la clonacién (SEC ID N.°: 19, 36, 38 y 39).

[0129] Los homodlogos de yiaY de Aneurinibacillus terranovensis DSM18919 y Brevibacillus panacihumi se
sintetizaron W25 incluyendo un sitio de union a ribosomas que contenia el espaciador
GAATTCCACATGACAAGGGGAGACCGC (SEC ID N.°: 40) asi como sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccion (Kpnl, resp., Xbal) para la clonacién (SEC ID N.%: 35 y 37). La secuencia de nucleétidos codificante de
la enzima de B. kribbensis (SEC ID N.°: 19), la enzima de B. thermoruber (SEC ID N.°: 36) y las dos enzimas de
Bacillus sp. (SEC ID N.°0 38 y 39) se obtuvieron mediante la traduccion inversa de las secuencias de
aminoacidos (http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html) utilizando la tabla de uso de codones de P.
putida de http://www.kazusa.or.jp/codon/. La secuencia de nucleétidos codificante de la enzima de A. terranova y
B. panacihumi se obtuvo mediante la traduccion inversa de las secuencias de aminoacidos utilizando la
herramienta de optimizacion de secuencia de E. coli de GeneArt (https://www.thermofisher.com/nl/fen/homellife-
science/cloning/gene-synthesis/geneart-gene-synthesis/geneoptimizer.html).

[0130] Los fragmentos de homdlogos de yiaY de B. kribbensis, B. thermoruber, Bacillus sp. FJAT-14578 y
Bacillus sp. L1 (2012) fueron digeridos con Kpnl y Nhel (compatible con Xbal en pBT'hmfH-adh) para reemplazar
el gen hmfH en pBT'hmfH-adh (W02012064195) lo que produjo los plasmidos pKW2210, pKW2212, pKW2214 y
pKW2215. Los fragmentos de homoélogos de yiaY de A. terranovensis y B. panacihumi fueron digeridos con Kpnl
y Xbal para reemplazar el gen hmfH en pBT'hmfH-adh (W02012064195) lo que produjo los plasmidos pKW2211
y pKW2213.

[0131] Los plasmidos pKW?2210, pKW?2211, pKW2212, pKW2213, pKW2214 y pKW2215 se introdujeron en P.
putida KT2440Agcd_pJNNhmfT1 (CA1965), lo que produjo respectivamente, P. putida CA21780, CA21781,
CA21782, CA21783, CA21784 y CA21785 para la expresion de los homélogos de YiaY en un entorno huésped
optimizado que incluia aldh y hmfT1. Para la evaluacion del rendimiento, las cepas de P. putida CA21780,
CA21781, CA21782, CA21783, CA21784 y CA21785 se cultivaron en matraces de agitacion de 100 ml que
contenian 10 ml de MM + glicerol 80 mM y glucosa 2 mM suplementada con 50 mg/l de kanamicina, 30 mg/l de
gentamicina y 100 uM de acido salicilico. Las células se recolectaron al final de la fase logaritmica (DO600 = 4),
se lavaron y se resuspendieron en MM 50 mg/l de kanamicina, 30 mg/l de gentamicina y 10 pM de acido
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salicilico. Se incubaron alicuotas (10 ml) de suspensiones de células lavadas (DO600 de 1-2) con HMF en
matraces Erlenmeyer de 100 ml y se extrajeron muestras a intervalos regulares para el andlisis de FDCA. Los
resultados para P. putida CA21780, CA21781 y CA21783 se muestran en las figuras 4, 5y 6, respectivamente.
Las tres cepas transformadas produjeron FDCA a partir de HMF. Sin embargo, las diferentes cepas mostraron
marcadas diferencias en la acumulacién transitoria de HMFCA vy la reduccién parcial de HMF a dihidroximetil
furano (HMF-OH o DHF). También se encontr6 que las cepas de P. putida CA21782, CA21784 y CA21785
producen FDCA a partir de HMF, lo que demuestra la funcionalidad de las seis alcohol deshidrogenasas como
enzimas oxidantes de HMFCA.

Ejemplo VI: Construccién de una cepa de P. putida que exprese el transportador HMFCA codificado por
proP de Aeribacillus pallidus

[0132] El gen proP (SEC ID N.°: 18) se amplificé a partir de ADN gendmico de Aeribacillus pallidus CA1828 por
PCR usando los cebadores proP(f) (gccgaattcATGAAGAATATCGCTAATACG; SEC ID N.°: 22) y proP(r)
(gccgetagc TTATTTGAGGTTTCCTTTTGTTTCC; SEC ID N.°: 23). El producto de PCR se introdujo como un
fragmento de EcoRI-Nhel de 1350 bp (SEC ID N.°: 20) en pJNNmcs(t) lo que produjo pJNNproP(t). Los
plasmidos pBT'hmfH_aldh y pJNNproP(t) se introdujeron sucesivamente en P. putida KT2440Agcd (CA1877), lo
que produjo P. putida CA21783. Se cultivd P. putida CA2111 y CA2112 en matraces de agitacién de 100 ml que
contenian 10 ml de MM + glicerol 80 mM y glucosa 2 mM suplementada con 50 mg/l de kanamicina, 30 mg/l de

gentamicina y 100 uM de &cido salicilico. Las células se recolectaron al final de la fase logaritmica (DO600 = 4),
se lavaron y se resuspendieron en MM 50 mg/l de kanamicina, 30 mg/l de gentamicina y 10 pM de &cido
salicilico. Se incubaron alicuotas (10 ml) de suspensiones de células lavadas (DO600 de 1-2) con HMF en
matraces Erlenmeyer de 100 ml y se extrajeron muestras a intervalos regulares para el analisis de FDCA. Es
evidente que la expresion del transportador de HMFCA codificado por proP acelera considerablemente la
oxidacion de HMF a FDCA en comparacion con una cepa de control correspondiente que no expresa proP.
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Tabla 2: Alineacion de secuencias de aminoacidos YiaY

Adh_Bp
Adh_Bk
Adh Bt
Adh At
YiaY
Adh_Gk
Adh Bsp
Adh BspLl
Adh Pt
Adh Dk
Adh Dt

Adh Bp
Adh Bk
Adh Bt
Adh At
YiaY
Adh Gk
Adh Bsp
Adh BspLl
Adh Pt
Adh Dk
Adh Dt

Adh_Bp
Adh Bk
Adh Bt
Adh At
YiaY
Adh_Gk
Adh_Bsp
Adh_BspLl
Adh Pt
Adh Dk
Adh Dt

————————— MESPFSFHLPTNVQFGVGSASRLGEMLLSMGVRRVFLVTDQGVRQAGLLDE
————————— MDVEFSFHLPTLIEFGFGKASLLGERLLKLGVGNVFLVSDKGVASAGLLOK
--MSQTVQGTDFAFSFHLPTLIEFGYGRASRLGERLOQHLGVTNVFVVTDKGVEAAGLLNG
--MSPAVKAINFEFSFNLPTLIEFGYGKMEKFGQQLISIGVKRIFMYVTDKGVESAGLLAA
MIGNYAKKAIDFEFTFYLPTLIEFGYGKASRMGEMLEQMGIKNVFLVTDKGVEAAGLLAG
MVGHYIQKEVEFEFSFHLPTSIQFGYGKASQLGNQLVDMGIKSAFLVTDRGVEATGLLAG
————————— MYPSFEFHLPTKIHFGYNTIKQLDH--LPFEIKRAFIVTDQGVLNSGLVEN

VIHSLEEKGLHFQIYADVEPDPSLETIQAGAAMFQQQSFDCMVAIGGGSPIDTAKGIRVL
LEQSLQTSDIHFKTYLEVEPDPSLETIDLGAEAFNSGKYDCIVAVGGGSAIDTAKGIRVY
LVGSLQSAGIAFDLYTEVEPDPGLETIDRGAAVFRAKPYDCLVAVGGGSPIDAAKGMRVYV
LTDSLQAAATIQFDIYTDVESDPSLETIDRGVEVEFQQKPYDCIVAVGGGSPIDTAKGIRVVY
IVQSLESSNIRYVIYSDVEPDPSLETIDRGASVFKEQSFDCILAVGGGSPIDTAKGIRVY
IIQSLESSNIQYCVYADVEPDPSLETIDQGAAAFKEQPFDCIVAIGGGSPIDTAKGIRVY
VTNILKDHQISYVIYSEVEPDPSVETVDKAAQMFQREEADALIATIGGGSPIDTAKGVRVI
————————————————————— PSVETVDKAAKAFAEAECDLLIAVGGGSPIDTAKGVRVY
fffffffffffffffff VEPDPGLETVHKAAAFLGRTRPDCLVALGGGSSIDVAKGARVI
———————————————————— DPGLETIHRCASCFRENKCDLILAVGGGSPIDTAKGARVI
VEKVLSDAGIENVVEFDDVEPDPGLETIHRCASCFRENKCDLFLAIGGGSPIDTAKGARI I

K akke . . K sakekkxkk KKk KAk k..
AANGGGIGQYAGVNRVPAASAIPLIAIPTTSGTGSEVTIFGVY SDWENHVKITVTSPHMA
AGNGGSIGDFAGVDKIGKAPQIPLIAVPTTSGTGSEVTIFGVY SDWVENVKVTVTSQYMA
TSCGGSIADYAGVNRVPMAPAVPLVAVPTTSGTGSEVTMEGVY SDWHNHVKVTVTSPHMA
AANGGNIGHYAGVNQIPVAPTIPLLAIPTTSGTGSEVTNFGVYSDWQNNVEVTVTSQYMA
VTNGGNIGDYAGVNRVAKKSEIPLVAVPTTSGTGSEVTIFGVY SDWENQVEVTVTSPYMA
ATNGGSIGDYAGVNRIKKKSEIPLIALPTTSGTGSEVTIFGVY SDWKNNVEVTVTSPYMA
AGNGGSIRDYAGVNLIKQKSNIPLIATPTTSGTGSEVTIFAVFSDWEENREVTVTSPFLA
ASNGGSIRNYSGVNLVKEAPSVPLVAI PTTAGTGSEVTIFAVESDDKENRKVTVTSSHLS
YDNGGKISDYAGVNKVKVKPSLPLMAVPTTAGTGSEVTVFAVLSDWEQNIKITVTSEYLA
VENGGHIRDYAGVNKVPRAPVTPLIAIPTTSGTGSEVTTFAVLSDWENRMKITISSPELA
VDNGGHIRDYAGVNKVPRAPRTPLLATIPTTSGTGSEVTTFAVLSDWENRMKITISSPELA

* kK « s kk . . hhkokokhkhkhoakhkdhhhdhhkh * Kk KKk . * ok s ek
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Adh Bp
Adh Bk
Adh Bt
Adh At
YiaY
adh Gk
Adh Bsp
Adh BspLl
Adh Pt
Adh Dk
adh Dt

Adh Bp
Adh Bk
Adh Bt
Adh At
YiayY
Adh Gk
Adh Bsp
Adh BspLl
Adh Pt
Adh Dk
Adh Dt

Adh Bp
Adh Bk
Adh Bt
Adh At
Yia¥
Adh Gk
Adh_Bsp
Adh BspLl
Adh Pt
Adh Dk
Adh Dt
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PSTALIDPALTLSLPAKMTAATGIDALAHGIETFFSLRSSPASDALATHAMKMIAPHLRR
PTIALVDPELTMRLPRKMTAASGIDALAHGIESYFSLRSTSASRALSLEAINIVGNHLRQ
PTIALVDPALTVSLPAKMTAASGIDALAHGIETFFSVRSRPASDALAMEATAAVNAHLRR
PTIAWYVDPALTMSLPAKMTAASGIDALAHGIETFFSLGSSPASDALATEATHTVNRYLSR
PEIALVDPELTMSLPQKMTAASGIDALAHGIETFFSLRSRPASDALAVEAMATVSAYLRR
PEIALVDPKLTMSLPKKITAASGIDALAHGIETFFSLRSQPISDVLATEAMTTVNRYLRR
PDISIVDPKMTMTAPPAITAASGFDAFAHGAETEFVSRASQPASDVLAFSAMSTVSKYLRR
PDVSIIDPKLTLTAPPSITAAAGFDAFAHAAEAFVSRISQPPSDALALSAMKTVHTYLRR
PEAAFVDPLAMVSAPPGITAASGIDALSHAVEAYVSRAASPVSDNLALGAVELIGGHLRQ
PEVAVVDPLLTMTAPPSVTAASGIDALSHAIETYVSLKAQPPAEALALKATELIGESLRT
PEVAVVDPILTLTAPPSVTAASGIDALSHAIETYVSLKAQPPAEALALKATELIGESLRA

* . . kK . * e kKK ok o kk o oKk * e o K . . * . * . . *

AVRDGADMEARIGMSQGSVLAGMAFNNGFLGLAHATGSALSGHCHVPHGVAIGLLLPHVYV
SVANGEDKEARCGMSHGSLLAGMAFNNGFLGLAHATGSALSGHCHVPHGVAIGLLLPHVY
AVHDGSDVEARIGMSHGSLLAGMAFTNGFLGLAHATIGSALSGHCHVPHGIAIGLLLPHVYV
AVHNGSDMEARIGMSHGSLLAGMAFNNGFLGLAHATIGSALSGHCHVPHGVAIGLLLPKVYV
AVEDGTDKEARIGMSQGSLLAGMAFNNGFLGLAHATIGSALSGHCHVSHGVAIGLLLPRVYV
AVEDGTNKEARIGMSYGSLLAGMAFNNGFLGLAHATIGSALSGHCHVSHGVAIGLLLPRVYV
AVYNGEDVEARIKMAEASLLAGMAFNQSYLGLTHAIGSALSGHAHVSHGVAIGLLLPGVI
AVYNGDDIEARMKMAEASLLAGMAFNQSYLGLAHAIGSAISVHAHVSHGVVIGLLLPKVI
AVANGGDLAARTGAALGSLLAGMAFNNAFLGLTHSIGAALSGHVHVSHGVAVGLLLPYVM
AVADGSDKEARTRMSLGSLLAGMAFNNSLLGLTHSIGAALSGHAHVSHGMAIGLLLPYVM
AVADGSNKEARTKMSLGSLLAGMAFNNSLLGLTHSIGAALSGHAHVSHGMAVGLLLPYVM

«k ok . * % - hekkhkkhkhk . khkhekeoekkokak |, ,%h K%k skkhkkk k.

AFNTPVRPERKAELIADVLGSV--QKET----GTAAELVGQLVQDIGLPQRLQEVGVPEAK
EFNSSECPDQAAETAKILGVK--AEDERQLAEQASHAVGDLVKDIGLPTRLRDMNVPEEK
AFNAPARPDKAAQLARLLGVE--ANPREERGEETSAAVARMVADIGLPTRLRDVGVPEEK
EFNATVRPDKAAKIAGLMGMK--GEHSEELALQASPAVARLVEDIGLPTRLREVDVTEKK
EFNARVRPEKAAKIAELLGVK--GDREEVLAEQAAPAVASTLVKEIGLPTRLRDVDVSEEK
EFNSVVQPEKAAKIAELLGRK--GNQNT-LVQQAATAVASLVKEIGLPTRLRDVDVPKEK
RYNSISRMDKHIEMAGAFREIDRSLSDWEIIDQLIEDVSRLRDDIGLPQRLQQVGVKEDQ
EYNLVAKIDKYAEAGKYIEQSSHGLSNYEAAALFSETVTQLRNDIGLPKQLREVNVKEAQ
EYNLMAKPDKFARLARAMGEVTEGKSLYRAASLAPRAVKAMVKSIGLPVRLKEIGVPEGA
EFNAMARMEKFSKIAVALGEDVKGLSLREAATLRSVKAVRELVEDI SLPRRLGDVGVTGDM
EFNAMARLEKYGKIATIALGEDVKGLSLREAATLRSVKAVRELVEDI SLPRRLGEVGVTGDM

-k . . - * - * kk ek .. K
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Adh_Bp
Adh_Bk
Adh_Bt
Adh_At
YiaY
Adh_Gk
Adh Bsp
Adh Bspll
Adh Pt
Adh Dk
Adh Dt

[0133] Adh_Bp = SEC ID N.°: 6 (Brevibacillus panacihumi), Adh_Bk = SEC ID N.°: 2 (Bacilo kribbensis); Adh_Bt =
SEC ID N.°: 5 (Brevibacillus thermoruber); Adh_At = SEC ID N.°: 4 (Aneurinibacillus terranovensis); Yia¥Y = SEC
ID N.° 1 (Aeribacillus pallidus); Adh_Gk = SEC ID N.°: 3 (Geobacillus kaustophilus); Adh_Bsp = SEC ID N.°: 7
(Bacillus sp. FJAT-14578); Adh_BspL1 = SEC ID N.° 10 (Bacillus sp. L1 (2012)); Adh_Pt = SEC ID N.% 11
(Pelotomaculum thermopropionicum); Adh_Dk = SEC ID N.°: 8 (Desulfotomaculum kuznetsovii); y Adh_Dt = SEC
ID N.°: 9 (Desulfurispora thermophila). Los simbolos debajo de la alineacién indican: * = posiciones invariantes; :
= posiciones fuertemente conservadas; . = posiciones menos conservadas; ningun simbolo indicaba posiciones
no conservadas.

Tabla 3: Alineacion de secuencia de aminoacidos (Clustal Omega) del transportador MFS de A. Pallidus

ES 2817001 T3

LVDIAKDSFKSGMMKWNPRLPTEQEVLELLQKAF
LADIARDSFQSGMMKEFNPRRASESEVLELLHRVY
LPAIAKDAFKSGMMTCNPRQPTEQEVRELLRRAF
LFEIAKDSFKSGMMKEFNPRQPSESEVLQLLKEIF
LPDIARDAFKSGMMKENPRQPSLSEVLTLLQQIY
LPDIAKDSFKSGMMREFNPRQPSEAEVMTLLOQIY
LEKMIAADSVKSGMWKFNPROQASEEEILELLKELY
LEATSKDSIKSGMWQFNPRRASEQDVYQMILREML
LAATAETALKHGMIKFNPRVPSREDILDIVKKAY
IEGMAKDAMGHGMLKFNPRAVTEKDITATILRKAL
IEGMAKDAMGHGMLKFNPRVVTEKDIMAILQKAL

* K * Kk ok

(transportador HMFCA) con los 10 mejores resultados de BLAST

Transportador de Aeribacillus
MENLANTSTERPVHDASVENRCMVRATIASLIGHSLOLY DLFLLLEVATT IGHLFFPASH

gi|499548718 | ref |WP_011229501,1]:1-445 HMDHNITETHNIERPVE-

VEIRNSOMVRATIASLIGWALDLYDLFLLLYVATTIGHLEFPASH

gi|651977233 | ref |WP_026691821.1:7-435 ———————mm——mm——o—-

HNHEQLVSATMASLLGWSFDLYDLFILLYVTPTIGELFFPSEH

g1 | 654945126  ref [WP_028395291.11:1-445 MSHVVAT--

HSKQESVTVERREVREAMVASLLGWSFDLYDLFLLLEVAPTISVLEFPTTH

gil737333063 ) ref WP 03531

6274.11:3-438  ———————e

SSNQPPEVEISRROMVIASIASLLGWALDLFDLEVLLYVAPVIGELFFPTEL

gi| 558617199 gb|EST53422.1):11-446
SSNQPPEVEISFREOMVIASIASLLGWALDLFDLFVLLYVAFVIGELFFPTEL
gi| 737314460 | ref |WP_0352587308.1]:18-44% -—-—-m--mmmmm

RPPAAVGRECMITAVLASLLGWSLDLYDLFILLYVTPVLGELFFPADH

g1 656061131 [refWP_029088927.11:18-449 —=—----mmmme-

RPPRAVGEREQD

gi|503166462 | ref|WP_013401130.11:

TAVLASLLGWSLDLYDLFILLYVTEFVLGELEFPADM

2-445

SANMETPVOQOASALARAT SREQUITAVMASLLGWSLDLYDLFILLYVAPELGELFFPTDK
gi| 505187461 jref|WP_015374563.1(:8-445
MYQQTSSLTVSISKEQMITAVTAS LLGWSLDLYDLE ILLY VAPELGELFFPADK

gi|BlZ120256|gblEZPTE263.1:
SVNTETTVOQASPLTV

sk ki E . k k. Rk L kR LR

-445

2
REOMITIAVMSSLLGWSLDLYDLFILLYVAPELGKLFFPTDE

. dEk kR .
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Transportador de Aeribacillus

OTLELAAVY ASFAVTLLMEPLGEAIFGIVADKNGREEAMT VAT TGAGLCTAAFGLLPTIH
Gi| 499548718  ref|WP_011229501.11:1-445
QTLSLAAVYASFAVTLLMRPLGSAIFGVYADKNGRKEAMTVAI IGAGLSTTAFGLLPTIH
gi|651977233 | refIWP_026691821.11:7-435

PTLESLAAVY ASFAVTLLMEPLGEAIFGEYADKNGREEAMTVATIVGVGEVSTAVFGLLETVE
gi| 654945126 ref|WP_028395291.1]:1-445

PTLELAAVY ASFAVTLLMRPLGEAIFGESYADKNGREKEAMIVEVVGVGEVETAAFGLLETVE
Gi| 737333963 | ref|WP_035316274.1]:3-438
PTLSLARVYASFAVTLLMRPIGSALFGS YADRKGREKAMI VAVIGVGVATALFGALPTVH
@i|558617199 | gb|EST53422, 1 :11-446
PTLSLAAVYASFAVTLLMRPIGSALFGSYADRKGRKEKAMIVAVIGVGVATALFGALPTVH
gi|737314460] ref|WP_035297308.1|:18-449
PTLSLAAVYASFAVTLLLRPFGSALFGSYADRNGRKRAMVVAVSGVGLSTALFGVLPTVA
gi| 656061131 ref (WP _029098927.1]:18-449
PTLSLARVYASFAVTLLLRPFGSALFGS YADRNGRERAMVVAVSGVGI STALFGVLPTVA

gil|50316646% [ref|WP_013401130.1|:2-445
PTLSLAAVYASFAVTLFMRPLGSALFGAYADRNGRKRAMVVAVSGYGISTALFGALPTVA
gl| 50518746l |ref|WP_015374563.1|:8-445
PTLELAAVY ASFAVILFMRPLGSALFGEYADRNGRERAMVVAVEGVGISTALFGALPTVE
gi|612120256|gb|EZPT8263.1|:2-445
PTLSLAAVYASFAVTLFMRPLGSALFGTYADRNGRERAMVVAVSGVGISTALFGALPTVA

D L R s T

kkdk e akkkakdt kao k ke ke Ekk kkEa

Transportador de Aeribacillus

OVEVVAATAFLILRLVQGVEVGEVVASTHT IGTESASPEYRGFMSGLIGGGGAGLGALFA
qi!4995487lﬂirefiWP_OllQQBSDl.lI:1—445
QVGVARSIAFLILRLVOGI FVGGVVASTHT IGTESASPRY RELMSGLIGGGGAGLGALFA
gi]651977233 | ref (WP _026691821.1]:7-435
QIGVFATIIFLVLRLCQGI FVGGVVASSHT IGTESAPPKLRGLMSGLI GGGGAGLGALFA
gi]654945126] re£|WP_028395231.1| :1-445
QIGFMASIIFLVLRLVQGI FVGGVVASTHT IGTESAPPKWRGLMSGLI GGGGAGLGALFA
gi1737333963 | ref|WE_035316274.1|:3-438
QIGVGASITFLILRLVQGI FVGGVVASTHT IGTESY PPKWRGFMSGFVGGGGAGLGALLA
gi1558617199|gb|EST53422.1|:11-446
OIGYVGASITIFLILELYVOGCIFVEGVYASTHT IGTESVEPEWRGFMSGFVEEEGAGLGATL LA
gij737314460|ref|WP_035297308.1|:18-449
HIGARRTILFIILRLIQGYVFVEGVYVASTHT IGTESVEERWRGLMSGLVGEGGAGLGALLA
G11656061131 | ref(WP_029098927.1] :18-449
HIGRAATILFIILRLIQGVFVGGVVAST HT IGTESY PEKWRGLMSGLVGGGGAGLGALLA
911503166469 ref WP _013401130.1):2-445
CIGAAARRIIFIILRLVOGVEVGEEVVASTHT IGTESVPERWRGLMSGLVGGEGGAALGALLA
gi1505187461 | ref|Wp _015374563.1):8-445
OTGARRATTFT TLRLIQGVEVGGVVASTHT IGTESY PERMRGLMS GLVGGGGARLGALLA
gi1612120256|gb|EZP78263.11:2-445
OIGAARRTTIFIVLELIQGVEVEEVVASTHT IGTESVEPFEENRGLMSGLVEGGEART.GATLTA
cik ke ok awas

e e e okl e sk ke e sk e ke ek ok ke ek e ek a w k ke dek ok ok
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Transportador de Aeribacillus

SISYSVVTAIFPGEAFDVHGHRVMFFTGIIGSLEFGLFIFRSLEESPLWEQLKEENSEGEY
gi1499548718 ref|WP_011229501.1|:1-445
SIAYSIVEAIFPGDAFDTLGWRIMFFTGIIGALFGLFIFRELDESPLWEQLEEKQSKDEM
gif651977233 |ref|WP_026691821.1|:7-435
SIAFTVVSSFFPGEAFSEWGHRVMEF FTGILGAIAGLEFVFRTLDESPLWEGLOEEKKGERY
gif6549451lZ6fref |WP_028395291.1:1~-445
SIAFAIISALFPGEAFNEWGHRVLFFTGLLGAGAGLIVFRSLHESPLWAQLHEEKERTHE
gili737333963 |ref|WP_035316274.1|:3-438
SIVYFIVEEAFPGEAFDANGHRFMFFAGTILEAVLGYVEVFKSLEESPLWLQAQOKKE-——A
gi}55861719%(gb|ESTS53422.1| :11-446
SIVYFIVEEAFPGEAFDANGHRFMFFAGI LEAVLGVEVFKSLEESPLWLOAQQKEKE---1
gi]737314460 ref|WP_035297308,1(:18-449
SIVYFVLSSLFPGEAFSEWGHRFMFFTGILCSVLGLFVFRMLEESPLWVQHKNEQA - ——R
glj656061131jref|WP_029098%27.1]:18-449
SIVYFVLESLFPGEAFSEWGHWRFMFFTGILCSVLGLEVFRMLEESPLWVOHEITEQA ———A
gi)50316646% ref|wp_013401130.11:2-445
SIVYFVLEEVFSGPEFSENGHRFMFFTGILESVLGLFVFKKLEESPLWMOHERKQE===T
gii5051874el [ref|WP_015374563.1|:8-445
SIVYFVLSSIFPGPEFSENGRRFMFFTGILSSVLGLEVFKKLEESPEWVOHEEVQE-—-T

gi|612120256|gb|EZPT8263.1|:2-445
SIVYFVLSNIFSGSEFSENGWRFMEFTGI LCSVLGLF IFKKLEES PLWVOHKKDOE-——M

wok s

ok * ok

Transportador de Aeribacillus

SEFQRAPLKTFFTRYYEVLLVNLMIVIGEGSGYYLTSGFIPTFLEVVIEVSASVESGVL
gi 499548718 | ref|WP_0112258501.11:1-445 -
VEQQKSPFEMFLTKYYEVLFVNLMIVIGGGSGY YLTAGF I PTFLEVVIEVPAAVSEGVL
gi 651977233 |ref|WP_026631821.1):7-435

SHTIECQKPVETLFTTY SEVLLVHNLMIVIGGGTGYYLTAGFIPTFLTIINDVSPGTESGIL
gi| 654945126 | ref |WP_028395291.11:1-445
EDAVPQSPIKMLFRQYPGVLLVEVMIVMGGGSAY Y LTSGFVPTFLEKVVHEAPPHVISGVL
gi| 737333963 |ref|WP_035316274.11:3-438
AKKPEGSPVEMIFTQYRNVLLVHLMLYVTGGGTAY Y LTSGY LPTFLNVINEVSSGTASLIL
gi| 558617199 | gblEST53422.1):11-446
AKKPEGSPVEMIFTQYRNVLLVHLMLVTGGGTAYYLTSGY LPTFLHVINEVSSGTASLIL
gi|737314460 | ref|WP_035297308.11:18-449
KEPAGOOSPVKMVFTEYLEVLLVHLLIVIGGGSAYYLTSGY LPTFLHVINHVEQTTASMIL
gi| 656061131 |ref |WP_D28098927.1(:18-449
KPAGQQSPVEMVETEYLPVLLVNLLIVIGGGSAYYLTSGYLPTFLNVINHVPOTTSSMIL
gi|503166468 | ref|WP_013401130.11:2-445
EPEYQOQSPVEMYVFTEYLSVLLVHILMIVIGGGSAYYLTCGY LPTFLEVINNIPQTVSSTIL
gi| 505187461 |ref|WP_015374563.1]:8-445
EPENEQSPVEIVFTEYLSVLLINLMIVIGGGSAYYLTCGY LPTFLEVINHIPQTVSSMIL
gi| 612120256 | gb[EZFTB263.1|:2-445
HPENQOQSPVEMVESKYLSVLLINLMIVIGGGEAYYLTCGY LPTFLEVI NN IPQTVSSMIT

* - * dk ek owoa ok

Rk s ko kE ks hkEE s sk * ek
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Transportador de Aeribacillus

IATSIMTIVAAVLVGHLSEVIGREKTFLLIGILCLVGLPYFYLSLANSTTTTGIYLHALG
gi]499548718 | ref|WP_011229501.11:1-445
IATSITTILAAIVVGHLSELIGREKTFMIIGILCVFGLPYFYLSLAHSTTTTSIYLHAIG
gi| 651977233 | ref|WP_D26691821.11:7-435
IASSVVTIIGALLVGHLSEITGREKTFLAIGVVHIIGLPFFYLSLADAATTRPSTIYFY TMC
gi| 654945126 ref |WP_028385291.1§:1-445
IASSIVTIISALLFGHLSELIGREKVFLLVGVLNI IGLPYFYLALGDSVTTLSTYLHTMG
gi| 737333963 | ref|WP_035316274.1§:3-438
MGASVSAIISAVLEGYLSDVIGREKTFLLIGEFINLILLPVLFIQLGSATSIPMITFYALR
gi|558617199 | gb|EST53422.11:11-446

MGASVSAI ISAVLFGYLSDVIGREKTFLLIGFINLILLPVLFIQLGSATSIPMITFYALA
gi| 737314460 | ref|WP_D35257308,11:18-449
AASSIAATIASVALGHLSTVIGREKTFVLLGILHLMALPY LY TELAAACDLSRIALYAMG
gi| 636061131 | ref|WP_D29098927.11:18-442
ARSSISAIIASVVIGHLSTIIGRRKTFVLLGILHLMALPYLYTELARRODLSRIALY AMG
gi|503166469| ref|WP_013401130.11:2-445
MVSSISAMVAAVVLGHLSTIIGREKTFILLGIVHLFALPYLYTELADAQDLTMITLY AMG
gi|505187461 | ref|WP_015374563.1§:8-445
IVSSISAMIARTALGHLSTIIGREKTFILLGIVNLIALPYLYTELADAQDMTSITLY AMG

gi|B6lZ120256|gb|EZPT7B263.1[:2-445
MVSSISAMIASIVLGHLESTIIGREKTFILLGTVNLIALPY LY TELAARODLTLI ILYRMG

Transportador de Aeribacillus

LIFLGHAAY APVLIFLHERFPTSIRSTGTGLSWIMGFAIGGMMPTFVIILASGTVERIPYT
911499548718 ref |WP_011229501.1:1-445

LVFLGHASY APVLIFLHERFPTEVESTGTGLSWHVGFAIGGMMPTFVHLASGTVEHRIPYT
gi|651977233| raf |WP_026691821.1|:7-435

WVELGHAAY APVLIFLHERFPTSIRSTGTGISWHMGEFAVGGMMPTEVT LASGSVEN IPHT
gi1654945126] raf [WP_ 028395201 ,1 | :1-445
LAFLGHARYAPVLIFLNERFPTVIRSTGTGLSHNMGFA IGGMMPTFVT LASGKVENTPTT
gi|737333963|ref |WP 035316274.1:3-438
LAFLGHAAYAPTILIFLHERFPTSIRSSGTGLSWHMGFAVEGMMPTFVTLASGTTENIRYS
gi|558617199|gb |EST53422.1:11-446

LAFLGHAAY APILIFLHERFPTSIRSSGTCLSWHMGEFAVGGHMMPTFVTLASGTTENIPYS
gi1737314460] ref [WP_035297308.1]:18-449
LAFLGNASYAPVLIFLNERFPTAIRSTGTGLSHNMGFA IGGMMPTFVTMASGOTSET PFF
911656061131 | ref|Wp _029098927.1]:18-448

LAFLGHASY APVLIFILHNERFPTAIRSTGTGLSWHNMGFAIGGMMPTFVTMASGQTSEIPEFY
911503166469 ref |WP_013401130.1:2-445
LAFLGNGSYAPVLIFLNERFPTS IRSTGTGLSWIMGFAVGGHMMPTFVTHMASROTSDIPSS
qi|50518?461|ref|w9_015374563.1|:8—445
LAFLGHASYAPVLIFLNERFPTTIRSTGTGLSHIMGFAVGGMMPTFVTMASSQTSDI PLS
gi|612120256|gb |EAPT8263.1:2-445

LAFLGHGSY APYVLIFLHERFPTAIRSTGTGLS W MGFAVGGMMPTFVTMTSSOTSDIPLS

- k&

e
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Transportador de Aeribacillus
gi]499548718 |ref WP _011229301.11:1-445
gi| 651977233 |ref|WP_0268691821.1(:7-43

w

gi| 654945126 | ref|WP_028395291.1]:1-445

gl 737333963 |ref|WP_035316274.1:3-438
gi| 558617199 |gb|EST53422.1]:11~446

gi| 737314460 |ref|WP_035297308.1|:18-449
gi| 656061131 |ref|WP_029098827,1|:18-44%

gi|503166469 |ref|WP_013401130.11:2-445
gi|50518746]1 |ref|WP_015374563.1|:8-445
gi| 612120256 |gb|EZPT8Z63.1]:2-445

ES 2817001 T3

LMY FTIGIYLYYILGSLITPETEGHNLE

LMYFTIVIYLVYILGSFIIFPETEGNLEK
LMYFFPIGIFLLYLIGSAVIKETK

3L

LMYFATIGIFLVYIIGSIIVPETEGNLE

LMGFSIAVEVVYVIGELVIPETEGHFE

LMGFSIAVEVVYVIGSLVIPETKGNFE
LAYFSIGLFLLYLVGSLIIPETEGNEQ
LAYFSIGLFLLYLVGELIIPETEGHED
LAYFPIALFLLYLLGSFIIPETEGHEK
LTYFSIALFLLYLLGSFITPETHGNEK
LAYFESIALFLLYLLGEFIIPETEGHFEK

* kok e s s os ke s kk

ok kk K e s

Los simbolos por debajo de la alineacion indican: * posiciones invariables;

LISTADO DE SECUENCIAS

[0134]

<110> Purac Biochem B.V.

<120> Produccién de FDCA catalizada por deshidrogenasa

<130> P6054479PCT

<150> EP15155401
<151> 2015-02-17

<160> 40
<170> version de Patentin 3.3

<210>1

<211> 392

<212> PRT

<213> Aeribacillus pallidus

<400> 1

31

= posiciones fuertemente
conservadas; . = posiciones menos conservadas; la ausencia de simbolo indica posiciones no conservadas.



Met

Tyr

Gly

Asp

Leu

65

Asp

Gln

Thr

Asp

Val

145

Gly

Ile

Leu

Glu

Lys

50

Glu

Pro

Ser

Ala

Tyr

130

Ala

val

Pro

Met

35

Gly

Ser

Ser

Phe

Lys

115

Ala

VvVal

Tyr

Asn

Thr

20

Leu

Val

Ser

Leu

Asp

100

Gly

Gly

Pro

Ser

Tyr

Leu

Glu

Glu

Asn

Glu

85

Cys

Ile

Val

Thr

Asp

Ala

Ile

Gln

Ala

Ile

70

Thr

Ile

Arg

Asn

Thr

150

Trp
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Lys

Glu

Met

Ala

55

Arg

Ile

Leu

Val

Arg

135

Ser

Glu

Lys

Phe

Gly

40

Gly

Tyr

Asp

Ala

Val

120

Val

Asn

Ala

Gly

25

Tle

Leu

Val

Arg

Val

105

Val

Ala

Thr

Gln

32

Ile

10

Tyr

Lys

Leu

Ile

Gly

90

Gly

Thr

Lys

Gly

Val

Asp

Gly

Asn

Ala

Tyr

75

Ala

Gly

Asn

Lys

Ser

155

Lys

Phe

Lys

Val

Gly

60

Ser

Ser

Gly

Gly

Ser

140

Glu

Val

Glu

Ala

Phe

45

Ile

Asp

Vval

Ser

Gly

125

Glu

Val

Thr

Phe

Ser

30

Leu

Val

Val

Phe

Pro

110

Asn

Tle

Thr

Vval

Thr

15

Arg

Val

Gln

Glu

Lys

95

Ile

Ile

Pro

Ile

Thr

Phe

Met

Thr

Ser

Pro

80

Glu

Asp

Gly

Leu

Phe

160

Ser



Pro

Ser

His

Ala

225

Ala

Gly

Ala

Gly

Arg

305

Lys

Ala

Asp

Ser

Leu
385

Tyr

Leu

Gly

210

Leu

Vval

Ser

His

Val

290

Val

Gly

Ser

val

Gly

370

Thr

Met

Pro

195

Ile

Ala

Glu

Leu

Ala

275

Ala

Arg

Asp

Leu

Ser

355

Met

Leu

Ala

180

Gln

Glu

Val

Asp

Leu

260

Ile

Ile

Pro

Arg

Val

340

Glu

Met

Leu

165

Pro

Lys

Thr

Glu

Gly

245

Ala

Gly

Gly

Glu

Glu

325

Lys

Glu

Lys

Gln

Glu

Met

Phe

Ala

230

Thr

Gly

Ser

Leu

Lys

310

Glu

Glu

Lys

Phe

Gln
390

Ile

Thr

Phe

215

Met

Asp

Met

Ala

Leu

295

Ala

Val

Ile

Leu

Asn

375

Ile

ES 2817001 T3

Ala

Ala

200

Ser

Ala

Lys

Ala

Leu

280

Leu

Ala

Leu

Gly

Pro

360

Pro

Tyr

Leu

185

Ala

Leu

Thr

Glu

Phe

265

Ser

Pro

Lys

Ala

Leu

345

Asp

Arg

170

Val

Ser

Arg

Val

Ala

250

Asn

Gly

Lys

Ile

Glu

330

Pro

Ile

Gln

33

Asp

Gly

Ser

Ser

235

Arg

Asn

His

Val

Ala

315

Gln

Thr

Ala

Pro

Pro

Ile

Arg

220

Ala

Ile

Gly

Cys

Vval

300

Glu

Ala

Arg

Arg

Ser
380

Glu

Asp

205

Pro

Tyr

Gly

Phe

His

285

Glu

Leu

Ala

Leu

Asp

365

Leu

Leu

190

Ala

Ala

Leu

Met

Leu

270

Val

Phe

Leu

Pro

Arg

350

Ala

Ser

175

Thr

Leu

Ser

Arg

Ser

255

Gly

Ser

Asn

Gly

Ala

335

Asp

Phe

Glu

Met

Ala

Asp

Arg

240

Gln

Leu

His

Ala

Val

320

Val

Val

Lys

Val



<210>2

<211> 383

<212> PRT

<213> Bacillus kribbensis

<400> 2

ES 2817001 T3

34



Met

Phe

Gly

Leu

Thr

65

Gly

Gly

Gly

Lys

Gly

145

Val

Val

Ser

Arg

Val
225

Asp

Gly

Asn

Gln

50

Tyr

Ala

Gly

Asn

Ala

130

Ser

Lys

Asp

Gly

Ser

210

Gly

val

Lys

val

35

Lys

Leu

Glu

Gly

Gly

115

Pro

Glu

Val

Pro

Ile

195

Thr

Asn

Glu

Ala

20

Phe

Leu

Glu

Ala

Ser

100

Gly

Gln

Val

Thr

Glu

180

Asp

Ser

His

Phe

Ser

Leu

Glu

Vval

Phe

85

Ala

Ser

Ile

Thr

Val

165

Leu

Ala

Ala

Leu

Ser

Leu

Val

Gln

Glu

70

Asn

Ile

Ile

Pro

Ile

150

Thr

Thr

Leu

Ser

Arg
230

Phe

Leu

Ser

Ser

55

Pro

Ser

Asp

Gly

Leu

135

Phe

Ser

Met

Ala

Arg

215

Gln
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His

Gly

Asp

40

Leu

Asp

Gly

Thr

Asp

120

Ile

Gly

Gln

Arg

His

200

Ala

Ser

Leu

Glu

25

Lys

Gln

Pro

Lys

Ala

105

Phe

Ala

Val

Tyr

Leu

185

Gly

Leu

val

Pro

10

Arg

Gly

Thr

Ser

Tyr

90

Lys

Ala

Val

Tyr

Met

170

Pro

Ile

Ser

Ala

35

Thr

Leu

Val

Ser

Leu

75

Asp

Gly

Gly

Pro

Ser

155

Ala

Arg

Glu

Leu

Asn
235

Leu

Leu

Ala

Asp

60

Glu

Cys

Ile

Val

Thr

140

Asp

Pro

Lys

Ser

Glu

220

Gly

Ile

Lys

Ser

45

Ile

Thr

Ile

Arg

Asp

125

Thr

Trp

Thr

Met

Tyr

205

Ala

Glu

Glu

Leu

30

Ala

His

Ile

Val

Val

110

Lys

Ser

Val

Ile

Thr

190

Phe

Ile

Asp

Phe

15

Gly

Gly

Phe

Asp

Ala

95

Val

Ile

Gly

Lys

Ala

175

Ala

Ser

Asn

Lys

Gly

val

Leu

Lys

Leu

80

Val

Ala

Gly

Thr

Asn

160

Leu

Ala

Leu

Ile

Glu
240



Ala Arg

Asn Asn

Gly His

His Val
290

Ile Ala
305

Glu Gln

Pro Thr

Ile Ala

Arg Ala
370

<210>3
<211> 391
<212> PRT

Cys

Gly

Cys

275

Val

Lys

Ala

Arg

Arg

355

Ser

Gly

Phe

260

His

Glu

Ile

Ser

Leu

340

Asp

Glu

Met

245

Leu

Val

Phe

Leu

His

325

Arg

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Asn

Gly

310

Ala

Asp

Phe

Glu

<213> Geobacillus kaustophilus

<400> 3
Met Val
1

His Leu

Gly Asn

Asp Arg
50

Leu Glu
65

Gly

Pro

Gln

35

Gly

Ser

His

Thr

20

Leu

Val

Ser

Tyr

Ser

Val

Glu

Asn

Ile

Ile

Asp

Ala

Ile
70

His

Leu

His

Ser

295

vVal

Val

Met

Gln

vVal
375

Gln

Gln

Met

Thr

55

Gln
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Gly

Ala

Gly

280

Ser

Lys

Gly

Asn

Ser

360

Leu

Lys

Phe

Gly

40

Gly

Tyr

Ser

His

265

Val

Glu

Ala

Asp

Val

345

Gly

Glu

Glu

Gly

25

Ile

Leu

Cys

Leu

250

Ala

Ala

Cys

Glu

Leu

330

Pro

Met

Leu

Val

10

Tyr

Lys

Leu

val

36

Leu

Ile

Ile

Pro

Asp

315

Val

Glu

Met

Leu

Glu

Gly

Ser Ala

Ala

Tyr Ala

75

Phe

Lys

Ala

Gly

Gly

Asp

300

Glu

Lys

Glu

Lys

His
380

Glu

Ala

Phe

Gly

Ser

Leu

285

Gln

Arg

Asp

Lys

Phe

365

Arg

Phe

Ser

Met

Ala

270

Leu

Ala

Gln

Ile

Leu

350

Asn

Val

Ser

Ala

255

Leu

Leu

Ala

Leu

Gly

335

Ala

Pro

Tyr

15

30

45

Gly
60

Ile

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Val

Gln

Glu

Phe

Ser

Pro

Glu

Ala

320

Leu

Asp

Arg

Phe

Leu

Thr

Ser

Pro

80



Asp

Gln

Thr

Asp

Ile

145

Gly

Pro

Ser

His

val

225

Ala

Gly

Ala

Gly

Val

305

Lys

Pro

Pro

Ala

Tyr

130

Ala

vVal

Tyr

Leu

Gly

210

Leu

Val

Ser

His

Val

290

Val

Gly

Ser

Phe

Lys

115

Ala

Leu

Tyr

Met

Pro

195

Ile

Ala

Glu

Leu

Ala

275

Ala

Gln

Asn

Leu

Asp

100

Gly

Gly

Pro

Ser

Ala

180

Lys

Glu

Ile

Asp

Leu

260

Tle

Ile

Pro

Gln

Glu

85

Cys

Ile

Val

Thr

Asp

165

Pro

Lys

Thr

Glu

Gly

245

Ala

Gly

Gly

Glu

Asn
325

Thr

Ile

Arg

Asn

Thr

150

Trp

Glu

Ile

Phe

Ala

230

Thr

Gly

Ser

Leu

Lys

310

Thr

Ile

Val

Val

Arg

135

Ser

Lys

Ile

Thr

Phe

215

Met

Asn

Met

Ala

Leu

295

Ala

Leu
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Asp

Ala

Val

120

Ile

Gly

Asn

Ala

Ala

200

Ser

Thr

Lys

Ala

Leu

280

Leu

Ala

Val

Gln

Tle

105

Ala

Lys

Thr

Asn

Leu

185

Ala

Leu

Thr

Glu

Phe

265

Ser

Pro

Lys

Gln

Gly

90

Gly

Thr

Lys

Gly

val

170

Val

Ser

Arg

val

Ala

250

Asn

Gly

Lys

Ile

Gln

330

37

Ala

Gly

Asn

Lys

Ser

155

Lys

Asp

Gly
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Asn

235

Arg

Asn

His

Val

Ala

315

Ala
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140

Glu

Val
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Ile

Gln

220

Arg

Ile
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Cys

Val

300

Glu
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125

Glu

Val

Thr

Lys

Asp

205

Pro
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Phe
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285

Glu

Leu

Leu

Phe
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Ile

Thr

Val

Leu
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Ile

Leu

Met

Leu
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Val
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Ile
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Thr

175

Thr

Leu
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Gly
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335

Glu
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Leu
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Ser

Met

Ala

Asp

Arg

240

Tyr

Leu

His

Ser

Arg
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Ala



Ser Leu Val

Val Pro Lys

355

Gly Met Met

370

Thr Leu Leu

385

<210>4
<211> 390

<212> PRT
<213> Aneurinibacillus terranovensis

<400> 4

Met

1

Pro

Gln

Gly

Ala

65

Ser

Tyr

Lys

Ala

Ile
145

Ser

Thr

Leu

Val

50

Ala

Leu
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Gly

Gly

130

Pro

Pro

Leu

Ile

35

Glu

Ala

Glu

Cys

Ile
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Val

Thr

Lys

340

Glu

Arg

Gln
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Ile
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Ile

Thr

Ile
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Arg

Asn

Thr

Glu

Lys

Phe
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Val
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Ile
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Val

Val

Gln
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Ile

Leu

Asn

Ile
390
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Phe

Gly

Gly

Phe

70

Asp

Ala

Val

Ile

Gly
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Gly

Pro

Pro

375

Tyr

Ala

Gly

Val

Leu

55

Asp

Arg

val

Ala

Pro

135

Thr
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Leu

Asp

360

Arg

Ile

Tyr

Lys

40

Leu

Ile

Gly

Gly

Ala

120

Val

Gly

Pro
345

Ile

Gln

Asn

Gly

25

Arg

Ala

Tyr

Val

Gly

105

Asn

Ala

Ser

Thr

Ala

Pro

Phe

10

Lys

Ile

Ala

Thr

Glu

90

Gly

Gly

Pro

Glu

38

Arg

Lys

Ser

Glu

Met

Phe

Leu

Asp

75

Val

Ser

Gly

Thr

Val
155

Leu

Asp

Glu
380

Phe

Glu

Met

Thr

60

Val

Phe

Pro

Asn

Ile

140

Thr

Arg

Ser

365

Ala

Ser

Lys

Val

45

Asp

Glu

Gln

Ile

Ile

125

Pro

Asn

Asp Val Asp

350

Phe Lys Ser

Glu Val Met

Phe

Phe

30

Thr

Ser

Ser

Gln

Asp

110

Gly

Leu

Phe

Asn

15

Gly

Asp

Leu

Asp

Lys

95

Thr

His

Leu

Gly

Leu

Gln

Lys

Gln

Pro

80

Pro

Ala

Tyr

Ala

Val
160



ES 2817001 T3

Tyr Ser Asp Trp Gln Asn Asn Val Lys Val Thr Val Thr Ser Gln Tyr
165 170 175

Met Ala Pro Thr Ile Ala Trp Val Asp Pro Ala Leu Thr Met Ser Leu
180 185 190

Pro Ala Lys Met Thr Ala Ala Ser Gly Ile Asp Ala Leu Ala His Gly
195 200 205

Ile Glu Thr Phe Phe Ser Leu Gly Ser Ser Pro Ala Ser Asp Ala Leu
210 215 220

Ala Ile Glu Ala Ile His Thr Val Asn Arg Tyr Leu Ser Arg Ala Val
225 230 235 240

His Asn Gly Ser Asp Met Glu Ala Arg Ile Gly Met Ser His Gly Ser
245 250 255

Leu Leu Ala Gly Met Ala Phe Asn Asn Gly Phe Leu Gly Leu Ala His
260 265 270

Ala Ile Gly Ser Ala Leu Ser Gly His Cys His Val Pro His Gly Val
275 280 285

Ala Ile Gly Leu Leu Leu Pro Lys Val Val Glu Phe Asn Ala Thr Val
290 295 300

Arg Pro Asp Lys Ala Ala Lys Ile Ala Gly Leu Met Gly Met Lys Gly
305 310 315 320

Glu His Ser Glu Glu Leu Ala Leu Gln Ala Ser Pro Ala Val Ala Arg
325 330 335

Leu Val Glu Asp Ile Gly Leu Pro Thr Arg Leu Arg Glu Val Asp Val
340 345 350

Thr Glu Lys Lys Leu Phe Glu Ile Ala Lys Asp Ser Phe Lys Ser Gly
355 360 365

Met Met Lys Phe Asn Pro Arg Gln Pro Ser Glu Ser Glu Val Leu Gln
370 375 380

Leu Leu Lys Glu Ile Phe
385 390

<210>5

<211> 390

<212> PRT

<213> Brevibacillus thermoruber

<400> 5

39



Met

Pro

Arg

Gly

Ser

65

Gly

Tyr

Lys

Ala

Val

145

Tyr

Met

Pro

Ile

Ala
225

Ser

Thr

Leu

Val

50

Ala

Leu

Asp

Gly

130

Pro

Ser

Ala

Ala

Glu

210

Met

Gln

Leu

Gln

35

Glu

Gly

Glu

Cys

Met

115

val

Thr

Asp

Pro

Lys

195

Thr

Glu

Thr

Ile

20

His

Ala

Ile

Thr

Leu

100

Arg

Asn

Thr

Trp

Thr

180

Met

Phe

Ala

Val

Glu

Leu

Ala

Ala

Ile

85

Val

Val

Arg

Ser

His

165

Ile

Thr

Phe

Ile

Gln

Phe

Gly

Gly

Phe

70

Asp

Ala

Val

val

Gly

150

Asn

Ala

Ala

Ser

Ala
230

Gly

Gly

Val

Leu

55

Asp

Arg

Val

Thr

Pro

135

Thr

His

Leu

Ala

val

215

Ala

ES 2817001 T3

Thr

Tyr

Thr

40

Leu

Leu

Gly

Gly

Ser

120

Met

Gly

Val

val

Ser

200

Arg

Val

Asp

Gly

25

Asn

Asn

Tyr

Ala

Gly

105

Cys

Ala

Ser

Lys

Asp

185

Gly

Ser

Asn

Phe

10

Arg

Val

Gly

Thr

Ala

90

Gly

Gly

Pro

Glu

Val

170

Pro

Ile

Arg

Ala

40

Ala

Ala

Phe

Leu

Glu

75

Val

Ser

Gly

Ala

Val

155

Thr

Ala

Asp

Pro

His
235

Phe

Ser

Val

Val

60

Val

Phe

Pro

Ser

val

140

Thr

Val

Leu

Ala

Ala

220

Leu

Ser

Arg

Val

45

Gly

Glu

Arg

Ile

Ile

125

Pro

Met

Thr

Thr

Leu

205

Ser

Arg

Phe

Leu

30

Thr

Ser

Pro

Ala

Asp

110

Ala

Leu

Phe

Ser

vVal

190

Ala

Asp

Arg

His

15

Gly

Asp

Leu

Asp

Lys

95

Ala

Asp

val

Gly

Pro

175

Ser

His

Ala

Ala

Leu

Glu

Lys

Gln

Pro

80

Pro

Ala

Tyr

Ala

Val

160

His

Leu

Gly

Leu

Val
240



ES 2817001 T3

His Asp Gly Ser Asp Val Glu Ala Arg Ile Gly
245 250

Leu Leu Ala Gly Met Ala Phe Thr Asn Gly Phe
260 265

Ala Tle Gly Ser Ala Leu Ser Gly His Cys His
275 280

Ala Tle Gly Leu Leu Leu Pro His Val Val Ala
290 295

Arg Pro Asp Lys Ala Ala Gln Leu Ala Arg Leu
305 310 315

Asn Pro Arg Glu Glu Arg Gly Glu Glu Thr Ser
325 330

Met Val Ala Asp Ile Gly Leu Pro Thr Arg Leu
340 345

Pro Glu Glu lLys Leu Pro Ala Ile Ala Lys Asp
355 360

Met Met Thr Cys Asn Pro Arg Gln Pro Thr Glu
370 375

Leu Leu Arg Arg Ala Phe
385 390

<210> 6

<211> 379

<212> PRT

<213> Brevibacillus panacihumi

<400> 6

Met Glu Ser Pro Phe Ser Phe His Leu Pro Thr Asn
1 5 10

Val Gly Ser Ala Ser Arg Leu Gly Glu Met Leu Leu
20 25

Arg Arg Val Phe Leu Val Thr Asp Gln Gly Val Arg
35 40

Leu Asp Glu Val Ile His Ser Leu Glu Glu Lys Gly
50 55 60

41

Met

Leu

vVal

Phe

300

Leu

Ala

Arg

Ala

Gln
380

Ser

Gly

Pro

285

Asn

Gly

Ala

Asp

Phe

365

Glu

His

Leu

270

His

Ala

Val

Val

Val

350

Lys

Val

Gly

255

Ala

Gly

Pro

Glu

Ala

335

Gly

Ser

Arg

Val Gln Phe Gly

15

Ser Met Gly Val

30

Gln Ala Gly Leu

45

Leu His Phe Gln

Ser

His

Ile

Ala

Ala

320

Arg

val

Gly

Glu



Ile

65

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

145

Val

Ile

Thr

Arg

Ile

225

Ala

Asn

Gly

His

Ile

Tyr

Ala

Gly

Asn

Ala

130

Ser

Lys

Asp

Gly

Ser

210

Ala

Arg

Asn

His

Val

290

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

115

Ser

Glu

Ile

Pro

Ile

195

Ser

Pro

Ile

Gly

Cys

275

Val

Asp

Asp

Met

Ser

100

Gly

Ala

Val

Thr

Ala

180

Asp

Pro

His

Gly

Phe

260

His

Ala

Val

Val

Phe

85

Pro

Gly

Ile

Thr

Val

165

Leu

Ala

Ala

Leu

Met

245

Leu

Val

Phe

Leu

Glu

70

Gln

Ile

Ile

Pro

Ile

150

Thr

Thr

Leu

Ser

Arg

230

Ser

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

Gln

Asp

Gly

Leu

135

Phe

Ser

Leu

Ala

Asp

215

Arg

Gln

Leu

His

Thr

295

Ser

ES 2817001 T3

Asp

Gln

Thr

Gln

120

Ile

Gly

Pro

Ser

His

200

Ala

Ala

Gly

Ala

Gly

280

Pro

Val

Pro

Ser

Ala

105

Tyr

Ala

Val

His

Leu

185

Gly

Leu

Val

Ser

His

265

Val

vVal

Gln

Ser

Phe

90

Lys

Ala

Ile

Tyr

Met

170

Pro

Ile

Ala

Arg

Val

250

Ala

Ala

Arg

Lys

42

Leu

75

Asp

Gly

Gly

Pro

Ser

155

Ala

Ala

Glu

Ile

Asp

235

Leu

Ile

Ile

Pro

Glu

Glu

Cys

Ile

Val

Thr

140

Asp

Pro

Lys

Thr

His

220

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

300

Thr

Thr

Met

Arg

Asn

125

Thr

Trp

Ser

Met

Phe

205

Ala

Ala

Gly

Ser

Leu

285

Lys

Gly

Ile

val

Val

110

Arg

Ser

Glu

Thr

Thr

190

Phe

Met

Asp

Met

Ala

270

Leu

Ala

Thr

Gln

Ala

95

Leu

val

Gly

Asn

Ala

175

Ala

Ser

Lys

Met

Ala

255

Leu

Leu

Glu

Ala

Ala

80

Ile

Ala

Pro

Thr

His

160

Leu

Ala

Leu

Met

Glu

240

Phe

Ser

Pro

Leu

Ala



305

Glu Leu Val

Gln Glu Val

Ser Phe Lys
355

Gln Glu Vval
370

<210>7
<211> 383
<212> PRT

Gly Gln
325

Gly Val
340

Ser Gly

Leu Glu

310

Leu

Pro

Met

Leu

<213> Bacillus sp. FJAT-14578

<400> 7

ES 2817001 T3

Val Gln

Glu Ala

Met Lys
360

Leu Gln
375

Asp Ile
330

Lys Leu
345

Trp Asn

Lys Ala

43

315

Gly

vVal

Pro

Phe

320

Leu Pro Gln Arg Leu
335

Asp Ile Ala Lys Asp
350

Arg Leu Pro Thr Glu
365



Met

Tyr

Ala

Asn

Ser

65

Gln

Gly

Gly

Ser

Glu

Tyr

Asn

Phe

val

50

Glu

Met

Ser

Gly

Asn

130

vVal

Pro

Thr

Ile

35

Thr

Val

Phe

Pro

Ser

115

Ile

Thr

Ser

Ile

20

Val

Asn

Glu

Gln

Ile

100

Ile

Pro

Ile

Phe

Lys

Thr

Ile

Pro

Arg

Asp

Arg

Leu

Phe

Glu

Gln

Asp

Leu

Asp

70

Glu

Thr

Asp

Ile

Ala

Phe

Leu

Gln

Lys

55

Pro

Glu

Ala

Tyr

Ala

135

val

ES 2817001 T3

His

Asp

Gly

40

Asp

Ser

Ala

Lys

Ala

120

Ile

Phe

Leu

His

25

Val

His

Val

Asp

Gly

105

Gly

Pro

Ser

Pro

10

Leu

Leu

Gln

Glu

Ala

90

vVal

val

Thr

Asp

44

Thr

Pro

Asn

Ile

Thr

75

Leu

Arg

Asn

Thr

Trp

Lys

Phe

Ser

Ser

60

Val

Ile

Val

Leu

Ser

140

Glu

Ile

Glu

Gly

45

Tyr

Asp

Ala

Ile

Ile

125

Gly

Glu

His

Ile

30

Leu

Val

Lys

Ile

Ala

110

Lys

Thr

Asn

Phe

15

Lys

val

Ile

Ala

Gly

Gly

Gln

Gly

Arg

Gly

Arg

Glu

Tyr

Ala

80

Gly

Asn

Lys

Ser

Lys



145

Val Thr

Pro Lys

Phe Asp

Gln Pro
210

Lys Tyr
225

Ile Lys

Ser Tyr

Ala His

Ile Arg
290

Gly Ala
305

Asp Gln

Pro Gln

Ile Ala

Gln Ala
370

<210>8
<211> 384
<212> PRT

Val

Met

Ala

195

Ala

Leu

Met

Leu

Val

275

Tyr

Phe

Leu

Arg

Ala

355

Ser

Thr

Thr

180

Phe

Ser

Arg

Ala

Gly

260

Ser

Asn

Arg

Ile

Leu

340

Asp

Glu

Ser

165

Met

Ala

Asp

Arg

Glu

245

Leu

His

Ser

Glu

Glu

325

Gln

Ser

Glu

150

Pro

Thr

His

Val

Ala

230

Ala

Thr

Gly

Ile

Ile

310

Asp

Gln

Val

Glu

Phe

Ala

Gly

Leu

215

Val

Ser

His

Val

Ser

295

Asp

Val

val

Lys

Ile
375

<213> Desulfotomaculum kuznetsovii

ES 2817001 T3

Leu

Pro

Ala

200

Ala

Tyr

Leu

Ala

Ala

280

Arg

Arg

Ser

Gly

Ser

360

Leu

Ala

Pro

185

Glu

Phe

Asn

Leu

Ile

265

Ile

Met

Ser

Arg

val

345

Gly

Glu

Pro

170

Ala

Thr

Ser

Gly

Ala

250

Gly

Gly

Asp

Leu

Leu

330

Lys

Met

Leu

45

155

Asp

Ile

Phe

Ala

Glu

235

Gly

Ser

Leu

Lys

Ser

315

Arg

Glu

Trp

Leu

Ile

Thr

Val

Met

220

Asp

Met

Ala

Leu

His

300

Asp

Asp

Asp

Lys

Lys
380

Ser

Ala

Ser

205

Ser

Val

Ala

Leu

Leu

285

Ile

Trp

Asp

Gln

Phe

365

Glu

Ile

Ala

190

Arg

Thr

Glu

Phe

Ser

270

Pro

Glu

Glu

Ile

Leu

350

Asn

Leu

Val

175

Ser

Ala

Val

Ala

Asn

255

Gly

Gly

Met

Ile

Gly

335

Lys

Pro

Tyr

160

Asp

Gly

Ser

Ser

Arg

240

Gln

His

Val

Ala

Ile

320

Leu

Met

Arg



<400> 8

Met

1

Asn

Arg

Glu

Phe

65

Ala

Gly

Asn

Ala

Ser

145

Lys

Asp

Gly

Ala

Gly
225

Glu

val

Val

Lys

50

Asp

Ser

Gly

Gly

Pro

130

Glu

Ile

Pro

Ile

Gln

210

Glu

Ala

Val

Leu

35

Val

Asp

Cys

Ser

Gly

115

Val

vVal

Thr

Leu

Asp

1385

Pro

Ser

Phe

Ser

20

Ile

Glu

Val

Phe

Pro

100

His

Thr

Thr

Ile

Leu

180

Ala

Pro

Leu

Thr

Gly

Val

Lys

Glu

Arg

Ile

Ile

Pro

Thr

Ser

165

Thr

Leu

Ala

Arg

Phe

Ile

Thr

Ile

Pro

70

Glu

Asp

Arg

Leu

Phe

150

Ser

Met

Ser

Glu

Thr
230

Gln

vVal

Asp

Leu

55

Asp

Asn

Thr

Asp

Ile

135

Ala

Pro

Thr

His

Ala

215

Ala

ES 2817001 T3

Leu

Asp

Gln

40

Ser

Pro

Lys

Ala

Tyr

120

Ala

Val

Phe

Ala

Ala

200

Leu

Val

Lys

Trp

25

Gly

Asp

Gly

Cys

Lys

105

Ala

Ile

Leu

Leu

Pro

185

Ile

Ala

Ala

Thr

10

Cys

Val

Ala

Leu

Asp

Gly

Gly

Pro

Ser

Ala

170

Pro

Glu

Leu

Asp

46

Thr

Arg

Arg

Gly

Glu

75

Leu

Ala

Val

Thr

Asp

155

Pro

Ser

Thr

Lys

Gly
235

Val

Asn

Lys

Ile

60

Thr

Ile

Arg

Asn

Thr

140

Trp

Glu

vVal

Tyr

Ala

220

Ser

Cys

Tyr

Ala

45

Glu

Ile

Leu

Val

Lys

125

Ser

Glu

Val

Thr

Val

205

Ile

Asp

Phe

Asn

30

Gly

Asn

His

Ala

Ile

110

Val

Gly

Asn

Ala

Ala

190

Ser

Glu

Lys

Gly

15

Ala

Ile

Val

Arg

vVal

95

Val

Pro

Thr

Arg

Val

175

Ala

Leu

Leu

Glu

Ala

Lys

Leu

vVal

Cys

80

Gly

Glu

Arg

Gly

Met

160

Val

Ser

Lys

Ile

Ala
240



Arg Thr

Asn Ser

His Ala

Val Met
290

Ala Val
305

Ala Leu

Leu Pro

Gly Met

Arg Ala
370

<210>9
<211> 377

<212> PRT

Arg

Leu

His

275

Glu

Ala

Arg

Arg

Ala

355

vVal

Met

Leu

260

vVal

Phe

Leu

Ser

Arg

340

Lys

Thr

Ser

245

Gly

Ser

Asn

Gly

Val

325

Leu

Asp

Glu

Leu

Leu

His

Ala

Glu

310

Lys

Gly

Ala

Lys

<213> Desulfurispora thermophila

<400>9

Met Lys

1

Asp Arg

Gln Gly

Ser Asp

Pro Gly
65

Thr

Cys

Val

35

Ala

Leu

Thr

Arg

20

Glu

Gly

Glu

Val

Asp

Lys

Ile

Thr

Cys

Tyr

Ala

Glu

Ile
70

Gly

Thr

Gly

Met

295

Asp

Ala

Asp

Met

Asp
375

Phe

Asn

Gly

Asn

55

His

ES 2817001 T3

Ser

His

Met

280

Ala

Val

Val

Val

Gly

360

Ile

Gly

Ala

Ile

40

vVal

Arg

Leu

Ser

265

Ala

Arg

Lys

Arg

Gly

345

His

Ile

Ala

Arg

25

Leu

Val

Cys

Leu

250

Ile

Ile

Met

Gly

Glu

330

Val

Gly

Ala

Asn

10

His

Glu

Phe

Ala

a7

Ala

Gly

Gly

Glu

Leu

315

Leu

Thr

Met

Ile

Ile

Val

Lys

Asp

Ser
75

Gly

Ala

Leu

Lys

300

Ser

Val

Gly

Leu

Leu
380

Val

Leu

vVal

Asp

Cys

Met

Ala

Leu

285

Phe

Leu

Glu

Asp

Lys

365

Arg

Ser

Ile

Glu

45

vVal

Phe

Ala

Leu

270

Leu

Ser

Arg

Asp

Met

350

Phe

Lys

Ser

Vval

30

Lys

Glu

Arg

Phe

255

Ser

Pro

Lys

Glu

Ile

335

Ile

Asn

Ala

Ile

15

Thr

Val

Pro

Glu

Asn

Gly

Tyr

Ile

Ala

320

Ser

Glu

Pro

Leu

Asp

Asp

Leu

Asp

Asn
80



Lys

Ala

Tyr

Ala

Val

145

Phe

Ala

Ala

Leu

Val

225

Ser

His

Met

Ala

val

305

val

Cys

Lys

Ala

Ile

130

Leu

Leu

Pro

Tle

Ala

210

Ala

Leu

Ser

Ala

Arg

290

Lys

Arg

Asp

Gly

Gly

115

Pro

Ser

Ala

Pro

Glu

195

Leu

Asp

Leu

Ile

Val

275

Leu

Gly

Glu

Leu

Ala

100

Val

Thr

Asp

Pro

Ser

180

Thr

Lys

Gly

Ala

Gly

260

Gly

Glu

Leu

Leu

Phe

85

Arg

Asn

Thr

Trp

Glu

165

Val

Tyr

Ala

Ser

Gly

245

Ala

Leu

Lys

Ser

Val
325

Leu

Tle

Lys

Ser

Glu

150

val

Thr

Val

Ile

Asn

230

Met

Ala

Leu

Tyr

Leu

310

Glu

Ala

Ile

Val

Gly

135

Asn

Ala

Ala

Ser

Glu

215

Lys

Ala

Leu

Leu

Gly

295

Arg

Asp

ES 2817001 T3

Ile

Val

Pro

120

Thr

Arg

val

Ala

Leu

200

Leu

Glu

Phe

Ser

Pro

280

Lys

Glu

Ile

Gly

Asp

105

Arg

Gly

Met

val

Ser

185

Lys

Ile

Ala

Asn

Gly

265

Tyr

Ile

Ala

Ser

Gly

90

Asn

Ala

Ser

Lys

Asp

170

Gly

Ala

Gly

Arg

Asn

250

His

Val

Ala

Ala

Leu
330

48

Gly

Gly

Pro

Glu

Ile

155

Pro

Ile

Gln

Glu

Thr

235

Ser

Ala

Met

Ile

Leu

315

Pro

Ser

Gly

Arg

Val

140

Thr

Ile

Asp

Pro

Ser

220

Lys

Leu

His

Glu

Ala

300

Arg

Arg

Pro

His

Thr

125

Thr

Ile

Leu

Ala

Pro

205

Leu

Met

Leu

vVal

Phe

285

Leu

Ser

Arg

Ile

Ile

110

Pro

Thr

Ser

Thr

Leu

190

Ala

Arg

Ser

Gly

Ser

270

Asn

Gly

Val

Leu

Asp

85

Arg

Leu

Phe

Ser

Leu

175

Ser

Glu

Ala

Leu

Leu

255

His

Ala

Glu

Lys

Gly
335

Thr

Asp

Leu

Ala

Pro

160

Thr

His

Ala

Ala

Gly

240

Thr

Gly

Met

Asp

Ala

320

Glu



ES 2817001 T3

Val Gly Val Thr Gly Asp Met Ile Glu Gly Met Ala Lys Asp Ala Met
340 345 350

Gly His Gly Met Leu Lys Phe Asn Pro Arg Val Val Thr Glu Lys Asp
355 360 365

Ile Met Ala Ile Leu Gln Lys Ala Leu
370 375

<210> 10

<211> 383

<212> PRT

<213> Bacillus sp. L1(2012)

<400> 10

Met Tyr Thr Ser Phe Asn Phe His Leu Pro Thr Arg Ile Gln Phe Gly
1 5 10 15

Tyr Glu Lys Val Lys Glu Leu Lys Asn Leu Pro Phe Gln Ala Asn Arg
20 25 30

Ala Phe Ile Val Thr Asp Lys Gly Val Glu Lys Ala Gly Leu Leu Asn
35 40 45

Asp Val Ile Asp Ala Ile Lys Gln Ala Asn Met Thr Tyr Lys Ile Tyr
50 55 60

Arg Asp Val Glu Pro Asp Pro Ser Val Glu Thr Val Asp Lys Ala Ala
65 70 75 80

Lys Ala Phe Ala Glu Ala Glu Cys Asp Leu Leu Ile Ala Val Gly Gly
85 90 95

Gly Ser Pro Ile Asp Thr Ala Lys Gly Val Arg Val Val Ala Ser Asn
100 105 110

Gly Gly Ser Ile Arg Asn Tyr Ser Gly Val Asn Leu Val Lys Glu Ala
115 120 125

Pro Ser Val Pro Leu Val Ala Ile Pro Thr Thr Ala Gly Thr Gly Ser
130 135 140

Glu Val Thr Ile Phe Ala Val Phe Ser Asp Asp Lys Glu Asn Arg Lys
145 150 155 160

Val Thr Val Thr Ser Ser His Leu Ser Pro Asp Val Ser Ile Ile Asp
165 170 175

49



Pro

Phe

Gln

Thr

225

Met

Ser

Ala

Ile

Lys

305

Ala

Pro

Ile

Arg

Lys

Asp

Pro

210

Tyr

Lys

Tyr

His

Glu

290

Tyr

Leu

Lys

Ser

Ala
370

<210> 11

<211> 387
<212> PRT
<213> Pelotomaculum thermopropionicum

<400> 11

Met Ala Asp Tyr Asn Phe Ser Phe Ala Val Arg Thr Lys Val Phe Phe

1

Leu

Ala

195

Pro

Leu

Met

Leu

Val

275

Tyr

Ile

Phe

Gln

Lys

355

Ser

Thr

180

Phe

Ser

Arg

Ala

Gly

260

Ser

Asn

Glu

Ser

Leu

340

Asp

Glu

Leu

Ala

Asp

Arg

Glu

245

Leu

His

Leu

Gln

Glu

325

Arg

Ser

Gln

5

Thr

His

Ala

Ala

230

Ala

Ala

Gly

Val

Ser

310

Thr

Glu

Ile

Asp

Ala

Ala

Leu

215

val

Ser

His

Val

Ala

295

Ser

vVal

Val

Lys

Val
375

ES 2817001 T3

Pro

Ala

200

Ala

Tyr

Leu

Ala

Val

280

Lys

His

Thr

Asn

Ser

360

Tyr

Pro

185

Glu

Leu

Asn

Leu

Ile

265

Ile

Ile

Gly

Gln

Val

345

Gly

Gln

Ser

Ala

Ser

Gly

Ala

250

Gly

Gly

Asp

Leu

Leu

330

Lys

Met

Met

10

50

Ile

Phe

Ala

Asp

235

Gly

Ser

Leu

Lys

Ser

315

Arg

Glu

Trp

Leu

Thr

Val

Met

220

Asp

Met

Ala

Leu

Tyr

300

Asn

Asn

Ala

Gln

Arg
380

Ala

Ser

205

Lys

Ile

Ala

Ile

Leu

285

Ala

Tyr

Asp

Gln

Phe

365

Glu

Ala

190

Arg

Thr

Glu

Phe

Ser

270

Pro

Glu

Glu

Ile

Leu

350

Asn

Met

15

Ala

Ile

Val

Ala

Asn

255

Val

Lys

Ala

Ala

Gly

335

Glu

Pro

Leu

Gly

Ser

His

Arg

240

Gln

His

Val

Gly

Ala

320

Leu

Ala

Arg



Gly

Gly

Gly

vVal

65

His

Ala

Ile

Val

Gly

145

Gln

Ala

Ala

Ser

Glu

225

Leu

Ala

Arg

Cys

Leu

50

Glu

Lys

Leu

Tyr

Lys

130

Thr

Asn

Phe

Ala

Arg

210

Leu

Ala

Phe

Gly

Lys

35

Ala

Val

Ala

Gly

Asp

115

Val

Gly

Ile

Val

Ser

195

Ala

Ile

Ala

Asn

Val

20

Lys

Asp

Phe

Ala

Gly

100

Asn

Lys

Ser

Lys

Asp

180

Gly

Ala

Gly

Arg

Asn
260

Val

Ala

Arg

Ser

Ala

85

Gly

Gly

Pro

Glu

Ile

165

Pro

Ile

Ser

Gly

Thr

245

Ala

Phe

Val

Val

Glu

70

Phe

Ser

Gly

Ser

Val

150

Thr

Leu

Asp

Pro

His

230

Gly

Phe

Glu

Leu

Lys

55

Val

Leu

Ser

Lys

Leu

135

Thr

Val

Ala

Ala

Val

215

Leu

Ala

Leu

ES 2817001 T3

Gln

Val

40

Asp

Glu

Gly

Ile

Ile

120

Pro

Val

Thr

Met

Leu

200

Ser

Arg

Ala

Gly

Leu

25

Ser

Leu

Pro

Arg

Asp

105

Ser

Leu

Phe

Ser

Val

185

Ser

Asp

Gln

Leu

Leu
265

Pro

Asp

Leu

Asp

Thr

90

Val

Asp

Met

Ala

Glu

170

Ser

His

Asn

Ala

Gly

250

Thr

51

Gly

Pro

Ala

Pro

75

Arg

Ala

Tyr

Ala

Val

155

Tyr

Ala

Ala

Leu

Val

235

Ser

His

Ala

Gly

Gly

60

Gly

Pro

Lys

Ala

Val

140

Leu

Leu

Pro

Val

Ala

220

Ala

Leu

Ser

Val

Ile

45

Gly

Leu

Asp

Gly

Gly

125

Pro

Ser

Ala

Pro

Glu

205

Leu

Asn

Leu

Ile

Arg

30

Val

Gly

Glu

Cys

Ala

110

val

Thr

Asp

Pro

Gly

190

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly
270

Glu

Gly

Val

Thr

Leu

95

Arg

Asn

Thr

Trp

Glu

175

Tle

Tyr

Ala

Gly

Gly

255

Ala

Met

Thr

Ala

Val

80

vVal

val

Lys

Ala

Glu

160

Ala

Thr

Val

Val

Asp

240

Met

Ala



ES 2817001 T3

Leu Ser Gly His Val His Val Ser His Gly Val Ala Val Gly Leu Leu
275 280 285

Leu Pro Tyr Val Met Glu Tyr Asn Leu Met Ala Lys Pro Asp Lys Phe
290 295 300

Ala Arg Leu Ala Arg Ala Met Gly Glu Val Thr Glu Gly Lys Ser Leu
305 310 315 320

Tyr Arg Ala Ala Ser Leu Ala Pro Arg Ala Val Lys Ala Met Val Lys
325 330 335

Ser Ile Gly Leu Pro Val Arg Leu Lys Glu Ile Gly Val Pro Glu Gly
340 345 350

Ala Leu Ala Ala Tle Ala Glu Thr Ala Leu Lys His Gly Met Ile Lys
355 360 365

Phe Asn Pro Arg Val Pro Ser Arg Glu Asp Ile Leu Asp Ile Val Lys
370 375 380

Lys Ala Tyr
385

<210> 12

<211> 1176

<212> ADN

<213> Aeribacillus pallidus

<400> 12

52



10

atgatcggaa
ttgatcgaat
ataaagaacg
atcgttcagt
gacccgaget
tgtatcttag
gtgacgaacg
gaaattcctt
ggagtctact
ccggagatcg
gcatcgggaa
cctgecatceg
gcggtggaag
gcagggatgg
tctggccatt
gaatttaatg
aaaggggatc
aaagagattg
gatatcgcaa

ttgtcagaag

<210> 13
<211> 1179
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

attacgcaaa
tcggatacgg
tttttttggt
ctctggaatc
tagagacgat
ctgtgggtgg
gaggaaacat
tggtggectgt
ccgattggga
ctttggtaga
ttgatgectct
atgccctage
atggtacgga
cattcaacaa
gtcatgtgtce
ctagggtgcg
gagaggaggt
gtcttccecac
gagatgcatt

tgcttacact

ES 2817001 T3

aaaggcgatt
caaggcttcc
taccgacaaa
atccaatatc
tgatcgtggt
aggaagtccg
cggtgactat
gccgactaca
aaatcaagta
ccccgaactt
agctcatggg
ggtcgaagcg
taaagaagcg
tggcttctta
ccatggtgtc
cccggaaaaa
tcttgcggag
tcgtttgegt
taaaagcggt

tttgcagcag

gatttcgagt
cgaatgggag
ggagtggaag
cgatatgtta
gcgteegttt
attgatacag
gccggtgtta
tccggcacgg
aaggtgacgg
accatgagtc
attgaaactt
atggcgacgg
aggatcggca
ggtttggccc
gcaatcggtt
gctgcaaaaa
caggcagctc
gatgttgatg
atgatgaagt

atttat

tcacttttta
agatgcttga
ctgecgggtcet
tttattcaga
ttaaggagca
ctaaggggat
accgtgttge
gcagtgaagt
taacaagccce
taccgcaaaa
tcttcteectt
tgagtgctta
tgtcccaggg
atgcgatcgg
tgttgctacc
tcgcagaatt
ctgcagtcgce
tttctgaaga

ttaacccacg

<223> Codon sintético optimizado para la expresion en P. putida

<400> 13

53

tcttectaca
acagatgggt
gttggcagga
cgtagaacct
gtcttttgac
ccgtgtegta
gaaaaaatct
aaccattttc
atatatggcg
aatgacagca
gcgttctega
tttgcgeegt
cagtttgttg
tagtgctttg
gaaagtggtg
gttgggagta
ctcgttagtce
aaagctccca

ccaaccaagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1176



10

atgatcggca
ctgatcgagt
atcaagaacg
atcgtgcaga
gacccgagcece
tgcatcctgg
gtgaccaacg
gagatccege
ggcgtgtaca
ccggaaatcg
gccagcggca
ccagcctegg
gccgtcgagg
gcgggcatgg
agcggcecatt
gaattcaacg
aagggcgacc
aaagaaatcg

gacatcgccce
ctgagcgagg

<210> 14
<211> 1152
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

actacgccaa
tcggctacgg
tgttcctggt
gcctggaaag
tggaaaccat
ccgtgggcgg
gcggcaacat
tggtcgecegt
gcgactggga
ccctggtgga
tcgacgecect
atgccectgge
acggcaccga
ccttcaacaa
gccatgtgag
ccegegtgeg
gcgaagaggt
gcctgecgac
gcgacgectt

tgctgaccct

ES 2817001 T3

gaaggccatc
caaggccagce
gaccgacaag
cagcaacatc
cgaccgcegge
cggcagcccg
cggcgactac
gccaaccacc
gaaccaggtg
cccggaactg
ggcccacgge
ggtggaagcc
caaagaagcc
cggcttectg
ccacggcegtg
cccggaaaag
gctggccgaa
ccgectgege
caagagcggc

gctgeageag

gacttcgagt
cgcatgggeg
ggcgtggaag
cgctacgtga
gccagegtgt
atcgacaccg
gccggegtga
tcgggcaccg
aaggtgaccg
accatgagcc
atcgaaacct
atggccaccg
cgcatcggceca
ggcctggece
gccatecggee
gccgccaaga
caggccgecce
gacgtggacg
atgatgaagt

atctactga

tcaccttcta
agatgctgga
ccgecggtet
tctacagcga
tcaaagaaca
ccaagggcat
accgcegtgge
gcagcgaagt
tgaccagccc
tgccgcagaa
tcttcagecet
tgagcgcecta
tgagccaggg
atgccatecgg
tgctgetgee
tcgecgaact
cagccgtgge

tgagcgaaga

tcaacccgeg ccagcecgagce

<223> Codon sintético optimizado para la expresion en P.putida

<400> 14

54

cctgeegace
acaaatgggt
gctggccgge
cgtggaaccg
gagcttcgac
ccgegtggtg
caagaagtcg
gaccatcttc
gtacatggcc
gatgaccgcce
gcgcagccgce
cctgegecge
cagcctgcetg
cagcgcecectg
gaaggtggtg
gctgggegtg
cagcctggtg

gaagctgceccg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1179



atggacgtgg
agcctgetgg
aagggcgtgg
atccacttca
ggtgccgagg
gccatcgaca
ttcgcaggcg
acctcgggcea
gtgaaggtga
ctgaccatgce
ggcatcgaga
gccatcaaca
gcacgctgeg
ctgggcctgg
gtggccatcg
caggcagccg
gaacaggcca
cgcgacatga
ggcatgatga
cgcgtgtact

<210> 15
<211> 1994
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2817001 T3

aattcagctt ccatctgecg

gcgagegect gctgaagetg
ccagcegcagg cctgetgeag
agacctacct ggaagtggaa
ccttcaacag cggcaagtac
ccgccaaggg catccgegtg
tggacaagat cggcaaggca
ccggcagcga agtgaccatc
ccgtgaccag ccagtacatg

gcctgeccacg caagatgacc
gctacttcag cctgcgcage
tecgtgggcaa ccatctgege
gcatgagcca cggcagcctg
cccatgccat cggcagecgca
gcetgetget gecegeacgtg
agatcgccaa gatcetggge
gccacgceegt gggcgacctg
acgtgccgga agagaagctg
agttcaaccc acgtegtgece

ga

<223> Fragmento de Xbal-Sall sintético

<400> 15

accctgatceg
ggcgtgggca
aagctggaac
ccggacccga
gactgcatcg
gtggcaggca
ccgcagatcce
tteggegtgt
gcaccgacca
gcagccagcg
accagcgcca
cagagcgtgg
ctggcaggca
ctgagcggtce
gtggaattca
gtgaaggcceg
gtgaaggaca
gccgacattg

agcgagagcg

55

agttcggett
acgtgttcct
agagcctgea
gcctggaaac
tggccgtggg
acggtggcag
cgctgatcge
acagcgactg
ttgececctggt
gcatcgacge
gccgtgecct
cgaacggcga
tggcgttcaa
actgccacgt
acagcagcga
aggacgaacg
tcggectgece
cacgcgacag

aggtgctgga

cggcaaggcc
ggtgagcgac
gaccagcgac
catcgacctg
tggtggcage
catcggecgac
cgtgccgacc
ggtgaagaac
ggacccggaa
cctggeccecac
gtcgctggaa
ggacaaggaa
caacggcttc
gccgcacggce
gtgcccagac
ccagectggee
gacccgtcectg
cttccagagce

actgctgcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1152



tctagatctt
tatgaagttg
ttcatttttg
cacgcctcca
gcaggcattc
ccatccgggg
tttcaaataa
ctttaaaacc
ctaatcacaa
tccatttcag
tgctgcaaaa
tggcacaata
atacagtgga
cgcaaaaaag
atacggcaag
tttggttacc
ggaatcatcc
gacgattgat
gggtggagga
aaacatcggt
ggctgtgeceg
ttgggaaaat
ggtagacccc
tgctctagcet
cctagecggtce
tacggataaa
caacaatggc
tgtgtcccat
ggtgcgeecg
ggaggttctt

tceccactegt

ctttgataat
attttatggt
atgcacaatt
tgcatgtgaa
aggagcaaaa
cactttgtga
aaccatttgt
gggcatttgg
aaatagtggt
ccataaaagg
gtttaatcgt
tccatagact
aatatttttt
gcgattgatt
gcttcecgaa
gacaaaggag
aatatccgat
cgtggtgegt
agtccgattg
gactatgccg
actacatccg
caagtaaagg
gaacttacca
catgggattg
gaagcgatgg
gaagcgagga
ttcttaggtt
ggtgtcgcaa
gaaaaagctg
gcggagcagg

ttgecgtgatg

ES 2817001 T3

aaatgaaagc
cggctttatt
gaatggctgt
gcagattctt
atggcagaga
aaatcagcac
gaaaaatgta
gcagataaat
atacttaccc
gcatgcecgtce
cctgctttaa
ggataggggc
acttttgatg
tcgagttcac
tgggagagat
tggaagctgce
atgttattta
ccegtttttaa
atacagctaa
gtgttaaccg
gcacgggcag
tgacggtaac
tgagtctacc
aaactttctt
cgacggtgag
tcggcatgtc
tggcccatge
tcggtttgtt
caaaaatcgc
cagctcecctge

ttgatgtttc

agccggtatg
ttgccegteg
acagttgcgt
ttaagcgggce
tcagttgggce
aagaatgaat
aacggatgat
tttcaaattt
atgtggaatg
catctatttc
aggaaaagca
ccgcecatgece
gggaggaaga
tttttatctt
gcttgaacag
gggtctgttg
ttcagacgta
ggagcagtct
ggggatccgt
tgttgcgaaa
tgaagtaacc
aagcccatat
gcaaaaaatg
ctccttgegt
tgcttatttg
ccagggcagt
gatcggtagt
gctaccgaaa
agaattgttg
agtcgecteg

tgaagaaaag

56

gagagaaaaa
tactggctgt
ttttgtcgat
agcacccgcet
gggatcagcce
aacgctttca
tttgaaaaac
tcgccataaa
aaggaaaatg
acaaaccgca
gtatggaatc
gggcttgcaa
ttatatatga
cctacattga
atgggtataa
gcaggaatcg
gaacctgacc
tttgactgta
gtcgtagtga
aaatctgaaa
attttcggag
atggegeegg
acagcagcat
tctcgacctg
cgcegtgegg
ttgttggcag
gctttgtctg
gtggtggaat
ggagtaaaag
ttagtcaaag

ctcccagata

agtgcactta
ccacacgatg
gtctggeggyg
tttttggagg
atttattcct
tatctggett
cgtcatttte
atatgtgaat
aacggaacga
cggcagcatt
cattaggagt
aactgctttce
tcggaaatta
tcgaattcgg
agaacgtttt
ttcagtctct
cgagcttaga
tcttagetgt
cgaacggagg
ttecectttggt
tctacteccga
agatcgettt
cgggaattga
catccgatgc
tggaagatgg
ggatggcatt
gccattgtca
ttaatgctag
gggatcgaga
agattggtct

tcgcaagaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



10

15

ES 2817001 T3

tgcatttaaa agcggtatga tgaagtttaa cccacgccaa ccaagtttgt cagaagtgct

tacacttttg cagcagattt attaattgtt cgggtttcag tgttccattt tcaaatattc

cgttaagggt cgac

<210> 16
<211> 1258
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de Kpnl-Xbal sintético

<400> 16
ggtaccttca

gatttcgagt
cgaatgggag
ggagtggaag
cgatatgtta
gcgtecegttt
attgatacag
gccggtgtta
tcecggecacgg
aaggtgacgg
accatgagtc
attgaaactt
atggcgacgg
aggatcggca
ggtttggecee
gcaatcggtt
gctgcaaaaa
caggcagctc
gatgttgatg
atgatgaagt
atttattaat
<210> 17

<211> 446
<212> PRT

cacaggaaac
tcacttttta
agatgcttga
ctgegggtet
tttattcaga
ttaaggagca
ctaaggggat
accgtgttge
gcagtgaagt
taacaagccce
taccgcaaaa
tcttctecett
tgagtgctta
tgtcccaggg
atgcgategg
tgttgctacce
tcgcagaatt
ctgcagtcge
tttctgaaga
ttaacccacg

tgttcgggtt

<213> Aeribacillus pallidus

<400> 17

aggaggtaca
tcttectaca
acagatgggt
gttggcagga
cgtagaacct
gtcttttgac
ccgtgtcgta
gaaaaaatct
aaccattttc
atatatggcg
aatgacagca
gcgttctega
tttgcgeegt
cagtttgttg
tagtgcetttg
gaaagtggtg
gttgggagta
ctcgttagtc
aaagctccca
ccaaccaagt

tcagtgttce

atgatcggaa
ttgatcgaat
ataaagaacg
atcgttcagt
gacccgagcet
tgtatcttag
gtgacgaacg
gaaattcctt
ggagtctact
ccggagatceg
gcatcgggaa
cctgecatcceg
gcggtggaag
gcagggatgg
tctggecatt
gaatttaatg
aaaggggatc
aaagagattg
gatatcgcaa
ttgtcagaag

attttcaaat

57

attacgcaaa
tcggatacgg
tttttttggt
ctetggaate
tagagacgat
ctgtgggtgg
gaggaaacat
tggtggetgt
ccgattggga
ctttggtaga
ttgatgctct
atgccctage
atggtacgga
cattcaacaa
gtcatgtgte
ctagggtgcg
gagaggaggt
gtcttcccac
gagatgcatt
tgcttacact

attccgttaa

aaaggcgatt
caaggcttcc
taccgacaaa
atccaatatce
tgatcgtggt
aggaagtccg
cggtgactat
gccgactaca
aaatcaagta
cceccgaactt
agctcatggg
ggtcgaagcg
taaagaagcg
tggcttctta
ccatggtgte
cccggaaaaa
tcttgecggag
tcgtttgegt
taaaagcggt
tttgcagcag

ggtctaga

1920

1980

1994

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1258



Met

Ser

Gly

Thr

Leu

65

Leu

Lys

Phe

Ala

Val

145

Arg

Ala

Gly

Ile

Ser
225

Lys

Val

Trp

Thr

50

Ala

Gly

Ala

Gly

Phe

130

Ala

Gly

Leu

Glu

Ile

210

Pro

Asn

Lys

Ser

35

Ile

Ala

Ser

Met

Leu

115

Leu

Ser

Phe

Phe

Ala

195

Gly

Leu

Ile

Asn

20

Leu

Gly

Val

Ala

Thr

100

Leu

Ile

Thr

Met

Ala

180

Phe

Ser

Trp

Ala

Arg

Asp

Asn

Tyr

Ile

85

Val

Pro

Leu

His

Ser

165

Ser

Asp

Leu

Lys

Asn

Gln

Leu

Leu

Ala

70

Phe

Ala

Thr

Arg

Thr

150

Gly

Ile

Val

Phe

Gln
230

Thr

Met

Tyr

Phe

55

Ser

Gly

Ile

Ile

Leu

135

Ile

Leu

Ser

Trp

Gly

215

Leu

ES 2817001 T3

Ser

Val

Asp

40

Phe

Phe

Ile

Ile

His

120

Val

Gly

Ile

Tyr

Gly

200

Leu

Lys

Thr

Arg

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly

105

Gln

Gln

Thr

Gly

Ser

185

Trp

Phe

Glu

Glu

10

Ala

Phe

Ala

Val

Ala

90

Ala

Val

Gly

Glu

Gly

170

val

Arg

Ile

Glu

58

Arg

Thr

Leu

Ser

Thr

75

Asp

Gly

Gly

Val

Ser

155

Gly

val

Val

Phe

Asn
235

Pro

Ile

Leu

Asn

60

Leu

Lys

Leu

Val

Phe

140

Ala

Gly

Thr

Met

Arg

220

Ser

Val

Ala

Leu

45

Gln

Leu

Asn

Cys

Val

125

Val

Ser

Ala

Ala

Phe

205

Ser

Lys

Asn

Ser

30

Phe

Thr

Met

Gly

Thr

110

Ala

Gly

Pro

Gly

Ile

190

Phe

Leu

Gly

Asp

15

Leu

Val

Leu

Arg

Arg

95

Ala

Ala

Gly

Lys

Leu

175

Phe

Thr

Glu

Glu

Ala

Ile

Ala

Ser

Pro

80

Lys

Ala

Ile

Val

Tyr

160

Gly

Pro

Gly

Glu

Val
240



Ser

Lys

Tyr

Lys

Met

305

Gly

Leu

Ile

Ala

Ser

385

Met

Pro

Leu

Glu

Val

Tyr

Val

290

Thr

Arg

Pro

Tyr

Pro

370

Thr

Met

Tyr

Gly

<210> 18

<211> 1338
<212> ADN
<213> Aeribacillus pallidus

<400> 18

Phe

Leu

Leu

275

Ser

Ile

Lys

Tyr

Leu

355

vVal

Gly

Pro

Thr

Ser
435

Gln

Leu

260

Thr

Ala

vVal

Lys

Phe

340

Asn

Leu

Thr

Thr

Leu

420

Leu

Lys

245

Val

Ser

Ser

Ala

Thr

325

Tyr

Ala

Ile

Gly

Phe

405

Met

Ile

Ala

Asn

Gly

Val

Ala

310

Phe

Leu

Leu

Phe

Leu

390

Val

Tyr

Ile

Pro

Leu

Phe

Ser

235

Val

Leu

Ser

Gly

Leu

375

Ser

Asn

Phe

Pro

ES 2817001 T3

Leu

Met

Ile

280

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

360

Asn

Trp

Leu

Thr

Glu
440

Lys

Ile

265

Pro

Gly

val

Ile

Ala

345

Ile

Glu

Asn

Ala

Ile

425

Thr

59

Thr

250

Val

Thr

Val

Gly

Gly

330

Asn

Phe

Arg

Met

Ser

410

Gly

Lys

Phe

Ile

Phe

Leu

His

315

Ile

Ser

Leu

Phe

Gly

395

Gly

Ile

Gly

Phe

Gly

Leu

Ile

300

Leu

Leu

Thr

Gly

Pro

380

Phe

Thr

Tyr

Asn

Thr

Gly

Lys

285

Ala

Ser

Cys

Thr

Asn

365

Thr

Ala

Val

Leu

Leu
445

Lys

Gly

270

Val

Thr

Glu

Leu

Thr

350

Ala

Ser

Ile

Glu

Val

430

Lys

Tyr

255

Ser

Val

Ser

Val

Val

335

Thr

Ala

Ile

Gly

His

415

Tyr

Tyr

Gly

Asn

Ile

Ile

320

Gly

Gly

Tyr

Arg

Gly

400

Ile

Ile



10

gtgaagaata
cgtcaaatgg
ttatttctge
caaacacttt
ttgggttccg
gtggcaatca
caagttggag
gtcggeggag
cgggggttta
tctatttctt
tggcgtgtca
tccecttgagg
tccgagttte
gtcaacctta
cctacatttt
gcgacaagta
ggcagaaaga
tatctgtcat
atattettgg
acatcgatcc
atgatgccga
atgtatttta

acaaaaggaa

<210> 19
<211>1184
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tcgctaatac
tgcgagctac
tgetttttgt
ctttggctge
ccattttegg
ttggagcagg
tggtcgetge
tggttgcttc
tgtcgggatt
attcggttgt
tgtttttcac
aatctcctct
agaaagcacc
tgatcgtcat
taaaggtagt
ttatgaccat
aaacatttct
tggcaaactc
ggaatgctge
gttcaacagg
cgtttgtgaa
ctatcggaat

acctcaaa

ES 2817001 T3

gagtaccgaa
gattgccteg
tgcgacgacce
cgtgtatgct
catttatgcg
cttgtgcacy
gatcgccttce
cacccatacg
gatcggtggt
gacggcaatt
aggcattatc
ctggaaacaa
gctgaagacg
cggtggtgge
taacaaagta
tgtagccgee
gttaatcggt
aactacgaca
atatgcaccyg
taccggatta
cttagccagt

ttacttggtt

cgacctgtaa
ctcatagggt
atagggaatt
tcetttgecg
gataaaaacg
gcggettteg
ttgattttac
ataggaacgg
ggcggagcag
ttteecgggag
ggttcecctet
ttgaaagaag
tttttcacta
tcecggttatt
tcagcctcetg
gttctegtgg
attctttgtce
acgggcatct
gtactcatct
tcatggaaca

ggtacggtgg

tatatccttg

atgatgcttc
ggtcactcga
tgttttttcece
ttacgetttt
ggagaaagaa
gtctgttace
gtttagttca
aatccgcatc
gattgggage
aggcttttga
tcggeetttt
aaaatagtaa
aatattacaa
atctgactag
tttcgtcggg
gacacctgag
ttgtcggact
acttaaatgc
tcttgaacga
tgggtttcge
aacatattcc

gcagcctgat

agttaagaat
tctttacgat
cgccagcaat
gatgcggcct
agcgatgact
tacgatccac
aggagtgttt
gccaaaatat
actgtttgct
tgtttgggga
catattcecgg
aggcgaagtg
ggtattgctc
tggatttatt
ggtactcatt
cgaggtcatc
tccgtatttt
tcttggactce
acgttttececce
cattggcggg
ttacacgctg

tattccggaa

<223> Fragmento de Kpnl - Nhel sintético YiaY de B.kribbensis optimizado para codon

<400> 19

60

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1338



10

ggtacctagg
tgatcgagtt
tgggcaacgt
tggaacagag
acccgagect
gcatcgtgge
caggcaacgg
agatcccget
gcgtgtacag
cgaccattgce
ccagcggceat
gcgccagecyg
gcgtggcgaa
caggcatggc
gcggtcactg
aattcaacag
aggccgagga
aggacatcgg
acattgcacg
agagcgaggt

<210> 20
<211> 1359
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

aaaggaagat
cggcttecgge
gttcectggtg
cctgcagace
ggaaaccatc
cgtgggtggt
tggcagcatce
gatcgeegtg
cgactgggtg
cctggtggac
cgacgccctg
tgcecetgteg
cggcgaggac
gttcaacaac
ccacgtgeccg
cagcgagtge
cgaacgccag
cctgecgace
cgacagcecttce

gctggaactg

ES 2817001 T3

taacccatgg
aaggccagcc
agcgacaagg
agcgacatcce
gacctgggtg
ggcagcgcca
ggcgactteg
ccgaccacct
aagaacgtga
ccggaactga
gcccacggea
ctggaagcca
aaggaagcac
ggcttcetgg
cacggcgtgg
ccagaccagg
ctggccgaac
cgtetgegeg
cagagcggca

ctgcacecgeg

acgtggaatt
tgctgggcga
gcgtggecag
acttcaagac
ccgaggectt
tcgacacecge
caggcgtgga
cgggcaccgg
aggtgaccgt
ccatgcgect
tcgagagcta
tcaacatcgt
gctgeggecat
gcctggecca
ccatcggcect
cagccgagat
aggccagcca
acatgaacgt
tgatgaagtt

tgtactgage

cagcttccat
gcgectgetg
cgcaggcctg
ctacctggaa
caacagcggc

caagggcatc

caagatcgge
cagcgaagtg
gaccagccag
gccacgcaag
cttcagecctg
gggcaaccat
gagccacggc
tgccatcgge
gctgetgecg
cgccaagatc
cgeegtggge
gccggaagag
caacccacgt

tage

ctgccgacce
aagctgggeg
ctgcagaagc
gtggaaccgg
aagtacgact
cgegtggtgg
aaggcaccgce
accatcttcg
tacatggcac
atgaccgcag
cgcagcacca
ctgcgccaga
agcctgetgg
agcgcactga
cacgtggtgg
ctgggcgtga
gacctggtga
aagctggeccg

cgtgccageg

<223> fragmento de PCR de EcoRI-Nhel con secuencia codificante de proP de A.pallidus

<400> 20

61

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1184



10

gccgaattca
gttaagaatc
ctttacgatt
gccagcaatce
atgcggecett
gcgatgactg
acgatccacc
ggagtgtttg
ccaaaatatc
ctgtttgcett
gtttggggat
atattccggt
ggcgaagtgt
gtattgctcg
ggatttattc
gtactcattg
gaggtcatcg
ccgtattttt
cttggactca
cgttttccca
attggcggga
tacacgetga

attccggaaa

<210>21
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tgaagaatat
gtcaaatggt
tatttetget
aaacactttce
tgggtteecge
tggcaatcat
aagttggagt
tcggeggagt
gggggtttat
ctatttctta
ggcgtgtcat
cccttgagga
ccgagtttca
tcaaccttat
ctacattttt
cgacaagtat
gcagaaagaa
atctgtcatt
tattcttggg
catcgatccg
tgatgcecgac
tgtattttac

caaaaggaaa

<223> sitio de unién al ribosoma

<400> 21

taggaaagga agattaaccc 20

<210> 22
<211> 30

ES 2817001 T3

cgctaatacg
gcgagctacg
getttttgtt
tttggetgee
cattttcgge
tggagcaggc
ggtcgetgeg
ggttgcttcce
gtcgggattg
ttecggttgtyg
gtttttcaca
atctcctcte
gaaagcaccg
gatcgtcatc
aaaggtagtt
tatgaccatt
aacatttctg
ggcaaactca
gaatgctgca
ttcaacaggt
gtttgtgaac
tatcggaatt

cctcaaataa

agtaccgaac
attgcectcege
gcgacgacca
gtgtatgett
atttatgcgg
ttgtgcacgg
atcgeccecttcet
acccatacga
atcggtggtg
acggcaattt
ggcattatcg
tggaaacaat
ctgaagacgt
ggtggtggct
aacaaagtat
gtagccgecg
ttaatcggta
actacgacaa
tatgcaccgg
accggattat
ttagccagtg
tacttggttt

gctagegge

62

gacctgtaaa
tcatagggtg
tagggaattt
cetttgecgt
ataaaaacgg
cggctttegg
tgattttacg
taggaacgga
gcggagcagg
ttccgggaga
gttcecectett
tgaaagaaga
ttttcactaa
ccggttatta
cagcctctgt
ttctegtggg
ttctttgtet
cgggcatcta
tactcatctt
catggaacat
gtacggtgga

atatccettgg

tgatgcttca
gtcactcgat
gttttttece
tacgcettttyg
gagaaagaaa
tctgttacct
tttagttcaa
atccgcatcg
attgggagca
ggcttttgat
cggectttte
aaatagtaaa
atattacaag
tctgactagt
ttcgtcgggg
acacctgagce
tgtcggactt
cttaaatgcect
cttgaacgaa
gggtttcgee
acatattcct

cagcctgatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1359



10

15

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador PCRproP(f)

<400> 22
gccgaattca tgaagaatat cgctaatacg

<210> 23
<211> 34
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador PCRproP(r)

<400> 23
gccgctagct tatttgaggt ttecttttgt ttce

<210> 24

<211> 500

<212> PRT

<213> Cupriavidus basilensis

<400> 24

30

34

ES 2817001 T3

63



Met

Ala

Asp

Val

Val

65

Ala

Gly

Ala

Ser

Trp

145

Ala

Phe

Gly

Leu

Ala
225

Asn

Asp

Gly

Phe

50

Leu

Ser

Glu

Arg

Thr

130

Asn

Ala

Thr

Ala

vVal

210

Thr

Ala

Ser

Gly

35

Glu

Leu

Leu

Vval

His

115

Ile

Ala

Gly

Ala

Val

195

Arg

Gly

Gln

val

20

Thr

Arg

Ala

Leu

Gly

100

Ile

Leu

Pro

Cys

Ala

180

Asn

Ser

Lys

His

Asn

Trp

Thr

Trp

Thr

85

Ala

Pro

Arg

Ala

Thr

165

Met

Leu

Arg

Lys

Trp

Pro

Gln

Thr

Ala

70

Ala

Ala

Gly

Glu

vVal

150

Ala

Leu

Val

Asp

Ile
230

Ile

Ala

Ala

Trp

55

Gly

Glu

Ile

His

Pro

135

Leu

Val

Arg

Cys

Val

215

Met

ES 2817001 T3

Ala

Asp

Glu

40

Gly

Ala

Asn

Ser

Val

120

Ala

Leu

Val

Leu

Glu

200

Asp

Ile

Gly

Gly

25

Ala

Gln

Leu

Gly

Glu

105

Leu

Gly

Val

Lys

Phe

185

Thr

Val

Ala

Ala

10

Thr

Ala

Asp

Glu

Lys

90

Vval

Glu

vVal

Arg

Ser

170

Glu

Gly

Val

Ala

64

Trp

Leu

Ile

Ala

Ala

75

Pro

Arg

Pro

Ala

Ser

155

Ala

Arg

Tyr

Ser

Ala
235

Thr

Ile

Ala

Arg

60

Glu

Val

Tyr

Glu

Ala

140

Leu

Ala

Thr

Ala

Phe

220

Asp

Gly

Gly

Ala

45

Leu

Arg

Ala

Tyr

Pro

125

Ile

Ala

Gln

Ala

Ala

205

Thr

Ser

Glu

Gln

30

Ala

Arg

Glu

Gln

Ala

110

Gly

Ile

Pro

Thr

Leu

190

Ala

Gly

Val

Pro

15

Phe

Arg

Gln

Arg

Ala

95

Gly

Thr

Val

Ala

Thr

175

Pro

Asp

Ser

Lys

Ser

Ala

His

Asp

Leu

80

Arg

Leu

Ile

Pro

Leu

160

Leu

Ala

His

Thr

Lys
240



Leu

Val

Ile

Ala

Leu

305

Ile

Cys

Ala

Asp

Thr

385

Asn

Arg

Asn

Gln

Thr

465

Ser

Ser

Asp

Ser

Ile

290

Arg

Asp

Asp

Leu

Pro

370

Phe

Thr

Ala

Asp

Ser

450

Glu

Gln

Leu

Ala

Gly

275

Ala

Leu

His

Glu

Ala

355

Gly

Glu

Val

Ile

His

435

Gly

Leu

Ala

Glu

Gln

260

Gln

Pro

Gly

Pro

Ala

340

Arg

Ala

Thr

Phe

Arg

420

Asn

Leu

Lys

Gly

Leu

245

Ala

Gln

Gln

Pro

Thr

325

Asp

Gly

Phe

Phe

Gly

405

Leu

Arg

Gly

His

Cys
485

Gly

Val

Cys

Met

Gly

310

Arg

Thr

Ala

Phe

Ala

390

Leu

Ala

Leu

Arg

Ile

470

Arg

Gly

Ala

Thr

Arg

295

Ile

Ala

Val

Phe

Cys

375

Thr

Ser

Arg

Phe

Leu

455

Cys

Leu

ES 2817001 T3

Lys

Lys

Ala

280

Arg

Glu

Met

Leu

Leu

360

Gln

Glu

Ala

Ala

Ala

440

His

Ile

Ser

Ser

Arg

265

Ala

His

Pro

Val

Leu

345

Ser

Glu

Asp

Ser

Leu

425

Glu

Gly

Gln

Gly

Cys

250

Leu

Arg

Leu

Asp

Ser

330

Arg

Pro

Glu

Glu

Val

410

Arg

Ala

Tyr

Ala

val
490

65

Cys

Ala

Arg

Thr

Thr

315

Ala

Gly

Thr

Ile

Ala

395

Trp

Asn

Glu

Asp

Gly

475

Ala

Leu

Leu

Val

Glu

300

Gln

Gln

Thr

Leu

Phe

380

Leu

Thr

Gly

Thr

Ala

460

Leu

Ala

vVal

Ala

Leu

285

Ala

Ile

Val

Met

Val

365

Gly

Ala

His

Thr

Gly

445

Leu

Pro

Arg

Phe

Ala

270

Val

Leu

Gly

Glu

Pro

350

Glu

Pro

Lys

His

Val

430

Gly

Ala

Lys

Glu

Asp

255

Thr

His

Ala

Pro

Arg

335

Gly

His

Phe

Ala

Gly

415

Trp

Tyr

Asp

Gly

Arg
495

Asp

Val

Glu

Ala

Leu

320

Ala

Gly

Ser

Val

Asn

400

Glu

Val

Arg

Phe

Met

480

Met



ES 2817001 T3

Gly Vval Ser Val
500

<210> 25

<211> 479

<212> PRT

<213> Burkholderia sp. CCGE1002

<400> 25

66



Met

Ile

Asp

Ala

vVal

65

Ala

Asp

Ala

Ser

Trp

145

Ala

Leu

Gly

Asn

Asp

Gly

Phe

50

Leu

Thr

Glu

Arg

Thr

130

Asn

Ala

Thr

Ala

Ala

Ser

Gly

35

Asp

Leu

Leu

Ile

His

115

Met

Ala

Gly

Ala

Val
195

Arg

Ile

20

Ser

Arg

Gly

Leu

Ala

100

Ile

Leu

Pro

Cys

Ala

180

Asn

His

Asp

Ser

Thr

Trp

Thr

85

Gly

Ala

Arg

Ala

Thr

165

Met

Leu

Trp

Pro

Glu

Thr

Ala

70

Arg

Ala

Gly

Glu

Val

150

Val

Leu

Val

Ile

Ala

Ala

Trp

55

Ser

Glu

Ile

His

Ala

135

Leu

Ile

Arg

Asn

ES 2817001 T3

Ala

Thr

Asp

40

Ala

Ala

Asn

Ser

Val

120

Ala

Leu

Vval

Cys

Glu
200

Gly

Gly

25

Ala

Gln

Leu

Gly

Glu

105

Leu

Val

Lys

Phe

185

Arg

Glu

10

Asp

Ala

Asp

Glu

Lys

90

Val

Glu

Val

Arg

Pro

170

Glu

Gly

67

Trp

Ala

Ile

Ala

Ala

75

Ala

Arg

Pro

Ala

Ser

155

Ala

His

Tyr

Thr

Ile

Ala

Arg

60

Glu

Ile

Tyr

Glu

Ala

140

Leu

Ala

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

45

Leu

Arg

Ala

Tyr

Pro

125

Ile

Ala

Gln

Ala

Ala
205

Thr

Arg

30

Ala

Arg

Asp

Gln

Ala

110

Gly

Ile

Pro

Thr

Leu

190

Ser

Pro

15

Phe

Arg

Gln

Met

Ser

95

Gly

Thr

Val

Ala

Ser

175

Pro

Gln

Asn

Ala

His

Asp

Leu

80

Arg

Leu

Ile

Pro

Leu

160

Leu

Glu

Arg



Leu

Ala

225

Leu

Ala

Ile

Ser

Leu

305

Ile

Cys

Ala

Phe

Glu

385

Leu

Ala

Leu

Arg

Val

210

Thr

Ser

Asp

Ser

Arg

290

Arg

Asp

Gly

Phe

Cys

370

Asn

Ser

Arg

Phe

Leu
450

Asp

Gly

Leu

Val

Gly

275

Ala

vVal

Gly

Thr

Leu

355

Gln

Glu

Ala

Ala

Ala

435

His

Ser

Lys

Glu

Ala

260

Gln

Ala

Gly

Thr

Ala

340

Ser

Asp

Met

Ser

Leu

420

Glu

Gly

His

Lys

Leu

245

Ala

Gln

Gln

Pro

Thr

325

Glu

Pro

Glu

Glu

Val

405

Arg

Ala

Tyr

Gly

Tle

230

Gly

Tle

Cys

Met

Gly

310

Arg

Arg

Thr

Ile

Ala

390

Trp

Asn

Glu

Asp

Val

215

Met

Gly

Ala

Thr

Arg

295

Ile

Asp

Val

Leu

Phe

375

Ile

Thr

Gly

Thr

Ala
455

ES 2817001 T3

Asp

Ala

Lys

Pro

Ala

280

Glu

Asp

Ala

Leu

vVal

360

Gly

Glu

His

Thr

Gly

440

Leu

Val

Ala

Ser

Arg

265

Ala

Gln

Pro

Val

Leu

345

Glu

Pro

Lys

Asp

val

425

Gly

Ala

Val

Ala

Cys

250

Leu

Arg

Leu

Ala

Ala

330

Arg

His

Phe

Ala

Gly

410

Trp

Tyr

Asp

68

Ser

Ala

235

Cys

Ala

Arg

Ala

Thr

315

Arg

Gly

Asp

Val

Asn

395

Ala

Ile

Arg

Phe

Phe

220

Asp

Val

Arg

val

Ser

300

Asp

Thr

Thr

Asp

Thr

380

Asp

Arg

Asn

Gln

Thr
460

Thr

Ser

Val

Ala

Leu

285

Ala

Ile

Ile

Cys

Pro

365

Leu

Thr

Ala

Asp

Ser

445

Glu

Gly

Met

Phe

Ala

270

Val

Leu

Gly

Glu

Ser

350

Lys

Glu

Val

Leu

His

430

Gly

Leu

Ser

Lys

Asp

255

Thr

His

Ala

Ala

Arg

335

Gly

Ala

Val

Phe

Arg

415

Asn

Leu

Lys

Thr

Lys

240

Asp

Ile

Ala

Ser

Leu

320

Ala

His

Phe

Phe

Gly

400

Val

Lys

Gly

His



ES 2817001 T3

Ile Cys Met Pro Ala Gly Val Ala Glu Gly Ile Ala Pro Leu Arg
465 470 475

<210> 26

<211> 483

<212> PRT

<213> Burkholderia graminis C4D1M

<400> 26

69



Met

Pro

Phe

Arg

Gln

65

Pro

Ala

Gly

Thr

Val

145

Ala

Ser

Pro

Glu

val

val

His

50

Asp

Leu

Arg

Leu

Ile

130

Pro

Leu

Leu

Ala

Arg

Leu

Ser

35

Thr

Val

Ala

Gly

Ala

115

Ser

Trp

Ala

Ile

Gly
195

Asp

Ala

20

Ser

Phe

Leu

Glu

Glu

100

Arg

Thr

Asn

Ala

Thr

180

Ala

Ala

Ser

Asn

Asp

Leu

Leu

85

Met

His

Met

Ala

Gly

165

Ala

Val

Met

Ser

Thr

His

Arg

70

Leu

Arg

Ile

Leu

Pro

150

Cys

Ala

Asn

ES 2817001 T3

Asn

Asp

Gln

Thr

55

Trp

Thr

Ala

Ala

Arg

135

Ala

Thr

Met

Leu

Trp

Pro

Asp

40

Thr

Ala

His

Ala

Gly

120

Glu

VvVal

Ala

Ile

Leu
200

Ile

Ser

25

Ala

Trp

Gln

Glu

Ile

105

His

Ala

Leu

Ile

Arg

185

Leu

70

Ala

10

Asn

Asp

Ala

Ala

Asn

90

Ser

Val

Ala

Leu

Val

170

Cys

Glu

Gly

Gly

Ala

Gln

Leu

75

Gly

Glu

Ile

Gly

Vval

155

Lys

Leu

Asn

Glu

Glu

Ala

Asp

Glu

Lys

Val

Glu

Val

140

Arg

Pro

Asp

Gly

Trp

Thr

Val

45

Ala

Leu

Thr

Arg

Pro

125

Ala

Ser

Ala

Gln

Ala
205

Ala

Leu

30

Ser

Arg

Ser

Ile

Tyr

110

Glu

Ala

Leu

Ala

Pro

190

Glu

Gly

15

Gly

Ala

Arg

Val

Gly

95

Tyr

Pro

Ile

Ala

Gln

175

Ala

Ala

Lys

Arg

Ala

Arg

Glu

80

Gln

Ala

Gly

Ile

Pro

160

Thr

Leu

Ala



Ala

Ser

225

Lys

Glu

Thr

His

Ala

305

Ala

Arg

Gly

His

Glu

385

Val

Phe

His

Gly

Arg

210

Thr

Arg

Asp

Ile

val

290

Ser

Leu

Ala

Pro

Ala

370

Thr

Phe

Arg

Asn

Leu

Leu

Glu

Leu

Ser

Ile

275

Ser

Leu

Ile

Cys

Gly

355

Phe

Phe

Gly

Ile

Arg

435

Gly

Val

Val

Ser

Asp

260

Ser

Lys

Lys

Asp

Asp

340

Ala

Phe

Val

Leu

Ala

420

Leu

Arg

Glu

Gly

Leu

245

Val

Gly

Ala

vVal

Ala

325

Leu

Phe

Cys

Thr

Ser

405

Arg

Phe

Leu

Ser

Lys

230

Glu

Lys

Gln

Asp

Gly

310

Ala

Ala

Leu

Gln

Glu

390

Ala

Ala

Ala

His

Ala

215

Arg

Leu

Ala

Gln

Gln

295

Pro

Ser

Asp

Ser

Asp

375

Lys

Ser

Leu

Glu

Gly

ES 2817001 T3

Asp

Ile

Gly

Ile

Cys

280

Met

Gly

Arg

Arg

Pro

360

Glu

Glu

Val

Arg

Ala

440

Tyr

Val

Met

Gly

Ala

265

Thr

Arg

Ile

Asp

vVal

345

Thr

Ile

Ala

Trp

Asp

425

Glu

Asp

Asp

Arg

Lys

250

Pro

Ala

Asp

Asp

Ala

330

Leu

Leu

Phe

Val

Thr

410

Gly

Thr

Ala

71

Val

Ala

235

Ser

Arg

Ala

Glu

Pro

315

Val

Leu

Val

Gly

Glu

395

His

Thr

Gly

Leu

Ile

220

Ala

Cys

Leu

Arg

Leu

300

Ala

Gln

Arg

Glu

Pro

380

Lys

Asp

Val

Gly

Ala

Ser

Ala

Cys

Ala

Arg

285

val

Ser

Thr

Gly

His

365

Phe

Ala

Ser

Trp

Tyr

445

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

270

Ile

Lys

Asp

Thr

Thr

350

Gly

Val

Asn

Ala

Ile

430

Arg

Phe

Thr

Ser

val

255

Ala

Leu

Ala

Ile

Val

335

Ser

Glu

Thr

Asn

Arg

415

Asn

Gln

Thr

Gly

Met

240

Phe

Ala

val

Leu

Gly

320

Glu

Ser

Pro

Leu

Thr

400

Ala

Asp

Ser

Glu



ES 2817001 T3

450 455 460

Ile Lys His Ile Cys Val Gly Ala Gly Val Leu Glu Gly Ile Glu Val
465 470 475 480

Leu Gly Ser

<210> 27

<211> 483

<212> PRT

<213> Azospirillum sp. B510

<400> 27

72



ES 2817001 T3

Met Thr Asn Leu Asp Ser Arg His Trp Ile Asp Gly Ala Trp Val Pro

Gly Thr Asp Arg Phe Ala Ser Ile Asn Pro Ala Asp Gly Ser Val Leu
20 25 30

Gly His Ala Ala Asp Gly Gly Arg Ala Glu Ala Glu Ala Ala Ile Ala
35 40 45

Ala Ala His Ala Ala Phe Asn Arg Pro Asp Trp Ala Gln Asn Pro Arg
50 55 60

Leu Arg Gln Ser Ile Leu Leu Gly Trp Ala Asp Arg Leu Asp Thr Gln
65 70 75 80

Ala Glu Asp Leu Ala Arg Leu Leu Thr Leu Glu Asn Gly Lys Ala Ile
85 90 95

Ala Gln Ser Arg Gly Glu Ile Ala Gly Ala Ile Ser Glu Ile Arg Tyr
100 105 110

Tyr Gly Gly Leu Ala Arg His Val Pro Gly His Val Leu Glu Val Glu
115 120 125

Pro Gly Val Leu Ser Thr Met Leu Arg Glu Pro Ala Gly Val Ala Ala
130 135 140

Leu Ile Ile Pro Trp Asn Ala Pro Ala Val Leu Leu Ala Arg Ala Ile
145 150 155 160

Gly Pro Ala Leu Ala Cys Gly Cys Thr Val Val Val Lys Pro Ala Ala
165 170 175

Gln Thr Thr Leu Leu Thr Ala Ala Phe Leu Arg Ala Leu Ser Glu Val

73



Pro

Ala

Phe

225

Asp

Leu

Thr

Val

Ala

305

Arg

Gln

Gly

Leu

Phe

385

Val

Thr

Ser

Ala

210

Thr

Thr

val

Ala

Leu

290

Ala

Met

val

vVal

Val

370

Gly

Ala

Arg

Leu

195

Ala

Gly

Met

Phe

Ala

275

Val

Leu

Gly

Glu

Pro

355

Ala

Pro

Lys

Asp

180

Pro

Ala

Ser

Lys

Pro

260

Thr

His

Ala

Pro

Arg

340

Thr

His

Phe

Ala

Gly
420

Arg

Arg

Thr

Lys

245

Asp

Ile

Ala

Ala

Leu

325

Ala

Asp

Asp

Val

Asn

405

Ala

Gly

Leu

Ala

230

Leu

Ala

Ile

Ser

Met

310

Ile

Phe

Ser

Asp

val

390

Asn

Arg

Val

Val

215

Thr

Ser

Asp

Ser

Ala

295

Thr

Asp

Asp

Pro

Pro

375

Leu

Thr

Ala

ES 2817001 T3

Cys

200

Asp

Gly

Leu

Pro

Gly

280

Phe

val

Arg

Ala

Ala

360

Ser

Glu

Val

Leu

185

Asn

Ser

Lys

Glu

Ala

265

Gln

Asp

Gly

Pro

Cys

345

Ala

Ala

Arg

Phe

Arg
425

Met

Pro

Arg

Leu

250

Glu

Gln

Ala

Asn

Ala

330

Asp

Ala

Phe

Phe

Gly

410

Met

74

Ile

Leu

Ile

235

Gly

Thr

Cys

Met

Gly

315

Arg

Glu

Ser

Phe

Glu

395

Leu

Ala

Ser

Val

220

Met

Gly

Ala

Thr

Lys

300

Leu

Asp

Vval

Phe

Cys

380

Thr

Ser

Arg

Glu

205

Asp

Val

Lys

Ala

Ala

285

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

365

Gln

Glu

Ala

Ala

190

Thr

Val

Ala

Ser

Arg

270

Ala

His

Pro

val

Leu

350

Thr

Asp

Ala

Ser

Leu
430

Gly

Val

Ala

Cys

255

Ile

Arg

Leu

Ala

Gln

335

Arg

Pro

Glu

Glu

Val

415

Arg

His

Ser

Ala

240

Cys

Ala

Arg

Arg

Ile

320

Thr

Gly

Ser

Ile

Ala

400

Trp

Asn



ES 2817001 T3

Gly Thr Val Trp Ile Asn Asp His Asn Arg Leu Phe Ala Glu Ala Glu
435 440 445

Thr Gly Gly Tyr Arg Gln Ser Gly Leu Gly Arg Leu His Gly Tyr Asp
450 455 460

Ala Phe Ala Asp Phe Thr Glu Leu Lys His Val Cys Gln Thr Val Gly
465 470 475 480

Thr Ile Gly

<210> 28

<211> 480

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 28
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Met

Trp

Ala

Arg

Gln

65

Leu

Arg

Leu

Phe

Pro
145

Gln

Thr

Asp

Ala

50

Leu

Ala

Gly

Ala

Ser

130

Trp

Ser

Asp

Gly

35

Phe

Leu

Gln

Glu

Arg

115

Ser

Asn

Gln

Ser

20

Gly

Asn

Leu

Leu

Ile

100

His

Met

Ala

His

Leu

Glu

Asp

Glu

Leu

85

Gly

Asn

Leu

Pro

Tyr

Asp

Ala

Pro

Trp

70

Thr

Gly

Pro

Arg

Ala
150

Ile

Pro

Glu

Gln

55

Ala

Arg

Ala

Gly

Glu

135

VvVal

ES 2817001 T3

Asp

Ala

Ala

40

Trp

Ala

Glu

Ile

His

120

Pro

Leu

Gly

Ser

25

Glu

Ala

Gly

Asn

Ser

105

Met

Ala

Leu

76

Gln

10

Gly

Ala

Gln

Leu

Gly

Glu

Leu

Gly

Val

Trp

Glu

Ala

Asn

Lys

75

Ile

Glu

Val

Arg
155

Thr

Leu

Val

Pro

60

Ala

Ala

Leu

val

Ala

140

Ala

Ser

Ile

Ala

45

Arg

Arg

Leu

Tyr

Ala

125

Gly

Leu

Thr

Gly

Ala

Leu

Gln

Ala

Tyr

110

Pro

Leu

Ala

Asp

15

Cys

Ala

Arg

Glu

Gln

95

Ala

Gly

Ile

Pro

Arg

Phe

Ala

Gln

Gln

80

Ser

Gly

Glu

Ile

Ala
160



Ile

Leu

Pro

Ala

Ser

225

Lys

Glu

Thr

His

Gly

305

Pro

Glu

Gln

His

Leu

385

Ala

Ala

Phe

Ala

His

210

Thr

Lys

Asp

Ile

Ala

290

Gln

Leu

Ala

Gly

Arg

370

Leu

Asn

Ala

Asn

Gly

195

Leu

Ala

Leu

Ala

Ile

275

Ser

Ile

Ile

Leu

Glu

355

Asp

Val

His

Gly

Ala

180

Ala

Val

Thr

Ser

Asp

260

Ser

Arg

Arg

Asp

Asp

340

Leu

Ser

Leu

Thr

Cys

165

Ala

Val

Ala

Gly

Leu

245

Ile

Gly

Phe

Leu

Trp

325

Ser

Ser

Ser

Glu

Glu
405

Thr

Met

Asn

Ser

Gln

230

Glu

Ala

Gln

Ala

Gly

310

His

Cys

Lys

Ala

Ser

390

Phe

Val

Leu

Leu

Pro

215

Arg

Leu

Ala

Gln

Glu

295

Asn

Ser

Asp

Gly

Phe

375

Phe

Gly

ES 2817001 T3

vVal

Glu

Phe

200

Arg

Ile

Gly

Ile

Cys

280

Met

Gly

Arg

Glu

Ala

360

Phe

Glu

Leu

Ile

Pro

185

Ala

Val

Met

Gly

Ala

265

Thr

Lys

Leu

Asp

Val

345

Phe

Cys

Asp

Ser

Lys

170

Leu

Glu

Asp

Arg

Lys

250

Pro

Ala

Thr

Asp

Ser

330

Leu

Leu

Gln

Glu

Ala
410

7

Pro

Phe

Ser

Val

Asp

235

Ser

Lys

Ala

Ala

Pro

315

Val

Leu

Ala

Glu

Thr

395

Ser

Ala

Ala

Gly

Leu

220

Cys

Cys

Leu

Arg

Leu

300

Ala

Glu

Ala

Pro

Glu

380

Glu

val

Pro

Leu

His

205

Ser

Ala

Cys

Ala

Arg

285

Ser

Asn

Arg

Gly

Ser

365

Ile

Ala

Trp

Gln

Pro

190

Ala

Phe

Ala

Leu

Ala

270

Val

Ala

Asn

Arg

Gly

350

Leu

Phe

Val

Thr

Thr

175

Gly

Gly

Thr

Thr

vVal

255

Ala

Leu

Ala

Met

Ile

335

Arg

Ile

Gly

Ala

Asp
415

Ala

Leu

Ala

Gly

Met

240

Phe

Ala

Val

Leu

Gly

320

Gly

Pro

Ala

Pro

Arg

400

Gln



ES 2817001 T3

Gly Ala Arg Ala Trp Arg Val Ala Arg Ala Leu Arg Asn Gly Thr Val
420 425 430

Trp Leu Asn Asp His Asn Arg Leu Phe Ala Glu Ala Glu Thr Gly Gly
435 440 445

Tyr Arg Lys Ser Gly Leu Gly Arg Leu His Gly Val Asp Ala Leu Leu
450 455 460

Asp Phe Ser Glu Leu Lys His Ile Tyr Gln Asn Val Gly Thr Leu Gly
465 470 475 480

<210> 29

<211> 486

<212> PRT

<213> Rhodopseudomonas palustris

<400> 29

78



Met

Gln

Gly

Ala

Gln

65

Met

Gly

Glu

Phe

Gly
145

Gly

Pro

Gly

Ala

50

Asn

Glu

Lys

Tle

Glu

130

Vval

Met

Ala

Thr

35

Val

Pro

Ala

Pro

Arg

115

Val

Ala

Thr

Gln

20

Ile

Ala

Arg

Gln

Leu

100

Tyr

Glu

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

Ala

85

Pro

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

Gly

Ala

Arg

70

Asp

Gln

Ala

Gly

Ile
150

His

Ala

Phe

Arg

55

Gln

Gln

Ser

Gly

Ser

135

Ile

ES 2817001 T3

Ala

Thr

Ala

40

Arg

Met

Leu

Arg

Leu

120

Phe

Pro

Asp

Ala

25

Ala

Ala

Val

Ala

Gly

105

Thr

Ser

Trp

79

Asn

10

Pro

Gly

Phe

Met

Arg

90

Glu

Arg

Thr

Asn

Leu

Ser

Gly

Glu

Leu

75

Leu

Ile

Tyr

Leu

Ala
155

Ile

Leu

Ala

Arg

60

Arg

Leu

Ala

Ile

Leu

140

Pro

Asp

Asp

Ala

45

Pro

Trp

Thr

Gly

Pro

125

Lys

Ala

Gly

Pro

30

Asp

Glu

Ala

Leu

Ser

110

Gly

Glu

Val

Ala

15

Ser

Ala

Trp

Asp

Glu

95

Val

His

Pro

Leu

Trp

Ser

Gln

Ser

Arg

80

Asn

Ser

Val

Ala

Leu
160



Ile

Lys

Leu

Glu

Asp

225

Ala

Lys

Pro

Ala

Ala

305

Ala

Ala

Val

Leu

Gln

385

Glu

Arg

Pro

His

Gln

210

Val

Ala

Ser

Lys

Ala

290

Ala

Ala

Val

Leu

Ser

370

Glu

Lys

Ala

Ala

Glu

195

Gly

Ile

Ala

Ala

Leu

275

Arg

Leu

Gly

Ala

Arg

355

Pro

Glu

Glu

Leu

Pro

180

Val

His

Ser

Ala

Cys

260

Ala

Arg

Lys

Ala

Lys

340

Gly

Thr

Ile

Ala

Thr

165

Gln

Asp

Gln

Phe

Pro

245

Leu

Ala

Val

Ala

Glu

325

Arg

Gly

Leu

Phe

Vval
405

Pro

Thr

Gly

Val

Thr

230

Thr

vVal

Ala

Leu

Ala

310

Met

Ala

Arg

Val

Gly

390

Ala

Ala

Ala

Leu

Ala

215

Gly

Met

Phe

Ala

Val

295

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala

375

Pro

Arg

ES 2817001 T3

Leu

Gln

Pro

200

Glu

Ser

Lys

Asp

Thr

280

His

Ala

Pro

Glu

Ala

360

His

Leu

Ala

Ala

Ile

185

Arg

His

Asn

Lys

Asp

265

Ile

Ala

Asn

Leu

Ala

345

Gly

Arg

Val

Asn

Ala

170

Thr

Gly

Leu

Ala

Leu

250

Ala

Ile

Ser

Ile

Ile

330

Met

Asp

Asp

Val

His

410

80

Gly

Ala

Val

Val

Thr

235

Ser

Asp

Ala

Arg

Arg

315

Asp

Gln

Leu

Thr

Leu

395

Ser

Cys

Ala

Val

Thr

220

Gly

Leu

Ile

Gly

Tyr

300

Ile

Ala

Ala

Ala

Ser

380

Glu

Asp

Thr

Ile

Asn

205

Ser

Ala

Glu

Ala

Gln

285

Asp

Ala

Ala

Ala

Asn

365

Ala

Lys

Tyr

Val

Ile

190

Leu

Asn

Arg

Leu

Asp

270

Gln

Glu

Pro

Ser

Asp

350

Gly

Phe

Phe

Gly

val

175

Lys

val

Asp

Ile

Gly

255

Val

Cys

Met

Gly

Leu

335

Glu

Tyr

Phe

Glu

Leu
415

Ile

Cys

Ser

Val

Met

240

Gly

Ala

Thr

Lys

Ser

320

Ala

val

Phe

Val

Asp

400

Ser



Ala

Ala

Ala

His

465

Gln

Ser

Leu

Glu

450

Gly

Ser

<210> 30
<211> 485
<212> PRT

<213> Dinoroseobacter shibae DFL 12

<400> 30

val

Arg

435

Ala

Tyr

Cys

Trp

420

Asn

Glu

Asp

Gly

Thr

Gly

Thr

Ala

val
485

His

Thr

Gly

Leu

470

Val

ES 2817001 T3

Asp Gly Ala Arg Ala Met Arg

425

Val Trp Ile Asn Asp His Asn

440

Gly Tyr Arg Arg Ser Gly Leu

455

460

445

Ile Asp Phe Leu Glu Ile Lys

81

475

Val Ala Arg
430

Lys Leu Phe

Gly Arg Leu

His Val Tyr
480



Met

Ser

Val

Ile

Pro

65

Ala

Pro

Arg

vVal

Thr

Asp

Val

Ala

50

Arg

Asp

Leu

Tyr

Ala
130

Thr

Ala

Gly

Ala

Asp

Leu

Gly

Tyr

115

Pro

Thr

Gly

20

His

Ala

Arg

Ala

Ala

100

Ala

Gly

Asp

Asp

Val

Arg

Gln

Arg

Ser

Gly

Glu

Leu

Lys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Lys

Leu

Leu

Ile

Ile

Ala

Ala

55

Ala

Ala

Gly

Thr

Ser
135

ES 2817001 T3

Ala
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Gly

195

Pro

Lys

vVal

Asp

Thr

275

Gly

Thr

Phe

Leu

Leu

355

Pro

Pro

vVal

Pro

180

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

260

Glu

Pro

Ser

Leu

His

340

Met

Val

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

Pro

Leu

245

Ile

Ile

Leu

Leu

Ser

325

Ser

Thr

Gly

Ile

Ile

405

Thr

Ser

Leu

Glu

Leu

230

Leu

Leu

Ala

Ile

Ile

310

Leu

Phe

Tyr

Phe

Ile

390

Met

Val

Ser

Ser

Val

215

Lys

Leu

Pro

Ile

Gly

295

Gly

Gly

Ala

Leu

Thr

375

Ser

Phe

Leu

ES 2817001 T3

Tyr

Leu

200

Trp

Glu

Ser

Thr

Val

280

Gly

Ala

Ser

Ile

Asn

360

Trp

Leu

Tyr

Thr

Leu

185

Ala

Thr

Ile

Ile

Phe

265

Met

Glu

Ile

Leu

Leu

345

Glu

Asn

Ala

Thr

Lys

Val

Val

Lys

Phe

Gly

250

Leu

Ile

Ile

Ile

Lys

330

Phe

Ile

Thr

Val

Leu

410

Glu

95

Trp

Leu

Ile

Ser

235

Trp

Ser

Ile

Ser

Vval

315

Ser

Leu

Tyr

Gly

Ala

395

Ile

Thr

Gly

Gly

Lys

220

Lys

Gly

Ser

Gly

Gln

300

Leu

Gly

Val

Pro

Phe

380

Ser

Val

Lys

Trp

Phe

205

Lys

Tyr

Ala

Vval

Ser

285

Ile

Ala

Asp

Asp

Ala

365

Ala

Ala

Val

Gly

Arg

190

Val

Arg

Arg

Ser

Asn

270

Ile

Ile

Val

Leu

Ile

350

Ser

Ile

Gly

Ser

Thr

Val

Asn

Gly

Tyr

Phe

255

Lys

Gly

Gly

Val

Asn

335

Gly

Val

Gly

Leu

Val

415

Ile

Met

Tyr

Ser

Gln

240

Tyr

Leu

Met

Arg

Gly

320

Gln

Gly

Arg

Gly

Ser

400

Ile

Ser
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420
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425

Lys Glu Glu Tyr Glu Ile Gln Lys Glu Thr Leu

435

<210> 35
<211> 1240
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

440

430

<223> Fragmento de Kpnl-Nhel sintético para la expresién de alcohol deshidrogenasa de Aneurinibacillus

terranovensis

<400> 35

ggtaccgaat
atcaactttg
gaaaaattcg
aaaggtgttg
attcagtttg
ggtgttgaag
ccgattgata
tatgcecggtg
accagtggca
gttaaagtta
ctgaccatga
ggtattgaaa
gcaattcata
gcacgtattg
ctgggtctgg
gttgcaattg
aaagcagcaa
ctgcaggcat
cgtgaagttg
ggcatgatga

gaaatctttt

<210> 36
<211> 1205

tccacatgac
aattttcatt
gccagcagcet
aaagcgcagg
atatctatac
tttttcagceca
ccgcaaaagg
ttaatcagat
ccggtagega
ccgttaccag
gcctgecectge
ccttttttag
ccgttaatcg
gtatgagcca
cccatgecat
gtctgctget
aaattgcagg
caccggcagt
atgttaccga
aattcaatcc

gaagaccgaa

aaggggagac

taacctgceg
gattagcatt
tetgetggea
cgatgtggaa
gaaaccgtat
tattcgtgtt
tceggttgea
agttaccaat
ccagtatatg
aaaaatgacc
cctgggtage
ttatctgagce
tggtagcctg
tggtagcgeca
gccgaaagtt
tctgatgggt
tgcacgtctg
aaaaaaactg
gcgtcageeg

gcgaattcct

cgcatgacca
accctgatceg
ggtgttaaac
gcactgacceg
agcgatccga
gattgcattg
gttgcagcaa
ccgaccattce
tttggtgttt
gcaccgacaa
gcagcaagcg
agtccggcaa
cgtgcagtte
ctggctggea
ctgagcggte
gttgaattta
atgaaaggtg
gttgaagata
ttcgagatcg
agcgaaagcg

cgagtctaga

96

ttagtccgge
aatttggtta
gcatttttat
attcactgea
gcctggaaac
ttgcagttgg
atggtggtaa
cgctgetgge
atagcgattg
ttgcatgggt
gtattgatgc
gtgatgccct
ataatggtag
tggcatttaa
attgtcatgt
atgcaaccgt
aacatagcga
ttggcctgece
ccaaagatag

aagttctgca

agttaaagcc
tggtaaaatg
ggtgaccgat
ggcagcagcea
cattgatcgt
tggtggtage
tattggtcat
aattccgacc
gcagaacaac
tgatcecggceca
actggcacat
ggcaattgaa
cgatatggaa
caatggtttt
tccgeatggt
tcgtceggat
agaactggcc
gacacgtctg
ctttaaaagc

gctgcectgaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1240
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2817001 T3

<223> Fragmento de Kpnl-Nhel sintético para la expresion de alcohol deshidrogenasa de Brevibacillus

thermoruber

<400> 36

ggtacctagg
tcagcttceca
agcgcectgea
ccgeecggect
tgtacaccga
tccgegecaa
ccaagggcat
accgcgtgece
gcagcgaggt
tgaccagceccce
tgccggceccaa
tcttcagegt
tgaacgccca
tgagccacgg
acgccatcgg
tgctgetgec
tggccegect
ccgeegtgge
tgccggagga
gcaacccgceg

ctagce

<210> 37
<211> 1228
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

aaaggaagat
cctgeecgace
gcacctgggce
gctgaacggce
ggtggagccg
gccgtacgac
gcgegtggtyg
gatggcccceg
gaccatgttc
gcacatggcce
gatgaccgcce
gcgcagccge
cctgegecge
cagcctgcetg
cagcgccctg
gcacgtggtg
gctgggegtyg
ccgecatggtg
gaagctgceccg

ccagccgace

taacccatga
ctgatcgagt
gtgaccaacg
ctggtgggca
gacccgggcce
tgcctggtgg
accagctgcg
gcecgtgecge
ggcgtgtaca
ccgaccatcg
gccagcggcea
ccggccageg
gccgtgecacg
gccggecatgg
agcggccact
gccttcaacg
gaggccaacc
gccgacatcg

gccategeca

gagcaggagg

gccagaccegt
tecggectacgg
tgttegtggt
gcctgcagag
tggagaccat
ccgtgggegyg
gcggcagcat
tggtggccgt
gcgactggca
ccetggtgga
tcgacgcecect
acgcccetgge
acggcagcga
ccttcaccaa
gccacgtgce
cccecggeccg
cgcgcgagga
gcctgecgac
aggacgceccett

tgcgecgaget

gcagggcacc
ccgcgccagce
gaccgacaag
cgccggecatce
cgaccgcggce
cggcagcccg
cgccgactac
gccgaccacce
caaccacgtg
cceggecectg
ggcccacggce
catggaggcce
cgtggaggcece
cggcttectg
gcacggcatc
cccggacaag
gcgcggegag
ccgectgege
caagagcggc

gctgegeege

gacttcgect
cgectgggeg
ggcgtggagg
gccttcegace
gccgeegtgt
atcgacgccg
gceggegtga
agcggcaccg
aaggtgaccg
accgtgagcece
atcgagacct
atcgcecgecg
cgcatcggceca
ggcctggece
gccatcggece
gccgcccagce
gagaccagcg
gacgtgggeg
atgatgacct

gccttetgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1205

<223> Fragmento de Kpnl-Nhel sintético para la expresion de alcohol deshidrogenasa de Brevibacillus

panacihumi

<400> 37
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ggtaccgaat
attgaaagcc
agcegtcectgg
cagggtgtge
ctgcactttce
ggcgcagcaa
ccgattgata
tatgccggtg
accagtggca
gtgaaaatta
ctgaccctga
ggcattgaaa
gcaatgaaaa
gcacgtattg
ctgggtctgg
gttgcgattg
aaagcagaac
gaactggttg
gttccggaag
tggaatccge

agaccgaagc

<210> 38
<211> 1184
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tccacatgac
cgtttagett
gtgaaatgct
gtcaggcagg
agatttatge
tgtttcagca
ccgcaaaagg
ttaatcgegt
ccggtagecga
ccgttaccag
gcectgectge
ccttttttag
tgattgcacc
gtatgagcca
cccatgccat
gcetgetget
tgattgccga
gtcagctggt
cgaaactggt
gtctgecgac

gaattcctcg

ES 2817001 T3

aaggggagac
tcatctgceeg
gctgagcatg
tctgctggat
agatgttgaa
gcagagcttt
tattcgtgtt
tcecggcagcea
agttaccatt
tccgecatatg
aaaaatgacc
cctgegtage
gcatctgegt
gggtagcgtg
tggtagtgca
gcegeatgtg
tgttctgggt
tcaggatatt
tgatattgca
agaacaagaa

agtctaga

cgcatgagceg
accaatgttc
ggtgttcgtce
gaagttattc
ccggatccga
gattgtatgg
ctggcagcaa
agcgcaattce
tttggtgttt
gcaccgagca
gcagcaaccg
agtccggcaa
cgtgcagtte
ctggcaggta
ctgagcggtc
gttgcattta
agcgttcaga
ggtctgecege
aaagatagct

gttctggaac

caaatcagag

cgttcagggt

agtttggtgt tggtagcgca

gtgtttttect
atagcctgga
gcctggaaac
ttgcaattgg
atggtggcgg
cgctgattge
atagcgattg
ccgcactgat
gtattgatgce
gtgatgccct
gtgatggtgce
tggcatttaa
attgtcatgt
atacaccggt
aagaaaccgg
agcgtctgceca
ttaaaagcgg

tgctgcagaa

ggttaccgat
agaaaaaggc
cattcaggca
tggtggtagt
tattggtcag
aattccgacc
ggagaaccac
tgatcecggeca
actggcacat
ggcaattcat
agatatggaa
caatggtttt
tcecgecatggt
tcgtceggaa
caccgcagcc
agaagttggc
catgatgaaa

agccttttga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1228

<223> Fragmento de Kpnl-Nhel sintético para la expresion de alcohol deshidrogenasa de Bacillus sp. FJAT-

14578

<400> 38
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ggtacctagg
agatccactt
gcgecttcat
acatcctgaa
gcgtggagac
tecgecategg

acggcggcag

aaaggaagat
cggctacaac
cgtgaccgac
ggaccaccag
cgtggacaag
cggcggcage

catcecgegac

ES 2817001 T3

taacccatgt
accatcaagce
cagggcgtgc
atcagctacg
gcecgeccaga
ccgatcgaca

tacgcecggeg

acccgagcett
agctggacca
tgaacagcgg
tgatctacag
tgttccageg
ccgccaaggg

tgaacctgat

cgagttccac
cctgeegtte
cctggtggag
cgaggtggag
cgaggaggcc
cgtgegegtg

caagcagaag

ctgccgacca
gagatcaagc
aacgtgacca
ccggacccega
gacgccctga
atcgecceggea

agcaacatcc

cgctgatecge catcccgacce accagcggca ccggcagcecga ggtgaccatce ttcegecegtgt

tcagcgactg
tcagcatcgt
gcttcgacge
gcgacgtget
acaacggcga
tggccttcaa
acgcccacgt
acagcatcag
gcagcctgag
acgacatcgg
tgatcgececge
aggaggagat
<210> 39
<211> 1184

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ggaggagaac
ggacccgaag
cttcgceccac
ggccttecage
ggacgtggag
ccagagctac
gagccacggc
ccgcatggac
cgactgggag
cctgccgecag
cgacagcgtg

cctggagcetg

cgcaaggtga
atgaccatga
ggcgccgaga
gccatgagca
gcccgcatca
ctgggcctga
gtggccatcg
aagcacatcg
atcatcgacc
cgcctgecage
aagagcggca

ctgaaggagc

ccgtgaccag
ccgecccegece
ccttegtgag
ccgtgagcaa
agatggccga
cccacgccat
gcctgetget
agatggccgg
agctgatcga
aggtgggcgt
tgtggaagtt

tgtactgagce

ccegttectg
ggccatcacc
ccgcgecage
gtacctgege
ggccagcctg
cggcagcgcec
gcegggegtyg
cgccttecge
ggacgtgagc
gaaggaggac
caacccgcge

tagc

gccceggaca
gccgecagceg
cagccggeca
cgegecgtgt
ctggccggeca
ctgagcggcecce
atccgctaca
gagatcgacc
cgectgegeg
cagctgaaga

caggccagcg

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1184

60

120

180

240

300

360

420

<223> Fragmento de Kpnl-Nhel sintético para la expresion de alcohol deshidrogenasa de Bacillus sp. L1(2012)

<400> 39
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ggtacctagg
gcatccagtt
gcgcecttceat
acgccatcaa
gcgtggagac
tcgecgtggg
acggcggcag
cgctggtgge
tcagcgacga
tgagcatcat
gcttcgacge
gcgacgccct
acaacggcga
tggccttcaa
acgcccacgt
acctggtggce
acggcctgag
acgacatcgg
ccatcagcaa
agcaggacgt
<210> 40

<211> 27

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> sitio de union al ribosoma que contiene el espaciador n.° 2

<400> 40

gaattccaca tgacaagggg agaccgc

aaaggaagat
cggctacgag
cgtgaccgac
gcaggccaac
cgtggacaag
cggcggecage
catccgeaac
catcccgacce
caaggagaac
cgacccgaag
cttecgeccac
ggccctgage
cgacatcgag
ccagagctac
gagccacggc
caagatcgac
caactacgag
cctgcecgaag
ggacagcatc

gtaccagatg

ES 2817001 T3

taacccatgt
aaggtgaagg
aagggcgtgg
atgacctaca
gccgccaagg
ccgatcgaca
tacagcggcg
accgccggca
cgcaaggtga
ctgaccctga
gccgecgagg
gccatgaaga
gcccgcecatga
ctgggcctgg
gtggtgatcg
aagtacgccg
gccgecgece
cagctgecgeg
aagagcggca

ctgcgcgaga

27

acaccagctt
agctgaagaa
agaaggccgg
agatctaccg
ccttegecga
ccgccaaggg
tgaacctggt
ccggcagcga
ccgtgaccag
ccgececgece
ccttegtgag
ccgtgcacac
agatggccga
cccacgccat
gcetgetget
aggccggcaa
tgttcagcga
aggtgaacgt
tgtggcagtt

tgctgtgagce

100

caacttccac
cctgecegtte
cctgctgaac
cgacgtggag
ggcegagtge
cgtgegegtg
gaaggaggcc
ggtgaccatc
cagccacctg
gagcatcacc
ccgcatcage
ctacctgege
ggccagcecctg
cggcagcgcce
gccgaaggtg
gtacatcgag
gaccgtgacc
gaaggaggcc
caacccgcgce

tagc

ctgccgacce
caggccaacc
gacgtgatcg
ccggacccga
gacctgctga
gtggccagceca
ccgagegtge
ttecgeegtgt
agcccggacg
gccgecgecg
cagccgccga
cgcegecgtgt
ctggcecggeca
atcagcgtgce
atcgagtaca
cagagcagcc
cagctgcgca
cagctggagg

cgcgccageg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1184
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para oxidar acido 5-hidroximetil-2-furancarboxilico (HMFCA) a acido 5-formil-2-furoico (FFA), donde el
proceso comprende la etapa de incubar una célula en presencia de HMFCA, preferiblemente en condiciones
propicias para la oxidaciéon de HMFCA por la célula, donde la célula comprende un constructo de expresion para
la expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica una HMFCA deshidrogenasa que tiene una secuencia
de aminoacidos con al menos un 45 % de identidad con cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la SEC
ID N.% 11, y donde el constructo de expresion se puede expresar en la célula y la expresién de la
deshidrogenasa confiere 0 aumenta en la célula la capacidad de oxidar HMFCA a FFA, en comparacion con una
célula de tipo salvaje correspondiente que carece del constructo de expresion.

2. Proceso para producir FDCA, que comprende el paso de incubar una célula en un medio que comprende uno
0 mas precursores furanicos de FDCA, preferiblemente en condiciones propicias para la oxidacion de los
precursores furanicos de FDCA por la célula a FDCA vy, opcionalmente, recuperar el FDCA, donde la célula
comprende un constructo de expresion para la expresion de una secuencia de nucleotidos que codifica una
HMFCA deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos un 45 % de identidad con
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N.°: 1 a 11, donde el constructo de expresion se
puede expresar en la célula y la expresion de la HMFCA deshidrogenasa confiere o aumenta en la célula la
capacidad de oxidar HMFCA a FFA, en comparacion con una célula de tipo salvaje correspondiente que carece
del constructo de expresion,

donde preferiblemente, al menos un precursor furdnico de FDCA se selecciona del grupo que consta de HMF,
2,5-dihidroximetil furano (DHF), HMFCA, FFA 'y 2,5-diformil furano (DFF), de los cuales HMF es el preferido, y
donde preferiblemente los precursores furanicos de FDCA se obtienen a partir de uno o mas azlcares de
hexosa, preferiblemente uno o méas azlcares de hexosa obtenidos de biomasa lignocelulésica, preferiblemente
por deshidratacion catalizada por acido.

3. Proceso para producir FDCA segun la reivindicacion 2, en el que el FDCA se recupera del medio mediante un
proceso que comprende precipitacién acida o salina seguida de cristalizacion por enfriamiento y/o extraccién con
disolvente.

4. Proceso para producir un polimero a partir de uno o mas monémeros de FDCA, que comprende las etapas de:

a) preparar un mondémero de FDCA en un proceso segun las reivindicaciones 2 0 3; y
b) producir un polimero a partir del monémero de FDCA obtenido en a).

5.Uso de una célula para la biotransformacion a FDCA de uno o mas precursores furanicos, donde
preferiblemente, al menos un precursor furdnico de FDCA se selecciona del grupo que consta de HMF, DHF,
HMFCA, FFA y DFF, de los cuales HMF es el preferido, donde la célula comprende un constructo de expresion
para la expresién de una secuencia de nucleétidos que codifica una HMFCA deshidrogenasa que tiene una
secuencia de aminoéacidos con al menos un 45 % de identidad con cualquiera de las secuencias de aminoacidos
de las SEC ID N.°: 1 a 11, y donde el constructo de expresion se puede expresar en la célula y la expresion de la
HMFCA deshidrogenasa confiere o aumenta en la célula la capacidad de oxidar HMFCA a FFA, en comparacion
con una célula de tipo salvaje correspondiente que carece del constructo de expresion.

6. Célula que comprende un constructo de expresion para la expresion de una secuencia de nucleétidos que
codifica una HMFCA deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos un 81.65 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.° 1, donde el constructo de expresion se puede
expresar en la célula y la expresion de la HMFCA deshidrogenasa confiere o aumenta en la célula la capacidad
de oxidar HMFCA a FFA, en comparacion con una célula de tipo salvaje correspondiente que carece del
constructo de expresion.

7. Célula segun la reivindicacion 6, donde la célula tiene ademas al menos uno de los siguientes:

a) una actividad de aldehido deshidrogenasa que oxida los aldehidos furanicos a los &cidos carboxilicos
furanicos correspondientes, donde preferiblemente la célula comprende una segundo constructo de
expresion para la expresion de una secuencia de nucledtidos que codifica una aldehido deshidrogenasa
gue comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 45 % de identidad con cualquiera de las
secuencias de aminoacidos SEC ID N.°: 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, donde el segundo constructo de
expresion es expresable en la célula y la expresion de la aldehido deshidrogenasa confiere o aumenta en la
célula al menos una de las capacidades siguientes: i) oxidar 5-hidroximetilfurfural (HMF) a HMFCA, ii)
oxidar DFF a FFA vy iii) oxidar FFA a FDCA, en comparacion con una célula de tipo salvaje correspondiente
que carece del segundo constructo de expresion; y

b) la capacidad de transportar compuestos furanicos hacia dentro y/o hacia fuera de la célula, donde
preferiblemente la célula comprende un tercer constructo de expresion para la expresion de una secuencia
de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene la capacidad de transportar al menos HMFCA al interior
de la célula, cuyo polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 45 % de
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identidad con cualquiera de las secuencias de aminoacidos SEC ID N.°: 17, 31, 32, 33 y 34, donde el tercer
constructo de expresion es expresable en la célula y la expresion del polipéptido confiere 0 aumenta en la
célula la capacidad de transportar al menos HMFCA al interior de la célula, en comparacién con una célula
de tipo salvaje correspondiente que carece del tercer constructo de expresion.

8. Célula segun la reivindicacion 7, donde la célula es una célula microbiana, preferiblemente la célula es una
levadura o una célula fangica filamentosa seleccionada de un género del grupo que consta de Candida,
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Yarrowia, Acremonium, Agaricus,
Aspergillus, Aureobasidium, Myceliophthora, Chrysosporium, Coprinus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium,
Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Piromyces, Panerochaete, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium y
Trichoderma, mas preferiblemente una levadura o una célula fungica filamentosa seleccionada de una especie
del grupo que consta de Kluyveromyces lactis, S. cerevisiae, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica, Pichia
pastoris, Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus sojae, Aspergillus fumigatus,
Talaromyces emersonii, Aspergillus oryzae, Myceliophthora thermophila, Trichoderma reesei y Penicillium
chrysogenum; o,
preferiblemente la célula es una célula bacteriana seleccionada de un género del grupo que consta de
Escherichia, Anabaena, Aeribacillus, Aneurinibacillus, Burkholderia, Bradyrhizobium, Caulobacter, Cupriavidus,
Desulfotomaculum, Desulfurispora, Gluconobacter, Rhodobacter, Pelotomaculum, Pseudomonas, Paracoccus,
Bacillus, Geobacillus, Brevibacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Rhizobium (Sinorhizobium),
Flavobacterium, Klebsiella, Enterobacter, Lactobacillus, Lactococcus, Methylobacterium, Ralstonia,
Rhodopseudomonas, Staphylococcus y Streptomyces, mas preferiblemente una célula bacteriana seleccionada
de una especie del grupo que consta de A. pallidus, A. terranovensis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
coagulans, B. kribbensis, B. licheniformis, B. puntis, B. megaterium, B. halodurans, B. pumilus, B. thermoruber, B.
panacihumi, C. basilensis, D. kuznetsovii, D. thermophila, G. kaustophilus, Gluconobacter oxydans, Caulobacter
crescentus CB 15, Methylobacterium extorquens, Rhodobacter sphaeroides, Pelotomaculum thermopropionicum,
Pseudomonas zeaxanthinifaciens, Pseudomonas putida, Paracoccus denitrificans, E. coli, C. glutamicum,
Staphylococcus carnosus, Streptomyces lividans, Sinorhizobium melioti 'y Rhizobium radiobacter.

9. Polipéptido que tiene actividad de HMFCA deshidrogenasa, cuyo polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 81.65 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N.°: 1.

10. Molécula de acidos nucleicos que comprende al menos una de las siguientes:

a) una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido como se define en la reivindicacion 9;

b) una secuencia de nucleétidos como la establecida en la SEC ID N.°: 12 0 13;

¢) una secuencia de nucle6tidos cuya secuencia difiere de la secuencia de una secuencia de nucleétidos de
b) debido a la degeneracion del cédigo genético; y

d) una secuencia de nucledtidos que es el complemento inverso de una secuencia de nucledtidos tal como
se ha definido en los puntos a) a c),

donde, preferiblemente, la molécula de acidos nucleicos es un vector.
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