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DESCRIPCION

Proceso para la produccién de etanol en un medio que comprende xilosa que emplea una cepa de zymomonas
recombinante con expresion de hima reducida.

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de EEUU No. 60/983761, presentada el 30 de octubre,
2007.

DECLARACION DE LOS DERECHOS DEL GOBIERNO

Esta invencién se hizo con el apoyo del Gobierno de los Estados Unidos con el Contrato No. 04-03-CA-70224 otorgado
por el Departamento de Energia y el Contrato No. DE-AC36-08G028308 entre el Departamento de Energia de los
Estados Unidos y la Alianza para Energia Sostenible, LLC, el Gerente y Operador del Laboratorio Nacional de Energia
Renovable. El Gobierno de EEUU tiene determinados derechos en esta invencion.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a los campos de la microbiologia y la ingenieria genética. Mas especificamente, se encontré que
el gen himA, que codifica la subunidad alfa del factor de integracion del anfitrién, estaba implicado en la tolerancia al
acetato de Zymomonas. Se desarrollé una cepa de Zymomonas que utiliza xilosa con una modificacién genética en el
gen himA, que presenta una produccién mejorada de etanol en presencia de acetato.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La produccion de etanol por microorganismos proporciona una fuente de energia alternativa a los combustibles fésiles y,
por lo tanto, es un area importante de investigacion actual. Zymomonas mobilis es un etanolégeno bacteriano que crece
en glucosa, fructosa y sacarosa, metabolizando estos azlcares a CO.y etanol a través de la ruta Entner-Douderoff.

Es deseable usar biomasa lignocelulésica hidrolizada que puede proporcionar un sustrato de carbono disponible de
manera abundante y de bajo coste para usarse en la fermentacion para la produccion de etanol. La xilosa es la pentosa
principal en los materiales lignocelulésicos hidrolizados. Aunque las cepas de tipo salvaje de Z. mobilis no pueden usar
xilosa como fuente de carbono, se han obtenido por ingenieria cepas recombinantes que son capaces de crecer en este
azucar (EEUU 5514583, EEUU 5712133, WO 95/28476, Feldmann et al. (1992) Appl Microbiol Biotechnol 38: 354-361,
Zhang et al. (1995) Science 267: 240-243). Estas cepas estdn modificadas para la expresion de cuatro enzimas
necesarias para el metabolismo de la xilosa: 1) xilosa isomerasa, que cataliza la conversién de xilosa en xilulosa; 2)
xiluloguinasa, que fosforila la xilulosa para formar xilulosa 5-fosfato; 3) transcetolasa; y 4) transaldolasa (EEUU 5514583,
EEUU 6566107; Zhang et al. (1995) Science 267: 240-243). Equipadas con estas cuatro enzimas y la maquinaria
metabdlica normal de la célula, tres moléculas de xilosa se convierten en dos moléculas de glucosa 6-fosfato y una
molécula de gliceraldehido 3-fosfato, que se convierten posteriormente en etanol y CO; en la parte de la glucosa de la
ruta (Figura 1).

Aunque se ha tenido éxito en la modificacion por ingenieria de cepas de Z. mobilis para el metabolismo de la xilosa, las
cepas no crecen ni producen etanol tan bien en xilosa como en glucosa. Incluso en circunstancias ideales, el
metabolismo de la xilosa es de 3 a 4 veces mas lento que el metabolismo de la glucosa (Lawford et al. (2000) Applied
Biochemistry and Biotechnology 84-86: 277-293) y la diferencia es mucho mayor en condiciones adversas. Debido al
flujo lento del carbono, el nivel de ATP en estado estacionario también es mas bajo con el crecimiento en xilosa (Kim et
al. (2000) Applied and Environmental Microbiology 66(1): 186-193) y, como resultado, Z. mobilis es mucho mas
susceptible al estrés y a inhibidores cuando se crece en este azlcar (Joachimsthal et al. (2000) Applied Biochemistry
and Biotechnology 84-86: 343-356; Kim et al. (2000) Applied Biochemistry and Biotechnology 84-6: 357-370). Un estrés
particular encontrado con el uso de biomasa lignoceluldsica hidrolizada para la fermentacién es la presencia de acetato
(Kim et al. (2000) Applied Biochemistry and Biotechnology 84-86: 357-370) que se libera de los restos de xilosa
acetilados en la hemicelulosa durante los procesos de pretratamiento y sacarificacion.

El documento FREUNDLICH, M. ET AL.: "The role of integration host factor in gene expression in Escherichia coli"
(MOLECULAR MICROBIOLOGY, vol. 6, no. 18, 1992, paginas 2557-2563) describe una cepa de Escherichia coli
modificada genéticamente que tiene una expresién génica delecionada de himA o himAD, que da lugar a un crecimiento
reducido en presencia de acetato.

Los mecanismos para que Z. mobilis haga frente al estrés relacionado con acetato y otros acidos organicos no se han
esclarecido y no hay publicaciones en la bibliografia acerca de genes que jueguen un papel en este proceso. Por lo
tanto, actualmente no es una opcién el uso de un disefio racional para obtener por ingenieria genética una cepa que
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tenga una mayor resistencia al acetato. Por otra parte, se han descrito mutantes de Z. mobilis que tienen una mayor
tolerancia para el acetato (Joachimsthal et al. (1998) Biotechnol. Lett. 20(2): 137-142; Jeon et al. (2002) Biotechnol. Lett.
24: 819-824; Solicitud de Patente de EEUU 20030162271). Para generar estos mutantes se usé la seleccion después de
mutagénesis quimica aleatoria con nitrosoguanidina (NTG) pero los genes modificados que eran responsables del
fenotipo resistente al acetato no se identificaron en ninguno de estos casos. Tampoco se determind si se requeria una
mutacién o mdultiples mutaciones para un mejor comportamiento en la fermentacion en la presencia de acetato. Asi,
actualmente no se sabe a partir de los estudios citados anteriormente como conferir tolerancia al acetato a otras cepas
de Z. mobilis usando ingenieria genética dirigida.

Existe todavia una necesidad de identificar a los genes implicados en la tolerancia al acetato que pueden modificarse
para producir cepas tolerantes al acetato de Zymomonas para la fermentacion de hidrolizado, producido a partir de
biomasa lignocelulésica pretratada y sacarificada, para producir etanol.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a la produccion de etanol usando cepas de Zymomonas que utilizan xilosa que tienen
un comportamiento mejorado en presencia de acetato. Los solicitantes han descubierto que la tolerancia al acetato se ve
afectada por el gen himA que codifica la subunidad alfa del factor de integracion del anfitrion. Una Zymomonas que
utiliza xilosa con una modificacién genética en el gen himA tiene una tolerancia incrementada al acetato cuando se
cultiva en mezclas concentradas de glucosa y xilosa en presencia de acetato. La modificacion de himA proporciona una
expresion reducida del gen himA enddgeno. En estas condiciones, la utilizacion de xilosa y la produccion de etanol son
significativamente mayores para la cepa con himA modificado que para una cepa comparable que tiene una expresion
normal del gen himA.

De acuerdo con esto, la invencién proporciona un proceso para producir etanol a partir de un medio con mezcla de
azlcares que comprende Xxilosa, que comprende:

(a) proporcionar una cepa de Zymomonas recombinante capaz de utilizar xilosa para producir etanol,
comprendiendo dicha cepa al menos una modificacion genética en el gen himA que reduce la expresiéon de la
proteina de la subunidad alfa del factor de integracion del anfitrién (HimA); y

(b) cultivar la cepa de (a) en un medio con mezcla de azlcares que comprende xilosa, en el que dicha cepa usa la
xilosa como fuente de carbono para producir etanol.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS Y DESCRIPCIONES DE LAS SECUENCIAS

La invencion puede entenderse en su totalidad a partir de la descripcién detallada, las Figuras y las descripciones de
secuencias adjuntas siguientes que forman una parte de esta solicitud.

La Figura 1 muestra un diagrama de las cuatro enzimas (en recuadros) que se han usado para modificar por
ingenieria Z. mobilis para la utilizacion de xilosa y rutas bioquimicas para la produccion de etanol usando xilosa.

La Figura 2 muestra un mapa plasmidico de pMODgap/aada, el plasmido que se us6 para generar una biblioteca de
insercion de transposén en ZW801-4.

La Figura 3 muestra un gréfico de crecimiento de ZW801-4 en una mezcla concentrada de glucosa y xilosa con dos
cantidades diferentes de acetato.

La Figura 4 muestra gréaficos de utilizaciéon de glucosa, utilizaciéon de xilosa y produccion de etanol para el cultivo de
la biblioteca de mutantes de insercién de transpos6n enriquecida en comparacion con la cepa control, ZW801-4, en
medio con 100 g/L de glucosa, 90 g/L de xilosa y 6 g/L de acetato (A) o con 105 g/L de glucosa, 100 g/L de xilosa y
9 g/L de acetato (B).

La Figura 5 muestra gréaficos de crecimiento en medios que contienen glucosa para ZW801-4 (A) y el mutante de
insercion de transposon, AcR#3 (B) con diferentes cantidades de acetato de potasio.

La Figura 6 muestra graficos de valores de punto final para el crecimiento en medios que contienen glucosa a las
43h para ZW801-4 (A) y el mutante de insercion de transposon AcR#3 (B) con diferentes sales de acetato.

La Figura 7 muestra un gréfico de utilizacién de glucosa, utilizacion de xilosa y produccién de etanol para ACR#3 y
ZW801-4 en medio con 105 g/L de glucosa, 100 g/L de xilosa y 9 g/L de acetato.
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La Figura 8 muestra graficos de utilizacion de glucosa, utilizacion de xilosa y produccion de etanol para ZW801-4 (A)
y AcR#3 (B) en 100% medio Hidrolizado Simulado, que contiene ~9,5 g/L de acetato y 190 mM de iones amonio,
con 110 g/L de glucosa y 90 g/L de xilosa.

La Figura 9 muestra mapas de plasmidos hechos durante la construccion de un vector con el gen himA inactivado
PLDHTC139#7 (A), pLDHTC139#7-9WW (B) y pLDHSpP-9WW (C).

La Figura 10A muestra la localizacién genémica de los cebadores usados para preparar ADN que flanquea himA
para la insercién en el vector suicida himA, pHimA, y en la Figura 10B se muestra un mapa circular del plasmido
pHIMA.

La Figura 11 muestra gréaficos de utilizacion de glucosa, utilizacién de xilosa y produccién de etanol para ZW801-4
(A) y ZW801-4::AhimA (B) en 100% de medio Hidrolizado Simulado, que contiene ~9,5 g/L de acetato y 190 mM de
iones amonio, con 110 g/L de glucosay 90 g/L de xilosa.

La Figura 12 muestra gréficos de crecimiento en medios que contienen glucosa para ZW801-4 (A), AcR#3 (B) y
ZW801-4::AhimA (C) con 0 u 8 g/L de acetato afiadido como la sal de potasio.

La invencion puede entenderse en su totalidad a partir de la descripciéon detallada y las descripciones de secuencias
adjuntas siguientes que forman una parte de esta solicitud.

Las secuencias siguientes cumplen con 37 C.F.R. 1.821-1.825 ("Requirements for Patent Applications Contaning
Nucleotide Sequences and/or Amino Acid Sequence Disclosures - the Sequence Rules") y son coherentes con el
Estandar ST.25 (1998) de la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) y los requerimientos del listado de
secuencias de EPO y PCT (Normas 5.2 y 49.5(a-bis) y la Seccién 208 y Anejo C de las Instrucciones Administrativas).
Los simbolos y formato usados para los datos de secuencias de nucledtidos y aminoéacidos se ajustan a las normas
mostradas en 37 C.F.R. §1.822.

Se proporciona un Listado de Secuencias adjunto en Disco Compacto. Los Discos Compactos se presentan en
duplicado y son idénticos entre si. Los discos estan marcados como "Copia 1 - Listado de Secuencias" y "Copia 2
Listado de Secuencias". Los discos contienen el archivo siguiente: CL4041 seq list.ST25.

SEQ ID NO:1 es la secuencia de nucleétidos de la regién codificadora de himA de Zymomonas mobilis.

SEQ ID NOs:2 y 3 son las secuencias de nucleétidos de cebadores para la secuenciaciéon de sitios de insercion de
transposones.

SEQ ID NOs:4 y 5 son las secuencias de nuclettidos de cebadores para la amplificacion por PCR de un fragmento de
ADN que contiene el gen Idh y algo de ADN circundante.

SEQ ID NOs:6 y 7 son las secuencias de nucleétidos de cebadores para la amplificacion por PCR de un fragmento de
ADN que contiene el casete de resistencia a tetraciclina de pACY184.

SEQ ID NOs:8 y 9 son las secuencias de nucleétidos de oligos usados para preparar un sitio loxP para la insercién en el
plasmido pLDHTc139#7.

SEQ ID NOs:10 y 11 son las secuencias de nucle6tidos de oligos usados para preparar un sitio loxP para la insercién en
el plasmido pLDHTc139#7-9W.

SEQ ID NOs:12 y 13 son las secuencias de nucle6tidos de cebadores para la amplificacion por PCR de un fragmento de
ADN que contiene el casete de resistencia a espectinomicina del plasmido pHP15578.

SEQ ID NOs:14 y 15 son las secuencias de nucle6tidos de cebadores para la amplificacion por PCR de un fragmento de
ADN que flanquea himA en 3'.

SEQ ID NOs:16 y 17 son las secuencias de nucleétidos de cebadores para la amplificacién por PCR de un fragmento de
ADN que flanquea himA en 5'.

SEQ ID NOs:18 y 19 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores de PCR que se usaron para confirmar que
habia ocurrido un evento de entrecruzamiento simple entre el ADN que flanquea himA en 5' en pHimA y su equivalente
cromosémico.
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SEQ ID NOs:20 y 21 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores de PCR que se usaron para confirmar que
habia ocurrido un evento de entrecruzamiento simple entre el ADN que flanquea himA en 3' en pHimA y su equivalente
cromosémico.

SEQ ID NOs:22 y 23 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores de PCR que se usaron para confirmar que
habia ocurrido un evento de entrecruzamiento doble entre las secuencias de ADN que flanquean himA en 5'y 3' en
pHimA y el gen himA en el cromosoma.

SEQ ID NO:24 es la secuencia de nucleétidos completa de la regién codificadora GFOR de Z. mobilis.

SEQ ID NO:25 es la secuencia de nucleétidos completa de la region codificadora GFOR interrumpida en ZW801-4
(desde el coddn de comienzo original hasta el codon de parada original).

SEQ ID NO:26 es la secuencia de aminoacidos de la proteina HimA de Z. mobilis.
DESCRIPCION DETALLADA

La presente descripcion describe procesos para producir etanol que comprenden cultivar cepas de Zymomonas
recombinantes que utilizan xilosa en medio que comprende mezclas de azlcares, tales como glucosa, xilosa y acetato;
en los que dichas cepas comprenden modificaciones en el gen himA endégeno de dichas cepas. La modificacion en el
gen himA reduce la expresion del gen y resulta en un comportamiento mejorado de las cepas de Zymomonas con himA
modificado cuando se cultivan en medio como se describe en la presente memoria. El etanol producido por las cepas de
Zymomonas con himA modificado puede usarse como una fuente de energia alternativa a los combustibles fosiles.

Las abreviaturas y definiciones siguientes se usaran para la interpretacion de la especificacion y las reivindicaciones.
"Factor de integracion del anfitrién" se abrevia como IHF.

"Gen" se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, que puede incluir secuencias
reguladoras antes (secuencias no codificadoras en 5') y después (secuencias no codificadoras en 3') de la secuencia
codificadora. "Gen nativo" o "gen de tipo salvaje" se refiere a un gen tal y como se encuentra en la naturaleza con sus
propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen nativo, que comprende
secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas en la naturaleza. De acuerdo con esto, un gen
quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que se obtienen de diferentes fuentes
0 secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que se obtienen de la misma fuente pero que estan dispuestas de
una manera diferente a la encontrada en la naturaleza. "Gen enddgeno" se refiere a un gen nativo en su localizacion
natural en el genoma de un organismo. Un gen "extrafio" se refiere a un gen que normalmente no se encuentra en el
organismo anfitrion pero que se introduce en el organismo anfitrion por transferencia génica. Los genes extrafios pueden
comprender genes nativos insertados en un organismo no nativo o genes quimeéricos.

El término "construccion genética" se refiere a un fragmento de acido nucleico que codifica la expresion de una o0 mas
proteinas especificas. En la construccion génica el gen puede ser de naturaleza nativa, quimérica o extrafia.
Tipicamente, una construccion genética comprendera una "secuencia codificadora”. Una "secuencia codificadora" se
refiere a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoéacidos especifica.

"Promotor" o "Regiones de control del inicio" se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresion de una
secuencia codificadora o ARN funcional. En general, una secuencia codificadora esta localizada en 3' respecto a una
secuencia promotora. Los promotores pueden obtenerse en su totalidad de un gen nativo o pueden estar compuestos
por diferentes elementos obtenidos de diferentes promotores encontrados en la naturaleza o incluso pueden comprender
segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden dirigir la
expresion de un gen en diferentes tipos de tejidos o células o en diferentes estadios del desarrollo o en respuesta a
diferentes condiciones medioambientales. Los promotores que causan que un gen se exprese en la mayor parte de los
tipos de células la mayoria de las veces se refieren comiinmente como "promotores constitutivos".

El término "expresion”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la transcripcion y acumulacion estable de
ARN con sentido (ARNm) o antisentido obtenida a partir de un gen. La expresion también puede referirse a la traduccion
de ARNm en un polipéptido. "Inhibicién antisentido" se refiere a la produccién de transcritos de ARN antisentido capaces
de suprimir la expresion de la proteina diana. "Sobreexpresion" se refiere a la produccion de un producto génico en
organismos transgénicos que supera los niveles de producciéon en organismos normales o no transformados.
"Cosupresion” se refiere a la produccion de transcritos de ARN con sentido capaces de suprimir la expresion de genes
extrafios o endogenos idénticos o sustancialmente similares (EEUU 5.231.020).
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El término "ARN mensajero (ARNm)", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere al ARN que no tiene intrones
y que puede traducirse en proteinas por la célula.

El término "gen no funcional”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un gen que no expresa la proteina
codificada normalmente como en la cepa de tipo salvaje en la que el gen es enddgeno. La expresion de un gen no
funcional puede estar interrumpida a cualquier nivel, tal como la transcripcién, procesamiento del ARN o traduccion. Un
gen no funcional tiene tipicamente poca expresion o ninguna expresion de la proteina codificada. Sin embargo, también
puede codificar una proteina modificada que tiene una actividad enziméatica menor que la proteina de tipo salvaje.

El término "transformacion”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la transferencia de un fragmento de
acido nucleico a un organismo anfitrién, lo que resulta en una herencia genéticamente estable. El acido nucleico
transferido puede estar en la forma de un plasmido mantenido en la célula anfitriona o parte del acido nucleico
transferido puede integrarse en el genoma de la célula anfitriona. Los organismos anfitriones que contienen los
fragmentos de acido nucleico transformados se refieren como organismos "transgénicos” o "recombinantes” o
"transformados”.

Los términos "plasmido” y "vector", tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a un elemento cromosémico
extra que frecuentemente porta genes que no forman parte del metabolismo central de la célula y habitualmente en la
forma de moléculas de ADN circulares bicatenarias. Dichos elementos pueden ser secuencias que se replican de forma
auténoma, secuencias de integracion en el genoma, secuencias de fago o nucleotidicas, lineales o circulares de un ADN
o ARN mono o bicatenario, obtenidas de cualquier fuente, en las que varias secuencias de nucle6tidos se han unido o
recombinado en una construccién Unica que es capaz de introducir un fragmento de promotor y secuencia de ADN para
un producto génico seleccionado junto con la secuencia no traducida en 3' apropiada en una célula.

El término "unido de forma operativa" se refiere a la asociacién de secuencias de acido nucleico en un Unico fragmento
de &cido nucleico de manera que la funcion de una se vea afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor se une de
forma operativa con una secuencia codificadora cuando es capaz de afectar la expresion de esa secuencia codificadora
(es decir, que la secuencia codificadora esta bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias codificadoras
pueden unirse de forma operativa a secuencias reguladoras en orientacion con sentido o antisentido.

El término "marcador seleccionable” significa un factor de identificacion, habitualmente un gen de resistencia a antibiético
0 compuesto quimico, que es capaz de ser seleccionado tomando como base el efecto del gen del marcador, es decir,
resistencia a un antibiético, en el que el efecto se usa para seguir la herencia de un acido nucleico de interés y/o para
identificar una célula u organismo que ha heredado el 4cido nucleico de interés.

El término "alta concentracién de mezcla de azlcares" se refiere a una concentracion total de azdcares en el medio que
resulta en la inhibicion del crecimiento de Zymomonas que utilizan xilosa. Esto ocurre tipicamente cuando la
concentracion total de azlcares supera aproximadamente 100 g/L y la intensidad del efecto es mayor a concentraciones
de azlcar mas altas. Sin embargo, la concentracion exacta de azlcar a la que empieza a ocurrir la inhibicion del
crecimiento es muy dependiente de otros componentes del medio.

El término "azucar fermentable" se refiere a oligosacaridos y monosacaridos que pueden usarse como una fuente de
carbono por un microorganismo en un proceso de fermentacion.

El término "lignocelulésico" se refiere a una composicion que comprende tanto lignina como celulosa. El material
lignoceluldsico también puede comprender hemicelulosa.

El término "celulésico" se refiere a una composicion que comprende celulosa y componentes adicionales, incluyendo
hemicelulosa.

El término "sacarificacion” se refiere a la produccién de azlcares fermentables a partir de polisacaridos.
El término "biomasa pretratada"” significa biomasa que ha sido sometida a pretratamiento antes de la sacarificacion.

"Biomasa" se refiere a cualquier material celulésico o lignocelulésico e incluye materiales que comprenden celulosa y
opcionalmente que comprenden ademas hemicelulosa, lignina, almidén, polisacaridos, oligosacaridos y/o
monosacaridos. La biomasa también puede comprender componentes adicionales, tales como proteinas y/o lipidos. La
biomasa puede obtenerse de una Unica fuente o la biomasa puede comprender una mezcla obtenida de més de una
fuente; por ejemplo, la biomasa podria comprender una mezcla de mazorcas de maiz y forraje o fibra de maiz o una
mezcla de hierba y hojas. La biomasa incluye, pero no esta limitada a, cultivos bioenergéticos, restos agricolas, residuos
s6lidos municipales, residuos sélidos industriales, lodos de la fabricacién de papel, residuos del jardin, residuos de
madera y forestales. Los ejemplos de biomasa incluyen, pero no estan limitados a, grano de maiz, mazorcas de maiz,
residuos de maiz tales como hoja de maiz, forraje de maiz, fibra de maiz, hierbas, trigo, paja de trigo, cebada, paja de
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cebada, heno, paja de arroz, pasto varilla, residuos de papel, bagazo de cafia de azlcar, sorgo, soja, componentes
obtenidos de la moledura de granos, arboles, ramas, raices, hojas, virutas de madera, serrin, arbustos y matas,
verduras, frutas, flores y estiércol animal.

"Hidrolizado de biomasa" se refiere al producto que resulta de la sacarificacion de la biomasa. La biomasa también
puede pretratarse antes de la sacarificacion.

Las técnicas de ADN recombinante y de clonacién molecular estandar usadas aqui son muy conocidas en la técnica 'y se
describen por Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed.; Cold Spring
Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 (de aqui en adelante "Maniatis"); y por Silhavy, T.J., Bennan,
M.L. y Enquist, L.W. Experiments with Gene Fusions; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, Nueva York,
1984; y por Ausubel, F.M. et al., En Current Protocols in Molecular Biology, publicado por Greene Publishing y Wiley-
Interscience, 1987.

La presente descripcion se refiere a cepas modificadas por ingenieria de Zymomonas que utilizan xilosa que tienen un
comportamiento mejorado en presencia de acetato. El acetato es un inhibidor de Zymomonas que cuando esta presente
durante la fermentacién, reduce el crecimiento y la produccion de etanol. El acetato es un subproducto metabdlico en
Zymomonas y también es un componente de la biomasa pretratada y sacarificada. Por lo tanto, un reto en el uso de
azlcares obtenidos de biomasa para la fermentacion es superar los efectos inhibidores del acetato en el biocatalizador
para una produccién mejorada de etanol. En la presente memoria se muestra que una interrupcién obtenida por
ingenieria del gen himA endégeno en Z. mobilis que utiliza xilosa mejora el comportamiento de la fermentacion,
incluyendo la utilizacién de xilosa y la produccion de etanol, cuando el medio de la fermentacion comprende acetato. La
presente invencion se refiere a un proceso para producir etanol en el que las presentes cepas de Zymomonas se cultivan
en medio que comprende xilosa.

Cepa anfitriona de Zymomonas gue utiliza xilosa

Cualquier cepa de Zymomonas, incluyendo una cepa de Z. mobilis, que sea capaz de utilizar xilosa como fuente de
carbono puede usarse como anfitribn para preparar las cepas usadas en la presente invencion. Las cepas de
Zymomonas que se han modificado por ingenieria para la fermentacion de xilosa a etanol son particularmente Utiles. Los
genes enddgenos pueden proporcionar parte de la ruta metabdlica o pueden alterarse por cualquier técnica de
manipulacién genética conocida para proporcionar una proteina con actividad enzimatica util para el metabolismo de la
xilosa. Por ejemplo, la transcetolasa endégena puede complementar otras actividades enzimaticas introducidas creando
una ruta de utilizacién de la xilosa. Tipicamente, se han introducido cuatro genes en Z. mobilis para la expresion de las
cuatro enzimas implicadas en el metabolismo de la xilosa (Figura 1) como se describe en EEUU 5514583. Estos incluyen
genes que codifican la xilosa isomerasa, que cataliza la conversion de xilosa en xilulosa y xiluloquinasa que fosforila la
xilulosa para formar xilulosa 5-fosfato. Ademas, la transcetolasa y transaldolasa, dos enzimas de la ruta de la pentosa
fosfato, convierten la xilulosa 5-fosfato en intermedios (fructosa 6-fosfato y gliceraldehidos 3-fosfato) que acoplan el
metabolismo de pentosas con la ruta glicolitica Entner-Douderoff lo que permite el metabolismo de la xilosa a etanol. Las
secuencias de ADN que codifican estas enzimas pueden obtenerse de cualquiera de varios microorganismos que son
capaces de metabolizar la xilosa, tales como bacterias entéricas y algunas levaduras y hongos. Las fuentes para las
regiones codificadoras incluyen Xanthomonas, Klebsiella, Escherichia, Rhodobacter, Flavobacterium, Acetobacter,
Gluconobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Salmonella, Pseudomonas y Zymomonas. Son particularmente Utiles las
regiones codificadoras de E. coli.

Las secuencias de ADN codificadoras se unen de forma operativa a promotores que se expresan en células de
Zymomonas tales como el promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (promotor GAP) de Zymomonas y
enolasa (promotor ENO) de Zymomonas. Las regiones codificadoras pueden expresarse individualmente a partir de
promotores o dos 0 mas regiones codificadoras pueden unirse en un operén con expresion a partir del mismo promotor.
Los genes quiméricos resultantes pueden introducirse en Zymomonas y mantenerse en un plasmido o integrarse en el
genoma usando, por ejemplo, recombinacién homdloga, integracion dirigida a sitio o integracion aleatoria. Las cepas que
utilizan xilosa que son particularmente Utiles incluyen CP4 (pZB5) (EEUU 5514583), ATCC31821/pZB5 (EEUU
6566107), 8b (EEUU 20030162271; Mohagheghi et al., (2004) Biotechnol. Lett. 25; 321-325) y ZW658 (ATTCC #PTA-
7858).

Las cepas de Zymomonas que se modifican por ingenieria adicionalmente para utilizar azlcares distintos de la xilosa,
gue no usan normalmente, también pueden usarse en el presente proceso. Un ejemplo es una cepa de Z. mobilis que
utiliza xilosa que se modific6 por ingenieria adicionalmente para la utilizacion de arabinosa que se describe en EEUU
5843760.

También pueden usarse cepas de Zymomonas que se modifican por ingenieria adicionalmente para una produccion
reducida del subproducto xilitol no deseado. Estas cepas se describen en la solicitud de patente de EEUU de propiedad
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conjunta y en tramitacién con la presente #11/862566 y en la publicacion de patente de EEUU en tramitacién
#EEUU20080187973 Al. Las cepas descritas ZW800, ZW801-4 y ZW801-6 tienen un gen interrumpido que codifica
glucosa-fructosa oxidorreductasa (GFOR). La interrupcion de la expresion del gen GFOR puede conseguirse usando los
mismos métodos descritos a continuacion para interrumpir el gen himA, usando la secuencia conocida de la region
codificadora de GFOR (SEQ ID NO:24). Las secuencias de ADN que rodean la secuencia codificadora de GFOR
también son Utiles en algunos procedimientos de modificacién y estan disponibles para Zymomonas en la secuencia
gendmica completa (Registro de GenBank #AE008692). Se encontrdé que la expresion reducida de GFOR reducia la
produccidn de xilitol e incrementaba la produccién de etanol.

Descubrimiento de la implicacién de himA en la tolerancia al acetato

Aunque la base mecanistica para los efectos inhibidores del acetato en el crecimiento y productividad de Zymomonas se
entienden razonablemente bien (Lawford et al. (1993) Applied Biochemistry and Biotechnology 39-40: 687-699; Kim et al.
(2000) Applied Biochemistry and Biotechnology 84-86: 357-370), los genes que juegan un papel en la tolerancia al
acetato no se han identificado para este microorganismo. Los solicitantes han encontrado sorprendentemente que la
manipulacién genética del gen himA permite a Zymomonas comportarse mejor en presencia de concentraciones
inhibidoras de acetato. Especificamente, los solicitantes han encontrado que la interrupcion del gen himA de Zymomonas
mejora el crecimiento y la produccion de etanol en medios que contienen acetato. El proceso de enriquecimiento de la
biblioteca de mutantes que se us6 para descubrir el papel de himA en la resistencia al acetato descrito en la presente
memoria en los Ejemplos 1 y 2 es un método completamente sin sesgo y no estaba basado en ningln resultado
predicho.

El descubrimiento de que la interrupcion del gen himA de Zymomonas mejora el comportamiento en presencia de
acetato es inesperado, ya que no hay indicaciones o sugerencias en la bibliografia de que este gen juegue un papel en
la tolerancia al acetato para Zymomonas o cualquier otro microorganismo. La proteina codificada por el gen himA,
referida en la presente memoria como proteina "HimA", es la subunidad alfa (SEQ ID NO:26) del factor de integracién del
anfitrion (IHF), una proteina que también incluye una subunidad beta codificada por el gen himD. Asi, IHF es una
proteina heterodimérica que estd comprendida por dos subunidades muy relacionadas. IHF se ha estudiado en E. coli y
se muestra que es una proteina de union a ADN y plegado de ADN que esta implicada en la recombinacion del ADN,
replicacion del ADN y regulacion de la expresion génica (Friedman (1988) Cell 55: 545-554; Arfin et al. (2000) J. Biol.
Chem. 275: 29672-29684). Los experimentos de co-ocurrencia de expresiéon génica en E. coli han mostrado que la
inactivacion del gen himA altera significativamente el nivel de expresion de al menos 120 genes y que esta manipulacion
activa mas genes de los que reprime (Arfin et al. (2000) J. Biol. Chem. 275: 29672-29684). También se sabe que el gen
himA de E. coli se transcribe activamente al mayor nivel cuando se produce la transicién de las células de la fase
exponencial a la fase estacionaria y se piensa que el producto del gen himA juega un papel en este proceso. Asi, himA
influye en un amplio rango de procesos de ADN y es un regulador de la expresién génica en E. coli pero ninguno de los
muchos genes que se piensa que regula esta claramente relacionado con la tolerancia al acetato. Ademas, se ha
examinado el analisis global de la expresion génica en E. coli después de la exposiciéon a una concentracién inhibidora
de acetato usando micromatrices y de entre los 86 genes que se vieron influidos por este tratamiento no estaba el gen
himA (Arnold et al. (2001) J. Bacteriol. 183: 2178-2186). Finalmente, no se sabe nada acerca del papel del gen himA en
Zymomonas. Tampoco conocemos publicaciones en la bibliografia que muestren que la inactivacién del gen himA
resulte en ningun tipo de efecto beneficioso. Es mas, es sorprendente que éste fuera el caso considerando el gran
namero de genes y proteinas que probablemente se vean influidas por esta manipulacion. Por lo tanto, es razonable
concluir que los expertos en la técnica no podrian haber predicho que la inactivacién del gen himA conferiria una mayor
tolerancia al acetato a Z. mobilis o cualquier otro microorganismo.

La proteina HimA de Zymomonas es idéntica en un 46% a la homdloga de E. coli (nUmero de registro de GenBank
NP_416227). La proteina mas relacionada conocida es el homélogo de HimA de Sphingomonas wittichii (nUmero de
registro de GenBank YP_001264041) que es idéntica en un 67%, como se determina por una busqueda tBLASTX frente
a la base de datos de NCBI usando la regién codificadora de himA de Z. mobilis (SEQ ID NO:1) como secuencia de
busqueda.

Alteracion de la expresién del gen himA

Una cepa de Z. mobilis que utiliza xilosa usada en la presente invencién se modifica genéticamente de manera que hay
una expresion reducida o ausente de la proteina de la subunidad alfa del factor de integracion del anfitrion (HimA).
Tipicamente, la reduccion de la expresion de la proteina HimA se consigue mediante una modificacion que reduce la
expresion del gen himA. La reduccion de la expresion de la proteina HimA puede incluir modificaciones que, por ejemplo,
reducen la traduccién del ARNm codificado o reduce la estabilidad de la proteina HimA. La expresion reducida de la
proteina HimA resulta en un comportamiento mejorado en presencia de acetato. Para alterar la expresion de HimA
puede usarse cualquier método de modificacion genética conocido por el experto en la técnica para reducir la expresion
de una proteina. Los métodos incluyen, pero no estan limitados a, delecién completa o de una parte del gen himA,

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2361 385 T3

insercion de un fragmento de ADN en el gen himA (bien en la regién promotora o codificadora) de manera que la
proteina codificada no pueda expresarse, introduccion de una mutacion en la region codificadora de himA que afiade un
codon de parada o desplazamiento del marco de manera que no se expresa una proteina funcional e introduccion de
una o0 mas mutaciones en la region codificadora de himA para alterar los aminoacidos de manera que se expresa una
proteina no funcional o una proteina con menos actividad funcional. Ademas, la expresion de himA puede bloquearse
por la expresion de un ARN antisentido o un ARN de interferencia y pueden introducirse construcciones que resultan en
cosupresion. Todos estos métodos pueden llevarse a la practica facilmente por un experto en la técnica haciendo uso de
la secuencia codificadora conocida de himA (SEQ ID NO:1) asi como la secuencia de ADN de Z. mobilis que rodea la
secuencia codificadora de himA, que esta disponible en la secuencia genémica completa de Z. mobilis (Registro de
GenBank #AE008692).

Un método particularmente adecuado para crear una cepa con himA genéticamente modificado, como se ejemplifica en
la presente memoria en los Ejemplos 5 y 6, es usar recombinacién homoéloga mediada por las secuencias de ADN que
flanquean himA unido a un gen de resistencia a espectinomicina u otro gen marcador, lo que da lugar a la insercion del
gen marcador en la region codificadora de himA de manera que no se expresa una proteina funcional. Ademas, el gen
marcador puede estar unido por sitios de recombinacion especifica de sitio, de manera que después de la expresién de
la recombinasa especifica de sitio correspondiente, el gen de resistencia se escinde del gen himA. La recombinacion
especifica de sitio produce un sitio de recombinacién que interrumpe la expresion del gen himA. El vector de
recombinacion homéloga puede construirse para producir también una delecién en el gen himA después de la escision
del marcador, como es muy conocido por un experto en la técnica.

Se prefiere eliminar completamente la expresién de himA, sin embargo también es una realizacion de la presente
invencién una expresion muy reducida de himA. En este caso, un gen himA no funcional se refiere a que no funciona de
una manera normal de manera que estan presentes unos niveles de la proteina codificada menores de lo normal.
Algunos métodos de inactivacion génica pueden resultar en un nivel de expresion bajo remanente, tal como la
cosupresion. En la presente memoria, una cepa con himA modificado se refiere a una cepa genéticamente modificada
con al menos una modificacién genética en el gen himA y una actividad de la enzima HimA reducida o ausente.

Comportamiento de la cepa con himA modificado

Una cepa de Z. mobilis que utiliza xilosa con himA modificado usada en la presente invencién tiene un comportamiento
mejorado cuando se cultiva en un medio con mezcla de azlcares que comprende una cantidad de xilosa. El medio
también puede contener una cantidad de acetato. Es deseable usar azlcares que se producen por la sacarificacion de
biomasa en medio de cultivo para Z. mobilis que utiliza xilosa. Tipicamente, la biomasa se pretrata, por ejemplo, como se
describe en la Publicacion de Patente WO2004/081185 y en la publicacion EEUU de propiedad conjunta y en tramitacion
con la presente EEUU20070031918A1 y se trata con enzimas de sacarificacion como se revisa en Lynd, L.R., et al.
(Microbiol. Mol. Biol. Rev. (2002) 66: 506-577). El producto hidrolizado del pretratamiento y sacarificacion de la biomasa
gue contiene xilosa y otros azulcares (es decir, que es un "medio con mezcla de azlcares") también contiene tipicamente
acetato. La hemicelulosa de la biomasa contiene restos de xilosa acetilados y el acetato se libera bajo condiciones muy
suaves. Aunque la eliminacion del acetato de la biomasa procesada es una manera de resolver el problema, la
incorporacion de esta etapa incrementaria sustancialmente el coste de la fabricacion de etanol celulésico.
Consecuentemente, la capacidad de modificar por ingenieria cepas de Z. mobilis para proporcionar una mayor tolerancia
al acetato es una mejora sustancial.

El comportamiento mejorado en presencia de acetato como se ensaya en la presente memoria incluye crecimiento,
utilizacion de xilosa y produccién de etanol. El comportamiento mejorado de una cepa de Z. mobilis que utiliza xilosa con
himA modificado es respecto a una cepa con las mismas caracteristicas genéticas (una cepa isogénica) pero que carece
de una modificacion en el gen himA. La cepa parental usada para la modificacion genética del gen himA se usa
tipicamente en esta comparacién. La mejora puede observarse a cualquier nivel de acetato en el que una cepa con himA
no modificado no alcanza su potencial completo de crecimiento y produccion de etanol. Dependiendo de la composicion
del medio y el control del pH, la mejora ocurre tipicamente cuando la concentracién de acetato es aproximadamente 5
g/L o mayor. El grado de "inhibicion por acetato" también depende del pH ya que la especie inhibidora es realmente
acido acético y el equilibrio del &cido acético y acetato es dependiente del pH. Sin control del pH, Z. mobilis acidifica
rapidamente el medio de cultivo, como otras bacterias gram-negativas. Con una caida del pH de 5,8 a 4,8, la
concentracion de &cido acético se incrementa 5 veces debido al pKa de ~4,8 del &cido acético. Asi, la concentracion real
de acido acético (el inhibidor) depende del pH del medio de cultivo asi como la cantidad total de la especie protonada y
no protonada que esta presente en el medio de cultivo.

En una mezcla concentrada de glucosa y xilosa con acetato presente, las cepas con himA no modificado y modificado
utilizan glucosa de manera similar bajo condiciones de pH controlado, consumiéndose la glucosa en gran medida antes
de consumirse la xilosa. Sin embargo, durante la etapa tardia de la fermentacién después de que se haya agotado toda
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la glucosa la cepa con himA modificado es capaz de convertir mas xilosa en etanol que la cepa parental isogénica que
tiene una expresion normal del gen himA.

El nivel de la produccion incrementada de etanol conferido por la modificacion en el gen himA depende de los
componentes del medio de cultivo en condiciones de pH controlado, incluyendo los niveles y proporciones de los tipos de
azlcares y la presencia de otros inhibidores. Por ejemplo, en presencia de 126 g/L de glucosa, 107 g/L de xilosa y 10%
de acetato hubo un incremento del 4% en la titulacion de etanol para la cepa con himA modificado comparado con la
cepa isogénica sin modificacién en himA. Cuando el medio de cultivo también contiene otros inhibidores, la produccién
incrementada de etanol puede ser incluso mayor. Por ejemplo, en un medio hidrolizado simulado que incluye 110 g/L de
glucosa, 90 g/L de xilosa, ~9,5 g/L de acetato y 190 mM de iones amonio (otro inhibidor del crecimiento de Z. mobilis
(Agrawal (1989) Biotechnology and Bioengineering 34: 278-281) que puede estar presente en el hidrolizado de biomasa
a esta concentracion), hubo aproximadamente un incremento del 11% en la produccion de etanol y una utilizacion mas
completa de la xilosa. Asi, bajo condiciones mas severas, la diferencia en la produccion de etanol entre una cepa con
himA modificado y una cepa isogénica con himA sin modificar podria ser incluso mayor que los ejemplos citados. Por
ejemplo, a altas concentraciones de azucar o cuando también estan presentes otros inhibidores obtenidos del hidrolizado
ademas de iones amonio y acetato. Por lo tanto, dependiendo de las condiciones del cultivo la mejora en la produccion
de etanol puede ser de al menos aproximadamente 4% o mayor.

Fermentacidn para la Produccién de Etanol

En el proceso de la presente invencion, la presente cepa que utiliza xilosa con himA modificado se cultiva en medio que
contiene cualquier mezcla de azucares que también incluye xilosa. En particular, la presente cepa puede cultivarse en
hidrolizado de biomasa o una dilucién de hidrolizado de biomasa. La sacarificacion de la biomasa produce azlcares en
un hidrolizado de biomasa que puede incluir tipicamente una mezcla de xilosa con glucosa, fructosa, sacarosa,
galactosa, manosa y/o arabinosa. Se prefiere una composicion con mezcla de azlcares que incluye xilosa y glucosa, en
la que pueden estar presentes azUcares adicionales. La proporcion de los diferentes azlcares puede variar en la mezcla,
representando la xilosa tipicamente al menos aproximadamente 10% de la cantidad total de azucares. Preferiblemente,
la xilosa esta entre aproximadamente 40% y aproximadamente 60%. La fructosa esta presente en azUcares producidos
por la sacarificacion de alguna biomasa tal como bagazo de cafia de azlcar y puede reemplazar una parte de la xilosa o
glucosa, de manera que la xilosa permanece como al menos aproximadamente 10% de la mezcla de azlcares. Ademas,
la arabinosa se obtiene de la hemicelulosa y es asi un componente tipico de mezclas de azlcares obtenidas a partir de
biomasa sacarificada que contiene hemicelulosa. Durante la fermentacion con las presentes cepas, la xilosa es uno de
los azlcares que se usa como fuente de carbono para la produccion de etanol. Para una produccién de etanol y eficacia
de la fermentacion maximas es deseable cultivar la presente cepa que utiliza xilosa con himA modificado en medio que
contiene una mezcla concentrada de azlcares, incluyendo xilosa. Esto permite el uso directo de azlcares de la
sacarificacion de la biomasa o el uso con poca dilucién, reduciendo de esta manera los volimenes de la fermentacion, lo
que es deseable para la produccion de etanol a escala comercial. Se usan altas concentraciones de azlicares de manera
gue pueden producirse mayores concentraciones de etanol. La concentracion de la mezcla de azlcares en el medio de
la fermentacién es tipicamente al menos aproximadamente 120 g/L y hasta aproximadamente 300 g/L. Es
particularmente (til una concentracion alta de la mezcla de azlcares que estd entre aproximadamente 150 g/L y
aproximadamente 235 g/L.

En las condiciones de alta concentracion de la mezcla de azlicares deseadas para la produccién de etanol, puede
incluirse el sorbitol en el medio de fermentacion usado para cultivar Z. mobilis que utiliza xilosa con himA modificado
como se describe en la publicacion EEUU de propiedad conjunta y en tramitacion con la presente #EEUU20080081358
Al. El sorbitol (D-Sorbitol y/o L-Sorbitol) puede estar presente en el medio a concentraciones que estan entre
aproximadamente 2 mM y 200 mM. Las concentraciones finales en el medio mas adecuadas son concentraciones entre
aproximadamente 2 mM y 100 mM, prefiriéndose las concentraciones entre 5 mM y 20 mM. El manitol puede usarse en
el medio en lugar del sorbitol o en combinacién con el sorbitol. Ademas, se encontré que puede usarse galactitol y/o
ribitol en lugar de o en combinacion con sorbitol o manitol. El sorbitol, manitol, galactitol, ribitol o combinaciones de éstos
se usan todos en las mismas concentraciones descritas para el sorbitol.

Z. mobilis se cultiva en el medio en el que ocurre la fermentacién y se produce el etanol. La fermentacién se lleva a cabo
sin aire, oxigeno u otros gases afiadidos (que pueden incluir condiciones tales como fermentacion anaerébica,
microaerdbica o microaerofilica) durante al menos aproximadamente 24 horas y puede llevarse a cabo durante 48 horas
0 mas. El momento en el que se alcanza la maxima produccién de etanol es variable, dependiendo de las condiciones de
la fermentacién. Tipicamente, si estan presentes inhibidores en el medio, se requiere un periodo de fermentacién mas
largo. Las fermentaciones pueden llevarse a cabo a temperaturas que estan en un intervalo entre aproximadamente
25°C y aproximadamente 40°c y a un pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 7,5. Son particularmente
adecuadas las temperaturas entre aproximadamente 30°C y aproximadamente 37°C. También es particularmente
adecuado mantener el pH al menos aproximadamente 1 unidad de pH por encima del pKa del acido acético, llevando el
pH a entre aproximadamente 5,8 y 7,5, para disminuir la proporcién de acido acético a acetato.
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Z. mobilis que utiliza xilosa con himA modificado puede cultivarse en medio que contiene mezcla de azlcares incluyendo
xilosa en fermentadores a escala de laboratorio y en fermentacibn a mayor escala cuando se producen cantidades
comerciales de etanol. Ademas, el medio puede contener acetato como se ha descrito anteriormente. Cuando se desea
la produccién comercial de etanol, pueden aplicarse una variedad de metodologias de cultivo. Por ejemplo, puede
producirse una produccion a gran escala de Z. mobilis que utiliza xilosa con himA modificado tanto por metodologias de
cultivo en discontinuo como continuo. Un método de cultivo discontinuo clasico es un sistema cerrado en el que la
composicion del medio se ajusta al principio del cultivo y no se somete a alteraciones artificiales durante el proceso de
cultivo. Asi, al principio del proceso de cultivo el medio se inocula con el organismo deseado y se permite que ocurra el
crecimiento o actividad metabdlica sin afiadir nada al sistema. Tipicamente, sin embargo, un cultivo "discontinuo" es
discontinuo respecto a la adicion de fuente de carbono y frecuentemente se intenta controlar factores tales como el pH y
la concentracion de oxigeno. En los sistemas discontinuos las composiciones de metabolitos y biomasa del sistema
cambian constantemente hasta el momento en el que se termina el cultivo. En los cultivos discontinuos, las células
tipicamente se moderan a través de una fase de latencia estatica a una fase de crecimiento y finalmente a una fase
estacionaria en la que la velocidad de crecimiento disminuye o se para. Si no se tratan, las células en la fase
estacionaria eventualmente moriran. Las células en la fase log frecuentemente son responsables de la mayor parte de la
produccidn del producto final o intermedio en algunos sistemas. En otros sistemas puede obtenerse la produccién en la
fase estacionaria o postexponencial.

Una variacion del sistema discontinuo estandar es el sistema de Alimentacién Discontinua. Los procesos de cultivo con
Alimentacién Discontinua también son adecuados para el cultivo de Z. mobilis que utiliza xilosa con himA modificado y
comprenden un sistema discontinuo tipico con la excepcion de que el sustrato se afiade en incrementos al progresar el
cultivo. Los sistemas con Alimentacién Discontinua son Utiles cuando la represion por catabolitos es apta para inhibir el
metabolismo de las células y en la que es deseable tener cantidades limitadas de sustrato en el medio. La medida de la
concentracion real de sustrato en los sistemas con Alimentacién Discontinua es dificil y se estima por lo tanto tomando
como base los cambios de los factores mensurables tales como pH y presion parcial de gases de desecho tales como
CO.. Los métodos de cultivo Discontinuos y con Alimentacién Discontinua son comunes y muy conocidos en la técnica y
pueden encontrarse ejemplos en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Crueger, Crueger, y Brock,
Segunda Edicion (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA o Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol.,
36, 227, (1992).

La produccién comercial de etanol también puede conseguirse con un cultivo continuo. Los cultivos continuos son
sistemas abiertos en los que se aflade continuamente un medio de cultivo definido a un biorreactor y se elimina una
cantidad igual de medio condicionado simultineamente para procesamiento. Los cultivos continuos mantienen
generalmente a las células en una alta densidad constante en fase liquida en la que las células estan principalmente en
la fase logaritmica de crecimiento. Alternativamente, el cultivo continuo puede ponerse en practica con células
inmovilizadas en el que el carbono y los nutrientes se afladen continuamente y los productos valiosos, subproductos o
productos de desecho se eliminan continuamente de la masa celular. La inmovilizacion de las células puede realizarse
usando un amplio rango de soportes sélidos compuestos por materiales naturales y/o sintéticos como conoce el experto
en la técnica.

El cultivo continuo o semicontinuo permite la modulacién de un factor o varios factores que influyen en el crecimiento,
metabolismo celulares o concentraciéon del producto final. Por ejemplo, un método mantendra un nutriente limitante tal
como la fuente de carbono o el nivel de nitrégeno en una proporcién fija y permitird que se moderen todos los demas
parametros. En otros sistemas, pueden alterarse continuamente varios factores que influyen en el crecimiento o
metabolismo mientras se mantiene constante la concentracion celular, medida por la turbidez del medio. Los sistemas
continuos se esfuerzan por mantener condiciones de crecimiento en estado estacionario y asi debe equilibrarse la
pérdida de células debida a la decantacion del medio frente a la velocidad de crecimiento de las células en el cultivo. Los
métodos para modular los nutrientes y factores de crecimiento para procesos de cultivo continuo asi como las técnicas
para maximizar la velocidad de formacion del producto son muy conocidas en la técnica de microbiologia industrial y
Brock, supra, detalla una variedad de métodos.

Es particularmente adecuado para la produccién de etanol un régimen de fermentacion como sigue. La cepa de Z.
mobilis que utiliza xilosa con himA modificado deseada se crece en matraces agitados en medio semicomplejo a
aproximadamente 30°C a aproximadamente 37°C con agitaciéon a aproximadamente 150 rpm en agitadores orbitales y
se transfiere a un fermentador de siembra de 10 L que contiene un medio similar. El cultivo de siembra se crece en el
fermentador de siembra anaerdbicamente hasta que la DOgoo €S entre 3 y 6, momento en el que se transfiere al
fermentador de produccién en el que los pardmetros de la fermentacion se optimizan para la produccién de etanol. Los
volumenes de indculo tipicos transferidos desde el tanque de siembra al tanque de produccion varian de
aproximadamente 2% a aproximadamente 20% v/v. El medio de fermentacion tipico contiene componentes de medio
minimos tales como fosfato de potasio (1,0-10,0 g/l), sulfato de amonio (0-2,0 g/l), sulfato de magnesio (0-5,0 g/l), una
fuente de nitrégeno complejo tal como extracto de levadura o productos basados en soja (0-10 g/l). En el medio esta
presente una concentracién final de aproximadamente 5 mM de sorbitol o manitol. Las mezclas de azlcares que
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incluyen xilosa y al menos un azlcar adicional tal como glucosa (o sacarosa), que proporcionan una fuente de carbono,
se afiaden continuamente al recipiente de fermentaciéon cuando se agota la fuente de carbono discontinua inicial (50-200
g/l) para maximizar la proporcion y titulacion del etanol. Las velocidades de alimentacion de la fuente de carbono se
ajustan dinamicamente para asegurar que el cultivo no acumula glucosa en exceso, lo que podria dar lugar a la
acumulacion de subproductos téxicos tales como &cido acético. Con el fin de maximizar el rendimiento del etanol
producido a partir del sustrato utilizado, el crecimiento de la biomasa se restringe por la cantidad de fosfato que se
alimenta inicialmente o que se alimenta durante el curso de la fermentacion. El pH del caldo de fermentacién se
controla/mantiene por la adicién automatizada de base usando hidroxido de amonio, hidréxido de potasio, hidroxido de
sodio u otras bases fuertes. La temperatura del fermentador se controla en el intervalo deseado. Con el fin de minimizar
la formacién de espuma, se afiaden agentes antiespumantes (cualquier clase basada en silicona, basada en organicos,
etc) al recipiente segiin se necesite. Puede usarse opcionalmente un antibiético, tal como kanamicina, para el que hay
un marcador de resistencia a antibiético en la cepa para minimizar la contaminacion.

Cualquier conjunto de condiciones descrito anteriormente, y variaciones adicionales en estas condiciones que son muy
conocidas por un experto en la técnica, son condiciones adecuadas para la produccién de etanol por las presentes cepas
de Zymomonas recombinantes que utilizan xilosa con himA modificado.

Ejemplos
METODOS GENERALES

Las técnicas estandar de ADN recombinante y de clonacion molecular usadas aqui son muy conocidas en la técnica y se
describen por Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring
Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989) (de aqui en adelante en la presente memoria "Maniatis"); y por
Silhavy, T.J., Bennan, M.L. y Enquist, L.W., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring
Harbor, NY (1984); y por Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, publicado por Greene Publishing
Assoc. y Wiley-Interscience, Hoboken, NJ (1987).

El significado de la abreviaturas es como sigue: "kb" significa kilobase(s), "pb" significa pares de bases, "nt" significa
nucledétido(s), "hr" significa hora(s), "min" significa minuto(s), "seg" significa segundo(s), "d" significa dia(s), "L" significa
litro(s), "ml" significa mililitro(s), "uL" significa microlitro(s), "ng" significa microgramo(s), “ng" significa nanogramo(s), "g"
significa gramos, "mM" significa milimolar, "uM" significa micromolar, "nm" significa nanometro(s), "umol" significa
micromol(es), "pmol" significa picomol(es), "Cm" significa cloranfenicol, "Cm™ significa resistente a cloranfenicol, "Spec™
significa resistencia a espectinomicina, "cfu" significa unidades formadoras de colonias, "DOsgo" significa densidad 6ptica
medida a una longitud de onda de 600 nanometros, "SE" significa error estandar, "rpm" significa revoluciones por minuto,
"~" significa aproximadamente.

Ejemplo 1

Generacién de una biblioteca de inactivacién/sobreexpresion basada en transposén en ZW801-4

Se construyé una biblioteca genémica de inactivacion/sobreexpresion basada en transposon en una cepa de Z. mobilis
recombinante que utiliza xilosa para cribar mutantes resistentes al acetato. Hubo dos razones principales para usar un
transposén para generar la biblioteca. En primer lugar, es un método absolutamente sin sesgo que no requiere ningun
conocimiento previo acerca de los genes que juegan un papel en la tolerancia al acetato. En segundo lugar, es facil
identificar el gen interrumpido que es responsable del fenotipo deseado ya que esta "etiquetado” con un marcador
seleccionable. La cepa que se us6 para generar la biblioteca fue ZW801-4. Como se describe con detalle en la solicitud
de patente EEUU # 60/847813, ZW801-4 se obtuvo a partir de ZW658 (ATCC # PTA-7858) a través de una cepa
intermedia, ZW800. La Ultima cepa se construyd por insercion por entrecruzamiento doble desde un plasmido suicida de
un casete de resistencia a espectinomicina (casete Spec'), flanqueado por sitios loxP de tipo salvaje, en el gen que
codifica la glucosa-fructosa 6xidorreductasa (GFOR). Se mostr6 que el mutante resultante con GFOR inactivado tenia
una produccién reducida de xilitol, un subproducto perjudicial del metabolismo de la xilosa y una mejor produccién de
etanol durante la fermentacién de mezclas de azlcares con glucosa y xilosa. ZW800 se convirtié en ZW801-4 mediante
escision mediada por Cre del casete Spec'. La eliminacién del marcador seleccionable dejé un Gnico sitio loxP de tipo
salvaje en el medio del marco de lectura abierto de GFOR, lo que resulté en un codén de parada en marco que trunca
prematuramente la traduccién de la proteina. Ademas, la secuencia codificadora de GFOR en ZW801-4 carece de ~72
pb de la secuencia de nucle6tidos de tipo salvaje original de GFOR en la regién que esta alrededor del sitio loxP como
resultado del disefio de la construccién suicida. La secuencia de la region codificadora de GFOR mutante en ZW801-4
se proporciona como SEQ ID NO:25. Como su predecesor inmediato (ZW800), ZW801-4 no genera ningun Xxilitol
detectable ya que no produce una enzima GFOR funcional.
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La metodologia que se us6 para generar la biblioteca gendmica de inactivacién/sobreexpresion de ZW=801-4 se basé en
la tecnologia de transposoma Epicentre (Madison, WI) usando el Vector de Construccion de Transposén pMOD™-
2<MCS> (No. Cat. MODO0602). Este plasmido incluye un gen de resistencia a ampicilina (ampR), un origen de replicacion
de E. coli (ori) y un sitio de multiclonacion que esta situado entre los dos extremos en mosaico (ME) con el que
interacciona la transposasa Tn5. Para la aplicacion en la presente invencion, pMODTM-2<MCS> se convirtié en
pMODgap/aadA, mostrado en la Figura 2, insertando un casete Spec’ (que tiene su propio promotor) y el promotor
constitutivo fuerte para el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Pgap) de Z. mobilis en el sitio de
multiclonacién que esta situado entre los dos ME; el promotor Pgap y el casete Spec’ estan orientados en direcciones
opuestas. Asi, el fragmento de ADN que se insertd aleatoriamente en el cromosoma de Z. mobilis durante la
transposicién usando esta construccién contenia tanto el casete Spec’ como el promotor Pgap. El promotor Pgap se
afiadio al transpos6n para incrementar la diversidad genética de la biblioteca ya que puede alterar potencialmente la
expresion de los genes cromosomicos de Z. mobilis que estan adyacentes al sitio de insercién del transposén.

La biblioteca genémica de inactivacion/sobreexpresion de ZW801-4 consistié en ~17.500 mutantes independientes y la
titulacion de la preparacion madre de glicerol fue ~7,1 x 10® unidades formadoras de colonias (cfu) Spec' por mililitro.
Esto se traduce en ~1 evento de insercidon de transposén/115 nucleétidos, que es aproximadamente 8x la cobertura del
genoma completo, tomando como base la insercidn aleatoria del transposén y ~2.000 genes con un tamafio medio de ~1
kb. Debido a la baja frecuencia de transformacion de Z. mobilis, se esperaba que ninguno o muy pocos de los mutantes
hubiera tenido méas de un inserto de transposon.

Ejemplo 2

Cribado de la biblioteca de inactivacién/sobreexpresion basada en transposén de ZW801-4 para mutantes con _mayor
tolerancia al acetato

La biblioteca genémica de inactivacion/sobreexpresion de ZW801-4 se crib6é para los mutantes resistentes al acetato
como se describe a continuacién. Antes de hacer esto, sin embargo, era importante poner a punto las condiciones de
seleccién apropiadas para el proceso de enriqguecimiento de mutantes. El objetivo fue encontrar una concentracion de
acetato que ralentizara la velocidad de crecimiento al menos por un factor de dos, pero que ain asi permitiera que las
células se dividieran durante varias generaciones de manera que pudieran acumularse los mutantes que crecieran mas
rapidamente. También era importante hacer esto bajo condiciones relevantes para el proceso en una mezcla
concentrada de glucosa y xilosa ya que experimentos previos han mostrado que el estrés osmdético y el acetato inhiben
ambos el crecimiento de una manera sinérgica. Finalmente, el control del pH también era critico ya que el compuesto
inhibidor real es el acido acético y la proporciéon de las especies protonadas respecto a las especies no protonadas se
incrementaria dramaticamente sin control del pH porque las células bacterianas acidifican el medio de crecimiento. Por
ejemplo, si el pH cayera de 5,8 a 4,8, la concentraciéon de acido acético se incrementaria aproximadamente 5 veces
porque el pKa de este &cido organico débil es ~4,8.

La Figura 3 muestra los efectos inhibidores de dos concentraciones diferentes de acetato en la velocidad de crecimiento
y el rendimiento final de biomasa de ZW801-4, la cepa que se usO para generar la biblioteca. Para estos experimentos
se usé acetato de potasio y las concentraciones finales que se proporcionan a continuacion estan basadas en el
componente acetato de la sal afiadida en gramos por litro. Los biorreactores con pH controlado contenian medio mRM3S
(10 g/L de extracto de levadura, 2 g/L de KH,POy, 1 g/L de MgSO4, 5 mM de sorbitol) mas 100 g/L de glucosa, 90 g/L de
xilosa 'y 5 g/L 6 6 g/L de acetato; el pH y la temperatura fueron 5,8 y 30°C y la agitacién fue a 150 rpm. Tomando como
base los resultados mostrados en la Figura 3 y otros experimentos, se eligié 5 g/L de acetato para el cribado de la
biblioteca, ya que esta concentracion del inhibidor satisfacia ambos criterios para el crecimiento como se ha indicado
anteriormente.

Para enriquecer para mutantes resistentes al acetato se usé el protocolo siguiente. Una alicuota (2 ml) de la preparacion
madre de glicerol de la biblioteca (DOgoo=4,3; ~7,1 X 108 Spec' (cfu/ml) se afiadié a 20 ml de medio SM (10 g/L de
extracto de levadura, 2 g/L de KH2POy4, 1 g/L de MgSO,, 75 g/L de glucosa, 25 g/L de xilosa, pH inicial 5,8) y el cultivo se
incubo durante 1,5 horas a 30°C. Después de este periodo de recuperacion, las células se recogieron por centrifugacion
y se resuspendieron en 2,0 ml del mismo medio de crecimiento. Una alicuota (10 pl) de la suspension celular (~7 x 10°
cfu Spec) se inoculd en 15 ml de medio mMRM3S que contenia 100 g/L de glucosa, 90 g/L de xilosa y 4 g/L de
bicarbonato de potasio para ayudar a minimizar los cambios del pH; el pH inicial se ajusté a 5,8 con &cido fosférico
concentrado antes de afiadir las células y la DOg inicial fue ~0,0025. Este fue el cultivo de siembra que se us6 para el
procedimiento de enriquecimiento de mutantes. Se crecié a 30°C a DOgoo de ~0,5 y 7,5 ml se inocularon en un
biorreactor con pH controlado. El cultivo final de 150 ml contenia medio mMRM3S mas 100 g/L de glucosa, 90 g/L de
xilosa, 5g/L de acetato y el pH se mantuvo a 5,8 por la adicibn automatizada de KOH. Después de ~24 horas de
crecimiento a 30°C, se transfiri6 una alicuota del cultivo (DOggo ~0,5) a un nuevo biorreactor que contenia medio de
crecimiento fresco con la misma composicién a una DOgg inicial de ~0,02. Esta etapa se repitié seis veces mas
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esencialmente como se ha descrito anteriormente. En general, las células se transfirieron cada 24-36 horas y la DO
inicial en el biorreactor fue ~0,02 a ~0,03. Asi, hubo al menos cinco generaciones entre las transferencias. Después del
séptimo ciclo del procedimiento de enriquecimiento de mutantes, se preparé una preparacién madre de glicerol del
cultivo para una caracterizacion adicional.

La Figura 4A muestra los resultados de un experimento en biorreactor con pH controlado con altas concentraciones de
azlcar y acetato que se realiz6é con el cultivo enriquecido en mutantes después de la séptima transferenma El control
para este experimento fue la cepa parental, ZW801-4. Los cultivos de siembra se crecieron a 30°C en medio SM a una
DOgoo de ~4,5 y los biorreactores empezaron con un inéculo de 10%. Los cultivos finales de 150 ml contenian medio
mMRM3S mas 100 g/L de glucosa 90 g/L de xilosa y 6 g/L de acetato. La agitacion fue a 150 rpm y el pH y la temperatura
se mantuvieron a 5,8 y 30°C, respectivamente. A varios tiempos, se tomaron alicuotas de 1,0 ml de los cultivos para
andlisis por HPLC usando un HP 1100 equipado con un detector de indice de refraccién (Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA) para determinar las concentraciones de glucosa, xilosa y etanol que estaban presentes en el caldo de fermentacion.
Antes del andlisis por HPLC, las células se recogieron por centrifugacion y el sobrenadante se filtré a través de un filtro
de tubo de centrifuga de acetato de celulosa de 0,22 um Spin-X (Costar, nimero de catalogo 8160) para eliminar Ias
particulas pequefias. Los compuestos se separaron en una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) que se corrié a 55°C
bajo condiciones isocraticas usando una velocidad de caudal de 0,6 ml/min y 0,01 N de H,SO4 como fase movil. Se
usaron estandares auténticos de concentracion conocida para cuantificar los picos de interés y los resultados se
expresaron en g/L.

Los resultados proporcionados en la Figura 4A muestran que el cultivo de la biblioteca enriqguecida en mutantes
presentaba una utilizacion de xilosa mas rapida y una produccién de etanol mas rapida durante la ultima etapa de la
fermentacion. Obsérvese que esto ocurrié después de que se agotara toda la glucosa y la concentracion de etanol se
aproximaba a niveles téxicos. Sin embargo, al final del experimento ambos cultivos habian consumido todo el aztcar y
habian producido la misma cantidad de etanol. Cuando este experimento se repitié usando una concentracion de azucar
ligeramente mas alta (105 g/L de glucosa y 100 g/L de xilosa) y més acetato (9 g/L) se observo un fenémeno similar (Fig.
4B) demostrando asi que los resultados eran reproducibles.

Ejemplo 3

Caracterizacién Genética de las Cepas Mutantes

Para ver qué tipos de mutantes fueron enriquecidos durante el proceso de seleccion, se aislaron colonias individuales a
partir del cultivo de la biblioteca durante el segundo experimento en biorreactor (Figura 4B). Se tomé una alicuota del
cultivo en el punto de tiempo de 24 hr y las células se crecieron en placas de agar que contenian medio MMG (50 g/L de
glucosa, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de trlptona 2,5 g/L de (NH4)2S04, 0,2 g/L de KzHPO4 y 1 mM de MgSOy).
Después de un periodo de incubacion de 48 hr a 30°c bajo condiciones anaerdbicas, diecisiete de las colonias
resultantes se seleccionaron aleatoriamente para el andlisis de la secuencia de ADN para determinar el o los sitios de la
insercion del transposén. Para este analisis se usé el procedimiento siguiente. Las colonias se diluyeron en 50 pl de
agua y el ADN gendmico se amplifico usando el Kit de Amplificacion GenomiPHI (GE Healthcare Life Sciences No. de
Cat. 25-6600-1). Brevemente, 1 ul de la suspension celular se afadi6é a 9 ul del Reactivo de Lisis y la mezcla se calent6
hasta 95°C durante 3 min e inmediatamente se enfrié hasta 4°C. A continuacion, se afiadieron 9 ul del Tampén de la
Enzima y 1 ul de ADN polimerasa Phi 29 a las muestras lisadas. Después de 18 horas de ampllflcacmn a 30°C, la
polimerasa se inactivé con calor durante 10 min a 65°C y la muestra se enfrié inmediatamente hasta 4°c.

Una alicuota de la muestra amplificada (8 ul) se afiadié a 16 ul de Reactivo de Secuenciacién BigDye v3.1 (PN
#4337457 Applied Biosystems, Foster City, CA), 1 ul de Termofidelasa (Fidelity Systems, Gaithersburg, MD), 12 ul de
agua de Grado de Biologia Molecular (Mediatech, Inc., Herndon, VA) y 3 ul de 10 uM de cebador: bien SpecT-FOR (SEQ
ID NO:2: GTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTC) o] SpecT-Rev (SEQ ID NO:3:
CTACCTCTGATAGTTGAGTCGATACTTCGG). Obsérvese que estos dos cebadores hibridan con el casete Spec’ que
es parte del transposon que se usoO para generar la biblioteca genémica de inactivacion ZW801-4 pero estan orlentados
en direcciones opuestas Las reaccmnes de secuenC|aC|on se ciclaron térmicamente como sigue: 3 min a 96°C segwdo
de 200 ciclos de (95 C 30 seg + 55°C 20 seg + 60°C 2 min) y se almacenaron a 4°C. Antes de la secuenciacion, se
eliminaron los ddNTP no incorporados usando placas de limpieza Edge Biosystems (Gaithersburg, MD). La mezcla de
reaccion de secuenciacion completa de 40 pl se pipete6 en un pocillo de una placa de limpieza de 96 pocillos
precentrifugada y la placa se centrifugdé durante 5 min a 5.000 x gravedad en una centrifuga refrigerada Sorvall RT-7.
Las reacciones limpias se pusieron directamente en un secuenciador de ADN Applied Biosystems 3730 y se
secuenciaron con lectura automatica de nucleétidos.

Sorprendentemente, las 17 colonias que se secuenciaron tenian un transposén insertado en el marco de lectura abierto
del gen himA (complemento inverso de los nucleétidos #1138224 a #1138565 del genoma de Z. mobilis (nimero de
registro de GenBank AEO008692)) y se identificaron tres eventos diferentes de insercion. Once de las colonias
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(incluyendo AcR#3, véase a continuacion) tenian un inserto de transposon en el nt #1138413, cuatro de las colonias
tenian un inserto en el nt #1138267 y dos de las colonias tenian un inserto en el nt #1138508. Asi, los tres eventos de
insercion ocurrieron en una cadena de ADN de 250 pb. El hecho de que el 65% de los mutantes con inactivacion de
himA tuvieran un inserto de transposon en el nt #1138413 después del séptimo ciclo del procedimiento de
enriquecimiento de mutantes sugiri6 que este evento puede haber conferido un crecimiento mas rapido o una
supervivencia mayor que los otros dos eventos de insercién. También hubo otra observacion interesante del analisis de
la secuencia. Aunque en teoria un transposon Tn5 puede insertarse él mismo en el ADN en cualquier direccion, los tres
eventos de insercién que se recuperaron del proceso de seleccién tenian la misma orientacion con el promotor Pgap
apuntando hacia la direcciéon opuesta del marco de lectura abierto de himA.

Resulta evidente a partir de los resultados de secuenciacidon descritos anteriormente que los experimentos que se
muestran en la Figura 4 se realizaron con una poblacién mixta de células, no con una cepa purificada. Asi, AcCR#3 se
eligié para una caracterizaciéon adicional del fenotipo himA ya que esta cepa tiene un inserto de transposén en el nt
#1138413, que fue el evento que se aislé mas frecuentemente.

Ejemplo 4

Efecto _de la inactivacién del gen himA en la tolerancia al acetato y el comportamiento en la fermentacién bajo
condiciones relevantes para el proceso

AcR#3 es mas resistente al acetato que ZW801-4

El medio de crecimiento que se usé para el proceso de seleccion de mutantes contenia altas concentraciones de glucosa
y xilosa, ademéas de un nivel inhibidor de acetato. Por lo tanto, era posible que el comportamiento mejorado en la
fermentacion que se observé después del séptimo ciclo de enriquecimiento (Figura 4) estuviera relacionado con estrés
osm@tico o mejor crecimiento en xilosa, ya que este azlicar no se utiliza tan bien como la glucosa. También era posible
que se hubieran enriquecido los mutantes resistentes al etanol ya que presumiblemente éstos también crecerian mas
rapido o sobrevirian mas tiempo bajo las condiciones experimentales empleadas. Para descartar estas otras
posibilidades y ver si la inactivacion del gen himA realmente confiere una mayor tolerancia al acetato, la cepa AcR#3 se
comparo con la cepa parental, ZW801-4 bajo las condiciones siguientes. El experimento se realiz6 a 33°C en matraces
agitados (cultivos de 20 ml en tubos de 50 ml) y el medio de crecimiento contenia 10 g/L de extracto de levadura, 2 g/L
de KH,PO4, 1 g/L de MgSOQO4, 10 mM de KHCO3; (para ayudar a mantener el pH), 50 g/L de glucosay 0,8 6 12 g/L de
acetato, que se afiadié como la sal de potasio; las concentraciones de acetato que se proporcionan estan basadas en el
componente acetato de la sal de potasio. El pH inicial se ajust6 a 5,8 con acido fosférico antes de afadir las células y los
cultivos se agitaron suavemente en un agitador reciproco (150 rpm). Los cultivos de siembra se crecieron hasta la fase
exponencial tardia (DOgpo~1,4) en el mismo medio sin acetato y la DOeoo inicial para los cultivos experimentales fue 0,03.
Es importante indicar que éstas son las condiciones ideales para el crecimiento de Z. mobilis en ausencia de acetato, ya
gue no hay estrés osmético y la fuente de carbono es el sustrato preferido, glucosa. Ademas, la concentracion mas alta
de etanol que podria generarse en este experimento es <25 g/L que tiene poco efecto o no tiene efecto en el crecimiento
de Z. mobilis.

En ausencia de acetato, AcR#3 y ZW801-4 crecieron con cinéticas similares y produjeron la misma cantidad de biomasa
medida a partir de los valores finales de DOgoo como se muestra en la Figura 5. La cepa AcR#3 (Figura 5B), sin
embargo, tuvo una tolerancia mucho mayor al acetato que la cepa parental (Figura 5A). Por ejemplo, el crecimiento de
ZW801-4 se suprimi6 casi completamente con 8 g/L de acetato, mientras que esta concentracion del inhibidor tuvo un
efecto despreciable en AcR#3. De hecho, el mutante con inactivacion en himA fue mas resistente a 12 g/L de acetato
que lo fue ZW801-4 a 8 g/L de acetato. Este experimento se repitié y se obtuvieron los mismos resultados. Es importante
recordar que el acetato tiene mayor actividad inhibidora cuando el pH del medio de crecimiento no esta controlado como
lo estaba en los experimentos en biorreactor que se muestran en la Figura 4. En los experimentos en matraces agitados
sin control del pH, las células acidifican el medio de crecimiento y la proporcidon acido acético/acetato se incrementa
dramaticamente y es la especie protonada la que inhibe el crecimiento bacteriano como ya se ha indicado.

Como los iones potasio podrian haber contribuido al menos parcialmente a la inhibicién del crecimiento que se observé
para ambas cepas en el experimento anterior, era importante ensayar otras fuentes de acetato. Las condiciones que se
usaron para este conjunto de experimentos fueron idénticas a las descritas anteriormente, pero también se incluyeron en
el andlisis acetato de sodio y acetato de amonio. La concentracion del i6n acetato fue 8 g/L (como se ha definido
anteriormente) en todos los casos. En la Figura 6 se muestran los valores finales de DOggo para los distintos cultivos en
el punto de tiempo de 43 hr. ZW801-4 (Fig. 6A) se inhibié fuertemente con 8 g/L de acetato, independientemente de la
sal de acetato que se us6. Esta observacion indica claramente que el inhibidor principal en estos experimentos era el
acido acético y que los cationes monovalentes en las sales de acetato tenian poco o ningln efecto en el crecimiento a
las concentraciones que se usaron. Aungue las tres sales de acetato también tuvieron un impacto negativo en el
crecimiento de AcR#3 (Fig. 6B) la inhibicion con esta cepa no fue tan dramatica cuando la concentracion de acetato fue
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s6lo 8 g/L. Tomados en conjunto, los experimentos que se muestran en las Figuras 5 y 6 proporcionan una evidencia
inequivoca de que AcR#3 es mucho mas resistente al acetato que la cepa parental, ZW801-4.

AcR#3 se comporta mejor en una mezcla con una concentracion alta de azicar mas acetato que ZW=801-4

Cuando AcR#3 se ensay0 bajo las mismas condiciones experimentales que se usaron para la "poblacién mixta" de
mutantes (Figura 4B), super6 a ZW801-4 y hubo una diferencia mucho mayor entre los dos cultivos que la que hubo en
el experimento anterior (Figura 7). Conforme con los resultados previos, la mejora sélo fue evidente durante la ultima
etapa de la fermentacion después de que se hubo consumido toda la glucosa y la xilosa era la Unica fuente de carbono
restante. De hecho, una inspeccién cuidadosa de los cursos de tiempo que se muestran en la Figura 7 revelé que las
velocidades iniciales de la utilizacién de la glucosa y la produccién de etanol eran ligeramente mas lentas para AcR#3.
Sin embargo, después de que se agotara toda la glucosa, es evidente a partir de las pendientes de las curvas de
utilizacion de la xilosa que AcR#3 era capaz de convertir este azlcar en etanol a una velocidad mayor que ZW801-4
durante la Gltima etapa de la fermentacion.

El potencial completo de AcR#3 no podria evaluarse en el experimento descrito anteriormente ya que incluso la cepa
control era capaz de usar todo el azicar al finalizar el experimento bajo las condiciones empleadas. Para eliminar esta
limitacion, AcR#3 y ZW801-4 se ensayaron de nuevo usando condiciones mas exigentes. La temperatura se elevo de
30°C a 33°C y se usO una concentracion mayor de glucosa y xilosa. Los cultivos de siembra se crecieron a 30°C en
medio SM hasta una DOeoo de ~4,4 y se uso un inéculo al 10% para empezar los biorreactores. Los cultivos finales de
150 ml contenian medio MRM3S mas 126 g/L de glucosa, 107 g/L de xilosa y 10 g/L de acetato. El agitador se ajusto a
150 rpm y el pH y la temperatura se mantuvieron a 5,8 y 33°c, respectivamente. Este experimento se realiz6 en
triplicado para ZW801-4 y en duplicado para AcR#3 y los valores de punto final (puntos de tiempo a 67 hr) para glucosa,
xilosa, acetato y etanol (Media + SE) se proporcionan en la Tabla 1. El andlisis por HPLC del caldo de fermentacién fue
como se ha descrito en el Ejemplo 2 y las concentraciones de todos los compuestos en la tabla son en g/L. Bajo estas
condiciones mas duras AcR#3 consumié ~10% mas de xilosa y produjo ~4% mas de etanol que la cepa parental,
ZW801-4.

Tabla 1. Valores de punto final para xilosa, etanol y xilitol en fermentadores con el pH controlado con las cepas ZW801-4
y AcR#3 crecidas en altas concentraciones de azlcar y acetato.

Cepa Glucosa Xilosa Acetato Etanol
ZWwW801-4 0 27,1+1,4 10,8+0,1 90,3+0,3
AcR#3 0 18,7+0,4 10,8 +0,1 93,8+0,2

AcR#3 se comporta mejor que ZW801-4 en 100% Hidrolizado Simulado

Los comportamientos de AcR#3 y ZW801-4 se evaluaron en presencia de concentraciones de iones amonio y acetato
que se espera que estén presentes en el hidrolizado de biomasa producido usando un proceso de pretratamiento con
hidréxido de amonio. Este fue un experimento critico ya que se ha estimado que la concentracién de iones amonio
durante la fermentacion de hidrolizado de forraje de maiz pretratado con hidréxido de amonio puede superar 180 mM y
altas concentraciones de iones amonio inhiben el crecimiento de Z. mobilis (Agrawal (1989) Biotechnology and
Bioengineering 34: 278-281). El medio sintético 100% Hidrolizado Simulado (100% MH) que se usé para estos
experimentos contiene 5 g/L de extracto de levadura, 15 mM de (NH4);HPOQO4, 160 mM de acetato de amonio, 1 g/L de
MgSO, y 10 mM de sorbitol (pH 5,8). Asi, las concentraciones finales de iones acetato y amonio en 100% MH después
de la adiciéon de los cultivos de siembra era ~9,5 g/L y 190 mM, respectivamente. Los experimentos se realizaron en
biorreactores con el pH controlado. Los cultivos de siembra se crecieron a 30°C en medio SM hasta una DOggo de ~4,4 y
se us6 un inéculo al 10% para empezar los biorreactores. Los cultivos finales de 150 ml contenian 100% MH mas 110
g/L de glucosa y 90 g/L de xilosa. El agitador se ajustd a 150 rpm y el pH y la temperatura se mantuvieron a 5,8 y 33°C,
respectivamente. A varios tiempos, se tomaron alicuotas para analisis por HPLC del caldo de fermentacién usando el
mismo procedimiento que el descrito en el Ejemplo 2. Los resultados de un par representativo de experimentos que se
realizaron al mismo tiempo se muestran en la Figura 8: ZW801-4 en 8A y AcR#3 en 8B.

Conforme con las observaciones previas, la cepa AcR#3 no tenia una velocidad incrementada de produccion de etanol
cuando la glucosa era el Unico azucar que se estaba metabolizando. Sin embargo, el comportamiento superior de ACR#3
fue muy evidente durante la Ultima etapa de la fermentacion cuando la xilosa era la Unica fuente de carbono restante.
Cuando ZW801-4 hubo consumido toda la glucosa, la concentracion de etanol era ya >65 g/L, que es una concentracion
bactericida incluso para Z. mobilis. Ademas de este entorno duro estaban las altas concentraciones de iones acetato y
amonio, que potencian los dos la toxicidad del etanol. Como el nivel de etanol continu6 elevandose, el metabolismo de la
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xilosa se volvié cada vez mas lento y eventualmente se interrumpid. El mismo escenario ocurrid con AcR#3 pero el
periodo de tiempo se extendid. Debido a que AcR#3 es mas resistente al acetato fue capaz de sobrevivir mas tiempo en
el entorno toxico y, por lo tanto, fue capaz de consumir virtualmente toda la xilosa del medio de crecimiento y producir
més etanol que ZW801-4.

El experimento con 100% MH se repitié dos veces mas para ambas cepas y los resultados fueron virtualmente idénticos.
Un andlisis estadistico de los tres experimentos se proporciona en la Tabla 2 usando valores de punto final (punto de
tiempo 48 hr) para glucosa, xilosa, acetato y etanol; todas las concentraciones son en g/L (Media = SE). Cada uno de los
seis biorreactores se inoculé con un cultivo de siembra crecido de manera independiente. En 100% MH, AcR#3
consumio ~14 g/L mas xilosa que ZW801-4 y esto incrementd la titulacién final de etanol de 82 g/L hasta 91 g/L, que es
mas de un 10% de incremento. Estos resultados son incluso mas dramaticos que los obtenidos en los experimentos con
altas concentraciones de azlcar mas acetato proporcionados en la Tabla 1. Cuando los iones amonio estan presentes
en el medio de crecimiento con acetato, el nivel de estrés se eleva hasta un nivel incluso mayor y los beneficios de la
inactivacion del gen himA se vuelven més obvios. Claramente, una cepa como AcR#3 que tiene una mayor tolerancia
para el acetato estd mejor equipada para lidiar con los demas inhibidores en su entorno, como etanol y iones amonio.

Tabla 2. Valores de punto final para glucosa, xilosa, etanol y acetato en fermentadores con el pH controlado con las
cepas ZW801-4 y AcR#3 crecidas en 100% Hidrolizado Simulado.

Cepa Glucosa Xilosa Acetato Etanol
ZW801-4 0 15,6 £3,9 11,5+0,5 81,9+28
ACR#3 0 1,0+0,2 10,7+0,4 91,3+0,7

Ejemplo 5

Generacién de una construccion suicida para la inactivacién del gen himA en ZW801-4

Aunque los resultados presentados hasta aqui sugieren fuertemente que el fenotipo resistente al acetato de AcR#3
resulté de la interrupcion del gen himA, dos factores méas podrian haber contribuido potencialmente. Como se ha descrito
en el Ejemplo 1, el transposén que se usé para generar la biblioteca gendémica de inactivacién/sobreexpresién de
ZW801-4 contenia un casete Spec’ y el promotor Pgap de Z. mobilis. Estos elementos estan orientados en direcciones
opuestas y ambos se insertaron en el marco de lectura abierto de himA durante la transposiciéon. Como el promotor Pgap
de Z. mobilis es un promotor fuerte, constitutivo podria haber alterado el nivel de expresion de genes que estdn muy
proximos al sitio de insercion del transposon en himA. También es concebible que al menos parte del fenotipo resistente
al acetato de AcR#3 resultara de mutaciones espontaneas en otros genes que también pueden haber permitido un
crecimiento mas rapido durante el proceso de enriquecimiento de mutantes de la biblioteca (Ejemplo 2). Para descartar
estas posibilidades y ver si la inactivacion del gen himA es la Unica responsable de la mayor tolerancia al acetato de
AcR#3, disefiamos una construccion suicida para inactivar el gen himA en ZW801-4. Este plasmido no replicativo tiene
un casete de resistencia a espectinomicina pero no contiene un promotor Pgap como se describe con mas detalle a
continuacion.

La construccién suicida que se uso6 en la presente invencion para inactivar el gen himA en ZwW801-4 ("pHimA") se obtuvo
finalmente de otra construccion suicida ("pLDHSp-9WW") que se us6 previamente para inactivar por insercién el gen de
la D-lactato deshidrogenasa en Z. mobilis usando recombinacion homdloga mediada por el anfitrion de entrecruzamiento
doble y resistencia a espectinomicina como marcador seleccionable. pLDHSp-9WW también se obtuvo a partir de varias
construcciones que se generaron previamente. El precursor inicial de todas estas construcciones fue el vector plasmidico
pNEB193 (New England Biolabs #N3051S) que esta disponible comercialmente. Este plasmido se eligié porque puede
replicarse en E. coli pero no puede replicarse en Z. mobilis. Todas las etapas e intermedios que estaban implicados en la
generacion de la construccion con inactivacion de himA se describen a continuacion en orden cronolégico empezando
con el plasmido pNEB193.

Construccion de pLDH193

pNEB193 se digirid6 doblemente con Sbfl y Ascl para la insercion del fragmento de ADN que se describe a continuacion.
Los dos sitios de restriccion son Unicos y estan localizados en la region de multiclonacion del plasmido. El fragmento de
ADN del plasmido pNEB193 linealizado con Sbfl/Ascl se purificd usando el Kit de Purificacion QIAQuick de Qiagen
(catalogo #28104) segun el protocolo del fabricante. El inserto de ADN que se clon6 en pNEB193 fue un fragmento de
2268 pb que se amplificé por PCR del ADN gendmico de Z. mobilis que se aislé de la cepa ZW1 (ATCC #31821) usando
el Maxi Kit Blood & Cell Culture de Qiagen (catadlogo #13362). Los oligonucleétidos sintéticos que se usaron para la
amplificacién por PCR de este fragmento fueron los Cebadores 1y 2.
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Cebador 1 (SEQ ID NO:4)
CTACTCATTTcctgcaggTGGTAACTCATTGCGCGCTC

Cebador 2 (SEQ ID NO:5)
CATCTTACTggcgcgccAAAAATCTGCGGCTGACATAC

Las bases subrayadas del Cebador 1 (cebador directo) hibridan con los nucle6tidos 1262739-1262720 del genoma de Z.
mobilis (nimero de registro de GenBank AE008692) en el extremo 3' del marco de lectura abierto que codifica la
fosfogliceromutasa (pgm), mientras que las letras en mindsculas corresponden a un sitio Sbfl que se afiadi6 al extremo 5'
del cebador. Las bases subrayadas del Cebador 2 (cebador inverso) hibridan con los nucleétidos 1260490-1260472 del
genoma de Z. mobilis que esta justo en el extremo 5' del marco de lectura abierto que codifica la alcohol deshidrogenasa
| (adhl), mientras que las letras en minasculas corresponden a un sitio Ascl que se afiadio al extremo 5' del cebador. El
fragmento de ADN de 2268 pb que se eligi6 como diana para la amplificacion por PCR consiste, por lo tanto, en los
elementos siguientes empezando desde el sitio Sbfl y terminando en el sitio Ascl: (a) el extremo 3' del gen pgm, (b) el
gen Idh completo que codifica la D-lactato deshidrogenasa, y (c) una regiéon 5' no traducida del gen adhl. El producto de
PCR se cort6 con Sbfl y Ascl y el fragmento de ADN resultante se ligo en el vector pNEB193 linealizado con Sbfl/Ascl
que se ha descrito anteriormente. La mezcla de reaccion de ligacion se uso para transformar E. coli IM110 y las células
transformadas se plaquearon en medio LB que contenia ampicilina (100 pg/ml). Los transformantes resistentes a
ampicilina que contenian plasmidos con el inserto del tamafio correcto se identificaron inicialmente por PCR usando
colonias resuspendidas ("PCR de colonias") y los Cebadores 1 y 2. La confirmacién posterior de los clones positivos se
obtuvo a partir de analisis de digestion por restriccion del ADN plasmidico con Sbfl y Ascl y el andlisis de la secuencia de
ADN del fragmento de 2268 pb que se generd por PCR de colonias con los transformantes resistentes a ampicilina. El
plasmido que se seleccion6 para manipulaciones adicionales se denominé pLDH193.

Construccién de pLDHTc139#7

El plasmido pLDH193 tiene un Unico sitio Ncol que esté localizado aproximadamente en la mitad del marco de lectura
abierto de Idh. Este sitio se us6 para insertar un fragmento de ADN que confiere resistencia a tetraciclina. El casete de
resistencia a tetraciclina (casete Tc') que se usé para esta manipulacién se generé por PCR usando el plasmido
pACYC184 (nimero de registro de GenBank X06403) como un molde de ADN y los Cebadores 3 y 4 como cebadores de
PCR.

Cebador 3 (SEQ ID NO:6):
ACTCATTTccatggCGATCGCACTATgcggccgcAATGTAGCACCTGAAGTCAGCC
Cebador 4 (SEQ ID NO:7):
ATCTCACTccatggCCGGCCAACTAttaattaaGAATTGATTGGCTCCAATTCTTG

Las bases subrayadas en negrita del Cebador 3 (cebador directo) hibridan justo en el extremo 5' del promotor para el
gen de resistencia a tetraciclina. EI Cebador 3 también tiene tres sitios de restricciéon (Ncol, AsiSI y Notl) que se
afladieron a su extremo 5'. El sitio Ncol esta en letras minlUsculas normales. El sitio AsiSI esta subrayado con una linea
fina. El sitio Not | esta en letras mindsculas en italica. Las bases subrayadas en negrita del Cebador 4 (cebador inverso)
hibridan justo en el extremo 3' del coddn de parada para el gen de resistencia a tetraciclina y este cebador también tiene
tres sitios de restriccién (Ncol, Fsel y Pacl) que se afiadieron a su extremo 5'. De manera similar al marcaje anterior, el
sitio Ncol esta en letras minlsculas normales, el sitio Fsel est4 subrayado con una linea fina y el sitio Pcal esta en letras
mindsculas en italica. El casete Tc' de 1448 pb que se gener6 con los Cebadores 3 y 4 se cort con Ncol y se purifico
por electroforesis preparativa en gel de agarosa. El fragmento de ADN resultante se ligé en el Unico sitio Ncol que esta
presente en el marco de lectura abierto de Idh del plasmido, pLDH193. Para minimizar la posibilidad de recircularizacion
del vector sin un inserto, el pNEB193 digerido con Ncol se desfosforilé con fosfatasa alcalina intestinal de ternera antes
de la ligacién. La mezcla de reaccion de ligacion se introdujo en Escherichia coli JM110 y las células transformadas se
plaquearon en medio LB que contenia 20 pg/ml de tetraciclina. Los transformantes resistentes a tetraciclina que
contenian los plasmidos con el inserto correcto se identificaron por analisis de digestion por restriccién con Ncol, AsiSl,
Notl, Fsel y Pcal y la orientacién del casete Tc' se confirmé por andlisis por PCR usando los cebadores apropiados. En
la Figura 9A se muestra un diagrama circular del plasmido que se seleccioné para manipulaciones adicionales
(denominado pLDHTc139#7). En otro proyecto, la construccién suicida se usé con éxito para la inactivacién por insercion
(para "interrumpir" o "inactivar") del gen de la D-lactato deshidrogenasa en ZW1 usando recombinacion homoéloga
mediada por el anfitrion con entrecruzamiento doble y crecimiento en tetraciclina como marcador seleccionable.

Construccién de pLDHTc139#7-9WW
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Habiendo demostrado que pLDHTc139#7 podria usarse para "inactivar” el gen de la D-lactato deshidrogenasa en ZW1,
la construccion se modific6 de manera que seria posible eliminar el marcador seleccionable del cromosoma después de
la interrupcion génica, usando recombinasa Cre. Para lograr este objetivo, se afiadieron dos sitios loxP de tipo salvaje
(Lee y Salto, 1998) a pLDHTc139#7 aprovechando los cuatro sitios de restriccién Gnicos que flanquean el casete Tc',
concretamente AsiSl y Notl en el extremo 5'y Pacl y Fsel en el extremo 3'. El primer sitio loxP se insertd entre los sitios
AsiSl y Notl del plasmido pLDHTc139#7 después de cortar la construccién con ambas enzimas y purificar el fragmento
de ADN grande resultante. El sitio loxP que se inserté en esta localizacion se generd a partir de dos oligonucleétidos
sintéticos (Oligos 5 y 6) que estaban fosforilados los dos en su extremo 5'.

0ligo 5 (SEQ ID NO:8):
CgCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATgC

0ligo 6 (SEQ ID NO:9):
ggccgcATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATgcgat

Los Oligos 5 y 6 son complementarios entre si y cuando se hibridan entre si forman un sitio loxP de longitud completa,
bicatenario de tipo salvaje que tiene protuberancias monocatenarias en ambos extremos, lo que permite ligar el
fragmento de ADN entre los sitios AsiSI y Notl de pLDHTc139#7. Las letras en mayulsculas en los Oligos 5y 6
corresponden al sitio loxP de longitud completa de tipo salvaje, mientras que las letras en minasculas indican los
nucleétidos que se usaron para ligar el fragmento de ADN bicatenario en los sitios AsiSl y Notl de pLDHTc139#7.

La mezcla de reaccion de ligacion se us6 para transformar Escherichia coli DH10B vy las células transformadas se
plaguearon en medio LB que contenia 20 pg/ml de tetraciclina. Los transformantes resistentes a tetraciclina que
contenian los plasmidos con el sitio loxP insertado correctamente en los sitios AsiSI y Notl de pLDHTc139#7 se
identificaron por andlisis de digestion por restriccion, PCR de colonias usando los cebadores apropiados y andlisis de
secuencia de ADN de las regiones relevantes. El plasmido que se seleccioné para manipulaciones adicionales se
denomin6 pLDHTCc139#7-9W.

A continuacion, se inserté un segundo sitio loxP de tipo salvaje entre los sitios Pacl y Fsel en el otro extremo del casete
Tc' en pLDHTc139#7-9W, después de cortar el plasmido con ambas enzimas y purificar el fragmento del vector grande
resultante. El sitio loxP que se insertd en esta localizacion también se generd con dos oligonucleétidos sintéticos (Oligos
7'y 8) que estaban fosforilados los dos en su extremo 5'.

Oligo 7 (SEQ ID NO:10):
taaATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATggccgy
Oligo 8 (SEQ ID NO:11):
CCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATttaat

Los Oligos 7 y 8 son complementarios entre si y cuando se hibridan entre si forman un sitio loxP de longitud completa,
bicatenario de tipo salvaje que tiene protuberancias monocatenarias en ambos extremos, lo que permite ligar el
fragmento de ADN entre los sitios Pacl y Fsel de pLDHTc139#7-9W. Las letras en mayusculas en los Oligos 7 y 8
corresponden al sitio loxP de longitud completa y las letras en mindsculas indican los nucleétidos que se usaron para
ligar el fragmento de ADN bicatenario en los sitios Pacl y Fsel de pLDHTc139#7-9W.

La mezcla de reaccion de ligacion se us6 para transformar Escherichia coli DH10B vy las células transformadas se
plaguearon en medio LB que contenia 20 pg/ml de tetraciclina. Los transformantes resistentes a tetraciclina que
contenian los plasmidos con el sitio loxP de tipo salvaje insertado correctamente en los sitios Pacl y Fsel de
pLDHTc139#7-9W se identificaron por analisis de digestion por restriccion, PCR de colonias usando los cebadores
apropiados y andlisis de secuencia de ADN de las regiones relevantes. El plasmido que se seleccion6 para
manipulaciones adicionales se denomin6 pLDHTc139#7-9WW y en la Figura 9B se muestra un diagrama circular de esta
construccion.

Construccion de pLDHSp-9WW

pLDHSp-9WW es idéntico a pLDHTc139#7-9WW, excepto en que el casete de resistencia a tetraciclina en la Ultima
construccion se reemplazd por un fragmento de ADN que confiere resistencia a espectinomicina (es decir, un casete
Spec'). El dltimo se generd por PCR usando el plasmido pHP15578 (descrito en Cahoon et al, 2003) como molde y los
Cebadores 9 y 10 para la amplificacion por PCR. pHP15578 contiene la secuencia de nucleétidos completa para el
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casete Spec', incluyendo su promotor, que esta basada en la secuencia publicada del gen aadA en el Transposén Tn7
(ntmero de registro de GenBank X03403) que codifica la 3' (9)-O-nucleotidiltransferasa.

Cebador 9 (SEQ ID NO:12):
ATAAAAgcggccgcAGCACAGGATGA

Cebador 10 (SEQ ID NO:13):
GGCGttaattaaGGCAGGTCAGCAAG

Las bases subrayadas del Cebador 9 (cebador directo) hibridan justo en el extremo 5' del promotor para el casete Spec'
(en los nt 6-17 del nimero de registro de GenBank X03043), mientras que las letras en minUsculas corresponden a un
sitio Notl que se afadié al extremo 5' del cebador. Las bases subrayadas del Cebador 10 (cebador inverso) hibridan
aproximadamente 130 bases del extremo 3' del codén de parada del casete Spec' (en los nt 1006-1019 del nimero de
registro de GenBank X03043), mientras que las letras en minGsculas corresponden a un sitio Pacl que se afiadié al
extremo 5' del cebador. El casete Spec’ de 1040 pb generado por PCR se digiri6 doblemente con Notl y Pacl y el
fragmento de ADN resultante se purificé por electroforesis en gel de agarosa. El plasmido pLDHTc139#7-9WW también
se cortd con las mismas dos enzimas de restriccion para eliminar el casete Tc' y el fragmento de vector grande
resultante se purificd por electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos de PCR y de vector se ligaron entre si y la
mezcla de reaccién de transformacion se introdujo en E. coli DH10B usando electroporacion. Los transformantes se
plaguearon en medio LB que contenia espectinomicina (200 ug/ml) y se crecieron a 37°C. Los transformantes resistentes
a espectinomicina que contenian los plasmidos con el inserto de tamafio apropiado se identificaron por analisis de
digestion por restriccion con Notl y Pacl y el plasmido que se selecciond para manipulaciones adicionales se denomin6
pLDHSp-9WW; en la Figura 9C se muestra un diagrama circular de esta construccion.

En otro proyecto, pLDHSp-9WW se us6 para inactivar el gen de la D-lactato deshidrogenasa en ZW1 usando
recombinacion homéloga mediada por el anfitrion de entrecruzamiento doble y crecimiento en espectinomicina como
seleccion. El evento de entrecruzamiento doble se dirigi6é al gen Idh por dos fragmentos de ADN que flanquean el casete
Spec' en la construccion suicida. Unos de estos fragmentos (referido a continuacion como ADN que flanquea Idh en 5Y)
esta justo en el extremo 5' del casete Spec' y estéa localizado entre los sitios Sbfl y AsiSI. La secuencia de nucleétidos de
este fragmento de ADN de ~1100 pb es idéntica al ADN cromosomico de ZW1 que codifica el extremo 3' del gen pgm y
aproximadamente la primera mitad del marco de lectura abierto de Idh. El otro fragmento de ADN (referido a
continuacién como ADN que flanquea Idh en 3') esté localizado en el extremo opuesto del casete Spec’ entre los sitios
Fsel y Ascl. La secuencia de nucleétidos del ADN que flanquea Idh en 3' (que también tiene ~1100 pb) es idéntica al
ADN cromosémico que codifica la otra mitad del gen Idh y parte de la regién no traducida en 5' del gen adhl. Ocurre un
evento de entrecruzamiento doble cuando los fragmentos de ADN que flanquean Idh en 5' y 3' interaccionan ambos con
sus equivalentes cromosémicos y sufren recombinacion homoéloga. Este fendmeno, que es esencialmente irreversible y
completamente mediado por la maquinaria enzimatica del anfitrién, inactiva el gen Idh cromosémico por la insercion del
casete Spec’ que esta flanqueado por dos sitios loxP de tipo salvaje en la mitad del marco de lectura abierto. Como la
construccion suicida no puede replicarse en Z. mobilis, la Unica manera de generar colonias resistentes a
espectinomicina estables con pLDHSp-9WW (aparte de mutantes resistentes al farmaco espontaneos que aparecen con
una frecuencia muy baja) es un evento de entrecruzamiento doble a través de recombinacion homologa.

Construccién de pHimA

Para generar una construccion de inactivacion del gen himA, el ADN que flanquea Idh en pLDHSp-9WW se reemplaz6
por ADN que flanquea himA para dirigir el marcador seleccionable y el evento de entrecruzamiento doble al gen
cromosOémico himA. Se requirieron cuatro fragmentos de ADN para esta manipulacion como se describe a continuacion.

El Fragmento 1 se obtuvo a partir de pLDHSp-9WW (Fig. 9C) cortando el plasmido con cuatro enzimas de restriccion
diferentes: Notl, Bsal, Sbfl y Ascl. Notl corta pLDHSp-9WW en el nt 2647 y Bsal corta el plasmido en el nt 1816.
Después de que el ADN plasmidico se digiri6 completamente con las cuatro enzimas de restriccion, el fragmento de ADN
de 2666 pb de Sbfl-Ascl se purific por electroforesis usando un gel de agarosa al 1% y el Kit de Recuperacion de ADN
en Gel Zymoclean (catalogo #D4001, Zymo Research). Este fragmento, denominado Fragmento 1, contiene un origen de
replicacion de E. coli que no es funcional en Z. mobilis y un gen que confiere resistencia a ampicilina en E. coli.

El Fragmento 2 también se obtuvo a partir de pLDHSp-9WW. El plasmido se digirié6 doblemente con Fsel y AsiSl y el
fragmento de ADN de 1105 pb Fsel-AsiSI resultante se purificé por electroforesis usando un gel de agarosa al 1% y el Kit
de Recuperacién de ADN en Gel Zymoclean (catalogo #D4001, Zymo Research) para limpiar el fragmento. Este
fragmento, denominado Fragmento 2, contiene el casete Spec' que esta flanqueado por dos sitios loxP de tipo salvaje,
uno a cada extremo.
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El Fragmento 3 contiene ADN que flanquea himA en 3'. El Fragmento 3 de ~1,12 Kpb se generé por PCR usando los
Cebadores A y B. El molde para la amplificacion por PCR fue ADN gendmico que se aislé de ZW658 (ATCC #PTA-7858)
usando el Kit de Purificacion de ADN Gendmico Wizard (catalogo #A1125, Promega).

Cebador A (SEQ ID NO:14):
CTACTCATcctgcaggTTTAATGAATGAGCGGATGCTG

Cebador B (SEQ ID NO:15):
CATCTTACTgcgatcgcTGACTTTCCGTGCCAGCCAG

Las bases subrayadas del Cebador A (cebador directo) hibridan con los nucleétidos 1137154-1137175 del genoma de Z.
mobilis (nimero de registro de GenBank AE008692) que estan localizados en la mitad de una region codificadora de un
supuesto miembro de la familia de proteinas glutation S-transferasa (Seo et al., Nat. Biotechnol. 23(1), 63-68 (2005)) que
esta en el extremo 3' del gen himA, mientras que las letras en minUsculas corresponden a un sitio Sbfl que se afiadio al
extremo 5' del cebador. Las bases subrayadas del Cebador B (cebador inverso) hibridan con los nucle6tidos 1138276-
1138257 del genoma de Z. mobilis en el extremo 3' del marco de lectura abierto de himA, mientras que las letras en
mindsculas corresponden a un sitio AsiSI que se afiadio al extremo 5' del cebador. Los sitios de unién cromosémicos
para los Cebadores Ay B y el producto de PCR que se genera (Fragmento 3) se muestran en la Figura 10A. El producto
de PCR se digirié con Sbfl y AsiSI y el fragmento de 1123 pb resultante se purifico por electroforesis en gel de agarosa
como se ha descrito anteriormente.

El Fragmento 4 contiene el ADN que flanquea himA en 5'. El Fragmento 4 de ~1,16 kb se generé por PCR usando los
Cebadores C y D. El molde para la amplificacion por PCR fue ADN gendmico que se aisl6 de ZW658 (ATCC #PTA-7858)
usando el Kit de Purificacion de ADN Gendmico Wizard (catalogo #A1125, Promega).

Cebador C (SEQ ID NO:16):
TCACTCATggccggccGGGATATCAGCTTGCATGCTC

Cebador D (SEQ ID NO:17):
CATCTTACTggcgcgccGATATGCTGCCTTCCGAAGTG

Las bases subrayadas del Cebador C (cebador directo) hibridan con los nucleétidos 1138510-1138530 del genoma de Z.
mobilis en el extremo 5' del marco de lectura abierto de himA, mientras que las letras en minlUsculas corresponden a un
sitio Fsel que se afiadié al extremo 5' del cebador. Las bases subrayadas del Cebador D (cebador inverso) hibridan con
los nuclettidos 1139668-1139648 del genoma de Z. mobilis en el extremo 3' del gen himA en el extremo 3' de un gen
gue presumiblemente codifica un regulador de respuesta de dos componentes (Seo et al., Nat. Biotechnol. 23(1), 63-68
(2005)), mientras que las letras en mindsculas corresponden a un sitio Ascl que se afiadié al extremo 5' del cebador. Los
sitios de unién cromosomicos para los Cebadores C y D y el producto de PCR que se genera (Fragmento 4) se muestran
en la Figura 10A. El producto de PCR se digiri6 con Fsel y Ascl y el fragmento de 1159 pb resultante se purificé por
electroforesis usando un gel de agarosa al 1%.

Los cuatro fragmentos de ADN descritos anteriormente se sometieron a una reacciéon de ligacion de 4 vias para
ensamblar la construccidon de inactivacién de himA, pHimA mostrado en la Figura 10B. La relacion molar de los
Fragmentos 1-4 que se us6 para esta reaccion fue aproximadamente 1:1:1:1. Una alicuota de la mezcla de reaccién de
ligacion se electroporé en E. coli DH10B vy las células transformadas se plaguearon en medio LB que contenia ampicilina
(100 pg/ml) y espectinomicina (100 ug/ml); las placas se incubaron a 37°C. Los transformantes con resistencia doble a
ampicilina y espectinomicina que contenian los plasmidos con los insertos de tamafio correcto se identificaron
inicialmente por PCR de colonias usando dos pares diferentes de cebadores: Cebador A/Cebador B y Cebador
C/Cebador D. La confirmacion posterior de los clones positivos se hizo por andlisis de digestion por restriccién del ADN
plasmidico con Sbfl y Ascl y andlisis de secuencia de ADN del ADN plasmidico de pHimA de los clones positivos de
PCR.

Para obtener ADN plasmidico no metilado necesario para la transformacién de Z. mobilis, pHIimA se introdujo en E. coli
SCS110 (dem’, dam’) y las células transformadas se plaquearon en medio LB que contenia ampicilina (100 pg/ml) y
espectinomicina (100 pg/ml); el crecimiento fue a 37°C. Las células guimicamente competentes que se usaron para esta
manipulacién se obtuvieron de Stratagene (No. de Cat. 200247) y se sigui6 el protocolo del distribuidor. Es importante
indicar que el uso de ADN plasmidico no metilado para la transformacion de las cepas de Z. mobilis que se obtienen de
ZM4 es critico para lograr el éxito, ya que el ADN plasmidico metilado que se aisla a partir de cepas de E. coli de tipo
salvaje, como DH10B, es destruido facilmente por el sistema de restriccion/modificacién del anfitrion. En la Gltima etapa,
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el ADN plasmidico se aislé de uno de los transformantes SCS110 usando el Kit Plasmid Maxi de QIAGEN (No. de Cat.
12162) y la concentracion final de ADN fue ~2 pg/ul.

Ejemplo 6

Generacién del mutante con himA inactivado ZW801-4

Para inactivar el gen himA en ZW801-4, el ADN plasmidico de pHimA no metilado (que no se replica en Z. mobilis) se
introdujo en ZW801-4 usando electroporacion, esencialmente como se describe en EEUU 5.514.583. Brevemente, las
reacciones de transformacion de 50 pl contenian ~10" células/ml en glicerol al 10% (v/v) y ~0,5 ng de ADN plasmidico
no metilado que se aislé de E. coli SSC110 como se ha descrito en el Ejemplo 5. La reaccién control se traté de manera
idéntica, pero no recibié ningiin ADN plasmidico. Los ajustes para el electroporador fueron 1,6 kv/cm, 200 Qy 25 ufy el
ancho de la cubeta fue 0,1 cm. Después de la electroporacion, las reacciones de transformacién se diluyeron con 1,0 ml
de medio MMG (50 g/L de glucosa, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de triptona, 2,5 g/L de (NH4)2SO., 0,2 g/L de
K:HPOs y 1 mM MgSOy) y se permitid que las células se recuperaran durante ~3 horas a 30°C. Las células se
recogieron por centrifugacion a temperatura ambiente (13.000 x g, 5 min) en tubos de microfuga estériles de 1,5 ml y el
sobrenadante se eliminé cuidadosamente. Los sedimentos celulares se resuspendieron en 200 ul de medio liqguido MMG
y se plaquearon alicuotas de 25, 50 y 100 ul de la suspensién celular en medio MMG que contenia 1,5% agar y 200
ug/ml de espectinomicina. Las placas se incubaron en una camara anaerobica a 30°C y después de 48-72 horas habia al
menos 100 colonias en todas las placas experimentales. Por el contrario, la reaccién control sélo rindi6é una colonia que
estaba en la placa que recibié 100 ul de la suspension celular. Dos de las colonias resistentes a espectinomicina que
resultaron de la transformacion con la construccion de inactivacion pHImA se seleccionaron para manipulaciones
adicionales como se describe a continuacion.

Los experimentos previos en nuestro laboratorio con Z. mobilis y construcciones suicidas que son anélogas a pHimA han
revelado que la interaccion inicial entre el cromosoma y el ADN plasmidico es un evento de entrecruzamiento simple que
tiene lugar en una de las dos secuencias de ADN que flanquean y que estos eventos de entrecruzamiento simple dan
lugar eventualmente a eventos de entrecruzamiento doble. La transicion al evento de entrecruzamiento doble es
normalmente muy rapida y ocurre habitualmente después de unas pocas transferencias seriadas en medio liquido o
s6lido que contiene el agente selectivo para la construccion suicida, en este caso espectinomicina. Para facilitar el
evento de entrecruzamiento doble para la presente invencién y descartar la posibilidad de obtener una "poblacién
mezclada" de eventos de entrecruzamiento simple y doble, los dos transformantes principales que se han descrito
anteriormente se sembraron en una placa de MMG que contenia 200 pg/ml de espectinomicina. Después de un periodo
de incubacion de 30 hr a 33°C bajo condiciones anaerdbicas, se aislaron colonias separadas de ambas siembras
sembrando en estrias las células en placas de agar frescas que contenian el mismo medio de crecimiento. Después de
un periodo de incubaciéon de 30 hr a 33°%c bajo condiciones anaerdbicas, se sembré una colonia de cada uno de los
transformantes principales originales en una placa de MMG fresca que contenia espectinomicina (200 pug/ml) y estas dos
cepas se caracterizaron adicionalmente como se describe a continuacion.

La confirmacién de que realmente ocurrid el evento de entrecruzamiento doble y de que cada cepa que se aisl6 consistia
en una poblacion homogénea de células se obtuvo de los experimentos de PCR de colonias usando tres pares
diferentes de cebadores. El primer par de cebadores, GTTCTGCGCCTGTTATTCTG (SEQ ID NO:18) vy
CTACCTCTGATAGTTGAGTCG (SEQ ID NO:19) so6lo podria generar un producto de PCR del tamafio correcto si el ADN
que flanquea himA en 5' en la construccidon suicida habia sufrido un evento de entrecruzamiento simple con su
equivalente cromosémico. De manera similar, el segundo par de cebadores, GATATTCCAGTGCTGATCGAC (SEQ ID
NO:20) y CTACGTGAAAGGCGAGATCAC (SEQ ID NO:21), s6lo podria generar un producto de PCR del tamafio
correcto si el ADN que flanquea himA en 3' en la construccion suicida habia sufrido un evento de entrecruzamiento
simple con su equivalente cromosémico. Finalmente, el tercer par de cebadores, GATCAGGTAGGTGTGCTCTA (SEQ
ID NO:22) y GCATCAGAGAGCATACTGCT (SEQ ID NO:23), sélo podria generar un producto de PCR del tamafio
correcto si habia ocurrido un evento de entrecruzamiento doble en el locus correcto. Este par de cebadores también fue
capaz de detectar cantidades traza de copias no interrumpidas del gen himA y/o eventos de entrecruzamiento simple si
también estaban presentes como contaminantes. Como los dos mutantes con himA inactivado que se examinaron
rindieron los resultados esperados con tres conjuntos diferentes de cebadores y aparecieron indistinguibles, sélo uno de
ellos se seleccion6 para una caracterizacién adicional. Esta cepa se refiere a continuacion como "Z801-4::AhimA".

Ejemplo 7

La inactivacién del gen himA es la Unica responsable del fenotipo AcR#3

En la Fig. 11 se muestra una comparacion directa de ZwW801-4 y ZW801-4::AhimA en MH 100% usando biorreactores
con pH controlado. Los cultivos de siembra se crecieron a 30°C en medio SM hasta una DOgyp de ~4,4 y los
biorreactores se empezaron con un inéculo del 10%. Los cultivos finales de 150 ml contenian MH 100% mas 110 g/L de
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glucosa y 90 g/L de xilosa. El agitador se ajusté a 150 rpm y el pH y la temperatura se mantuvieron a 5,8 y 33°c,
respectivamente. A diferentes tiempos, se tomaron alicuotas de los biorreactores para analisis por HPLC del caldo de
fermentacion usando el procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo 2. Obsérvese que éstas son exactamente las
mismas condiciones experimentales que se usaron para los experimentos con AcR#3 y ZW801-4 que se muestran en la
Figura 8 y la Tabla 2 (Ejemplo 4).

Los resultados proporcionados en la Figura 11 muestran que ZW801-4::AhimA (Figura 11B) se comportdé mucho mejor
que ZW801-4 (Figura 11A) en MH 100%. A las 48 horas habia usado toda la glucosa y xilosa en el medio de crecimiento
y habia generado ~90 g/L de etanol. Por el contrario, la cepa parental, ZW801-4, no uso6 todo el azlcar y todavia habia
~17 g/L de xilosa residual en el caldo de fermentacion al final del experimento. La titulacion final de etanol para ZW801-4
también fue significativamente menor (81 g/L). Asi, la inactivacion del gen himA resultd6 en un incremento de
aproximadamente el 10% en la produccion de etanol bajo condiciones relevantes para el proceso, que es virtualmente
idéntico a los resultados que se obtuvieron con AcR#3 usando las mismas condiciones experimentales. Aunque estos
resultados sugieren fuertemente que AcR#3 y ZW801-4::AhimA son cepas equivalentes, era importante ensayar su
comportamiento en un experimento comparativo. Para esta comparacion también se usé MH 100% pero las
concentraciones iniciales de glucosa y xilosa se incrementaron ambas un ~10%, ya que ambas cepas fueron capaces de
usar todo el azlcar en los experimentos anteriores.

Los cultivos de siembra se crecieron a 30°C en medio SM hasta una DOggo de 4,5 y los biorreactores se empezaron con
un indculo del 10%. Los cultivos finales de 150 ml contenian MH 100% més 118 g/L de glucosa y 98 g/L de xilosa. El
agitador se ajusté a 150 rpm y el pH y la temperatura se mantuvieron a 5,8 y 33°C, respectivamente. A diferentes
tiempos, se tomaron alicuotas de los biorreactores para andlisis por HPLC del caldo de fermentaciéon usando el
procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo 2. Los valores finales para glucosa, xilosa, acetato, produccién de etanol
y biomasa (DOeno) para ambas cepas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de punto final para glucosa, xilosa, etanol y acetato en fermentadores con el pH controlado con las
cepas ZW801-4::AhimA y AcR#3 crecidas en Hidrolizado Simulado 100% con altas concentraciones de azUlcar.

Cepa Horas DOsoo Glucosa Xilosa Acetato Etanol
ZW801-4::AhimA 0 0,48 118,2 98,4 10,0 3,9
ZW801-4::AhimA 70 6,3 0 14 10,5 90,7
AcR#3 0 0,48 118,0 98,2 10,0 4,0
AcCR#3 70 6,2 0 14,1 10,4 90,6

Los resultados de este experimento demuestran que la inactivacion del gen himA es la Unica responsable del
comportamiento mejorado de fermentacion, ya que tanto ZW801-4::AhimA como AcR#3 se comportaron de manera
idéntica en el sistema de ensayo. Estas dos cepas también fueron indistinguibles cuando se ensayaron para la
resistencia al acetato (Figura 12) usando las mismas condiciones que se usaron para el experimento que se muestra en
la Figura 5. Claramente, el promotor Pgap integrado en el gen himA de AcR#3 y el proceso de enriquecimiento de
mutantes prolongado al que se sometié esta cepa tuvieron poco o ningun efecto en el fenotipo himA deseable.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110>

<120> ZYMOMONAS CON UNA PRODUCCION MEJORADA DE ETANOL EN MEDIO QUE CONTIENE AZUCARES
CONCENTRADOS Y ACETATO

<130> CL4041PCT

<160> 26

<170> PatentIn version 3.4
<210>1

<211> 342

<212> ADN

<213> Zymomonas mobilis

<400> 1

atgaataaac gctatgataa ccgcacaaac ggacagagca tgcaagctga tatcecaact 60
Ttgacccgog ccgatattac cgacatgctt taccatgaag raggtttgtc gcgggcagat 120
tccgocaaga tgatcgaaca aatgcttggt cacattacag atgcecctgaa azaaggtgaa 180
aatgtcaaaa tatctggttt tggcagCttt attctcaggg ataaaaatga acgrgttgac 240
cgtaatccta aaacaggoat cgaggrtcct atcgcaccaa ggegggtict gactrrccgt 300
gccagccagt tgatgegeca geggattatc aagggagect aa 342

<210> 2

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 2

grgaaaggcg agatcaccaa ggtagtc 27

<210>3

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 3
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ctacctctga tagttgagtc gatacttcgg

<210> 4

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 4

cractcattt cctgcaggte gtaactcatt gogogeto

<210>5

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> CATCTTACTggcgcgccAAAAATCTGCGGCTGACATAC
<400> 5

catcttactg gcgocgocaaa aatctgogge tgacatac
<210> 6

<211> 56

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 6
actcatttcc atggogatcg cactatgogg ¢Cgcaatgta gcacctgaag tcagec

<210>7

<211> 56

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 7
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atCicaciece atggccggoce aactattaat taagaattga ttggotccaa thottg
<210>8

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligo sintético

<400> 8

cgcataactt cgtataatgt atgctatacg aagttatac
<210>9

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligo sintético

<400> 9

ggccgcataa cttogtatag catacattat acgaagttat geogat
<210> 10

<211> 43

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> oligo sintético

<400> 10

taaataactt cgtataatgt atgctatacg aayttatggc cgg

<210> 11

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> oligo sintético

<400> 11

26

36

3%

45

43
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ccataacttc gtatagcara cattatacga agttatttaa t

<210> 12

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 12

ataaaagrgg cogragcaca ggatga
<210> 13

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 13

ggcgttaatt aagoCcaggtc agcaag
<210> 14

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 14

Cractcatec tgcaggttta atgaatgagc ggatgctg

<210> 15

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 15

catcttactyg cgatggerga Crttocgrgl cagocag

27

41

26

26

38

37
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<210> 16

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 16
tcactcatgg ccggocggga tatcagocttg catgetc 37

<210> 17

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 17
catcttactq gogogecgat atgotgectt cocgaagto 38

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 18

grtctgogoe tgttattctyg - 20

<210> 19

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 19

ctacctctga tagttgagtc g 21

<210> 20

28
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<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 20

gatattccag tgctgatcga c

<210> 21

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 21

ctacgtgaaa ggcgagatca c

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 22

gatcaggtag gtgtgctcta
<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 23

gcatcagaga gcatactget
<210> 24

<211> 1302

ES 2361 385 T3
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<212> ADN

<213> Zymomonas mobilis

<400> 24

atgacgaaca
aacgcttece
gccgeagety
caggtrccaa
gatcgtegtt
ccggotittg
aaagctaaaa
aacttcgaca
tetttgeatg
aagccgatgg
aataaaaagc
aaattgatcc
gttatggatc
ggttctttga
gaaccgatcg
gtcgaagate
tcitottaty
ttgatggatc

gctaaccagt

ttggatcatc
ggtatgcagg

gtcaacacgg

<210> 25
<211> 1287

<212> ADN

aaatctegtc
gtacgccaaa
gogecttage
ccacgoctac
tcggttatge
ccggatgoca
tcgttgeege
agatcgctéa
crgaattrtge
Caacctetgr
tgatgatcog
gtgazaacca
agaacgatco
tggatatcgg
aagtccgtge
gtattatttg
cgaccacgac
€ggctacoag
cgatgatgee
tggctgaage
atgrgcgeoct

attggogtta

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2361 385 T3

ttcagataat
TCtgaccogt

cagtggtctt

aggteacceg

tatcgteggt
gcattococgo
Tgaatatggce
agatctaaad
tatcegtact
tgctgattot
Ttaccottge
grigggtaaa
tgcacagcag
tatttatggc
ttacacctac
gcagatgegac
gacttcacgt
atattatcag

acagttcatc

cgtcatcaat
gattcaggcc

tgtccgteag

ctttccaatyg
cgcgeteteog
caggcagcga
atgcettacg
ctgggtaaat
atcgaagett
grcgatccce
atcgacgctyg
ttcaaagecg
Cagcggatga
cactatgate
crgggcatgg
tggcotctge
ttgaacggta
agcgatccga
ttcagaageg
ttctogotge
aatttgattt

atgccagoga

aacaaaccag trcgtagcoc gggtgaagaa
atttatgaag cagctcgtac cggtogoocc

ctgtticagce
Ttogtogtag
cgottoctol
cgatcogoce
atgcocttaa
tggrcagegg
gtaaaattta
tttacatcat
gcaagcatgr
tcgatgcage
cagtgaagcg
traccaccga
gtcgrgaact
ccegttactt
atgatgaacg
gtgcretgte
agggcgacaa
ctgtccagac

acaaccagrt

ggtggttatt ga

<223> region codificadora de GFOR con insercién y delecién

<400> 25

30

aacggatgac
tgttggactg
tyggroccage
gatgccggaa
ccagattita
taacgctgaa
tgattacagc
tttgccaaac
tatgtﬁtqaa
caaggctgct
tgcageggta
caactcagac
cgccggtogc
gctgogrgaa
tttcgttgaa
tcatggtgca
agctgttetg
cccaggoeat

ctctgeacag

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

1020

1080

1140

1200
1260
1302



argacgaaca
aacgetrtcee
gccgeagety
caggttccga
gatcgregtt
ccgggritityg
azagctaaaa
aacttcgaca
tctttgeatg
aagcegatgg
aataaa2agc
gcataactic
gatcctgeac
atcggtattt
cgtgcttaca
atttggcaga
acgacgactt
accggatatt
atgccacagt
gaagccgtca
cgcctgatte
ggttatgtcc
<210> 26

<211> 113

<212> PRT

4aatctogtc
gtacgccaaa
gcgecttage
ccacgectge
teggttatge
ccggatgeca
tegttgooge
agatcgctaa
ctgaatttge
caacctctgt
tgatgatcag
gtataatgta
agcagtggeg
atggcttgaa
cctacagega
tgcgctitcag
cacgtttete
atcagaattt
tcatcatgee
fcaataacaad
aggccattta
gtcagggtgg

<213> Zymomonas mobilis

<400> 26

ES 2361 385 T3

trcagataat
tctgaccegt
cagtagtcte
aggtcacccg
tatcgtcggt
geattooogo
Lgaatatgac
agatccaaaa
tatcegtoct
tgcrgattot
Ttaccgtrac
tgctatacoa
Lctgcgtcot
cggtaccegt
tccgaatgat
aagcggtgct
ggrgcagggce
gattrctoic
agcgaacaac
accagrregt
tgaagcagct
ttattga

ctttccaatg
cgcgcrctcy
caggcagcga
atgocettacyg
ctgggtaaat
atcgaagctt
gtcgatcocc
atcgacgcrg
ttcaaagcey
cagegoatga
factatgatc
agttatggta
gaactcgoog
tacttgctgyg
gaacgrtrcyg
ctgtctcatg
gacaaagctg
cagaccccag
cagttctetyg
agcccgogtg
cgtaccggtc

31

crgtttcage
ttggrggtod
cgettectge
cgatccgeec
atgcccttaa
tggtcagcog
gtaaaattta
tttacatcat
gcaagcatgr
tcgatgeagce
caatgcaccyg
ctcatgaccy
gtggcggttc
gtgaagaace
rtgaagtcga
gtocatcttc
ttctgrtgat
gccatgctaa
cacagttgga
4d40aaggrat

gccoccgtcaa

aacggatgac
tgttggactg
tgntgccage
gatgccagaa
ccagatttta
Taacgctgaa
tgattacagc
trtgecaaac
targtgtgaa
caaggctgct
tgcagcgate
gcctoagaac
tttgatggat
gatcgaagtc
agatcgtatt
ttattcgace
goatccgact
ccagtcgatyg
tcarctgget
gcaggatgrg
cacggattgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
7120
780
840
900
960

1020
1080
114G
1200
1260
1287
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Mat AsSn Lys Arg ';yr AsSp Asn Arg Thr ﬁ}" Gly Gln Sar Met ﬂn Ala

Asp I'le Pro ggr Leu Thr Arg Ala .;.gp Ile Thr Asp Met ligu TYr His

Glu val Gly Leu Ser Arg Ala asp ser ala Lys Met Ile Glu Gln met
35 40 45

Leu ?1[]? His Ile Thr Asp gga Leu Lys Lys Gly {Eau Asn val Lys Tle

ser Gly Phe Gly Ser Phe Ile Leu arg Asp Lys Asn Glu Arg val Gly
65 70 75 RO

Arg Asn Pro Lys Elgr' Gly ITe Glu val EE:: Ile aAla Pro Arg ;Eg val

Leu Thr Phe Arg Ala Ser Gin Leu Met Arg GIn arg Ile Ile Lys Gly
10 105 110

ala

32
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para producir etanol a partir de un medio con mezcla de azlcares que comprende xilosa, que comprende:

(a) proporcionar una cepa de Zymomonas recombinante capaz de utilizar xilosa para producir etanol, comprendiendo
dicha cepa al menos una modificacion genética en el gen himA que reduce la expresién de la proteina de la subunidad
alfa del factor de integracién del anfitrién (HimA); y

(b) cultivar la cepa de (a) en un medio que comprende xilosa, en el que dicha cepa usa la xilosa como fuente de carbono
para producir etanol.

2. El proceso segun la Reivindicacion 1, en el %ue el cultivo se hace en un intervalo de temperatura de desde
aproximadamente 25°C hasta aproximadamente 40°C en medio con pH en un intervalo que es entre aproximadamente
45y7,5.

3. El proceso segun la Reivindicacion 2, en el que la temperatura es entre aproximadamente 30°C y 37°C.
4. El proceso segln la Reivindicacién 2, en el que el pH es entre aproximadamente 5,8 y 7,0.

5. El proceso segln la Reivindicacién 1, en el que la modificacién genética es una modificacion del gen himA
seleccionada del grupo que consiste en insercion, delecién, mutacion, cosupresion y expresion de ARN antisentido.

6. El proceso segun la Reivindicacion 5, en el que la modificaciéon genética hace que el gen himA no sea funcional.

7. El proceso segun la Reivindicacion 6, en el que la modificacion genética es una insercién introducida en el gen himA
por recombinacién homéloga.

8. El proceso segun la Reivindicacion 1, en el que la cepa recombinante de Zymomonas es ZW801-4::AhimA o la cepa
ACR#3.

9. El proceso segun la Reivindicacion 1, en el que el medio comprende ademéas acetato y en el que la cepa
recombinante de Zymomonas produce una cantidad incrementada de etanol comparada con su cepa parental de
Zymomonas sin modificacion genética que reduce la expresion de himA.

10. El proceso de la Reivindicacion 9, en el que dicha cantidad incrementada de etanol producida se debe a la
resistencia al acetato de la cepa de Zymomonas.

11. El proceso de la Reivindicacion 9, en el que el medio comprende al menos aproximadamente 120 g/L de mezcla de
azlcares que comprende xilosa, un alcohol de azlcar seleccionado del grupo que consiste en sorbitol, manitol, galactitol,
ribitol y una mezcla de éstos en una concentracion final que es entre aproximadamente 2 mM y aproximadamente 100
mM y al menos aproximadamente 6 g/L de acetato.

12. El proceso de la Reivindicacion 11, en el que el alcohol de azlcar estd en una concentracién que es entre
aproximadamente 5 mM y aproximadamente 20 mM.
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Clol (338}
Aval (350}

EcoRI (375)
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Pstl (1703)
HindIII (1711)
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0.0t

0 10 20 30 40 50
Tiempo (hr)

—e— /WB0l-4 SinAcetato
—a— /WB0I-4 5 g/L Acetato
—&— 7WB801-4 6 g/L Acetato

FIG. 3
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Tiempo (hr)

—oe— /WB01-4 Glucosa
—a— JWB0I-4 Xilosa
—t— 7WB0I1-4 Etanol

—8— " FPaso Glucosa
—— ["Faso Xilosa
—a——  7"Paso Etanal

FIG. 4A
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0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (hr)

—a— JWB0I-4 Glucosa
—a— JWB01-4 rilosa
—a&— 7WB0i-4 Etanol
—ea— ["Paso Glucosa
—a— "Paso Xlosa
—a— [°Faso Etanol

FIG. 4B
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AcR*3 Glucosa
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AcR*3 Etanol

FIG. 7
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