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DESCRIPCION
Zymomonas con produccion aumentada de etanol en medio que contiene azlcares concentrados y acetato
REMISION A UNA SOLICITUD AFIiN

Esta solicitud de patente reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional U.S. No. 60/983750 presentada
el 30 de octubre de 2007.

DECLARACION DE DERECHOS DEL GOBIERNO

Esta invencion se realiz6 con ayuda del Gobierno de los Estados Unidos bajo 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 la Energia Sostenible, LLC, el Director y Operador del Laboratorio
Nacional de Energias Renovables. El Gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en esta invencion.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencidn se refiere a los campos de la microbiologia y la ingenieria genética. Mas especificamente, se encontrd
que el gen himA, codificante de la subunidad alfa del factor de integracién del hospedador (IHF), esta implicado en la
tolerancia de Zymomonas al acetato. Se desarrollé una cepa de Zymomonas que utiliza xilosa con una modificacién
genética del gen himA, que exhibe produccién aumentada 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 es por consiguiente un area importante de investigacion actual. Zymomonas mobilis es un etanolégeno
bacteriano que crece en glucosa, fructosa, y sacarosa, metabolizando estos azucares a CO; y etanol por el camino
de Entner-Douderoff.

Es deseable utilizar biomasa lignoceluldsica hidrolizada que puede proporcionar un sustrato de carbono disponible
en cantidades abundantes y de coste bajo, para uso en fermentacién 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 utilizar xilosa como fuente de carbono, se han producido por ingenieria genética cepas recombinantes que
son capaces de crecer sobre este azucar (US 5.514.583, US 5.712.133, WO 95/28476, Feldmann et al. (1982) Appl
Microbiol Biotechnol 38:354-361, Zhang et al. (1995) Science 367:240-243). Estas cepas estan modificadas para
expresion de cuatro enzimas necesarias para el metabolismos de la xilosa: 1) xilosa-isomerasa, que cataliza la
conversion de xilosa en xilulosa; 2) xiluloquinasa, que fosforila la xilulosa para formar xilulosa 5-fosfato; 3)
transcetolasa; y 4) transaldolasa (US 5.514.583, US 6.566.107; Zhang et al. (1985) 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
subsiguientemente en etanol y CO; en el lado de glucosa del camino (Figura 1).

Aunque se ha logrado éxito en la produccion por ingenieria genética de cepas de Z. mobilis para el metabolismo de
la xilosa, las cepas no crecen y producen etanol en xilosa tan bien como en glucosa. Incluso en circunstancias
ideales, el metabolismo de la xilosa es tres o cuatro veces mas lento que el metabolismo de la glucosa (Lawford et
al. (2000) Applied Biochemistry and Biotechnology 84-86:277-293), y la diferencia se hace mucho mayor en
condiciones adversas. Debido al lento flujo del carbono, el nivel de ATP en estado estacionario es también menor
con 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 los inhibidores cuando se cultiva sobre este azucar
(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 en la utilizacion de biomasa
lignocelulésica hidrolizada para fermentacion es la presencia de acetato (Kim et al. (2000) Applied Biochemistry and
Biotechnology 84-86:357-370, que se libera de los residuos xilosa acetilados en hemicelulosa durante los procesos
de pre-tratamiento y sacarificacion.

Los mecanismos para que Z. mobilis haga frente al estrés relacionado con el acetato y otros acidos organicos no
estan dilucidados, y no existe informe alguno en la bibliografia acerca de los genes que pueden jugar un papel en
este proceso. Por consiguiente, la utilizacion de disefio racional para producir por ingenieria genética una cepa que
tenga resistencia incrementada al acetato no es una opcién en la actualidad. Por otra parte, se han descrito
mutantes de Z. mobilis que tienen mayor tolerancia al acetato (Joachimsthal et al. (1998) Biotechnol. Lett. 20(2):137-
142; Jeon et al. (2002) Biotechnol. Lett. 24:819-824; Solicitud de Patente US 20030162271). Se utiliz6 la seleccion
después de mutagénesis quimica aleatoria con nitrosoguanidina (NTG) para generar estos mutantes, pero los genes
modificados que eran responsables del fenotipo resistente al acetato no fueron identificados en ninguno de estos
casos. Tampoco se determind si eran necesarias una sola mutacion o multiples mutaciones para mejor eficiencia de
fermentacion en presencia de acetato. Por consiguiente, no se conoce actualmente por los estudios arriba citados el
modo de impartir tolerancia al acetato a otras cepas de Z. mobilis utilizando ingenieria genética dirigida.
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Persiste la necesidad de identificar genes implicados en la tolerancia al acetato que puedan modificarse para
producir cepas de Zymomonas tolerantes al acetato para fermentacion de hidrolizado, producido a partir de biomasa
lignocelulésica pretratada y sacarificada, a fin de producir etanol.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a cepas de Zymomonas que utilizan xilosa que tienen una eficiencia mejorada 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 hospedador (IHF). Una Zymomonas que utiliza xilosa con
una modificacion genética adicional del gen himA tiene tolerancia incrementada al acetato cuando se cultiva en
mixturas 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 himA modificada que para una cepa comparable que exprese el gen
himA normal.

De acuerdo con ello, la invencion proporciona un microorganismo recombinante del género Zymomonas que es
capaz de utilizar xilosa para producir etanol por fermentaciéon en un medio de azucares mixtos, comprendiendo dicho
microorganismo al menos una modificacion genética que reduce la expresion del gen himA endégeno que codifica la
proteina de la subunidad alfa del factor de integracion del hospedador. Adicionalmente, la presente invencion
proporciona un proceso para generar el microorganismo arriba descrito, comprendiendo dicho proceso:

a) proporcionar una cepa de Zymomonas recombinante capaz de utilizar xilosa para producir etanol en
condiciones adecuadas en las que el genoma de dicha cepa expresa la proteina de la subunidad alfa del
hospedador de integracion endégeno (HimA); y

b) modificar el genoma de dicha cepa en donde dicha modificacién reduce la expresion de la proteina de la
subunidad alfa del factor endégeno de integraciéon del hospedador (HimA).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS Y DESCRIPCIONES DE LAS SECUENCIAS

La invencién puede comprenderse mas plenamente a partir de la descripcion detallada que sigue, las Figuras, y las
descripciones de secuencias que se acompafian que forman parte de esta solicitud.

La Figura 1 muestra un diagrama de las cuatro enzimas (en recuadros) que se han utilizado para producir por
ingenieria genética Z. mobilis para utilizaciéon de xilosa y los caminos bioquimicos para produccién de etanol
utilizando xilosa.

La Figura 2 muestra un mapa plasmidico de pMODgap/aada, el plasmido que se utilizé6 para degenerar una
biblioteca de insercion de transposén en ZW801-4.

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

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

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

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

La Figura 7 muestra un grafico de utilizacién de glucosa, utilizacion de xilosa, y produccién de etanol para
AcR#3 y ZW801-4 en medio con 105 g/l glucosa, 100 g/l xilosa, y 9 g/l acetato.

La Figura muestra graficos de utilizacién de glucosa, utilizaciéon de xilosa, y produccion de etanol para ZW801-4
(A) y AcR#3 (B) en medio hidrolizado simulado 100%, que contiene ~9,5 g/l acetato e iones amonio190 mM, con
110 g/l glucosa y 90 g/l xilosa.

La Figura 9 muestra mapas de los plasmidos producidos durante la construcciéon de un vector silenciador del
gen himA pLDHTc139#7 (A), pLDHTc139#7-QWW (B), y pLDHSp-QWW (C).

La Figura 10A muestra la localizacion gendémica de los cebadores utilizados para preparar DNA flanqueante de
himA para insercion en el vector suicida de himA, pHimA, y un mapa circular del plasmido pHimA se muestra en
la Figura 10B.
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La Figura 11 muestra graficos de utilizacion de glucosa, utilizaciéon de xilosa, y produccion de etanol para
ZW801-4 (A) y ZW801-4::AhimA (B) en medio Hidrolizado Simulado 100%, que contiene ~9,5 g/l acetato e iones
amonio190 mM, con 110 g/l glucosa y 90 g/l xilosa.

La Figura 12 muestra graficos 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 acetato afiadido como la sal de potasio.

La invencién puede comprenderse mas plenamente a partir de la descripcion detallada siguiente y las descripciones
de secuencias que se acompafian que forman parte de esta solicitud.

Las secuencias siguientes estan de acuerdo con 37 C.F.R. 1.821-1.825 ("Requirements for Patent Applications
Containing Nucleotide Sequences and/or Amino Acid Sequence Disclosures - the Sequence Rules") y son
coherentes con el World Intellectual Property Organization (WIPQ) Standard ST.25 (1998) y los requerimientos de
listado de secuencias de la EPO y la PCT (Reglas 5.2 y 49.5(a-bis), y la Secciéon 208 y el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas). Los simbolos y el formato utilizados para los datos de secuencia de nucleétidos y
aminoacidos cumplen las reglas expuestas en 37 C.F.R.§1.822.

Se proporciona un Listado de Secuencias adjunto a esta memoria en Disco Compacto. Los contenidos del Disco
Compacto que contienen el Listado de Secuencias cumplen con 37 CFR 1.52(e). Los Discos Compactos se
presentan por duplicado y son idénticos uno a otro. Los discos estan marcados “Copia 1 — Listado de Secuencias” y
“Copia 2 - Listado de Secuencias”. Los discos contienen el archivo siguiente: CL4039 seq. list. ST25.

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucledtidos de la regién codificante de himA de Zymomonas mobilis.

SEQ ID NOs: 2 y 3 son las secuencias de nuclettidos de los cebadores de secuenciacion de sitios de insercion de
transposon.

SEQ ID NOs: 4 y 5 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para amplificacion PCR de un fragmento del
DNA que contiene el gen Idh y algo del DNA circundante.

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

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

SEQ ID NOs: 10 y 11 son las secuencias de nucleétidos de los oligos utilizados para preparar un sitio loxP para
insercion en el plasmido pLDHTc139#7-9W.

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

SEQ ID NOs: 14 y 15 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para amplificacion PCR de un fragmento
de DNA flanqueante de himA 3'.

SEQ ID NOs: 16 y 17 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores para la amplificacion PCR de un
fragmento de DNA flanqueante de himA 5'.

SEQ ID NOs: 18 y 19 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores PCR que se utilizaron para confirmar que
habia ocurrido un evento de entrecruzamiento simple entre el DNA flanqueante de himA 5’ en pHimA y su homologo
cromosémico.

SEQ ID NOs: 20 y 21 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores PCR que se utilizaron para confirmar que
habia ocurrido un evento de entrecruzamiento simple entre el DNA flanqueante de himA 3’ en pHimA y su homaélogo
cromosémico.

SEQ ID NOs: 22 y 23 son las secuencias de nucleotidos de los cebadores PCR que se utilizaron para confirmar que
habia ocurrido un evento de entrecruzamiento doble entre las secuencias de DNA flanqueantes 5’ y 3’ de himA en
pHimA y el gen himA en el cromosoma.

SEQ ID NO: 24 es la secuencia completa de nucleétidos de la region codificante GFOR de Z. mobilis.

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

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

La presente invencion describe cepas de Zymomonas recombinantes que utilizan xilosa, que se han elaborado
ulteriormente por ingenieria genética por modificacion del gen himA enddgeno, y un proceso para generar cepas de
Zymomonas con himA modificado. La modificacién reduce la expresion del gen himA, y da como resultado una
eficiencia mejorada de la cepa modificada en himA cuando se cultiva en un medio que contiene azucares mixtos que
incluyen xilosa y acetato. Estas cepas pueden utilizarse en un proceso para produccion de etanol en el cual se
cultiva una cepa modificada en un medio que incluye xilosa. El etanol producido por la nueva cepa de Zymomonas
puede utilizarse como fuente de energia alternativa a los combustibles fésiles.

Se utilizaran las abreviaturas y definiciones siguientes para la interpretacion de la memoria descriptiva y las
reivindicaciones.

El “factor de integracion del hospedador” se abrevia IHF.

“Gen” hace referencia a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, que puede incluir
secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5’) y siguen (secuencias no codificantes 3’) a la
secuencia codificante. “Gen nativo” o “gen de tipo salvaje” hace referencia a un gen tal como se encuentra en la
naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. “Gen quimérico” hace referencia a cualquier gen que no es un
gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. De
acuerdo con ello, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se
derivan de fuentes diferentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se derivan de la misma
fuente, pero dispuestas de una manera distinta a la que se encuentra en la naturaleza. “Gen endégeno” hace
referencia a un gen nativo en su localizacién natural en el genoma de un organismo. Un gen “extrafio” hace
referencia a un gen que no se encuentra normalmente en el organismo hospedador, pero que se introduce en el
organismo hospedador por transferencia génica. Los genes extrafios pueden comprender genes nativos insertados
en un organismo no nativo, o genes quimericos.

El término “constructo genético” hace referencia a un fragmento de acido nucleico que codifica la expresion de una o
mas proteinas especificas. En el constructo génico el gen puede ser nativo, quimérico, o de naturaleza extrafa.
Tipicamente, un constructo genético comprendera una “secuencia codificante”. Una “secuencia codificante” hace
referencia a una secuencia de DNA que codifica una secuencia de aminoacidos especifica.

Los términos “promotor” o “regiones de control de la iniciacién” hacen referencian a una secuencia de DNA capaz de
controlar la expresiéon de una secuencia codificante o RNA funcional. En general, una secuencia codificante esta
localizada 3’ con respecto a una secuencia promotora. Los promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen
nativo, o pueden estar compuestos de elementos diferentes derivados de distintos promotores encontrados en la
naturaleza, o incluso comprender segmentos sintéticos de DNA. Se comprendera por los expertos en la técnica que
promotores diferentes pueden dirigir la expresion de un gen en tejidos o tipos de células diferentes, o en etapas
diferentes del desarrollo, o en respuesta a condiciones ambientales diferentes. A los promotores que hacen que un
gen se exprese en la mayoria de los tipos de células en la mayor parte de las ocasiones se hace referencia
comunmente como “promotores constitutivos”.

El término “expresién”, como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la transcripcioén y acumulacion estable de
RNA sentido (mRNA) o antisentido derivado de un gen. La expresién puede referirse también a la traduccion de
mRNA en un polipéptido. “Inhibicién antisentido” hace referencia a la produccién de transcritos de RNA antisentido
capaces de suprimir la expresion de la proteina diana. “Sobreexpresion” hace referencia a la produccion de un
producto génico en organismos transgénicos que excede de los niveles de produccién en organismos normales o no
transformados. “Co-supresion” hace referencia a la produccion de transcritos de RNA sentido capaces de suprimir la
expresion de genes extrafios o enddgenos idénticos o sustancialmente similares (U.S. 5.231.020).

El término “RNA mensajero (mRNA)”, como se utiliza en esta memoria, hace referencia al RNA que carece de
intrones y que puede ser traducido en proteina por la célula.

El término “gen no funcional”’, como se utiliza en esta memoria, hace referencia 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 interrumpirse a cualquier nivel, tal como la transcripcién, el procesamiento del RNA, o la traduccion.
Un gen no funcional exhibe tipicamente poca o ninguna expresién de la proteina codificada. No obstante, el mismo
puede codificar también una proteina modificada que tiene menor actividad enzimatica que la proteina de tipo
salvaje.

El término “transformaciéon” como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la transferencia de un fragmento de
acido nucleico a un organismo diana, que da como resultado una herencia genéticamente estable. El acido nucleico
transferido puede encontrarse en la forma de un plasmido mantenido en la célula hospedadora, o cualquier acido
nucleico transferido puede integrarse en el genoma de la célula hospedadora. A los organismos hospedadores que
contienen los fragmentos de acido nucleico transformados se hace referencia como organismos “transgénicos” o
“recombinantes” o “transformados”.
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Los términos “plasmido” y “vector” como se utilizan en esta memoria, hacen referencia a un elemento
extracromosomico que transporta a menudo genes que no forman parte del metabolismo central de la célula, y
usualmente en la forma de moléculas circulares de DNA bicatenario. Tales elementos pueden ser secuencias de
replicacién auténoma, secuencias integrantes del genoma, secuencias de fago o secuencias de nucleétidos, lineales
o circulares, de un DNA o RNA mono- o bi-catenario, derivadas de cualquier fuente, en las cuales cierto nimero de
secuencias nucleotidicas se han unido o recombinado en una sola construccién que es capaz de introducir un
fragmento promotor y secuencia de DNA para un producto génico seleccionado junto con una secuencia 3’ no
traducida apropiada en una célula.

El término “enlazado operativamente” hace referencia a la asociacion de secuencias de acido nucleico en un
fragmento simple de acido nucleico de tal modo que la funcién de una se ve afectada por la otra. Por ejemplo, un
promotor esta enlazado operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresion de
dicha secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante se encuentra bajo el control transcripcional del
promotor). Las secuencias codificantes pueden estar enlazadas operativamente a secuencias reguladoras en
orientacién sentido o antisentido.

El término “marcador seleccionable” significa un factor de identificacion, usualmente un gen de resistencia a
antibidticos o productos quimicos, que es susceptible de ser seleccionado basandose en el efecto marcador del gen,
es decir, la resistencia a un antibiético, en donde el efecto se utiliza para rastrear la herencia de un acido nucleico de
interés y/o para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés.

El término “concentracion elevada de azucares mixtos” hace referencia a una concentracion total de azucares en el
medio que da como resultado la inhibicién del crecimiento de Z. mobilis utilizador de xilosa. Esto ocurre tipicamente
cuando la concentracion total de azlcares excede de aproximadamente 100 g/l, y la severidad del efecto es mayor a
concentraciones de azucares mas altas. Sin embargo, la concentracion exacta de azlcares a la que comienza a
producirse la inhibicion del crecimiento depende acusadamente de otros componentes del medio.

El término “azucar fermentable” hace referencia a oligosacaridos y monosacaridos que pueden ser utilizados como
fuente de carbono por un microorganismo en un proceso de fermentacion.

El término “lignoceluldsico” hace referencia a una composicion que comprende a la vez lignina y celulosa. El material
lignocelulésico puede comprender también hemicelulosa.

El término “celulésico” hace referencia a una composicion que comprende celulosa y componentes adicionales, con
inclusion de hemicelulosa.

El término “sacarificacion” hace referencia a la produccién de azulcares fermentables a partir de polisacaridos.
El término “biomasa pretratada” significa biomasa que ha sido sometida a pretratamiento antes de la sacarificacion.

“Biomasa” hace referencia a cualquier material celulésico o lignocelulésico e incluye materiales que comprenden
celulosa, y comprende ademas opcionalmente hemicelulosa, lignina, almidén, polisacaridos, oligosacaridos y/o
monosacaridos.

La biomasa puede comprender también componentes adicionales, tales como proteina y/o lipido. La biomasa puede
derivarse de una sola fuente, o la biomasa puede comprender una mixtura derivada de mas de una fuente; por
ejemplo, la biomasa podria comprender una mixtura de carozos de maiz y forraje o fibras de maiz, o una mixtura de
hierbas y hojas. La biomasa incluye, pero sin caracter limitante, cosechas bioenergéticas, residuos agricolas,
residuos sdlidos urbanos, residuos sélidos industriales, lodos de la fabricacion de papel, residuos de jardines,
madera y residuos forestales. Ejemplos de biomasa incluyen, pero sin caracter limitante, granos de maiz, carozos de
maiz, residuos de cosechas tales como vainas de maiz, maiz forrajero, fibra de maiz, hierbas, trigo, paja de trigo,
cebada, paja de cebada, heno, paja de arroz, panizo, papel residual, bagazo de cafia de azucar, sorgo, soja,
componentes obtenidos de la molienda de granos, arboles, ramas, raices, hojas, astillas de madera, serrin, arbustos
y matorrales, hortalizas, frutos, flores y estiércol animal.

“Hidrolizado de biomasa” hace referencia al producto resultante de la sacarificacién de la biomasa. La biomasa
puede también pretratarse antes de la sacarificacion.

Las técnicas estandar de DNA recombinante y de clonacién molecular utilizadas en esta memoria son bien
conocidas en la técnicas y han sido descritas por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicién; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 (en lo
sucesivo "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.
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La presente invencion se refiere a cepas de Zymomonas producidas por ingenieria genética que utilizan xilosa que
tienen una eficiencia mejorada en presencia de acetato. El acetato es un inhibidor de Zymomonas que, cuando esta
presente durante la fermentacion, reduce el crecimiento y la produccion de etanol. El acetato es un sub-producto
metabdlico de Z. mobilis y es también un componente de la biomasa pretratada y sacarificada. Por consiguiente, un
reto en la utilizacién de azucares derivados de biomasa para la fermentacion estriba en vencer los efectos
inhibidores del acetato sobre el biocatalizador para la produccion incrementada de etanol. Los solicitantes han
descubierto que la produccion por ingenieria genética de una interrupcion del gen himA endégeno en Z. mobilis que
utiliza xilosa mejora la eficiencia de fermentacién, con inclusion de la utilizacion de xilosa y la produccién de etanol,
cuando el medio de fermentacion contiene acetato. Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un proceso
para la produccién de etanol en el que las cepas de Zymomonas presentes se cultivan en un medio que contiene
xilosa.

Cepa hospedadora de Zymomonas que utiliza xilosa

Cualquier cepa de Zymomonas que sea capaz de utilizar xilosa como fuente de carbono puede utilizarse como
hospedador para la preparacion de las cepas de la presente invencidon. Las cepas de Z. mobilis que han sido
modificadas por ingenieria genética para fermentacion de xilosa a etanol son particularmente utiles. Los genes
endogenos pueden proporcionar parte del camino metabdlico, o pueden alterarse por cualquier técnica conocida de
manipulacion genética para proporcionar una proteina con actividad enzimatica util para el metabolismo de la xilosa.
Por ejemplo, la transcetolasa enddgena puede complementar otras actividades enzimaticas introducidas en la
creacion de un camino de utilizacion de xilosa. Tipicamente se han introducido cuatro genes en Z. mobilis para
expresion de cuatro enzimas implicadas en el metabolismo de la xilosa (Figura 1) como se describe en US
5.514.583. Estos incluyen genes que codifican xilosa-isomerasa, que cataliza la conversion de xilosa en xilulosa y
xiluloquinasa, que fosforila la xilulosa para formar xilulosa 5-fosfato. Adicionalmente, la transcetolasa y la
transaldolasa, dos enzimas del camino de los pentosa-fosfatos, convierten xilulosa 5-fosfato en compuestos
intermedios (fructosa 6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato) que acoplan el metabolismo de las pentosas al camino
glicolitico de Entner-Douderoff, permitiendo el metabolismo de la xilosa a etanol. Secuencias de DNA que codifican
estas enzimas pueden obtenerse a partir de cualquiera de numerosos microorganismos que son capaces de
metabolizar la xilosa, tales como bacterias entéricas, y algunas levaduras y hongos. Fuentes para las regiones
codificantes incluyen Xanthomonas, Klebsiella, Escherichia, Rhodobacter, Flavobacterium, Acetobacter,
Gluconobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Salmonella, Pseudomonas, y Zymomonas. Son particularmente utiles las
regiones codificantes de E. coli.

Las secuencias de DNA codificante estan enlazadas operativamente a promotores que se expresan en células de Z.
mobilis tales como el promotor de gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa de Z. mobilis (promotor GAP), y enolasa
de Z. mobilis (promotor ENO). Las regiones codificantes pueden expresarse individualmente a partir de promotores,
0 pueden unirse dos o mas regiones codificantes en un operdn con expresion por el mismo promotor. Los genes
quiméricos resultantes pueden introducirse en Zymomonas y mantenerse en un plasmido, o integrarse en el genoma
utilizando, por ejemplo, recombinaciéon homoéloga, integraciéon orientada, o integracion aleatoria. Cepas utilizadoras
de xilosa que son de uso particular incluyen CP4 (pZB5) (US 5514583), ATCC31821/pZB5 (US 6566107), 8b (US
20030162271; Mohagheghi et al., (2004) Biotechnol. Lett. 25; 321-325), y ZW658 (ATTCC #PTA-7858).

Cepas de Z. mobilis que se han modificado adicionalmente por ingenieria genética para utilizar aztcares distintos de
xilosa, que no son utilizados normalmente por las mismas, pueden utilizarse también en el presente proceso. Un
ejemplo es una cepa de Z. mobilis utilizadora de xilosa que fue modificada ulteriormente por ingenieria genética para
utilizacién de arabinosa como se describe en US 5.843.760.

También pueden utilizarse cepas de Z. mobilis que se han modificado adicionalmente por ingenieria genética para
produccién reducida del subproducto no deseado xilitol. Estas cepas se describen en la solicitud de patente U.S. del
mismo propietario y también en tramitacion, #11/862566 y la publicaciéon de patente U.S. en tramitacion
#US20080187973 A1. Las cepas ZW800, ZW801-4 y ZW801-6 descritas tienen un gen interrumpido que codifica
glucosa-fructosa oxidorreductasa (GFOR). La interrupcion de la expresion del gen GFOR puede realizarse utilizando
los mismos métodos descritos mas adelante para interrupciéon del gen himA, utilizando la secuencia conocida de la
region codificante de GFOR (SEQ ID NO: 24). Las secuencias de DNA que rodean la secuencia codificante de
GFOR son también utiles en algunos procedimientos de modificacion y estan disponibles para Z. mobilis en la
secuencia gendmica completa (acceso a GenBank #AE008692). Se encontrd que la expresion reducida de GFOR
reduce la produccién de xilitol y aumenta la produccion de etanol.

Descubrimiento de la implicacién de himA en la tolerancia al acetato

Aunque la base mecanistica para los efectos inhibidores del acetato sobre el crecimiento y la productividad de Z.
mobilis esta razonablemente bien comprendida (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 han sido identificados para este microorganismo. Los solicitantes han encontrado
sorprendentemente que la manipulacion genética del gen himA permite que Zymomonas se comporte 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 produccién de etanol en medios que contienen
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acetato. El proceso de enriquecimiento de una biblioteca de mutantes que se utilizé para descubrir el papel de himA
en la resistencia al acetato descrita en esta memoria en los Ejemplos 1 y 2 es un enfoque carente totalmente de
sesgo, Yy no estaba basado en ningun resultado predicho.

El descubrimiento de que la interrupcion del gen himA de Z. mobilis mejora la eficiencia en presencia de acetato es
inesperado, dado que no existe indicacion o sugerencia alguna en la bibliografia de que este gen juegue un papel en
la tolerancia al acetato para Zymomonas o cualquier otro microorganismo. La proteina, a la que se refiere también
en esta memoria como la proteina HimA, codificada por el gen himA es la subunidad alfa (SEQ ID NO: 26) del factor
de integracion del hospedador (IHF), una proteina que incluye también una subunidad beta codificada por el gen
himD. Asi, IHF es una proteina heterodimera que esta constituida por dos subunidades estrechamente relacionadas.
IHF ha sido estudiada en E. coli y se ha demostrado que es una proteina de fijacion de DNA y plegamiento de DNA
que esta implicada en la recombinacion del DNA, la replicacion del DNA, y la regulacidon de la expresion génica
(Friedman (1988) Cell 55:545-554; Arfin et al. (2000) J. Biol. Chem, 275: 29672-29684). Experimentos de
determinacion del perfil de expresidon génica en E. coli han demostrado que la desactivacion del gen himA altera
significativamente el nivel de expresién de al menos 120 genes, y que esta manipulacion activa mas genes que
reprime (Arfin et al. (2000) J. Biol. Chem. 1975:29672-29684) se sabe también que el gen himA de E. coli se
transcribe mas activamente cuando las células sufren transicion desde la fase exponencial a la fase estacionaria, y
se cree que el producto del gen himA juega un papel en este proceso. Asi, himA afecta a una extensa gama de
procesos del DNA y es un regulador de la expresién génica en E. coli, pero ninguno de los muchos genes que se
cree son regulados por el mismo estan relacionados claramente con la tolerancia al acetato. Adicionalmente, el
analisis global de la expresion génica en E. coli después de exposicidon a una concentracion inhibidora de acetato ha
sido examinado utilizando microrredes, y entre los 86 genes que se veian afectados por este tratamiento no se
encontraba el gen himA (Arnold et al. (2001) J. Bacteriol. 183: 2178-2186). Finalmente, no se conoce nada acerca
del papel del gen himA en Zymomonas. Los autores de la presente invencion no son conocedores tampoco de
ningun informe en la bibliografia que demuestre que la desactivacion del gen himA dé como resultado tipo alguno de
efecto beneficioso. De hecho, es sorprendente que pudiera ocurrir esto, considerando el gran nimero de genes y
proteinas que se ven afectados probablemente por esta manipulacién. Por consiguiente, es razonable llegar a la
conclusion de que los expertos en la técnica no podrian haber predicho que la desactivacion del gen himA pudiera
conferir mayor tolerancia al acetato para Z. mobilis o cualquier otro microorganismo.

La proteina HimA de Z. mobilis tiene una identidad de 46% con su homologo de E. coli (nUmero de acceso a
GenBank NP_416227). La proteina conocida mas estrechamente afin es el homdlogo himA de Sphingomonas
wittichii (niumero de acceso a GenBank YP_001264041) con el que tiene una identidad de 67%, como se determina
por una busqueda tBLASTx contra la base de datos NCBI utilizando la region codificante himA de Z. mobilis (SEQ ID
NO: 1), como la secuencia de busqueda.

Alteracion de la expresion del gen himA

Una cepa de Z. mobilis de la presente invencién que utiliza xilosa se modifica genéticamente de tal manera que
exista una expresion reducida o nula de la proteina de la subunidad alfa del factor de integraciéon del hospedador
(HimA). Tipicamente, la reduccioén en la expresion de la proteina HimA se realiza por una modificacién que reduce la
expresion del gen himA. La reduccion de la expresion de la proteina HimA puede incluir modificaciones que, por
ejemplo, reducen la traduccion del mRNA codificante, o reducen la estabilidad de la proteina HimA. La expresion
reducida de la proteina HimA da como resultado un comportamiento mejorado en presencia de acetato. Cualquier
método de modificacion genética conocido por un experto en la técnica para reducir la expresion de una proteina
puede utilizarse para alterar la expresion de himA. Métodos incluyen, pero sin caracter limitante, la delecion de la
totalidad o una porcion del gen himA, la insercién de un fragmento de DNA en el gen himA (en el promotor o la
region codificante) de tal modo que la proteina codificada no pueda expresarse, la introducciéon de una mutacion en
la region codificante de himA que afiade un codén de parada o desplazamiento de marco de tal modo que no se
exprese una proteina funcional, y la introduccién de una o mas mutaciones en la regién codificante de himA para
alterar los aminoacidos de tal modo que se exprese una proteina no funcional o menos activa funcionalmente.
Adicionalmente, la expresion de himA puede bloquearse por expresion de un RNA antisentido o un RNA de
interferencia, y pueden introducirse constructos que dan como resultado cosupresién. Todos estos métodos pueden
llevarse a la practica facilmente por un experto en la técnica haciendo uso de la secuencia codificante conocida de
himA (SEQ ID NO: 1), asi como la secuencia de DNA de Z. mobilis que rodea la secuencia codificante de himA, que
esta disponible en la secuencia completa del genoma de Z. mobilis (Acceso a GenBank #AE008692).

Un método particularmente adecuado para crear una cepa genéticamente modificada de himA como se ilustra en
esta memoria en los Ejemplos 5 y 6, es la utilizacion de recombinacion homéloga mediada por secuencias de DNA
flanqueantes de himA que limitan un gen de resistencia a espectinomicina u otro gen marcador, conduciendo a
insercion del gen marcador en la region codificante de himA de tal modo que no se exprese una proteina funcional.
Adicionalmente, el gen marcador puede estar limitado por sitios de recombinacién de accion especifica, de tal modo
que subsiguientemente a la expresién de la recombinasa de accion especifica correspondiente, el gen de resistencia
se escinde del gen himA. La recombinacion de accion especifica deja atras un sitio de recombinacién que
interrumpe la expresion del gen himA. El vector de recombinacion homologa puede construirse de tal modo que deje
también una delecion en el gen himA después de la escision del marcador, como es bien conocido por los expertos
en la técnica.
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Se prefiere eliminar por completo la expresiéon de himA; sin embargo, una expresion notablemente reducida de himA
es también una realizacién de la presente invencién. En este caso, un gen himA no funcional se refiere a la
interrupcion del funcionamiento de la manera normal de tal modo que estén presentes niveles de proteina codificada
inferiores a los normales. Algunos métodos de desactivacion génica pueden dar como resultado cierta expresion
remanente de bajo nivel, tal como la co-supresion. En esta memoria, el término cepa himA modificada se refiere a
una cepa modificada genéticamente con actividad enzimatica reducida o nula de himA.

Comportamiento de la cepa himA modificada

Una cepa de Z. mobilis modificada en himA que utiliza xilosa de la presente invencion tiene eficiencia mejorada
cuando se cultiva en un medio que contiene xilosa, y que contiene también acetato. Es deseable utilizar azucares
que se produzcan por sacarificacion de biomasa en un medio de cultivo para Z. mobilis que utilice xilosa.
Tipicamente, la biomasa se somete a pretratamiento, por ejemplo como se describe en la Publicacion de Patente
WO 2004/081185 y en la publicacion US 20070031918A1 del mismo propietario también en tramitacion, y se trata
luego con enzimas de sacarificacién como ha sido revisado en Lynd, L.R., et al., (Microbiol. Mol. Biol. Rev. (2002)
66:506-577). El producto hidrolizado del pretratamiento y la sacarificacion de la biomasa que contiene xilosa y otros
azucares contiene también tipicamente acetato. La hemicelulosa de la biomasa contiene residuos xilosa acetilados,
y el acetato se libera en condiciones muy suaves. Aunque la eliminacion del acetato de la biomasa procesada es
una via para resolver el problema, la incorporacion de este paso podria aumentar sustancialmente el coste de la
fabricacion de etanol celuldsico. Por consiguiente, la posibilidad de modificar genéticamente cepas de Z. mobilis a fin
de proporcionar mayor tolerancia al acetato es una mejora sustancial.

La eficiencia mejorada en presencia de acetato como se ensaya en esta memoria incluye crecimiento, utilizacion de
xilosa y produccion de etanol. La eficiencia mejorada de una cepa de Z. mobilis modificada en himA que utiliza xilosa
hace relaciéon a una cepa con las mismas caracteristicas genéticas (una cepa isogénica), pero que carece de una
modificacién del gen himA. En esta comparacion se utiliza tipicamente la cepa parental utilizada para modificacion
genética del gen himA. La mejora puede observarse para cualquier nivel de acetato en el cual una cepa himA sin
modificar no alcanza su potencial pleno para crecimiento y produccién de etanol. Dependiendo de la composicion del
medio y el control del pH, la mejora ocurre tipicamente cando la concentracién de acetato es aproximadamente 5 g/l
0 mayor. La extensién de la "inhibiciéon de acetato" depende también del pH, dado que la especie inhibidora es
realmente acido acético, y el equilibrio de acido acético y acetato depende del pH. Sin control del pH, Z. mobilis
acidifica rapidamente el medio de cultivo, al igual que otras bacterias gram-negativas. Con una disminucién del pH
de 5,8 a 4,8, la concentracién de acido acético aumenta 5 veces debido al pKa ~4,8 del acido acético. Asi pues, la
concentracion real de acido acético (el inhibidor) depende del pH del medio de cultivo asi como de la cantidad total
de las especies protonizada y no protonizada que esté presente en el medio de cultivo.

En una mixtura concentrada de glucosa y xilosa con acetato presente, las cepas himA sin modificar y modificada
utilizan glucosa analogamente en condiciones de pH controladas, consumiéndose en gran parte la glucosa antes del
consumo de la xilosa. Sin embargo, durante la Ultima etapa de la fermentacion, después que se ha agotado la
totalidad de la glucosa, la cepa modificada de himA es capaz de convertir mas xilosa en etanol que la cepa parental
isogénica que tiene una expresion normal del gen himA.

El nivel de producciéon incrementada de etanol conferido por la modificaciéon del gen himA depende de los
componentes del medio de cultivo en condiciones controladas de pH, con inclusién de los niveles y ratios de tipos de
azucares Yy la presencia de otros inhibidores. Por ejemplo, en presencia de 126 g/l glucosa, 107 g/l xilosa y 10% de
acetato se registraba un aumento de 4% en el titulo de etanol para la cepa modificada de himA en comparacién con
la cepa isogénica sin modificacion en himA. Cuando el medio de cultivo contiene ademas otros inhibidores, la
produccién incrementada de etanol puede ser mayor aun. Por ejemplo, en un medio hidrolizado simulado que
incluye 110 g/l glucosa, 90 g/l xilosa, ~9,5 g/l acetato e iones amonio 190 mM (otro inhibidor del crecimiento de Z.
mobilis (Agrawal (1989) Biotechnology & Bioengineering 34:278-281) que puede estar presente en el hidrolizado de
biomasa a esta concentracion) se registré aproximadamente un aumento de 11% en la produccién de etanol y una
utilizacion mas completa de la xilosa. Asi pues, en condiciones mas severas, el diferencial en la produccién de
etanol entre una cepa modificada de himA y una cepa isogénica no modificada de himA podria ser mayor aun que
en los ejemplos citados. Por ejemplo, a concentraciones mayores de azucar o cuando estan presentes también otros
inhibidores derivados de hidrolizado ademas de iones amonio y acetato. Por consiguiente, dependiendo de las
condiciones de cultivo, el aumento en la produccion de etanol puede ser al menos aproximadamente 4% o mayor.

Fermentacién para Produccion de Etanol

El proceso de la presente invencion, la presente cepa modificada en himA que utiliza xilosa se cultiva en un medio
que contiene cualquier mixtura de jabones que incluye también xilosa. En particular, la presente cepa puede
cultivarse en hidrolizado de biomasa, o en una dilucion de hidrolizado de biomasa. La sacarificacion de la biomasa
produce azucares en un hidrolizado de biomasa que pueden incluir tipicamente una mixtura de xilosa con glucosa,
fructosa, sacarosa, galactosa, manosa y/o arabinosa. Se prefiere una composiciéon de azlicares mixtos que incluye
xilosa y glucosa, en la cual pueden estar presentes azucares adicionales. La ratio de los diferentes azucares puede
variar en la mixtura, representando tipicamente la xilosa al menos aproximadamente 10% de la cantidad total de
azucares. Preferiblemente, la xilosa comprende entre aproximadamente 40% y aproximadamente 60%. La fructosa
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esta presente en los azucares producidos por sacarificacion de algunas biomasas tales como el bagazo de la cafia
de azucar, y puede reemplazar una porcion de la xilosa o la glucosa, de tal modo que la xilosa se mantenga en al
menos aproximadamente 10% de la mixtura de azucares. Adicionalmente, la arabinosa se deriva de la hemicelulosa
y es por consiguiente un componente tipico de los azlcares mixtos derivados de una biomasa sacarificada que
contenga hemicelulosa. Durante la fermentacion con las presentes cepas, la xilosa es uno de los azlcares que se
utiliza como fuente de carbono para producciéon de etanol. Para produccion de etanol y eficiencia maximas de la
fermentacion es deseable cultivar la presente cepa utilizadora de xilosa modificada en himA, en un medio que
contenga una mixtura concentrada de azucares, con inclusion de xilosa. Esto permite el uso directo de los azucares
de sacarificacion de la biomasa, o el uso con poca dilucién, reduciendo con ello los volumenes de fermentacion, lo
cual es deseable para una produccidon de etanol a escala comercial. Se utilizan concentraciones elevadas de
azucares a fin de que puedan producirse mayores concentraciones de etanol. La concentracion de azucares mixtos
en el medio de fermentacion es por regla general al menos aproximadamente 120 g/l y hasta aproximadamente 300
g/l. Es particularmente util una concentracion elevada de azucares mixtos que esté comprendida entre
aproximadamente 150 g/l y aproximadamente 235 g/l.

En las condiciones de alta concentracion de azucares mixtos deseadas para la produccion de etanol, puede estar
incluido sorbitol en el medio de fermentacion utilizado para cultivar la Z. mobilis modificada en himA que utiliza xilosa
como se describe en la publicaciéon US del mismo propietario también en tramitacion #US20080081358A1. El
sorbitol (D-sorbitol y/o L-sorbitol) puede estar presente en el medio a concentraciones que estan comprendidas entre
aproximadamente 2 mM y 200 mM. Concentraciones finales mas adecuadas en el medio son concentraciones
comprendidas entre aproximadamente 2 mM y 100 mM, prefiriéndose concentraciones entre 5 mM y 20 mM. Puede
utilizarse en el medio manitol en lugar de sorbitol, o0 en combinacién con sorbitol. Adicionalmente, se ha encontrado
que pueden utilizarse galactitol y/o ribitol en lugar de o en combinacién con sorbitol o manitol. Sorbitol, manitol,
galactitol, ribitol o combinaciones de los mismos se utilizan todos ellos en las mismas concentraciones que se han
descrito para sorbitol.

Z. mobilis se cultiva en el medio en el que tiene lugar la fermentacién y se produce el etanol. La fermentacién se
realiza sin aporte de aire suplementario, oxigeno u otros gases (que pueden incluir condiciones tales como
fermentaciéon anaerobia, microaerobia, o microaeroéfila), durante al menos aproximadamente 24 horas, y puede
realizarse durante 48 horas o mas. El tiempo transcurrido hasta alcanzar la produccion maxima de etanol es
variable, dependiendo de las condiciones de fermentacién. Tipicamente, si estan presentes inhibidores en el medio,
se requiere un periodo de fermentacién mas largo. Las fermentaciones pueden realizarse a temperaturas que estan
comprendidas entre aproximadamente 25°C y aproximadamente 40°C, y a un pH de aproximadamente 4,5 a
aproximadamente 7,5. Son particularmente adecuadas temperaturas entre aproximadamente 30°C vy
aproximadamente 37°C. Es también particularmente adecuado mantener el pH al menos aproximadamente a 1
unidad de pH por encima del pKa del acido aceético, lo que llevaria el pH a un valor entre aproximadamente 5,8 y 7,5,
a fin de reducir la ratio de acido acético a acetato.

La Z. mobilis modificada en himA que utiliza xilosa puede cultivarse en un medio que contiene azucares mixtos que
incluyen xilosa en fermentadores de escala laboratorio, y en fermentaciéon a mayor escala en la cual se producen
cantidades comerciales de etanol. Adicionalmente, el medio puede contener acetato como se ha descrito arriba. En
los casos en que se desee produccion comercial de etanol, pueden aplicarse una diversidad de metodologias de
cultivo. Por ejemplo, la produccién en gran escala a partir de Z. mobilis modificada en himA utilizadora de xilosa
puede realizarse por metodologias de cultivo tanto por lotes como continuas. Un método de cultivo clasico por lotes
es un sistema cerrado en el que la composicion del medio se fija al comienzo del cultivo y no se somete a
alteraciones artificiales durante el proceso de cultivo. Asi, al comienzo del proceso de cultivo se inocula el medio con
el organismo deseado y se deja que tengan lugar el crecimiento o la actividad metabdlica sin afiadir nada al sistema.
Tipicamente, sin embargo, un cultivo “de lotes” es un lote con respecto a la adicién de la fuente de carbono y se
realizan a menudo intentos para controlar factores tales como pH y concentracién de oxigeno. En los sistemas de
lotes, las composiciones de metabolitos y biomasa del sistema cambian constantemente hasta el momento en que
se termina el cultivo. Dentro de los cultivos por lotes, las células pasan tipicamente por una fase estatica de demora
hasta una fase de crecimiento y finalmente a una fase estacionaria en la que se disminuye o cesa la tasa de
crecimiento. Si se dejan sin tratar, las células en la fase estacionaria moriran finalmente. Las células en fase
logaritmica son a menudo responsables de la mayor parte de la produccion de producto final o intermedio en
algunos sistemas. La produccion en fase estacionaria o post-exponencial puede obtenerse en otros sistemas.

Una variacion en el sistema estandar de lotes es el sistema de Alimentacion por Lotes (“Fed-Batch”). Los procesos
de cultivo Fed-Batch son adecuados también para cultivo de Z. mobilis modificada en himA que utiliza xilosa, y
comprenden un sistema tipico de lotes con la excepcion de que el sustrato se afiade en incrementos a medida que
progresa el cultivo. Los sistemas Fed-Batch son utiles cuando la represion de los catabolitos es susceptible de inhibir
el metabolismo de las células y donde es deseable tener cantidades limitadas de sustrato en el medio. La medida de
la concentracion real de sustrato en los sistemas Fed-Batch es dificil y se estima por tanto sobre la base de los
cambios de factores medibles tales como el pH y la presion parcial de los gases residuales tales como CO,. Los
métodos de cultivo por lotes y Fed-Batch son comunes y bien 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).
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La produccion comercial de etanol puede realizarse también con un cultivo continuo. Los cultivos contiguos son
sistemas abiertos en los cuales se afiade continuamente un medio de cultivo definido a un biorreactor y se retira
simultdneamente una cantidad igual de medio acondicionado para su procesamiento. Los cultivos continuos
mantienen generalmente las células a una densidad alta constante de la fase liquida, en la que las células se
encuentran fundamentalmente en fase de crecimiento logaritmico. Alternativamente, el cultivo continuo puede
practicarse con células inmovilizadas en los casos en que se afaden continuamente carbono y nutrientes, y los
productos valiosos, sub-productos o productos de desecho se retiran continuamente de la masa de células. La
inmovilizaciéon de las células puede realizarse utilizando una extensa gama de soportes sdélidos compuestos por
materiales naturales y/o sintéticos como es conocido por una persona experta en la técnica.

El cultivo contiene o semicontinuo permite la modulacién de un factor o cualquier nimero de factores que afecten al
crecimiento celular, el metabolismo, o la concentracién de producto final. Por ejemplo, un método mantendra un
nutriente limitante tal como el nivel de fuente de carbono o nitrégeno a una tasa fija y permita la moderacion de todos
los parametros restantes. En otros sistemas, cierto niUmero de factores que afecten al crecimiento o el metabolismo
pueden alterarse continuamente mientras que se mantiene constante la concentracion de células, medida por la
turbidez del medio. Los sistemas continuos procuran mantener las condiciones de crecimiento en estado
estacionario y, por tanto, la pérdida de células debida al medio que se retira tiene que compensarse contra la tasa de
crecimiento celular en el cultivo. Los métodos de modulaciéon de nutrientes y factores de crecimiento para procesos
de cultivo continuo asi como las técnicas para maximizar la tasa de formacion de producto son bien conocidos en la
técnica de la microbiologia industrial, y una diversidad de métodos han sido detallados por Brock, supra.

Particularmente adecuado para la produccion de etanol es un régimen de fermentacion como sigue. La cepa
deseada de Z. mobilis modificada en himA que utiliza xilosa se deja crecer en matraces de sacudidas en un medio
semicomplejo aproximadamente a 30°C hasta aproximadamente 37°C con agitacion mediante sacudidas a
aproximadamente 150 rpm en una maquina de sacudidas orbitales y se transfiere luego a un fermentador de
siembra de 10 litros que contiene un medio similar. El cultivo de siembra se deja crecer anaerébicamente en el
fermentador de siembra hasta que la DOggo esta comprendida entre 3 y 6, momento en el que se transfiere la misma
al fermentador de produccion, en el que se optimizan los parametros de fermentacion para la produccién de etanol.
Los volumenes tipicos de inéculo transferidos desde el depdsito de siembra al depésito de produccion varian desde
aproximadamente 2% a aproximadamente 20% v/v. El medio tipico de fermentacion contiene componentes minimos
de medio 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 compleja de nitrogeno tal como extracto de levadura o productos basados en soja (0-10 g/l). Una
concentracion final de sorbitol o manitol aproximadamente 5 mM esta presente en el medio. Azlcares mixtos que
incluyen xilosa y al menos un azucar adicional tal como glucosa (o sacarosa), que proporcionan una fuente de
carbono, se afiaden continuamente a la vasija de fermentacion a medida del agotamiento de la fuente de carbono
cargada inicialmente (50-200 g/l) para maximizar la tasa y el titulo de etanol. Las tasas de alimentacion de la fuente
de carbono se ajustan dinamicamente para asegurar que el cultivo no acumule glucosa en exceso, lo cual podria
conducir a una acumulacién de subproductos téxicos tales como acido acético. Con objeto de maximizar el
rendimiento de etanol producido a partir del sustrato utilizado, se restringe el crecimiento de la biomasa por la
cantidad de fosfato que se introduce inicialmente en el lote o que se afiade durante el curso de la fermentacion. El
pH del caldo de fermentacién se controla/mantiene por adicién automatica de base utilizando hidroxido de amonio,
hidréxido de potasio, hidroxido de sodio, u otras bases fuertes. La temperatura del fermentador se controla en el
intervalo deseado. Con objeto de minimizar la formaciéon de espuma, se afiaden a la vasija en caso necesario
agentes antiespumantes (cualesquiera basados en clases de silicona, basados en compuestos organicos, etc). Un
antibidtico, para el cual existe en la cepa un marcador de resistencia a antibiéticos, tal como kanamicina, puede
utilizarse opcionalmente para minimizar la contaminacion.

Cualquier conjunto de las condiciones arriba descritas, y variaciones adicionales en estas condiciones que son bien
conocidas por los expertos en la técnica, son condiciones adecuadas para produccion de etanol por las presentes
cepas de Zymomonas recombinantes modificadas en himA que utilizan xilosa.

Ejemplos

La presente invencion se define adicionalmente en los Ejemplos que siguen. Debe entenderse que estos Ejemplos,
si bien indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan unicamente a modo de ilustracion. A partir de la
exposicion anterior y de estos Ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las caracteristicas esenciales de
esta invencion, y puede realizar diversos cambios y modificaciones de la invencién para adaptarla a diversos usos y
condiciones.

METODOS GENERALES

Los métodos estandar de DNA recombinante y clonaciéon molecular utilizados en esta memoria son bien conocidos
en la técnica y han sido descritos por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989) (en lo sucesivo
"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).
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El significado de las abreviaturas es como sigue: “kb” significa kilobase(s), “pb” significa pares de bases, “nt” significa
nucleostido(s), “hr” significa hora(s), “min” significa minuto(s),”sec” significa segundo(s), “d” significa dia(s), “I” significa
litro(s), “ml” significa mililitro(s), “ul” significa microlitro(s), “ug” significa microgramos, “ng” significa nanogramo(s), “g”
significa gramo(s), “mM” significa milimolar, “uM” significa micromolar, “nm” significa nanémetro(s), “umol” significa
micromoles, “pmol” significa picomol(es), “Cm” significa cloranfenicol, “Cm™ significa resistente a cloranfenicol,
“Spec”™ significa resistencia a espectinomicina, “cfu” significa unidades formadoras de colonias, “DOgqo” significa
densidad Optica medida a una longitud de onda de 600 nandmetros, “SE” significa error estandar, “rpm” significa
revoluciones por minuto, “~” significa aproximadamente.

Ejemplo 1

Generaciéon de una biblioteca de silenciacion/sobreexpresion de ZW801-4 basada en transposén

Se construyd una biblioteca genémica de silenciacion/sobreexpresién basada en transposén en una cepa
recombinante de Z-mobilis que utilizaba xilosa para cribado de mutantes resistentes al acetato. Habia dos razones
principales para utilizar un transposon a fin de generar la biblioteca. En primer lugar, es un método carente
totalmente de sesgo que no requiere conocimiento previo alguno 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, dado que esta “etiquetado” con un marcador seleccionable.

La cepa que se utiliz6 para generar la biblioteca era ZW801-4. Como se describe en detalle en la Solicitud de
Patente U.S. #60/847813, ZW801-4 se derivaba de ZW658 (ATCC#PTA-7858) a través de una cepa intermedia,
ZW800. La ultima cepa se construyd por insercion con entrecruzamiento doble de un plasmido suicida de una casete
de resistencia a espectinomicina (casete Spec'), flanqueada por sitios loxP de tipo salvaje, en el gen codificante de
glucosa-fructosa-oxidorreductasa (GFOR). Se demostrd que el mutante de silenciacion GFOR resultante exhibia una
produccién reducida de xilitol, un sub-producto perjudicial del metabolismo de la xilosa, y mejor produccién de etanol
durante la fermentacion de azucares mixtos con glucosa y xilosa. Se convirti6 luego ZW800 en ZW801-4 por
escision mediada por Cre de la casete Spec'. La eliminacion del marcador seleccionable dejaba un solo sitio loxP de
tipo salvaje en el centro del marco de lectura abierto GFOR, lo cual dio como resultado un codon deparada en marco
que trunca prematuramente la traduccion de la proteina. Adicionalmente, la secuencia codificante de GFOR en
ZW801-4 carece de ~72 pb de la secuencia de nucleétidos GFOR original de tipo salvaje en la regién que rodea el
sitio loxP como resultado del disefio del constructo suicida. La secuencia de la regién codificante de GFOR mutante
en ZW801-4 se da como SEQ ID NO: 25. Al igual que su predecesor inmediato (ZW800), ZW801-4 no genera xilitol
detectable alguno, dado que no produce una enzima GFOR funcional.

La metodologia que se utilizé6 para generar la biblioteca gendémica de silenciacion/sobreexpresion de ZW801-4
estaba basada en la tecnologia del transposoma Epicentre (Madison, WI) utilizando el Vector de Construccién de
Transposones pMODTM-2<MCS> (Cat. No. MODO0602). Este plasmido incluye un gen de resistencia a ampicilina
(ampR), un origen de replicacion de E. coli (ori), y un sitio de clonacion multiple que esta situado entre los dos
extremos en mosaico (ME) con los cuales interacciona la transposasa Tn5.

Para aplicacion en la presente invencion, pMOD™-2<MCS> se convirti6 en pMODgap/aadA, representado en la
Figura 2, por insercion de una casete Spec’ (que tiene su propio promotor) y el promotor constitutivo fuerte para el
gen de gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (Pgap) de Z. mobilis en el sitio de clonaciéon mdltiple que esta
situado entre los dos MEs; el promotor Pgap y la casete Spec’ estan orientados en direcciones opuestas. Asi, el
fragmento de DNA que se insert6 aleatoriamente en el cromosoma de Z. mobilis durante la transposicion utilizando
este constructo contenia a la vez la casete Spec' y el promotor Pgap. El promotor Pgap se afiadié al transposén para
aumentar la diversidad genética de la biblioteca, dado que el mismo puede alterar potencialmente la expresion de
los genes cromosomicos de Z. mobilis que estan situados adyacentes al sitio de inserciéon del transposoén.

La biblioteca genémica de silenciacion/sobreexpresion de ZW801-4 estaba constituida por ~17.500 mutantes
independientes y el titulo del stock de glicerol era ~7,1 x 10% unidades formadoras de colonias (cfu) Spec’ por
mililitro. Esto se traduce en ~1 evento de insercién de transposén/115 nucleétidos, lo cual es aproximadamente 8x la
cobertura del genoma total, basado en la insercion aleatoria del transposén y ~2000 genes con un tamafo medio de
~1 kb. Debido a la baja frecuencia de transformacion de Z. mobilis, era de esperar que ninguno o muy pocos de los
mutantes tuvieran mas de una insercion del transposén.

Ejemplo 2

Cribado de la biblioteca de silenciacion/sobreexpresion basada en transposén de ZW801-4 respecto a mutantes con
mayor tolerancia al acetato

La biblioteca gendmica de silenciacidon/sobreexpresion de ZW801-4 se crib6é respecto a mutantes resistentes a
acetato como se describe a continuacion. Sin embargo, antes de hacer esto era importante ajustar las condiciones
de seleccion apropiadas para el proceso de enriquecimiento de mutantes. El objetivo era encontrar una
concentracion de acetato que ralentizara la tasa de crecimiento por al menos un factor de 2, pero que permitiera
todavia que las células se dividieran durante varias generaciones a fin de que pudieran acumularse mutantes de
crecimiento mas rapido. También era importante realizar esto en condiciones relevantes para el proceso en una
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mixtura concentrada de glucosa y xilosa, dado que experimentos previos han demostrado que el estrés osmético y el
acetato inhiben ambos el crecimiento de una manera sinérgica. Finalmente, era también critico el control del pH,
dado que el compuesto inhibidor real es acido acético, y la ratio de la especie protonizada a la especie no
protonizada podria aumentar espectacularmente sin control del pH a medida que las células bacterianas acidificaran
el medio de crecimiento. Por ejemplo, si el pH descendiera desde 5,8 a 4,8, la concentracion de acido acético
aumentaria aproximadamente 5 veces, dado que el pKa de este acido organico débil es ~4,8.

La Figura 3 muestra los efectos inhibidores de dos concentraciones diferentes de acetato sobre la tasa de
crecimiento y el rendimiento final de biomasa de ZW=801-4, la cepa que se utilizé para generar la biblioteca. Se utilizé
acetato de potasio para estos experimentos, y las concentraciones finales que se dan a continuacion estan basadas
en cl componente acetato de la sal afiadida en gramos por litro. Los biorreactores de pH controlado contenian medio
mRM3S (10 g/l extracto de levadura, 2 g/l K;HPO4, 1 g/l MgSQO4, 5 mM sorbitol) mas 100 g/l glucosa, 90 g/l xilosa y 5
g/l o 6 g/l acetato; el pH y la temperatura eran 5,8 y 30°C, y la agitacion se mantuvo a 150 rpm. Basandose en los
resultados que se presentan en la Figura 3 y otros experimentos, se selecciond 5 g/l acetato para cribado de la
biblioteca, dado que esta concentracién del inhibidor satisfacia ambos criterios para crecimiento como se ha
expuesto anteriormente.

Para enriquecimiento de mutantes resistentes al acetato, se utilizé el protocolo siguiente. Se afiadié una parte
alicuota (2 ml) del stock de glicerol de la biblioteca (DOggo = 4,3; ~7,1 x 10® Spec’ cfu/ml) a 20 ml de medio SM (10
g/l extracto de levadura, 2 g/l K;HPO4, 1 g/l MgSOs, 75 g/l glucosa, 25 g/l xilosa, pH inicial 5,8) y el cultivo se incubd
durante 1,5 horas a 30°C. Después de este periodo de recuperacién, se cosecharon las células por centrifugacion y
se resusgendieron en 2,0 ml del mismo medio de crecimiento. Una parte alicuota (10 pl) de la suspensién de células

(~7 x 10° Spec' cfu) se inoculd luego en 15 ml de medio mMRM3S que contenia 100 g/l glucosa, 90 g/l xilosa, y 4 g/l
blcarbonato de potasio para ayudar a minimizar los cambios de pH; el pH inicial se ajust6é a 5,8 con acido fosférico
concentrado antes de afiadir las células, y la DOgqp inicial era ~0,0025. Este fue el cultivo de siembra que se utilizé
para el procedimiento de enriquecimiento de mutantes. El mismo se dejé crecer a 30°C hasta DOggo de ~0,5 y se
inocularon luego 7,5 ml en un biorreactor de pH controlado. El cultivo final de 150 ml contenia medio mRM3S mas
100 g/l glucosa, 90 g/l xilosa, 5 g/l acetato, y el pH se mantuvo a 5,8 por adicién automatica de KOH. Después de
~24 horas de crecimiento a 30°C, se transfirid6 una parte alicuota del cultivo (DOgoo ~0,5) a un nuevo biorreactor que
contenia medio de crecimiento nuevo con la misma composicion a una DOggp inicial de ~0,02. Este paso se repitié 6
veces mas, esencialmente como se ha descrito arriba. En general, las células se transfirieron cada 24-36 horas y la
DO inicial en el biorreactor era ~0,02 a ~0,03. Asi pues, existian al menos 5 generaciones entre las transferencias.
Después de la séptima tanda del procedimiento de enriquecimiento de mutantes, se prepard un stock de glicerol del
cultivo para caracterizacion ulterior.

La Figura 4A muestra los resultados de un experimento en biorreactor de pH controlado con alto contenido de
azucar y acetato que se realizd con el cultivo enriquecido en mutantes después de la séptima transferencia. El
control para este experimento fue la cepa parental, ZW801-4). Los cultivos de siembra se dejaron crecer a 30°C en
medio SM hasta una DOggp de ~4,5, y los biorreactores se pusieron en marcha con 10% de inéculo. Los cultivos
finales de 150 ml contenian medio mMRM3S mas 100 g/l glucosa, 90 g/l xilosa y 6 g/l acetato. La agitacion se ajustd a
150 rpm, y el pH y la temperatura se mantuvieron a 5,8 y 30°C, respectivamente. En diversos momentos, se retiraron
partes alicuotas de 1,0 ml de los cultivos para analisis por HPLC utilizando un HP1100 equipado con un detector de
indice de refraccion (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) a fin de determinar las concentraciones de glucosa, xilosa, y
etanol que estaban presentes en el caldo de fermentacion. Antes del analisis por HPLC, se retiraron las células por
centrifugacion y el sobrenadante se filtré a través de un filtro de tubo de centrifuga Spin-X de acetato de celulosa de
0,22 uym (Costar, numero de catalogo 8160) para eliminar las particulas pequefias. Los compuestos se separaron en
una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad), que se puso en funcionamiento a 55°C en condiciones isocraticas
utilizando un caudal de 0,6 ml/min y H,SO4 0,01 N como la fase movil. Se utilizaron estandares auténticos de
concentracién conocida para cuantificar los picos de interés, y los resultados se expresaron en g/l.

Los resultados dados en la Figura 4A demuestran que el cultivo de la biblioteca enriquecida en mutantes tenia una
utilizacion mas rapida de xilosa y una produccion mas rapida de etanol durante la ultima etapa de la fermentacion.
Obsérvese que esto ocurria después que la totalidad de la glucosa se habia agotado y la concentracion de etanol se
aproximaba a niveles téxicos. Sin embargo, hacia finales del experimento, ambos cultivos habian consumido la
totalidad del azucar y producian la misma cantidad de etanol. Cuando se repitid este experimento utilizando una
concentracion ligeramente mayor de azucar (105 g/l glucosa y 100 g/l xilosa) y mas acetato (9 g/l), se observé un
fenomeno similar (Fig. 4B), demostrando asi que los resultados eran reproducibles.

Ejemplo 3

Caracterizacion Genética de las Cepas Mutantes

Para ver en qué tipos de mutantes se producia el enriquecimiento durante el proceso de seleccion, se aislaron
colonias simples del cultivo de la biblioteca durante el experimento en el segundo biorreactor (Figura 4B). Una parte
alicuota del cultivo se separ6 al cabo de 24 horas y las células se dejaron crecer en placas de agar que contenian
medio MMG (50 g/l glucosa, 10 g/l extracto de levadura, 5 g/l triptona, 2,5 g/l (NH4)2S04, 0,2 g/l KaHPO4, y MgSO4 1
mM). Después de un periodo de incubacion de 48 horas a 30°C en condiciones anaerobias, 17 de las colonias
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resultantes se seleccionaron aleatoriamente para analisis de la secuencia de DNA a fin de determinar el o los sitios
de insercidn del transposon. Para este analisis se utilizé el procedimiento siguiente. Las colonias se diluyeron en 50
ul de agua y se amplificé el DNA gendmico utilizando el Kit de Amplificacion GenomiPHI (GE Healthcare Life
Sciences Cat. No. 25-6600-1). Resumidamente, se afiadioé 1 pl de la suspension de células a 9 pl del Reactivo de
Lisis y la mixtura se calentd a 95°C durante 3 min y se enfrié inmediatamente a 4°C. A continuacién, se afiadieron 9
ul de Tampon Enzimatico y 1 yl de DNA-polimerasa Phi 29 a las muestras lisadas. Después de 18 horas de
amplificacion a 30°C, la polimerasa se desactivd por calentamiento durante 10 min a 65°C y la muestra se enfrid
inmediatamente después a 4°C.

Se afadié luego una parte alicuota de la muestra amplificada (8 ul) a 16 pl de Reactivo de Secuenciacion BigDye
v3.1 (PN #4337457 Applied Biosystems, Foster City, CA), 1 ul de Thermofidelasa (Fidelity Systems, Gaithersburg,
MD), 12 ul de agua de Grado Biologia Molecular (Mediatech Inc., Herndon, VA), y 3 pl de cebador 10 uM (o bien
SpecT-FOR (SEQ ID NO: 2: GTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTC) o SpecT-Rev (SEQ ID No: 3:
CTACCTCTGATAGTTGAGTCGATACTTCGG). Obsérvese que ambos cebadores citados se hibridan a la casete
Spec'’ que forma parte del transposén que se utilizé para generar la biblioteca gendmica de silenciacion DE ZW801-
4, pero estan orientados en direcciones opuestas. Las reacciones de secuenciacion se sometieron luego a ciclos
térmicos como sigue: 3 min a 96°C seguido por 200 ciclos de (95°C 30 s + 55°C 20 s + 60°C 2 min) y se guardaron a
4°C. Antes de la secuenciacion, se eliminaron los ddNTPs no incorporados utilizando placas limpiadoras Edge
Biosystems (Gaithersburg, MD). La mixtura de la reaccidon de secuenciacion completa de 40 ul se pipeted en un
pocillo de una placa limpiadora de 96 pocillos previamente centrifugada, y la placa se centrifugdé durante 5 min a
5000 x g en una centrifuga Sorvall RT-7 refrigerada. Las reacciones limpias se pusieron luego directamente en un
secuenciador de DNA Applied Biosystems 3730 y se secuenciaron con requerimiento automatico de bases.

Es notable que la totalidad de las 17 colonias que se secuenciaron tenian un transposon insertado en el marco de
lectura abierto himA (complemento inverso de los nucledtidos #1138224 a 1138565 del genoma de Z. mobilis
(numero de acceso a GenBank AE008692)), y se identificaron 3 eventos de insercion diferentes. Once de las
colonias (con inclusion de AcR#3, véase mas adelante) tenian un inserto de transposén en el nucleétido #1138413,
cuatro de las colonias tenian un inserto en el nucledtido #1138267, y dos de las colonias tenian un inserto en el
nucleotido #1138508. Asi pues, los tres eventos de insercion ocurrian dentro de un tramo de 250 pb del DNA. El
hecho de que el 65% de los mutantes de himA silenciados tuvieran un inserto de transposén en el nucleétido
#1138413 después de la séptima tanda del procedimiento de enriquecimiento en mutantes sugeria que este evento
puede haber conferido un crecimiento mas rapido o mayor supervivencia que los otros dos eventos de insercién. Se
deducia también otra observacion interesante del analisis de la secuencia. Aunque en teoria un transposén Tn5
puede insertarse por si mismo en el DNA en cualquier direccion, los tres eventos de insercion que se recuperaron
del proceso de seleccion tenian la misma orientacion, apuntando el promotor Pgap en la direccion opuesta del
marco de lectura abierto de himA.

Por los resultados de secuenciacion arriba descritos, esta claro que los experimentos que se presentan en la Figura
4 se realizaron con una poblacién de células mixta, no con una cepa purificada. Por ello, se selecciond AcR#3 para
caracterizacion ulterior del fenotipo himA, dado que esta cepa tiene un transposén insertado en el nucleétido
#1138413, que era el evento aislado mas frecuentemente.

Ejemplo 4

Efecto de la desactivacion del gen himA sobre la tolerancia al acetato y la eficiencia de fermentacién en condiciones
relevantes del proceso

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

El medio de crecimiento que se utilizé para el proceso de seleccidon de mutantes contenia concentraciones elevadas
de glucosa y xilosa, ademas de un nivel inhibidor de acetato. Por tanto, era posible que la eficiencia mejorada de
fermentacion que se observd después de la séptima tanda de enriquecimiento (Figura 4) estuviera relacionada con
el estrés osmotico o con un mejor crecimiento en xilosa, dado que este azlcar no se utiliza tanto como la glucosa.
Era posible también que se hubiera producido enriquecimiento en mutantes resistentes al etanol, dado que los
mismos crecerian también presumiblemente con mayor rapidez o sobrevivirian durante mayor tiempo en las
condiciones experimentales empleadas. Para descartar estas otras posibilidades y ver si la desactivacién del gen
himA confiere realmente mayor tolerancia al acetato, se comparo la cepa AcR#3 con la cepa parental, ZW801-4 en
las condiciones siguientes. El experimento se realizé a 33°C en matraces de sacudidas (cultivos de 20 ml en tubos
de 50 ml), y el medio de crecimiento contenia 10 g/l extracto de levadura, 2 g/l KH2POy4, 1 g/l MgSO4, KHCO3 mM
(para ayudar a mantener el pH), 50 g/l glucosa y 0, 8, 6 12 g/l acetato, que se afnadié como la sal de potasio; las
concentraciones de acetato que se indican estan basadas en el componente acetato de la sal de potasio. EIl pH
inicial se ajustd a 5,8 con acido fosforico antes de afadir las células, y los cultivos se agitaron suavemente en una
maquina de sacudidas reciprocas (150 rpm). Los cultivos de siembra se dejaron crecer hasta la fase exponencial
tardia (DOggo ~1,4) en el mismo medio sin acetato y la DOeqo inicial para los cultivos experimentales era 0,03. Es
importante observar que estas son condiciones ideales para el crecimiento de Z. mobilis en ausencia de acetato,
dado que no existe estrés osmotico alguno y el sustrato glucosa preferido que es la fuente de carbono. Inicialmente,
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la concentracion maxima de etanol que podria generarse en este experimento es < 25 g/l, lo cual tiene poco o
ningun efecto sobre el crecimiento de Z. mobilis.

En ausencia de acetato, AcCR#3 y ZW801-4 crecian con cinética similar y producian la misma cantidad de biomasa a
juzgar por los valores finales de DOgoo que se presentan en la Figura 5. La cepa AcR#3 (Figura 5B), sin embargo,
tenia una tolerancia mucho mayor para el acetato que la cepa parental (Figura 5A). Por ejemplo, el crecimiento de
ZW801-4 era anulado casi totalmente por 8 g/l acetato, mientras que esta concentracion de inhibidor tenia un efecto
insignificante sobre AcR#3. De hecho, el mutante silenciado himA era mas resistente a 12 g/l acetato que lo era
ZW801-4 a 8 g/l acetato. Este experimento se repitio y se obtuvieron los mismos resultados. Es importante llamar la
atencion sobre el hecho de que el acetato es mucho mas inhibidor cuando el pH del medio de crecimiento no esta
controlado, como ocurria en los experimentos de biorreactor que se presentan en la Figura 4. En los experimentos
de matraces de sacudidas sin control de pH, las células acidifican el medio de crecimiento y la ratio de acido
acético/acetato aumenta espectacularmente, siendo la especie protonizada la que inhibe el crecimiento bacteriano
como ya se ha indicado.

Aunque los iones potasio podrian haber contribuido al menos parcialmente a la inhibicién del crecimiento que se
observaba para ambas cepas en el experimento anterior, era importante testar otras fuentes de acetato. Las
condiciones que se utilizaron para este conjunto de experimentos eran idénticas a las arriba descritas, pero se
incluyeron también en el andlisis acetato de sodio y acetato de amonio. La concentracién del anién acetato era 8 g/l
(como se ha definido arriba) en todos los casos. En la Figura 6 se representan los valores finales de DOgoo para los
diversos cultivos al cabo de 43 horas. ZW801-4 (Fig. 6A) era fuertemente inhibido por 8 g/l acetato, con indiferencia
de la sal acetato que se utilizara. Esta observacion indica claramente que el inhibidor principal de estos
experimentos era acido acético, y que los cationes monovalentes en las sales acetato tenian poco o ningun efecto
sobre el crecimiento a las concentraciones que se utilizaron. Aunque las tres sales acetato tenian también un
impacto negativo sobre el crecimiento de AcR#3 (Fig. 6B) la inhibicion con esta cepa no era tan espectacular cuando
la concentracion de acetato era sélo 8 g/l. Tomados en su conjunto, los experimentos que se presentan en las
Figuras 5 y 6 proporcionan una eficiencia inequivoca de que AcR#3 es mucho mas resistente al acetato que la cepa
parental, ZW801-4.

AcR#3 se comporta mejor en una mixtura rica en azicar mas acetato que ZW=801-4

Cuando se testdé AcR#3 en las mismas condiciones experimentales que las utilizadas para la "poblacion mixta" de
mutantes (Figura 4B), el mismo sobrepasaba a ZW801-4 y habia una diferencia mucho mayor entre los dos cultivos
que la existente en el experimento anterior (Figura 7). Consistentemente con los resultados previos, la mejora era
s6lo evidente durante la ultima fase de la fermentacion después que se habia consumido la totalidad de la glucosa y
la unica fuente de carbono remanente era xilosa. De hecho, una inspeccién minuciosa de las evoluciones
temporales que se presentan en la Figura 7 revelaba que las tasas iniciales de utilizacién de glucosa y produccion
de etanol eran ligeramente mas lentas para AcR#3. Sin embargo, después que se hubo consumido totalmente la
glucosa, esta claro por las pendientes de las curvas de utilizacién de xilosa que AcR#3 era capaz de convertir este
azucar en etanol a un ritmo mas rapido que ZW801-4 durante la ultima fase de la fermentacion.

El potencial pleno de AcR#3 no pudo evaluarse en el experimento arriba descrito, dado que incluso la cepa de
control era capaz de utilizar la totalidad del azucar hacia el final del experimento en las condiciones empleadas. Para
eliminar esta limitacion, se testaron de nuevo AcR#3 y ZW801-4 utilizando condiciones que eran mas exigentes. La
temperatura se elevd de 30°C a 33°C y se utilizé una mayor concentracién de glucosa y xilosa. Los cultivos de
siembra se dejaron crecer a 30°C en medio SM hasta una DOggo de ~4,4 y se utilizé 10% de indculo para poner en
marcha los biorreactores. Los cultivos finales de 150 ml contenian medio mRM3S + 126 g/l glucosa, 107 g/l xilosa y
10 g/l acetato. El agitador se ajustdé a 150 rpm, y el pH y la temperatura se mantuvieron a 5,8 y 33°C,
respectivamente. Este experimento se condujo por triplicado para ZW801-4 y por duplicado para AcR#3, y los
valores de punto final (al cabo de 67 horas) para glucosa, xilosa, acetato y etanol (valor medio + SE) se dan en la
Tabla 1. El analisis por HPLC del caldo de fermentacion fue como se describe en el Ejemplo 2 y las concentraciones
para todos los compuestos en la tabla se expresan en g/l. En estas condiciones mas severas, AcR#3 consumia
~10% mas xilosa y producia ~4% mas etanol que la cepa parental, ZW801-4.

Tabla 1. Valores de punto final para xilosa, etanol y xilitol en fermentadores de pH controlado con las cepas ZW801-
4 y AcR#3 cultivadas en condiciones elevadas de azucar y acetato

Cepa Glucosa Xilosa Acetato Etanol
ZW801-4 0 271+14 10,8 £ 0,1 90,3+0,3
AcR#3 0 18,7104 10,8 £ 0,1 93,8+0,2

AcR#3 se comporta mejor que ZW801-4 en hidrolizado falso 100%

Se evaluaron los comportamientos de AcR#3 y ZW801-4 en presencia de concentraciones de iones amonio y
acetato que se espera estén presentes en hidrolizado de la biomasa producido utilizando un proceso de
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pretratamiento con hidréxido de amonio. Este era un experimento critico, dado que se ha estimado que la
concentraciéon de iones amonio durante la fermentacion del hidrolizado de forraje de maiz pretratado con hidréxido
de amonio puede exceder de 180 mM, y concentraciones elevadas de iones amonio inhiben el crecimiento de Z.
mobilis (Agrawal (1989) Biotechnology and Bioengineering 34: 278-281). El medio Hidrolizado Simulado 100%
sintético (100% MH) que se utilizé para estos experimentos contiene 5 g/l extracto de levadura, (NH4)2HPO4 15 mM,
acetato de amonio 160 mM, 1 g/l MgSO, y sorbitol 10 mM (pH 5,8). Asi, las concentraciones finales de iones acetato
y amonio en MH 100% después de adicion de los cultivos de siembra eran ~9,5 g/l y 190 mM, respectivamente. Los
experimentos se condujeron en biorreactores de pH controlado. Los cultivos de siembra se dejaron crecer a 30°C en
medio SM hasta una DOggo de ~4,4, y se utilizd 10% de indculo para poner en marcha los biorreactores. Los cultivos
de 150 ml finales contenian MH 100% + 110 g/l glucosa y 90 g/l xilosa. Se ajusté el agitador a 150 rpm, y el pH y la
temperatura se mantuvieron a 5,8 y 33°C, respectivamente. En diversos momentos, se retiraron partes alicuotas
para analisis HPLC del caldo de fermentacién utilizando el mismo procedimiento que se describe en el Ejemplo 2.
Los resultados de un par de experimentos representativos que se condujeron al mismo tiempo se presentan en la
Figura 8: ZW801-4 en 8A, y AcR#3 en 8B.

Consistentemente con las observaciones anteriores, la cepa AcR#3 no tenia una tasa aumentada de produccién de
etanol cuando el unico azucar que se metabolizaba era glucosa. Sin embargo, la eficiencia superior de AcCR#3 era
muy evidente durante la ultima etapa de la fermentaciéon cuando la Unica fuente de carbono remanente era xilosa.
Cuando ZW801-4 habia consumido la totalidad de la glucosa, la concentracion de etanol era ya > 65 g/l, que es una
concentracion bactericida incluso para Z. mobilis. La A este ambiente severo se sumaban las altas concentraciones
de iones acetato y amonio, que potencian ambas la toxicidad del etanol. A medida que continuaba aumentando el
nivel de etanol, el metabolismo de la xilosa se ralentizaba cada vez mas, y finalmente llegé a un punto muerto. El
mismo escenario se produjo con AcR#3, pero el periodo de tiempo se prolongé. Dado que AcR#3 es mas resistente
al acetato, pudo sobrevivir durante mas tiempo en el ambiente toxico, y fue por tanto capaz de consumir virtualmente
la totalidad de la xilosa en el medio de crecimiento y producir mas etanol que ZW801-4.

El experimento con 100% MH se repiti6 dos veces mas para ambas cepas y los resultados fueron virtualmente
idénticos. Un analisis estadistico de los tres experimentos se da en la Tabla 2 utilizando valores de punto final (al
cabo de 48 horas) para glucosa, xilosa, acetato y etanol; todas las concentraciones se expresan en g/l (valor medio
+ SE). Cada uno de los seis biorreactores se inoculé con un cultivo de siembra dejado crecer independientemente.
En 100% MH, AcR#3 consumia ~14 g/l mas xilosa que ZW801-4 y esto aumentaba el titulo final de etanol desde 82
g/l a 91 g/l, lo cual es un aumento mayor que 10%. Estos resultados son ain mas espectaculares que los obtenidos
en los experimentos con contenidos elevados de azucar mas acetato dados en la Tabla 1. Cuando estan presentes
iones amonio en el medio de crecimiento con acetato, el nivel de estrés se eleva hasta un nivel mayor aun y los
beneficios de la desactivacion del gen himA se hacen aun mas evidentes. Obviamente, una cepa como AcR#3 que
tiene mayor tolerancia para el acetato estd mejor equipada para competir con los otros inhibidores en su ambiente,
como el etanol y los iones amonio.

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

Cepa Glucosa Xilosa Acetato Etanol
ZW801-4 0 15,6 £ 3,9 11,5+ 0,5 81,9+2,8
ACR#3 0 1,0+£0,2 10,7+ 0,4 91,3+0,7
Ejemplo 5

Generacion de un constructo suicida para silenciacion del gen himA en ZW801-4

Aunque los resultados presentados hasta ahora sugieren fuertemente que el fenotipo de AcR#3 resistente al acetato
era resultado de la interrupcion del gen himA, podrian haber contribuido potencialmente dos factores adicionales.
Como se describe en el Ejemplo 1, el transposén que se utilizd para generar la biblioteca gendémica de
silenciacion/sobreexpresion de ZW801-4 contenia una 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 transposicion. Dado que el promotor Pgap de Z. mobilis es un promotor constitutivo fuerte, podria haber
alterado el nivel de presion de los genes que estan en proximidad estrecha al sitio de insercién de transposén himA.
Es también imaginable que al menos parte del fenotipo de AcR#3 resistente al acetato fuera resultado de
mutaciones espontaneas en otros genes que pueden haberse dejado crecer mas rapidamente durante el proceso de
enriquecimiento en mutantes de la biblioteca (Ejemplo 2). Para descartar estas posibilidades y ver si la desactivacion
del gen himA es Unicamente responsable de la mayor tolerancia de AcR#3 al acetato, se disefid un constructo
suicida para silenciar el gen himA en ZW801-4. Este plasmido no replicante tiene una casete de resistencia a
espectinomicina, pero no contiene un promotor Pgap como se describe con mayor detalle mas adelante.
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El constructo suicida que se utilizé en la presente invencion para silenciar el gen himA en ZW801-4 ("pHIimA") se
derivaba finalmente de otro constructo suicida ("pLDHSp-9WW") que se utilizd previamente para desactivar por
insercion el gen de D-lactato-deshidrogenasa en Z. mobilis utilizando recombinacién homdloga con entrecruzamiento
doble mediada por el hospedador y resistencia a espectinomicina como marcador seleccionable. pLDHSp-9WW se
derivaba también de varios otros constructos que se generaron previamente. El precursor inicial para todos estos
constructos era el vector de plasmido pNEB193 (New England Biolabs #N3051S) que esta disponible
comercialmente. Este plasmido se seleccion6 debido a que puede replicarse en E. coli pero no puede replicarse en
Z. mobilis. Todos estos pasos y compuestos intermedios que estaban implicados en la generacion del constructo de
silenciacion de himA se describen a continuacion por orden cronolégico comenzando con el plasmido pNEB193.

Construccion de pLDH193

Se sometid pNEB193 a doble digestion con Sbfl y Ascl para insercion del fragmento de DNA que se describe a
continuacién. Ambos sitios de restriccion son singulares y estén localizados en la regiéon de clonacion multiple del
plasmido. El fragmento de DNA del plasmido pNEB193 linealizado con Sbfl/Ascl se purificéd utilizando el Kit de
Purificacion QIAQuick de Qiagen (catalogo #28104) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El inserto de DNA
que se clon6é en pNEB193 era un fragmento de 2268 pb que se amplificé por PCR a partir de DNA gendémico de Z.
mobilis que se aislé de la cepa ZW1 (ATCC #31821) utilizando el Kit Blood & Cell Culture Maxi de Qiagen (catalogo
#13362). Los oligonucledtidos sintéticos que se utilizaron para la amplificacion PCR de este fragmento eran los
Cebadores 1y 2.

Cebador 1 (SEQ ID NO:4)

CTACTCATTTectgeagg ICGTAACTCATTGCGCGCTC
Cebador 2 (SEQ ID NO:5)

CATCTTACTggcgegeccAAAAATCTGCGGCTGACATAC

Las bases subrayadas del Cebador 1 (cebador directo) se hibridan a los nucleétidos 1.262.739-1.262.720 del
genoma de Z. mobilis (niumero de acceso a GenBank AE008692) en el extremo 3' del marco de lectura abierto que
codifica fosfogliceromutasa (pgm), mientras que las letras minusculas corresponden a un sitio Sbfl que se afiadié al
extremo 5' del cebador. Las bases subrayadas del Cebador 2 (cebador inverso) se hibridan a los nucleétidos
1.260.490-1.260.472 del genoma de Z. mobilis, que se encuentra inmediatamente aguas arriba del marco de lectura
abierto que codifica la alcohol-deshidrogenasa | (adhl), mientras que las letras minusculas corresponden a un sitio
Ascl que se afnadié al extremo 5' del cebador. Asi pues, el fragmento de DNA de 2268 pb que era la diana para la
amplificacion PCR esta constituido por los elementos siguientes comenzando en el sitio Sbfl y terminando en el sitio
Ascl: (a) el extremo 3' del gen pgm, (b) el gen Idh entero que codifica D-lactato-deshidrogenasa, y (c) una regién 5'
no traducida del gen adhl. El producto PCR se corté con Sbfl y Ascl, y el fragmento de DNA resultante se ligd al
vector pNEB193 linealizado con Sbfl/Ascl que se describié anteriormente. La mixtura de la reaccién de ligacion se
utilizé para transformar E. coli JM110 y las células transformadas se extendieron en placas en medio LB que
contenia ampicilina (100 pg/ml). Los transformantes resistentes a la ampicilina que contenian plasmidos con el
inserto de tamafo correcto se identificaron inicialmente por PCR utilizando colonias resuspendidas ("PCR de
colonias") y los Cebadores 1 y 2. La confirmacién subsiguiente de clones positivos se obtuvo del analisis de
digestién por restriccion del DNA plasmidico con Sbfl y Ascl, y el andlisis de la secuencia de DNA del fragmento de
2268 pb que se generd por PCR de colonias con los transformantes resistentes a ampicilina. El plasmido que se
selecciond para manipulacion ulterior se designé pLDH193.

Construccion de pLDHTc139#7

El plasmido pLDH193 tiene un sitio Ncol singular que esta localizado aproximadamente en el centro del marco de
lectura abierto de Idh. Este sitio se utilizd para insertar un fragmento de DNA que confiere resistencia a tetraciclina.
La casete de resistencia a tetraciclina (casete Tc') que se utilizd para esta manipulacion fue generada por PCR
utilizando el pldsmido pACYC184 (numero de acceso a GenBank X06403) como un molde de DNA y los cebadores
3y 4 como cebadores PCR.

Cebador 3 (SEQ ID NO:6):

ACTCATTTccatggCGATCGCACTATGeggecgcAAIGTAGCACCTGAAGTCAGE
c
Cebador4 (SEQ ID NO:7):

ATCTCACTccatggCCGGCCAACTALtaa 1T TCCAATT G
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Las bases subrayadas en negrita del Cebador 3 (cebador directo) se hibridan inmediatamente aguas arriba del
promotor para el gen de resistencia a tetraciclina. El Cebador 3 tiene también 3 sitios de restriccion (Ncol, AsiSI, y
Notl) que se anadieron a su extremo 5'. El sitio Ncol se escribe en letras mindsculas normales. El sitio AsiSI esta
subrayado con una linea delgada. El sitio Notl esta escrito en letras cursivas minusculas. Las bases subrayadas en
negrita del Cebador 4 (cebador inverso) se hibridan inmediatamente aguas abajo del codon de parada para el gen
de resistencia a tetraciclina, y este cebador tiene también 3 sitios de restriccion (Ncol, Fsel, y Pacl) que se afiadieron
a su extremo 5'. Analogamente a la marcacion anterior, el sitio Ncol se escribe en letras minusculas normales, el
sitio Fsel se subraya con una linea delgada, y el sitio Pacl se describe en letras cursivas minisculas. La casete Tc'
de 1448 pb que se gener6 con los Cebadores 3 y 4 se cortd con Ncol y se purificd por electroforesis preparativa en
gel de agarosa. El fragmento de DNA resultante se ligd luego al sitio Unico Ncol que esta presente en el marco de
lectura abierto Idh del plasmido, pLDH193. Para minimizar la posibilidad de recircularizacion del vector sin un
inserto, el pPNEB193 digerido con Ncol se desfosforil6 con fosfatasa alcalina intestinal de ternero antes de la ligacion.
La mixtura de la reaccion de ligacion se introdujo en Escherichia coli JM110 y las células transformadas se
extendieron en placas sobre medio LB que contenia 20 ug/ml de tetraciclina. Los transformantes resistentes a la
tetraciclina que contenian plasmidos con la insercion correcta se identificaron por analisis de digestion por restriccion
con Ncol, AsiSI, Notl, Fsel, y Pacl, y la orientacién de la casete Tc' se confirmé por analisis PCR utilizando
cebadores apropiados. Un diagrama circular del plasmido que se selecciond para manipulacion ulterior (designado
pLDHTCc139#S) se muestra en la Figura 9A. En otro proyecto, este constructo suicida se utilizd con éxito para
desactivacion por insercion (para "interrupcion" o "silenciacién" del gen de D-lactato-deshidrogenasa en ZW1
utilizando recombinacion homéloga de entrecruzamiento doble mediada por el hospedador y crecimiento en
tetraciclina como el marcador seleccionable.

Construcciéon de pLDHTc139#7-9 WW

Una vez demostrado que podria utilizarse pLDHTc139#7 para "silenciar" el gen de D-lactato-deshidrogenasa en
ZW1, se modifico luego el constructo de tal modo que fuera posible eliminar el marcador seleccionable del
cromosoma después de la interrupcion del gen, utilizando la recombinasa Cre. Para conseguir este objetivo, se
afadieron dos sitios loxP de tipo salvaje (Lee y Saito, 1998) a pLDHTc139#7 aprovechando la ventaja de los cuatro
sitios de restriccién singulares que flanquean la casete Tc', a saber, AsiS| y Notl en el extremo 5' y Pacl y Fsel en el
extremo 3'. El primer sitio loxP se insertd entre los sitios AsiSI y Notl del plasmido pLDHTc139#7 después de cortar
el constructo con ambas enzimas y purificar el fragmento de DNA grande resultante. El sitio loxP que se insert6 en
esta localizacién se generd a partir de dos oligonucledtidos sintéticos (oligos 5 y 6) que estaban ambos fosforilados
en su extremo 5'.

Oligo 5 (SEQ ID NO:8):
CgCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATge
Oligo 6 (SEQ ID NO:9):
ggccgcATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATgogat

Los oligos 5 y 6 son complementarios uno de otro, y cuando se reasocian juntos forman un sitio loxP bicatenario de
tipo salvaje y de longitud total que tiene salientes monocatenarios en ambos extremos, que permiten que el
fragmento de DNA se ligue entre los sitios AsiSI y Notl de pLDHTc139#7. Las letras mayusculas en los oligos 5y 6
corresponden al sitio loxP de tipo salvaje de longitud total, mientras que las letras minusculas indican los nucleétidos
que se utilizaron para ligar el fragmento de DNA bicatenario a los sitios AsiS| y Notl de pLDHTc139#7.

La mixtura de la reaccién de ligacion se utilizé para transformar Escherichia coli DH10B y las células transformadas
se extendieron en placas sobre medio LB que contenia 20 pyg/ml de tetraciclina. Los transformantes resistentes a
tetraciclina que contenian plasmidos con el sitio loxP insertado correctamente en los sitios AsiSI y Notl de
pLDHTc139#7 se identificaron por analisis de digestion por restriccion, PCR de colonias utilizando cebadores
apropiados, y analisis de la secuencia de DNA de las regiones relevantes. El plasmido que se seleccioné para
manipulacion ulterior se designé pLDHTc139#7-9W.

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

Oligo7 (SEQ ID NO:10):
taaATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATggeegg
Oligo8 (SEQ ID NO:11):
cCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT taat
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Los oligos 7 y 8 son complementarios uno de otro, y cuando se hibridan forman un sitio loxP de tipo salvaje
bicatenario y de longitud total que tiene salientes monocatenarios en ambos extremos que permiten que el
fragmento de DNA se ligue entre los sitios Pacl y Fsel de pLDHTc139#7-QW. Las letras mayusculas en los oligos 7 y
8 corresponden al sitio loxP de longitud total, y las letras minusculas indican los nucleétidos que se utilizaron para
ligar el fragmento bicatenario de DNA en los sitios Pacl y Fsel de pLDHTc139#7-9W.

La mixtura de la reaccién de ligacion se utilizé para transformar Escherichia coli DH10B y las células transformadas
se extendieron en placas sobre medio LB que contenia 20 pyg/ml de tetraciclina. Los transformantes resistentes a
tetraciclina que contenian plasmidos con el sitio loxP de tipo salvaje insertado correctamente en los sitios Pacl y Fsel
de pLDHTCc139#7-9W se identificaron por analisis de digestion por restriccion, PCR de colonias utilizando cebadores
apropiados, y analisis de la secuencia de DNA de las regiones relevantes. El plasmido que se selecciond para
manipulacion ulterior se designé pLDHTc139#7-9WW, y un diagrama circular de este constructo se muestra en la
Figura 9B.

Construccién de pLDHSp-9WW

pLDHSp-9WW es idéntico a pLDHTc139#7-9WW, excepto que la casete resistente a tetraciclina en el ultimo
constructo se reemplazé con un fragmento de DNA que confiere resistencia a espectinomicina (es decir una casete
Spec’). El ultimo se generd por PCR utilizando en plasmido pHP15578 (descrito en Cahoon et al, 2003) como molde
y los cebadores 9 y 10 para amplificacion PCR. pHP15578 contiene la secuencia de nucleétidos completa para la
casete Spec', incluyendo su promotor, que esta basado en la secuencia publicada del gen aadA del transposén Tn7
(numero de acceso a GenBank X03403) que codifica 3' (9)-O-nuclectidiltransferasa.

Cebador 9 (SEQ ID NO:12):

ATAAAAGCggecgcAGCACAGGATGA
Cebador 10 (SEQ ID NO:13):

GGCGttaatiaaGGCAGGTCAGCAAG

Las bases subrayadas del Cebador 9 (cebador directo) se hibridan justamente aguas arriba del promotor de la
casete Spec' (a los nucledtidos 6-17 del nimero de acceso a GenBank X03403), mientras que las letras mindsculas
corresponden al sitio Notl que se afiadi6 al extremo 5' del cebador. Las bases subrayadas del Cebador 10 (cebador
inverso) se hibridan aproximadamente 130 bases aguas abajo del coddn de parada para la casete Spec’ (a los
nucleétidos 106-1019 del numero de acceso a GenBank X03043), mientras que las minusculas corresponden a un
sitio Pacl que se afadio al extremo 5' del cebador. La casete Spec’ de 1040 pb generada por PCR se sometio a
doble digestion con Notl y Pacl, y el fragmento de DNA resultante se purificé por electroforesis en gel de agarosa. El
plasmido pLDHTc139#7-9WW se corté también con las mismas dos enzimas de restriccion para separar la casete
Tc', y el fragmento vector grande resultante se purificé por electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos de PCR
y de vector se ligaron luego, y la mixtura de la reaccién de transformacion se introdujo en E. coli DH10B utilizando
electroporacion. Los transformantes se extendieron en placas sobre medio LB que contenia espectinomicina (200
pug/ml) y se dejaron crecer a 37°C. Los transformantes resistentes a espectinomicina que contenian plasmidos con el
inserto de tamafio correcto se identificaron por medio de andlisis de digestion por restricciéon con Notl y Pacl, y el
plasmido que se selecciond para manipulacién ulterior se designé pLDHSp-OQWW; un diagrama circular de este
constructo se muestra en la Figura 9C.

En otro proyecto, se utilizé pLDHSp-9WW para silenciar el gen para D-lactato-deshidrogenasa en ZW1 utilizando
recombinacion homoéloga de doble entrecruzamiento mediada por el hospedador y crecimiento sobre
espectinomicina como la seleccion. El evento de entrecruzamiento doble fue direccionado al gen Idh por dos
fragmentos de DNA que flanquean la casete Spec’ en el constructo suicida. Uno de estos fragmentos (al que se
hace referencia mas adelante como DNA flanqueante 5' Idh) esta justamente aguas arriba de la casete Spec' y esta
localizado entre los sitios Sbfl y AsiSIl. La secuencia de nucledtidos de este fragmento de DNA de ~1100 pb es
idéntica al DNA cromosdmico 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 DNA (al que se hace referencia mas adelante como el DNA
flanqueante 3' Idh) esta localizado en el extremo opuesto de la casete Spec’ entre los sitios Fsel y Ascl. La
secuencia de nucledtidos del DNA flanqueante 3' Idh (que tiene también ~1100 pb) es idéntica al DNA cromosémico
que codifica la otra mitad del gen Idh y parte de la region 5' no traducida del gen adhl. Ocurre un evento de doble
entrecruzamiento cuando los fragmentos de DNA flanqueantes 5' y 3' Idh interaccionan ambos con sus homoélogos
cromosémicos y sufren recombinacion homologa. Este fendmeno, que es esencialmente irreversible y estd mediado
totalmente por la maquinaria enzimatica del hospedador, desactiva el gen Idh cromosdmico por insercion de la
casete Spec’ que esta flanqueada por dos sitios loxP de tipo salvaje en el centro del marco de lectura abierto. Dado
que el constructo suicida no puede replicarse en Z. mobilis, la Unica forma de generar colonias estables resistentes a
espectinomicina con pLDHSp-QWW (aparte de los mutantes espontaneos resistentes al farmaco que ocurren con
una frecuencia muy baja) es un evento de doble entrecruzamiento por recombinacién homadloga.

Construccion de pHimA
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Para generar un constructo de silenciacion para el gen himA, el DNA flanqueante de Idh en pLDHSp-QWW se
reemplazé con DNA flanqueante de himA para direccionar el marcador seleccionable y el evento de doble
entrecruzamiento al gen cromosoémico himA. Para esta manipulacion fueron precisos cuatro fragmentos de DNA que
se describen a continuacion.

El Fragmento 1 se derivd de pLDHSp-9WW (Fig. 9C) por corte del plasmido con cuatro enzimas de restriccion
diferentes: Notl, Bsal, Sbfl y Ascl. Notl corta pLDHSp-OWW en el nt 2647 y Bsal corta el plasmido en nt 1816.
Después que el DNA plasmidico se digirid6 completamente con las cuatro enzimas de restriccion, el fragmento de
DNA de 2666 pb Sbfl-Ascl se purificod por electroforesis utilizando un gel de agarosa al 1% y el Kit de Recuperacion
de DNA Zymoclean Gel (catalogo #D4001, Zymo Research). Este fragmento, designado 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 se derivaba también de pLDHSp-9WW. El plasmido se sometié a doble digestion con Fsel y AsiSI, y
el fragmento de DNA de 1005 pb Fsel-AsiSI resultante se purificd por electroforesis utilizando un gel de agarosa al
1% y el Kit de Recuperacion de DNA Zymoclean Gel (catalogo #D4001, Zymo Research) para purificar el fragmento.
Este fragmento, designado Fragmento 2, contiene la casete Spec’ que esta flanqueada por dos sitios loxP de tipo
salvaje, uno en cada extremo.

El Fragmento 3 contiene DNA flanqueante 3' himA. El Fragmento 3 de ~1,12 Kpb se genero6 por PCR utilizando los
Cebadores A y B. El molde para la amplificacion PCR era DNA gendémico que se aisldé de ZW658 (ATCC #PTA7858)
utilizando el Kit de Purificacion de DNA Gendmico Wizard (catalogo #A1125, Promega).

Cebador A (SEQ ID NO:14);

CTACTCATcectgecaggITTAATGAATGAGCGGATGCTG
Cebador B (SEQ ID NO:15):

CATCTTACTgcgatcgc IGACTTTCCGTGCCAGCCAG

Las bases subrayadas del Cebador A (cebador directo) se hibridan a los nucleétidos 1137154-1137175 del genoma
de Z. mobilis (nUmero de acceso a GenBank AE008692) que estan localizados en el centro de una regién codificante
para un miembro supuesto de la familia de proteinas glutation S-transferasa (Seo et al., Nat. Biotechnol. 23 (1), 63-
68 (2005)) que se encuentra aguas abajo del gen himA, mientras que las letras mindsculas corresponden a un sitio
Sbfl que se afiadié al extremo &' del cebador. Las bases subrayadas del Cebador B (cebador inverso) se hibridan a
los nucledtidos 1138276-1138257 del genoma de Z. mobilis en el extremo 3' del marco de lectura abierto de himA,
mientras que las minusculas corresponden a un sitio AsiSI que se afadi6é al extremo 5' del cebador. Los sitios
cromosomicos de fijacion para los Cebadores Ay B y el producto PCR que se genera (Fragmento 3) se muestran en
la Figura 10A. El producto PCR se digiri6 con Sbfl y AsiSI, y el fragmento de 1123 pb resultante se purificé luego por
electroforesis en gel de agarosa como se ha descrito arriba.

El Fragmento 4 contiene DNA flanqueante de 5' himA. El Fragmento 4 de ~1,16 kb se generd por PCR utilizando los
Cebadores C y D. El molde para la amplificacion PCR era DNA gendmico que se aislo de ZW658 (ATCC #PTA-
7858) utilizando el Kit de Purificaciéon de DNA Gendmico Wizard (catélogo #A1125, Promega).

Cebador C (SEQ ID NO:186):

TCACTCATggceggecGGGATATCAGCTTGCATGCTC
Cebador D (SEQ ID NO:17):

CATCTTACTggcgegecGATATGCTGCCTTCCGAAGTG

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

Los cuatro fragmentos de DNA arriba descritos se sometieron luego a una reaccién de ligacion de cuatro vias para
ensamblar el constructo de silenciacion himA, pHimA representado en la Figura 10B. La ratio molar de los
Fragmentos 1-4 que se utilizd para esta reaccion era aproximadamente 1:1:1:1. Una parte alicuota de la mixtura de
la reaccion de ligacion se sometié a electroporacién en E. coli DH10B y las células transformadas se extendieron en
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placas sobre medio LB que contenia ampicilina (100 ug/ml) y espectinomicina (100 pg/ml); las placas se incubaron a
37°C. Los transformantes de doble resistencia a ampicilina y espectinomicina que contenian plasmidos con los
insertos de tamafo correcto se identificaron inicialmente por PCR de colonias utilizando dos pares de cebadores
diferentes: Cebador A/Cebador B, e Cebador C/Cebador D. La confirmacion subsiguiente de clones positivos se
obtuvo por analisis mediante digestion de restriccion del DNA plasmidico con Sbfl y Ascl, y andlisis de la secuencia
de DNA del DNA plasmidico pHimA de los clones PCR positivos. Para obtener el DNA plasmidico no metilado
necesario para transformacién de Z. mobilis, se introdujo pHimA en E. coli SCS110 (decm’, dam’), y las células
transformadas se extendieron en placas sobre medio LB que contenia ampicilina (100 ug/ml) y espectinomicina (100
ug/ml); el crecimiento se realizd a 37°C. Las células quimicamente competentes que se utilizaron para esta
manipulacion se obtuvieron de Stratagene (Cat. No. 200.247) y se sigui6 el protocolo del vendedor. Es importante
observar que el uso de DNA plasmidico no metilado para transformacion de las cepas de Z. mobilis que se derivan
de ZM4 es critico para el éxito, dado que el DNA plasmidico metilado que se aisla de las cepas de E. coli de tipo
salvaje, como DH10B, es destruido facilmente por el sistema de restriccion/modificacion del hospedador. En el
Ultimo paso, el DNA plasmidico se aislé de uno de los transformantes SCS110 utilizando el Kit Plasmid Maxi de
QIAGEN (Cat. No. 12162), y la concentracion final de DNA era ~2 pg/ul.

Ejemplo 6

Generacion del mutante de silenciacion himA de ZW801-4

Para desactivar el gen himA en ZW801-4, se introdujo el DNA plasmidico no metilado pHimA (que no se replica en
Z. mobilis) en ZWB801-4 utilizando electroporacidon, esencialmente como se describe en US 5.514.583.
Resumidamente, la reacciones de transformacion de 50 pl contenian ~10"° células/ml en glicerol al 10% (v/v) y ~0,5
ug de DNA plasmidico no metilado que se aislé de E. coli SSC110 como se describe en el Ejemplo 5. La reaccion de
control se tratd idénticamente, pero no recibié cantidad alguna de DNA plasmidico. Los ajustes para el
electroporador eran 1,6 kV/cm, 200 Q y 25 pF, y la anchura de la cubeta era 0,1 cm. Después de la electroporacion,
las reaOcciones de transformacion se diluyeron con 1,0 ml de medio MMG (50 g/l glucosa, 10 g/l extracto de
levadura, 5 g/l triptona, 2,5 g/l (NH4)2S0O4, 0,2 g/l KzHPO4, y MgSO4 1 mM) y se dejé que se recuperaran las células
durante ~3 horas a 30°C. Las células se recogieron luego por centrifugacion a la temperatura ambiente (13.000 x g,
5 min) en tubos de microcentrifuga estériles de 1,5 ml y el sobrenadante se separé cuidadosamente. Los sedimentos
de células se resuspendieron en 200 pl de medio MMG liquido, y partes alicuotas de 25, 50 y 100 ul de la
suspension de células se extendieron en placas sobre medio MMG que contenia 1,5% de agar y 200 pg/ml de
espectinomicina. Las placas se incubaron en una camara anaerobia a 30°C, y después de 48-72 horas habia al
menos 100 colonias en la totalidad de las placas experimentales. En contraste, la reacciéon de control proporcionaba
s6lo una colonia que se encontraba en la placa que recibié 100 pl de la suspension de células. Dos de las colonias
resistentes a espectinomicina que resultaron de la transformacion con el constructo de silenciaciéon pHimA se
seleccionaron para manipulacion ulterior como se describe a continuacion.

Experimentos previos en el laboratorio de los inventores con Z. mobilis y constructos suicidas que son analogos a
pHIimA han revelado que la interaccion inicial entre el cromosoma y el DNA plasmidico es un evento de
entrecruzamiento simple que tiene lugar en una de las dos secuencias de DNA flanqueantes, y que los eventos de
entrecruzamiento simple dan lugar finalmente a eventos de entrecruzamiento doble. La transicion al evento de
entrecruzamiento doble es normalmente muy rapida y ocurre usualmente después de un pequefio nimero de
transferencias en serie en medio liquido o sélido que contiene el agente selectivo para el constructo suicida, en este
caso espectinomicina. Para facilitar el evento de entrecruzamiento doble para la presente invencién y descartar la
posibilidad de obtener una "poblacién mixta" de eventos de entrecruzamiento simple y doble, los dos transformantes
primarios descritos anteriormente se parchearon en una placa MMG que contenia 200 pug/ml de espectinomicina.
Después de un periodo de incubacién de 30 horas a 33°C en condiciones anaerobias, se aislaron colonias simples
de ambos parches por aplicacion en bandas de las células sobre placas de agar nuevas que contenian el mismo
medio de crecimiento. Después de un periodo de incubacién de 30 horas a 33°C en condiciones anaerobias, una
colonia de cada uno de los transformantes primarios originales se parched sobre una placa MMG reciente que
contenia espectinomicina (200 pg/ml), y estas dos cepas se caracterizaron ulteriormente como se describe a
continuacién.

La confirmacién de que el evento de entrecruzamiento doble ocurria realmente y que cada cepa que se aisl6 estaba
constituida por una porcién homogénea de células se obtuvo por experimentos PCR de colonias utilizando tres pares
de cebadores diferentes. El primer par de cebadores GTTCTGCGCCTGTTATTCTG (SEQ ID NO: 18) y
CTACCTCTGATAGTTGAGTCG (SEQ ID NO: 19) podrian generar solo un producto PCR del tamafio correcto si el
DNA flanqueante 5' himA en el constructo suicida hubiera sufrido un evento de entrecruzamiento simple con su
homologo cromosémico. Analogamente, el segundo par de cebadores, GATATTCCAGTGCTGATCGAC (SEQ ID
NO: 20) y CTACGTGAAAGGCGAGATCAC (SEQ ID NO: 21) podrian generar unicamente un producto PCR de
tamafio correcto si el DNAS flanqueante 3' himA en el constructo suicida hubiera sufrido un evento de
entrecruzamiento simple con su homdlogo cromosémico. Finalmente, el tercer par de cebadores,
GATCAGGTAGGTGTGCTCTA (SEQ ID NO: 22) y GCATCAGAGAGCATACTGCT (SEQ ID NO: 23), podrian
generar solo un producto PCR del tamafo correcto si hubiera ocurrido un evento de entrecruzamiento doble en el
locus correcto. Este par de cebadores era capaz también de detectar cantidades traza de copias no interrumpidas
del gen himA y/o eventos de entrecruzamiento simple si estuvieran presentes también como contaminantes. Dado
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que los dos mutantes de silenciacion de himA que se examinaron producian los resultados esperados con 3
conjuntos de cebadores diferentes y resultaban indistinguibles, se seleccioné sélo uno de ellos para caracterizacion
ulterior. A esta cepa se hace referencia en lo sucesivo como "Z801-4::AhimA".

Ejemplo 7

La desactivacion del gen himA es exclusivamente responsable del fenotipo AcR#3

Una comparacion en paralelo de ZW801-4 y ZW801-4::AhimA en 100% MH utilizando biorreactores de pH
controlado se muestra en Fig. 11. Los cultivos de siembra se dejaron crecer a 30°C en medio SM hasta una DOggo
de ~4,4 y los biorreactores se pusieron en marcha con 10% de indculo. Los cultivos finales de 150 ml contenian
100% MH + 110 g/l glucosa y 90 g/l xilosa. El agitador se puso en marcha a 150 rpm, y el pH y la temperatura se
mantuvieron a 5,8 y 33°C, respectivamente. En diversos momentos, se retiraron partes alicuotas de los biorreactores
para analisis HPLC del caldo de fermentacion utilizando el procedimiento que se describe en el Ejemplo 2.
Obsérvese que éstas son exactamente las mismas condiciones experimentales que se utilizaron para los
experimentos con AcR#3 y ZW801-4 que se muestran en la Figura 8 y la Tabla 2 (Ejemplo 4).

Los resultados dados en la Figura 11 muestran que ZW801-4::AhimA (Figura 11B) se comportaba mucho mejor que
ZW801-4 (Figura 11A) en 100% MH. Al cabo de 48 horas, el mismo habia utilizado la totalidad de la glucosa y la
xilosa en el medio de crecimiento y gener6 ~90 g/l etanol. En contraste, la cepa parental, ZW801-4, no utilizaba la
totalidad del azucar y quedaban todavia ~17 g/l xilosa residual en el caldo de fermentacion al final del experimento.
El titulo final de etanol para ZW801-4 era también significativamente menor (81 g/l). Por tanto, la silenciacion del gen
himA daba como resultado aproximadamente un 10% de aumento en la produccion de etanol en condiciones
relevantes del proceso, lo que es virtualmente idéntico a los resultados que se obtuvieron con AcR#3 utilizando las
mismas condiciones experimentales. Aunque estos resultados sugerian claramente que AcR#3 y ZW801-4::AhimA
son cepas equivalentes, era importante testar su comportamiento en un experimento en paralelo. Para esta
comparacion se utilizé también 100% MH, pero las concentraciones iniciales de glucosa y xilosa se incrementaron
ambas ~10%, dado que ambas cepas eran capaces de utilizar la totalidad del azucar en los experimentos anteriores.

Los cultivos de siembra se dejaron crecer a 30°C en medio SM hasta una DOeoo de 4,5, y los biorreactores se
pusieron en marcha con 10% de inéculo. Los cultivos finales de 150 ml contenian 100% MH mas 118 g/l glucosa y
98 g/l se xilosa. El agitador se puso en marcha a 150 rpm, y el pH y la temperatura se mantuvieron a 5,8 y 33°C,
respectivamente. En diversos momentos, se retiraron partes alicuotas de los biorreactores para analisis HPLC del
caldo de fermentacion utilizando el procedimiento que se describe en el Ejemplo 2. Los valores finales para glucosa,
xilosa, acetato, etanol y produccion de biomasa (DOggo) para ambas cepas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de punto final para glucosa, xilosa, etanol y acetato en fermentadores de pH controlado con las
cepas ZW801-4::AhimA y AcR#3 cultivadas en Hidrolizado Simulado 100% con alto contenido de azucar.

Cepa Horas DOs00 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
AcR#3 70 6,2 0 14,1 10,4 90,6

Los resultados de este experimento demuestran que la desactivacion del gen himA es Unicamente responsable de la
eficiencia mejorada de fermentacién, dado que ZW801-4::AhimA y AcR#3 se comportaban ambos idénticamente en
el sistema de test. Estas dos cepas eran también indistinguibles cuando se testaron respecto a resistencia a acetato
(Figura 12) utilizando las mismas condiciones que se utilizaron 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 prolongado de enriquecimiento en
mutantes al que se sometié esta cepa tenian poco o ningun efecto sobre el fenotipo himA deseable.
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<120> ZIMOMONAS CON PRODUCCION DE ETANOL MEJORADA EN MEDIO QUE
CONTIENE AZUCARES CONCENTRADOS Y ACETATO

<130> CL4039PCT

<160> 26

<170> PatentlIn version 3.4
<210> 1

<211> 342

<212> DHA

<213> Zymomonas mobilis

<400> 1

atgaataaac gctatgataa cecgecacaaac
ttgacceogecg cocgatattac cgacatyctt
tccgeocaaga tgatcgaaca aatgcttggt
aatgtcaaaa tatctggttt tggeagettt
cgtaatccta azacagggat cgaggttoct
goccagecagt tgatgegeca geggattate
<210> 2

<Z11> 27

<212> DNR

<212> gecuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 2

gtgasaggcg agatcaccaa ggtagtc
<210> 3

<211> 30

<212> DMA

<213> gecuencia artificial

<220>

<223>  cebador

<400= 3

ctacctctga tagttgagte gatacttegg
<210> 4

<211> 38

<212> [DNA

213>

secuencia artificial

ggacagagca
taccatgaag
cacattacag
attctecagag
atcgcaccaa

aagggagect

tgcaagctga
taggtttgtc
atgcocctgaa
ataaaaatga

ggcgggtict

ad

23

tatcccaact
gcgggcagat
aaaaggtgaa
acgtgttgge

gactttcoeogt

&0
120
180
240
300

342

21

30
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<220
<223> cebador

<d400> 4
ctactcattt coctgcaggty gtaactcatt gegogotco

<210> 5
<211> 38
<212> DNA
<213>

secuencia artificial

<220>
<223>» CATCTTACTggcgogechRARATCTGCGGCTGACATAC

<400> &5
catcttactg gogogocaaa aatctgoggo tgacatac

«210> &
<211> 56
<212> DHA

<213> gecuencia artificia

<220>
<223>  cebador

<400> €
actcatttecec atggeogatcg cactatgegg cogocaatgta gocacctgaag tecagoeo

<210> 7
<211> 56
<2i2> DHA
<213>

secuencia artificial
<220>
<223> cebador

<400= 7
atctcactcc atggcoccggoce aactattaat taagaattga ttggotccaa ttcottg

210> 8

<211> 39

<212> DNA

<213> secuencia artificial
<220>

223>

oligo sintético

<400> 8
cgcataactt cgtataatgt atgotatacg aagtiatge

210> 39
<211> 45
212> DNA

<213>  gecuencia artificial

220>

24

38

38

26

=13
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<223> oligo sintético

<400> 3
ggcogeataa ctteogtatag catacattat acgaagttat gegat

<210> 10
<211> 43
<212> DNA

<213>  gecuencia artificial

<220>
<223>  oligo sintético

<400> 10
taaataactt cgtataatgt atgctatacg aagttatgge cgg

£210> 11
<211> 41
<212> DNA

<213>  gsecuencia artificial

<220> :
<223>  gligo sintético

<400> 11
ccataacttc gtatagcata cattatacga agttatttaa t

<210> 12
<211> 2o
<21z> DHNA

<213>  gecuencia artificial

<220>
223> cebador

<400 12
ataaaagocgyg ccogoagcaca ggatga

<210> 13
<Z11l> 26
<212> DNA

<213>  gecuencia artificial

<220>
<223 cebador

<400> 13
ggcgttaatt aaggcaggtc agcaag

<210= 14
<211> 38
<212> DNHR

<213> gecuencia artificial

<220>
<223> cebador

25

45

43

41

26

26
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<400> 14
ctactcatcc tgcaggttta atgaatgage ggatgetg

<210> 15
<211> 37
€£212> DHA
€213>

secuencia artificial
<220>
<223>  cebador

<400> 15
catcttactyg cgatcgetga ctttocgtge cagecag

<210> 18
<211> 37
<212> DMA

<213> gecuencia artificial

<220>
<223>  cebador

<400> 16
toactecatygg coggocggga tatcagettg catgoto

<210> 17
<211> 38
<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220
<223>  cebador

<400> 17
catcttactg gegogocgat atgctgectt ccgaagtg

<210> 18
<211> 20
<212> DNA
<213>

secuencia artificial
£220>
<223> cebador

<40Q0> 18
gttctgogec tgttattetg

<210> 19
<211> 21
<212> DWA

<213>  gecuencia artificial

<220>

<223> cebador

26
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<400> 19

ctacctctga tagttgagtc g 21
£210> 20

<211 21

<212> DHA

<213>  secuencia artificial

<220>

<223>  cebador

<400> 20

gatatteccag tgctgatcga ¢ 21
<210 21

<211> 21

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
£223> cebador

<400> 21

ctacgtgaaa ggcgagatea c 21
<210> 22

<211> 2D

«<212> DHA

<213>  gecuencia artificial

<Z20>
<223> cebador

<400> 22

gatcaggtag gtgtgctcta 20
<210> 23

<211 20

<212> [MA

<213 gecuencia artificial

<2203
<2233 cebador

<400> 23

gcatcagaga gcatactgct 20
<210> 24

<211> 1302

<212> DNA

<213> ZEZymomonas mobilis

<400> 24
atgacgaaca aaatctcgtc ttcagataat ctttccaatg ctgtttcage aacggatgac a0

aacgctteec gtacgecaaa tetgacccgt cgogetcteg ttggtggtgg tgttggactg 120

27



geccgoagetg
caggttcoga
gatcgtegtt
cocgggttitg
aaagctaasa
aacttocgaca
tctttgeoaty
aagccgatgg
aataaaaagc
aaattgatce
gttatggatc
ggttctttoa
gaaccgatceg
gtogaagatc
tecticttatt
ttgatggatc
gctaaccagt
ttggatcatc
ggtatgcagg

gtcaacacdg

<210> 25

<211> 1287
<212> DA
<213

<220

<223> region codificante de GFOR con insercion y delecion

<400> 25

atgacgaaca aaatctcgtc
aacgcttoccc gtacgccaaa
gecgcagety gogocttage
caggttccga ccacgectge

gategtegtt tocggttatge

gogocttage
ccacgoctgo
tcggttatge
cocggatgeca
tocgttgeooge
agatcgctaa
ctgaatttge
caacctectgt
tgatgatcgg
gtgaaaacca
agaacgatcc
tggatatcay
aagtccgtge
gtattattty
cgaccacgac
cggctacecgg
cgatgatgoe
tggctgaage
atgtgocgect

attggggtta

secuencia artificial

ES 2385857 T3

cagbtggtctt
aggtcgoocyg
tatcgtcggt
gcattcocecge
tgaatatggc
agatccaaaa
tatcegtget
tgotgattgt
ttaccgttge
gttgggtaaa
tgcacagcadg
tatttatgge
ttacacctac
gcagatgcgc
gacttcacgt
atattatecag
acagttcatec
cgtcatcaat
gattcaggec

tgtcogtcag

ttcagataat
tctgaccogt
cagtggteott
aggtcgecag

tatcgtcggt

caggcagoga
atgccttacyg
ctgggtaaat
atcgaagctt
gtocgatcoce
atcgacgctg
ttcaaagoceg
cagcggatga
cacktatgatc
citgggcatgg
tggcgtotge
ttgaacggta
agcgatccga
ttcagaagey
ttcbeggtge
aatttgattt
atgccagocga
aacaaaccag
atttatgaag

ggtggttatt

cbttccaatg
cgcgctctog
caggcagtga
atgoccttacg

ctgggtaaat

28

chftCCth
cgatcocgecc
atgcocccttaa
tggtcagegg
gtaaaattta
tttacatcat
gocaagcatgt
tocgatgcago
caatgaaccy
ttaccaccga
gtocgtgaact
cococgttactt

atgatgaacg

gtgctotgte

agggcgacaa
ctgtoccagac
acaaccagtt
ttocgtagoce
cagctcgtac

ga

ctgtttcage
ttggtggtgg
cgcttectge
cgatcegece

atgcocttaa

tggtgccage
gatgcocggaa
ccagatttta
taacgctgaa
tgattacages
tttgccaaac
tatgtgtgaa

caaggchbget

tgcagoggta.

caactcagac
cgococggtgge
gctgggtgaa
tttogttgaa
tcatggtgca
agctgtictg
cocaggocat
ctetgcacag
gggtgaagaa

cggtcgccoc

aacggatgac
tgttggactyg
togtgccage
gatgoocggaa

ccagatttta

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

1020

1080

1140

1200

1260

1302

&0
120
180
240

300



ccgggttttg
aaagctaaaa
aacttcgaca
tctttgeatg
aagccgatgg
aataaaaagc
gcataactte
gatcctgeac
atoggtattt
cgtgcttaca
atttggcaga
acgacgactt
accggatatt
atgocacagt
gaagcogteca
cgcotgatte
ggttatgtec
26

113
PRT

<210
<21l1>
<212
<213
<400> 28

Met Asn Lys
1

Asp Ile Pro

Glu Val Gly
35

Leu Gly His
50

Ser Gly Phe

65

coggatgeca
tcgttgooge
agatcgctaa
ctgaatttge
caacctctgt
tgatgatocgg
gtataatgta
agcagtggcg
atggettgaa
cctacagega
tgogottocag
cacgtttcteo
atcagaattt
tcatcatgoeo
tcaataacaa
aggccattta

gteagggtgg

arg Tyr
5

Thr Leu

20

Leu Ser

Ile Thr

Gly Ser

L=p Asn

Thr Arg

Arg Ala

Asp Ala

Phe Ile

ES 2385857 T3

gcattocooge
tgaatatgge
agatccaaaa
tatecgtget
tgctgattgt
ttaccgttge
tgectatacga
tctgegtogt
cggtaccegt
tccgaatgat
aagcggtget
ggtgcagggce
gatttctgte
agcgaacaac
accagttogt
tgaagcagct

ttattga

Zymomonas mobilis

Rrg

Bla

Asp
40

Leu
55

Leu

70

Asp

atcgaagett
gtcgatéccc
atcgacgetyg
ttcaaagcog
cagcggatga
cactatgatc
agttatggta
gaactoegcecy
tacttgctgg
gaacgtttcg
ctgtctcatg
gacaaagctyg
cagaccccayg
cagbtotctg
agccegggty

cgtacecggte

Thr Asn Gly

10

Ile Thr

Ser RAla Lys

Lys Lys Gly

Asp Lys

75

Arg

29

tggtecagegg
gtaaaattta
tttacatcat
gcaagcatgt
tocgatgecago
caatgcaccg
cteatggecg
gtggcggttc
gtgaagaacoe
ttgaagtcga
gtgcatetto
ttctgttgat
goccatgectaa
cacagtitgga
sagaaggtat

gccocogtcaa

Gln Ser Mat

Asp Met Leu

Ile Glu

45

Met

Glu Val

60

Asn

Asn Glu

Arg

taacgctgaa
tgattacage
tttgccaaac
tatgtgtgaa
caaggctget
tgcagcgatco
gooclcagaac
ttrgatggat
gatcgaagtc
agatcgtatt
ttattecgace
ggatceggct
ccagtcgatg
tcatctgget
gcaggatgtg

cacggattgg

Glo Ala

15

Tyr His

Gln Met

Lys Ile

Val Gly
g0

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260

1287
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Arg Asn Pro Lys Thr Gly Ile Glu Val Pro Ile Ala Pro Arg Arg Val
8BS 20 25

Lzu Thr Phe Arg Rla Ser Gln Leu Met Arg Gln Arg Ile Ile Lys Gly
100 105 1140

30



10

15

20

25

30

35

ES 2385857 T3

REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante del género Zymomonas capaz de utilizar xilosa para producir etanol por
fermentacion en un medio de azucares mixtos, comprendiendo dicho microorganismo al menos una modificacion
genética en el gen himA, que reduce la expresion de la proteina de la subunidad alfa del factor endégeno de
integracion del hospedador (HimA) codificada por un gen himA.

2. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en el cual la modificacion genética es una modificacion del
gen himA seleccionada del grupo constituido por insercion, delecion, mutacion, cosupresion, y expresion de RNA
antisentido.

3. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 2, en el cual el gen himA se ha hecho no funcional.

4. El microorganismo recombinante de la reivindicacién 3, en el cual se introduce una insercién en el gen himA por
recombinacién homdloga.

5. El microorganismo de la reivindicacion 1, que comprende genes heterélogos que codifican xilosa-isomerasa,
xiluloquinasa, transaldolasa y transcetolasa.

6. Un microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el cual los genes heterélogos que codifican xilosa-
isomerasa, xiluloquinasa, transaldolasa y transcetolasa son de bacterias seleccionadas del grupo constituido por
Xanthomonas, Klebsiella, Escherichia, Rhodobacter, Flavobacterium, Acetobacter, Gluconobacter, Rhizobium,
Agrobacterium, Salmonella y Pseudomonads.

7. Un microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el cual los genes heterélogos son de E. coli.

8. El microorganismo de la reivindicacion 1, en el cual el microorganismo tiene eficiencia de fermentacién mejorada
en presencia de acetato en comparaciéon con un microorganismo sin modificaciéon genética alguna que reduce la
expresion de la proteina de la subunidad alfa del factor endégeno de integracién del hospedador (HimA).

9. El microorganismo de la reivindicacion 8, en el cual el microorganismo produce al menos aproximadamente 4%
mas etanol en presencia de acetato que una cepa isogénica sin expresion reducida de la proteina de la subunidad
alfa del factor endégeno de integracion del hospedador (HimA).

10. Un proceso para generar el microorganismo de la reivindicacion 1 que comprende:

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas capaz de utilizar xilosa para producir etanol en
condiciones adecuadas en las cuales el genoma de dicha cepa expresa la proteina de la subunidad alfa del
factor endégeno de integracion del hospedador (HimA); y

b) modificar el genoma de dicha cepa en la cual dicha modificacion reduce la expresion de la proteina de la
subunidad alfa del factor endégeno de integracién del hospedador (HimA).

11. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el cual la cepa recombinante de Zymomonas de (a) es
Z\W658, depositada bajo el numero de acceso ATCC PTA 7858.

12. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el cual la modificacion genética es una modificacion del gen

himA seleccionada del grupo constituido por insercién, deleciéon, mutacién, cosupresion, y expresion de RNA
antisentido.
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FIG. 4A
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