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DESCRIPCION

Mutantes que tienen capacidad de producir 1,4-butanodiol y procedimiento para la preparacion de 1,4-butanodiol
utilizando los mismos

Sector técnico

La presente invencion se refiere a un microorganismo mutante capaz de producir 1,4-butanodiol y un procedimiento
para la preparacion de 1,4-butanodiol utilizando el mismo.

Antecedentes técnicos

Se han sugerido los polimeros biodegradables como alternativa a los polimeros sintéticos, que son una de las
causas principales de grave contaminacién ambiental. Entre los varios polimeros biodegradables que estan siendo
desarrollados, el poli-B-hidroxibutirato, un polimero biodegradable almacenado por varios microorganismos en
estado de nutricion desequilibrada, tiene diferentes caracteristicas como biodegradabilidad, resistencia al agua,
piezoelectricidad y biocompatibilidad. En particular, el 4-hidroxibutirato, que es un ejemplo de polihidroxialcanoato
(PHA) tiene caracteristicas parecidas a un poliéster y muestra un amplio rango de propiedades comprendidas desde
las de un plastico cristalino a una goma altamente elastica. Por lo tanto, se estan llevando a cabo en la actualidad
importantes investigaciones sobre plasticos biodegradables por via microbiana.

Ademas, el 4-hidroxibutirato puede ser facilmente convertido en diferentes productos quimicos que tienen 4 atomos
de carbono, tales como 1,4-butanodiol, y-butirolactona (GBL) y THF. En particular, el 1,4-butanodiol es un importante
producto quimico industrial en diferentes formas, tales como polimero, disolvente e intermediario en quimica fina. Si
bien la mayor parte de los productos quimicos que tienen 4 atomos de carbono son sintetizados en la actualidad a
partir de 1,4-butanodiol, anhidrido maleico y otros, los crecientes costes de produccion provocados por el incremento
de precio del petréleo requiere el desarrollo de otro proceso para compensar y sustituir el proceso convencional de
produccién quimica. Se ha sugerido como alternativa un proceso biolégico.

Como es sabido, el succinato, acido dicarboxilico con cuatro atomos de carbono, es un tipo de acido organico
producido cuando se cultiva un microorganismo en condiciones anaerobicas. En la actualidad, se estan utilizando
varios microorganismos como células productoras de succinato y su coste de produccion se ha reducido debido a un
proceso efectivo de fermentacion y al desarrollo de un proceso de separacion y purificacion. Asimismo, se puede
producir 4-hidroxibutirato a partir de succinato y varios acidos organicos que tienen 4 atomos de carbono pueden ser
derivados del 4-hidroxibutirato.

La publicacion PCT n® WO 2005/052135 es un ejemplo de solicitud de patente que da a conocer un procedimiento
para la produccion eficaz de succinato, en el que un mutante bacteriano de Rumen produce succinato en alta
concentracion sin producir otros acidos organicos y un procedimiento de preparacion de succinato utilizando el
mutante. Ademas, se da a conocer un procedimiento para la preparaciéon de un mutante de E. coli capaz de producir
succinato en alta concentracion en la solicitud de patente de Corea n° 10-2004-60149 y un procedimiento para la
preparacion de succinato utilizando un nuevo gen se da a conocer en las solicitudes de patentes de Corea
n° 10-2005-0076301, n° 10-2005-0076317 y n° 10-2005-0076348.

Tal como se ha explicado en lo anterior, existe una elevada demanda de un mutante capaz de producir
1,4-butanodiol, importante producto quimico industrial que tiene 4 atomos de carbono, asi como un procedimiento
para la preparacion de 1,4-butanodiol.

Materia de la invencién
Problema técnico

La presente invencion esta dirigida a dar a conocer un microorganismo mutante capaz de producir 1,4-butanodiol
con elevada eficiencia, asi como un procedimiento para la preparacion de 1,4-butanodiol utilizando el mismo.

Solucién técnica

En un aspecto, se introduce o amplifica un microorganismo capaz de producir succinato y preferentemente un
mutante que muestra elevada produccién de 1,4 butanodiol, en el que un gen que codifica una enzima que convierte
succinato en 4-hidroxibutirato y un gen que codifica una enzima que convierte 4-hidroxibutirato en 1,4 butanodiol y
se da a conocer un procedimiento para la preparacion de 1,4 butanodiol utilizando los mismos, de acuerdo con las
reivindicaciones independientes.
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Se dan a conocer realizaciones preferentes en las reivindicaciones dependientes.

En otro aspecto, se da a conocer un gen butil-CoA dehidrogenasa de la SEQ ID NO: 8 6 9, que produce de manera
efectiva 1,4-butanodiol a partir de 4-hidroxibutil-CoA y un vector recombinante que presenta los mismos.

A continuacién, se describira la invenciéon de manera mas detallada.

Como resultado de los esfuerzos para preparar 1,4-butanodiol, utilizando un microorganismo capaz de producir
succinato, los presentes inventores han desarrollado un microorganismo mutante que produce 1,4-butanodiol por
induccién o amplificacién de un gen asociado con la biosintesis de 4-hidroxibutirato y/o un gen asociado con la
biosintesis de 1,4 butanodiol en el microorganismo capaz de producir succinato y han descubierto que el
microorganismo mutante produce de manera efectiva 1,4-butanodiol. Este descubrimiento ha conducido a la
presente invencion.

El término “amplificacion” que se utiliza en esta descripcion significa un incremento en el nivel de expresién del gen
en comparacion con el nivel de expresion original. Si no hay gen que amplificar en un microorganismo antes de
mutacioén, el como minimo un gen puede ser introducido en el microorganismo y luego puede ser amplificado. Si
existe un gen a amplificar en un microorganismo antes de la mutacion, el como minimo un gen puede ser introducido
en el microorganismo por el mismo procedimiento descrito anteriormente o bien un gen originalmente presente en el
microorganismo puede ser manipulado por una técnica de ingenieria genética para aumentar la expresién del gen.
Por ejemplo, cuando una expresion de amplificacion de un gen se encuentra presente en un microorganismo a
mutar, un promotor original para la realizacién de la expresion del gen puede ser sustituido por un promotor mas
potente, amplificando de esta manera la expresion del gen.

El microorganismo capaz de producir succinato puede mostrar una elevada produccién de succinato, siendo el
microorganismo seleccionado del grupo que consiste en bacterias, por ejemplo, bacteria Rumen, Corynebacterium
species, Brevibacterium species y E. coli.

La bacteria Rumen puede tener un gen en activo que codifica lactato dehidrogenasa (IdhA) y piruvato-formato liasa
(pfl) y produce succinato en alta concentracion sin otros acidos organicos en condiciones anaerébicas.

El término “inactivacion” que se utiliza en esta descripcion significa que un gen no es transcrito debido a mutacion o
que el ARNm transcrito no ha sido traducido apropiadamente en la proteina original. Para desactivar un gen, la
mutacion puede ser llevada a cabo prescindiendo de un gen o cambiando una secuencia de acido nucleico de un
gen.

Ademas, la bacteria Rumen puede tener genes inactivos que codifican lactato dehidrogenasa (IdhA), piruvato
formato liasa (pfl), fosfotransacetilasa (pta) y acetato quinasa (ackA) y producen succinato en elevada concentracion
sin sustancial produccién de otros acidos organicos en condiciones anaerobicas.

De manera alternativa, la bacteria Rumen puede tener genes inactivos que codifican lactato dehidrogenasa (IdhA),
piruvato-formato liasa (pfl) y fosfopiruvato carboxilasa (ppc) y producen succinato en elevada concentracion sin
produccién sustancial de otros acidos organicos en situacion anaerébica.

La bacteria Rumen puede ser seleccionada a través del grupo que consiste en Mannheimia sp., Actinobacillus sp. y
Anaerobiospirllum sp., pero la presente invencién no esta limitada a estos ejemplos. Es preferible Mannheimia sp. y
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E (KCTC 0769BP), Mannheimia sp. LPK (KCTC 10558BP), LPK4 y LPK7
(KCTC 10626BP) son mas preferibles.

La E. coli puede tener genes inactivos que codifican glucosa fosfotransferasa (ptsG) y piruvato quinasa (pykA y
pykF), y producen succinato en alta concentracion sin produccion sustancial de otros acidos organicos en estado
anaerodbico. En particular, el mutante de E. coli es preferentemente W3110GFA que se ha dado a conocer en la
publicacion de patente de Corea n°® 10-2006-0011345.

Entre los microorganismos antes mencionados que producen succinato en alta concentracion la bacteria Rumen
puede ser preparada segun un procedimiento que se da a conocer en la publicacion PCT n® WO 2005/052135. Es
decir, un gen de dehidrogenasa lactica (IdhA) y un gen de piruvato-formato de liasa (pfl) son inactivados en
Mannheimia succiniciproducens 55E, construyendo de esta manera una cepa mutante, es decir, Mannheimia sp.
LPK (KCTC 10558BP). Entonces, en las cepas de LPK se inactivan independientemente genes de
fosfotransacetilasa (pta) y gen de acetato quinasa (ackA), asi como un gen de fosfopiruvato carboxilasa (ppc),
construyendo de esta manera cepas mutantes (Mannheimia sp. LPK7 y LPK4) que son cultivadas a continuacion en
condiciones anaerébicas para producir succinato con alto rendimiento.
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Ademas, entre los microorganismos que producen succinato en alta concentracién se puede construir E. coli por un
procedimiento que se da a conocer en la publicacion de patente de Corea n°® 10-2006-0011345. Es decir, la cepa
mutante de E. coli W3110GFA es conseguida por inactivacion de un gen que codifica glucosa fosfotransferasa
(ptsG) y dos genes que codifican piruvato quinasa (pykA y pykF) en cepa W3110 transformada con un vector de
expresion recombinante que expresa un bacteri6fago operon rojo (exo-beta-gama). Entonces, cuando la cepa
W3110GFA mutante de E. coli es cultivada en condiciones anaer6bicas, se puede confirmar que la productividad del
mutante es superior a la cepa madre W3110.

Un gen de una enzima que convierte el succinato en 4-hidroxibutirato y un gen con una enzima asociada con la
conversion del succinato semialdehido en succinato se puede derivar de Clostridium kluyveri, y un gen de una
enzima que convierte el 4-hidroxibutirato en 1,4-butanodiol se puede derivar de Clostridium acetobutylicum. Si bien
Clostridium kluyveri y Clostridium acetobutylicum no producen 4-hidroxibutirato y 1,4-butanodiol, las enzimas
clonadas en estas cepas juegan un importante papel en la produccién de 4-hidroxibutirato y 1,4-butanodiol.

Ademas, el gen de la enzima que convierte el succinato en 4-hidroxibutirato es seleccionado entre el grupo que
consiste en un gen que codifica succinil-CoA transferasa (Catl), un gen que codifica succinato semialdehido
dehidrogenasa (SucD), un gen que codifica 4-hidroxibutirato dehidrogenasa (hbD) y un gen que codifica
4-hidroxibutirato dehidrogenasa (GHB). Preferentemente, el gen que codifica Catl tiene una secuencia base de SEQ
ID NO: 1, el gen que codifica SucD tiene una secuencia base de SEQ ID NO: 2, el gen que codifica 4hbD tiene una
secuencia base de SEQ ID NO: 3, y el gen que codifica GHB tiene una secuencia base de SEQ ID NO: 4.

Por ejemplo, un microorganismo mutante de acuerdo con la presente invencion puede tener un gen que codifica
Catl, un gen que codifica SucD y un gen que codifica 4hbD, o un gen que codifica Catl, un gen que codifica SucD y
un gen que codifica GHB, pero la presente invencion no esta limitada a estos ejemplos.

Ademas, la utilizacion efectiva del succinato es muy importante para conseguir el objetivo de la presente invencion vy,
por lo tanto, semialdehido succinico dehidrogenasa (GabD) asociado con la conversién de semialdehido succinico
en succinato se puede eliminar de E. coli recombinante de los microorganismos que producen succinato en elevada
concentracion. Por lo tanto, el microorganismo mutante, segun la presente invencion puede tener también un gen
inactivo asociado con la conversion de semialdehido de succinato en succinato, que es preferentemente un gen que
codifica GabD succinico. El gen que codifica GabD tiene una secuencia base de SEQ ID NO: 10, pero la presente
invencion no esta limitada a la secuencia

Asimismo, para transportar de manera efectiva succinato en un microorganismo, se puede amplificar la enzima de la
proteina de transporte C4-dicarboxilato (DctA) asociada con el transporte de succinato. De este modo, el
microorganismo mutante puede tener ademas un gen que codifica Dct4 asociado con el transporte de succinato, que
es introducido en su interior o amplificado y un gen que codifica Dct4 tiene preferentemente una secuencia base de
SEQ ID NO: 11.

Los genes de enzimas que convierten 4-hidroxibutirato en 1 ,4-butanodiol son genes que codifican
4-hidroxibutirato-CoA transferasa y alcohol dehidrogenasa reduciendo 4-hidroxibutirato-CoA o genes que codifican
fosfotransbutirilasa butiril quinasa y alcohol dehidrogenasa reduciendo 4-hidroxibutirato-CoA.

El gen que codifica 4-hidroxibutirato-CoA transferasa puede tener una secuencia base de SEQ ID NO: 5, que puede
ser sustituida por fosfotransbutirilasa (ptb; SEQ ID NO: 6) y butiril quinasa (BuK; SBQ ID NO: 7) para convertir
4-hidroxibutirato en 4-hidroxibutirato-CoA.

El alcohol dehidrogenasa puede ser butil-CoA dehidrogenasa derivado de Clostridium acetobutylicum, y el gen que
codifica butil-CoA dehidrogenasa tiene preferentemente una secuencia base de SEQ. ID NO: 8 6 9 (CAP0035 o
CAP0162). Los genes de SEQ. ID. NO: 8 y 9 son muy Utiles para producir 1,4-butanodiol en el microorganismo
mutante segun la presente invencion. De acuerdo con ello, la presente invencion proporciona un gen que codifica
butil-CoA dehidrogenasa y un vector recombinante que lo contiene.

El término “vector” significa un constructo de ADN que contiene una secuencia de ADN enlazada operativamente a
una secuencia de control adecuada para expresar ADN en un huésped adecuado. En la presente invencion, el
vector puede comprender un vector plasmido, un vector bacteriéfago, un vector césmido, un vector de Levadura de
Cromosoma Atrtificial (YAC) y preferentemente un vector plasmido. Por ejemplo, el vector plasmido puede
comprender una constitucion que comprende (a) un origen de replicacién para replicacion efectiva para tener varias
cientos de copias en una célula huésped, (b) un gen de resistencia a antibiéticos para seleccionar una célula
huésped transformada con el vector plasmido y (c) un lugar de enzima de restriccién en el que es capaz de ser
insertado un fragmento de ADN extrafio. Si bien no hay lugar de enzima de restriccién adecuado, el vector puede ser
ligado facilmente con el ADN extrafio utilizando un adaptador oligonucledtido sintético o un enlazador de acuerdo
con un método convencional.
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Por lo tanto, la presente invencién proporciona un microorganismo capaz de producir succinato y preferentemente
un microorganismo mutante que muestra elevada produccién de 1,4-butanodiol, en el que es inactivado un gen que
codifica GabD y la totalidad de un gen que codifica Catl, un gen que codifica SucD, un gen que codifica 4hbD (o
GHB), un gen que codifica 4-hidroxibutirato-CoA transferasa y un gen que codifica butil-CoA dehidrogenasa son
introducidos o amplificados.

Ademas, la presente invencién proporciona un microorganismo capaz de producir succinato y preferentemente un
microorganismo mutante que muestra elevada produccién de 1,4-butanodiol en el que un gen que codifica
4-hidroxibutirato-CoA (o un gen que codifica fosfobutirilasa y un gen que codifica butiril quinasa) y un gen que
codifica butil-CoA dehidrogenasa son introducidos o amplificados y un método de preparacion de 1,4-butanodiol que
utiliza el mismo.

La presente invencion proporciona ademas un método para la preparacion de 1,4-butanodiol que comprende el
cultivo del mutante en un medio que contiene una fuente de carbono y obteniendo 1,4-butanodiol del cultivo.

Efectos ventajosos

Tal como se ha descrito en lo anterior, la presente invencién proporciona un microorganismo capaz de producir
succinato en elevada concentracion, y mas particularmente un mutante que muestra elevada producciéon de 1,4-
butanodiol, que es un producto quimico que tiene 4 atomos de carbono con un amplio rango de importantes
aplicaciones en la quimica industrial y un método biolégico para la preparacion de 1,4-butanodiol que utiliza el
mismo.

Descripcion de los dibujos
La figura 1 es un diagrama esquematico de una ruta para la produccion de 4-hidroxibutirato a partir de succinato;

La figura 2 es un diagrama esquematico de una ruta para producir 1,4-butanodiol a través del 4-hidroxibutirato
producido a partir de succinato; y

La figura 3 muestra resultados de analisis GC de produccion de 1,4-butanodiol.
Formas de la invencion

A continuacion, se describira la presente invencion en mas detalle mediante ejemplos. Se comprendera claramente
por los técnicos en la materia que los ejemplos se facilitan solamente para explicar la presente invencion, pero no
para limitar su alcance.

Si bien en la presente invencion el método de preparacion de 1,4-butanodiol utiliza la bacteria Rumen, tal como los
mutantes Mannheimia sp. LPK (KCTC 10558BP), LPK7 y LPK4, que tienen un gen inactivo derivado de la cepa
Mannheimia sp. y produce succinato en elevada concentracion, E. coli y el mutante E. coli W3110GFA, se
comprendera también de manera evidente por los técnicos en la materia que pueden producir 1,4-butanodiol al
generar un mutante que produce succinato en elevada concentracion utilizando otra cepa de bacteria Rumen,
introduciendo y amplificado un gen asociado con la produccién de 1,4-butanodiol.

Ademas, si bien los siguientes ejemplos proporcionan un medio y método de cultivo especificos, se comprendera
claramente por los técnicos en la materia, tal como se da a conocer en las literaturas (Lee y otros, Bioprocess
Biosyst. Eng., 26:63, 2003; Lee y otros, Appl. Microbiol. Biotechnol., 58:663, 2002; Lee y otros, Biotechnol. Lett.,
25:111, 2003; Lee y otros, Appl. Microbiol. Biotechnol., 54:23, 2000; y Lee y otros, Biotechnol. Bioeng., 72:41, 2001),
un medio utilizado en esta invencién puede ser diferente de un hidrolizado, tal como suero de la leche o licor de maiz
o0 se pueden utilizar varios métodos de cultivo, tales como cultivo por lotes de alimentacién y cultivo continuo.

Ejemplo 1: método para la preparacion de un microorganismo que muestra elevada produccion de succinato
1-1. Preparacion de bacteria Rumen que tiene elevada produccién de succinato

Un microorganismo, la bacteria Rumen, que muestra elevada produccion de succinato, de acuerdo con la presente
invencion, fue preparado segun el método que se da a conocer en la publicacién PCT n°® WO 2005/052135. Es decir,
una cepa mutante Mannheimia sp. LPK (KCTC 10558BP) fue preparada utilizando un gen de lactato dehidrogenasa
(IdhA) y un gen de piruvato-formato liasa (pfl) en Mannheimia succiniciproducens 55E, que es una de las especies
de la bacteria Rumen y cepas de mutante (Mannheimia sp. LPK7 y LPK4) fueron preparadas por inactivacién de un
gen de fosfotransacetilasa (pta), un gen de acetato quinasa (ackA) y un gen de fosfopiruvato carboxilasa (ppc) en la
cepa LPK.
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1-2. Preparacion de E. Coli que muestra elevada produccion de succinato

Se prepar6 un microorganismo, E. coli, que muestra elevada produccion de succinato, de acuerdo con la presente
invencion por el método que se da a conocer en la publicacion de patente de Corea n° 10-2006-0011345. Es decir,
una cepa mutante de E. coli W3110GFA fue producida por inactivacion de un gen que codifica glucosa
fototransferasa (ptsG) y dos genes que codifican piruvato quinasa (pykA y pykF) en una cepa W3110, que fue
transformada con un lector de expresion recombinante pTrcEBG que expresa un bacteriéfago operon rojo (exo-beta-
gama).

Ejemplo 2: Clonado de la enzima de conversion de 1,4-Butanodiol

2-1. Clonacién de genes que codifican las enzimas de conversion de 4-Hidroxibutirato (Catl, SucD y 4hbD)

Los presentes inventores amplificaron los genes Catl, sucD y 4hbD por reaccion en cadena de polimerasa (PCR)
utilizando cebadores oligonucleodtidos sintetizados basados en una secuencia de gen (L21902) conocida a efectos
de clonar operénes para genes que codifican Catl, SucD y 4hbD derivados de Clostridium kluyveri DSM 555. Los
cedabores utilizados para PCR fueron los siguientes.

SEQ ID NO 12: Catlf-Sacl

5'-tttcccgagetc TGTGAGGCGATTAAATGAGTAAAGGGATAAAG

SEQ ID NO 13: 4hbDb-Xabl

gc tctaga tta gat aaa aaa gag gac att tca caa tat gg

Para construir el vector de expresion pTacLac4HB1, se inserté el operon para los genes amplificados catl, sucD y
4hhD en el vector de expresién pTaclLacl, que fue escindido con SaciiXbal. El vector pTacLacl fue construido por
fraccionamiento del vector pTac99A (Park y Lee, J. Bacteriol. 185, 5391-5397, 2003) con Sspl, y ligando el vector
escindido con pTrc991 (Amersham Pharmacia Biotech), que fue escindido también con Sspl. El vector pTacLacl
tiene la misma secuencia que pTrc99A, y pierde un lugar de reconocimiento de enzima de restriccion Ncol (lugar de

restriccion) presente en el pTrc99A de los lugares de multiclonado (MCS). En este caso, MCS empez6 con un lugar
EcoRI.

2-2. Clonado de un gen que codifica DctA asociado con el transporte de succinato

Para clonar un gen que codifica DctA asociado con el transporte de succinato en E. coli W3110, se amplificé un gen
DctA por ADN-PCR utilizando cebadores oligonucleétidos sintetizados basandose en una secuencia de genes
conocida (NC_000913). Los cebadores utilizados para PCR fueron los siguientes.

SEQ ID NO 14: DctAf-EcoRI

ggaattc ATGAAAACCTCTCTGTTTAAAAGC
SEQ ID NO 15: DctAb-Xbal

gc tctaga tta aga gga taa ttc gtg cgt ttt gcc

Para construir el vector de expresion p10499DctA, se fracciond el gen amplificado DctA con EcoRI/Xbal y a
continuacion se inserté en el vector de expresién p10499A (Park y otros (2002) FEMS Microbiol. Lett 214:217-222).

2-3. Clonado del gen que codifica la enzima de conversién de 4-Hidroxibutirato en 1,4-Butanodiol

Para clonar genes que codifican butil-CoA dehidrogenasa de SEQ ID NOs: 8 y 9, que son enzimas que convierten
acido butirico en butanol en Clostridium acetobutylicum, se amplificaron genes cap0035 y cap0162 por ADN-PCR
utilizando cebadores oligonucleétidos sintetizados basados en una secuencia de genes conocida (NC_003030). Los
cebadores utilizados para PCR fueron los siguientes.

SEQ ID NO: 16: CAP0035f-Sacl

tttcccgagetc atgaaagttacaaatcaaaaa
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SEQ ID NO: 17: CAP0035b-Xbal

gc tctaga tta aaa tgc ttt tat ata gat

SEQ ID NO: 18: CAP0162f-EcoRlI

GGAATTC atgaaagtcacaacagtaaag

SEQ ID NO: 19: CAP0162b-Xbal

gc tctaga tta agg ttg ttt ttt aaa

Para construir vectores de expresion pTacLacCAP35 y pTacLacCAP162, se insertaron los genes amplificados
cap0035 y cap0162, independientemente en vectores de expresion pTacLacl, que fueron escindidos con Sacl/Xbal y
EcoRI/Xbal.

Para convertir 4-hidroxibutirato en 4-hidroxibutirato-CoA, se amplificé por ADN-PCR un operén del gen Cat2 de SEQ
ID NO: 5 utilizando cebadores oligonucleétidos sintetizados basados en la secuencia de SEQ ID NO: 5. Los
cebadores para PCR fueron los siguientes.

SEQ ID NO: 20: cat2f-EcoRI

ggaattcATGGAGTGGGAAGAGATATATAAAGAG

SEQ ID NO: 21: cat2b-BamHlI

cg ggatcce tta aaa tct ctt ttt aaa ttc att cat taa tg

Para construir el vector de expresion pTacLacCat2, el gen cat2 amplificado fue insertado en el vector de expresion
pTacLacl, que fue escindido con EcoRI/BamHI.

Para convertir 4-hidroxibutirato en 4-hidroxibutirato-CoA, se amplificaron por ADN-PCR operénes para genes ptb y
buk de SEQ ID NOs: 6 y 7 utilizando cebadores oligonucleétidos sintetizados basandose en las secuencias de SEQ
ID NOs: 6y 7. Los cebadores utilizados para PCR fueron los siguientes.

SEQ ID NO: 22: ptbf-RcoRl

ggaattc ATGATTAAGAGTITTAATGAAATATCATG
SEQ IDNO: 23: bukb-Xbal

gc tctaga tta ttt gta ttc ctt agc ttt ttc ttc tec

Para construir un vector de expresion se insertaron en el vector de expresion pTaclLacl, operénes para los genes
amplificados ptb y buk, siendo escindido el vector con EcoRl/Xbal, obteniendo de esta manera pTacLacPtbBuk. El
vector pTacLacPtbBuk fue escindido con Sspl para obtener un fragmento de gen incluyendo un promotor tac, los
genes ptb y buk y un terminador de transcripcion y el fragmento de gen fue insertado en el vector pBBR1IMCS2
(Kovach y otros, Gene. 166:175, 1995) que fue escindido con EcoRV, obteniendo de esta manera el vector
pMCS2TacPtbBuk.

Ejemplo 3: Produccién de 1,4-BDO

Los vectores pTacCAP162 y pMCS2Tacptbbuk fueron transformados simultaneamente con E. coli XLI-Azul por
electroporacién y a continuacién aplicado sobre una placa LB conteniendo 100 ug/ml de ampicilina y 50 ug/ml de
quinamicina y se cultivaron durante una noche a 37°C. La colonia cultivada fue inoculada en un tubo de 15ml
(Falcon, USA) que tenia 3 ml de medio liquido LB conteniendo 100 ug/ml de ampicilina y fue cultivado en un
inculador con agitaciéon en una noche a 200rpm y 37°C. Las células incubadas fueron inoculadas en un medio liquido
reciente LB conteniendo 100 ml de glucosa al 2% y 100 ug/ml de ampicilina y a continuacion se cultivd en un
incubador con agitacién a 200 rpm y 37°C. Cuando ODggo alcanzé 0,7, se afiadio IPTG a una concentracion final de
1 mM para inducir expresién de proteina y las células fueron cultivadas durante una noche.
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Después de ello, el cultivo fue centrifugado y el sobrenadante fue retirado del mismo. A continuacion, la pastilla de
células fue lavada con medio MR una vez, se resuspendioé en un medio MR conteniendo 50 ml de glucosa al 2% y
gama-butirolactona al 2% y 1 nM de IPTG, y se evaporé utilizando una mezcla de gas de Hjal 5%, CO; al 5% y
resto N2 durante 30 minutos para conseguir condiciones anaerébicas. El cultivo fue desarrollado en un incubador con
agitacion a lo largo de la noche durante 3 dias a 200 rpm y 37<C, y a continuacién se centrifugé obteniendo un
sobrenadante. El sobrenadante obtenido fue concentrado dos veces y utilizado como muestra de analisis GC para
analisis para confirmar la produccién de 1,4-butanodiol. El analisis fue llevado a cabo en las siguientes condiciones y
los resultados se muestran en la figura 3.

Columna: AT-Cera (0,53 mm ID x 15 ml, 1,2 um u.f. capilar)
Velocidad caudal de gas: Columna (He): 4,0 ml/min
Temperatura estufa: valor inicial & tiempo: 50C, 5 min
Velocidad programada: 10°C/min
Valor final & tiempo: 250C, 5 min
Temperatura del inyector: 250°C
Temperatura del detector: 250°C
Proporcion divisién inyector: 20/1
Volumen inyector: 1,0 ul
Tal como se muestra en la figura 3, se confirmé que se habia producido 1,4-butanodiol.
<110> LG CHEM, LTD.

Korea Advanced Institute of Science and Technology

<120> Mutantes que tienen capacidad de producir 1,4-butanodiol y procedimiento para la preparacion de
1,4-butanodiol utilizando los mismos

<130> F2008-0085PC (X08029)
<150> KR10-2007-0091081
<151>2007-09-07

<160>23

<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211>1617

<212> ADN

<213> gen que codifica Catl

<400> 1



5

atgagtaaag
gcagaaaaga
gttactgaaa
gcagctgata
tatcctaaag
aaggtaacac
gcaggaataa
aatgatggtt
tattctgtaa
ggggatatta
aaggtaatag
tatacattaa
atagggacca
acccaggata
aatcttatag
cctatacagt
aattttaaaa
aaatgtggta
cctgagttca
ataagtaata
gaagtagata
ggtataggcg
tctatcgceca
acagaacatg
tctecctaggg
atgcttatgg

cttgaaaaag

<210> 2
<211> 1419

<212> ADN

ggataaagaa
ttgaagagaa
aacgaattag
tgatagaaaa
aagtacctaa
tttatacagg
tagaaagaag
ctattaagta
ttcctaaagt
ttoccttecaac
tggaaattaa
aaaacccteoo
catatgtgac
aaacaagacc
gatttttaaa
caggagttgg
atttgagttg
aagcagatgt
taaaggacat

atccagagat

tatatggtaa
gttctggaga
aaaaaggaga
atgtaatggt
aaaaggccgt
aatattttga

ctctttcetg
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ttcacaattg
agttgaaaaa
aaacttgaag
cggtatgatt
agcattgact
ttcatctaca
aattccatat
tgctgatatg
agatatagct
aggaattgga
tgaggctcaa
aagaagagag
ctgtggttct
tcttacagaa
taaagaggtt
aagtgtagca
ttatacagaa
ggtgtcaggc
aaatttcttt

agcaagaaga

tgtaaactcc
ctttgccaga
tatatcatct
aattgttaca
ggctataata
agaggcttgt

gcatacaaaa

adaaaaaaga
acagataagg
cttcaggaaa
gttgcaatta
daaaaagtta
ggagccgata
cagacaaatt
catttaagcc
ataatagagg
aatacagcta
ccgecttgaat
cccataccta
gaaaaaatat
gtgtctectg
gaagagggaa
aatgcagttt
gttatacagg
acttccataa
agagaaaaga

ataggagtta

actcatgtta
aatgcatatt
atagttccta
gaacagggag
gaaaattgtg
aagtcatcag

tttataaaaa

atgtaaaggc
ttgttgaaaa
aagttgtaac
goggatttac
atgccttaga
tagacggaga
ctgatatgag
atatggcteca
cagtagctat
cttttgtgga
tggaaggtat
tagttaatgc
gegeotatagt
tatctcaggc
aattacctaa
tggccggact
attctatgct
gtecttcace
tagtattaag

tatccataaa

tgggaagcaa
tgactatatt
tggtatccca
tagcagattt
ttcatcctga
gtggaaatac

ctggtagtat

tagtaatgtg
ggcagctgag
agcagatgtg
tccttecggg
ggaagaattc
atgggcaaaa
gaaaaaaata
atatattaat
tacagaagaa
aaatgcagat
ggcagatata
aggcaatagg
gatgacaaat
tatatccgat
gaacctgctt
ttgtgaatca
gaagcttata
ggagatgttg
accacaggaa

cactgctttg

aatgatgaat
cactacagag
tgtggatcat
aagaggtctt
ttacaaggat
accacataat

gaaataa
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<213> gen que codifica SucD

<400> 2

atgagtaatg
ttggaagcct
tatgataatg
gaagataaag
aagaaaactg
ccaaagggag
aatgcaatgg
aagaaagttt
ccagaaaata
gaaagtgctg
agtggaagac
tacgattata
atatgttctt
gcttttgtag
tcaactttat
attgcggatc
aaaggtgcag
ttgaaatatg
ggagctggtc
actgtattac
gtattaccta
aataatggat
tcagaaaatc

gaagcaaaag

<210>3
<211>1116

<212> ADN

aagtatctat
atagtcaaga
cagaaatgtt
tagctaaatg
taggcataat
ttgtggcage
ctgctataaa
cagctcatac
tcatacagat
atgtagttat
cagcttatgg
acaaagctgc
cagagcaatc
aaaatggaggc
ttaaagatgg
ttgcaggagt
gagaaaaaga
atacttttga
atacagcagg

ctataagcag
taagcagatt
ttaacecctac
ttacttacga

ttcctagcecta

<213> gen que codifica 4hbD
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aaaagaatta
acaagttgat
tgcaaaagaa
tcatttgaaa
aaaagaagaa
tactacgcct
gggcagaaat
tgtagaactt
agtagaagca
tgctacaggc
cgttggacct
acaggatata
agttatagct
attctatgta
aaaaataaac
aaaagtacca
tgtactttgt
agaagcagtt
catacattct
attagttgta
agttgtaaat
tactacacta
gcatcttata

tgaggaaata

attgaaaagg
gtactagtaa
gcagttgaag
tcaggagcta
cctgaaaggg
ataactaatc
acaataatag
atgaatgctg
ccatcaagag
ggtgctggaa
ggaaattcac
ataacaggaa
cctgctgaag
gaagatgagg
agcaagatta
gaaggtacta
aaagaaaaaa
gaaatagcta
gacaatgacg

aatcagcctg
cagcctgeoaa

ggctgcggat
aatgtttcaa

tggggataa

10

caaaggcggc
aagcactagg
aaacagaaat
tttggaatca
cacttgttta
cagtggtaac
tagcaccaca
agcttaaaza
aagctgctaa
gagttaaagc
aggtaatagt
gaaaatatga
attatgataa
aaacagtaga
taggtaaatc
aggttatagt
tgtgtccagt
tggctaatta
agaacataag

caactactgce
ctactgctgg

catggggcag

gaatagggta

acaaaaaaaa
aaaagtggtt
gggtgtttat
tataaaagac
tgttgctaag
tcctatgtgt
tcctaaagca
attgggagca
ggaacttatg
tgcttactcc
tgataaggga
caatggaatt
ggtaatagca
aaagtttaga
cgtccaaatt
acttaagggt
tttagtagca
tatgtatgaa
atatgcaaga

tggaggaact
aggaagtttec
aaacagtatt

tttcaataaa
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<400> 3

atgaagttat
aaatacttta
ttecttgaga
gaaccttctg
agaattattg
tatactgatg
ttaattatag
gaattaaaga
gcagtacttg
gtagatgcct
gatatgttta
aaaggaaatg
ggtatagett
ggaaattatc
acttattatg
atactaaaat
ttgtcaagaa
gattcagtaa
gaagacatag

<210>4

<211> 1460

<212> ADN

taaaattggc
aggttggaaa
aattcaatga
atgaaatgat
ctgtaggggg
attcattgga
ttccaactac
gaagacatac
taccagaatt
taatacatgc
gtgtaaaagc
attacagagt
ttggaaatgc
atgtgecteca
agaaaaatcc
gtgatgaaag
aaccattaag
tagaaggaca

taaacacata

<213> gen que codifica GHB

<400> 4

gaattgtgaa cgatcgetcg attttagtat gatgccagat gttcecaggtg cccggcagta
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acctgatgtt
aggtgacttt
tggtgcagat
aaacaatata
aggatctgta
tttgtttgag
atgtggaaca
taaaaaagga
tataaaagga
aacagaagct
tatggagtta
tgaaataatt
aggagtggga
tggagaagca
aaatggcaag
tgaagcttat
agaatatgga
gcagagactg

taaaaagtta

tataaatttg
atacttacta
gctgtatttce
attaaggata
atagatatag
ggaaaagtac
ggttcagaag
attgcttcag
ctteccatata
tatgtatctce
attttaaatg
gaggattttg
gcggttcacg
aattatctgt
attaaagatg
gacagtttat
atgaaagagg
ttggtaaaca

tattaa

11

atactgcaga
atgaattttt
aggagaaata
ttggagataa
ccaaaatcct
ctcttgtaaa
ttacaaatgt
acgaattata
agttttttgt
caaatgcaaa
gatacatgca
ttataggcag
cactctcata
tttttacaga
taaataaact
cacaactttt
aagaaattga

attatgaacc

ggagtttatg
atataaacct
tggactcggt
acaatataat
cagtcttaag
aaacaaagaa
atcagttgca
tgcaacttat
aaccagctcc
tecttatact
aatggtagag
caattatgca
tccaataggce
aatatttaaa
attagcaggc
agataaatta
aacttttgct

tttttcaaga
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cgagataacc
ggctgaagcg
cagegggect
cggcaggaga
cggcgeggta
ggtgaccgac
gggcctgeag
caaggccgcec
ctegtegate
cacctatgec
cgcggtgecec
ggacgacggc
cgacccggaa
gatcgegeac
tgcgetggac
ggaccgcgac
gaaggggcty
ccgoacegge
caacgecgat
gcacctgece
cctgeeccacce
cggtgegetg
tcggegtatg
aagcggcectgt
<210>5

<211> 1290

<212> ADN

ccgaaaagtc
gteccgaggg
ggcgageatc
caagcaaaca
agcctgctca
aagggcgtgg
gttgcggtat
gcacaatacc
gacctecgeeca
accatcgaag
accacctcgg
cgcaagctgg
ctgacgctgg
tgcatcgaga
gggctggage
gcacgectga
ggctgegtygce
cegeaccacyg
gegeececacqgq
gacggegeeqg
gggctgegte
gtegaceatt
cttgagcagt

ccggoggecee
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gctgtcagec
ctceggaaac
cgeteocagge
tggcgtttat
agtccgaatg
tecgeegeggg
tcgatgaaac
gcgaggecgg
agggcatege
gcggcagcgco
gcaccggcag
gettecatte
ggctgccgge
ccttoctgge
gcggctgggg
acatgatgag
attcgetgte
goacgeteaa
tggtgcgega
atatcgegea
agatgggtgt
gccacaagac

ccatgtagea

<213> gen que codifica 4HB-CoA transferasa

<400> 5

tgccacgegg
gcagtagtge
ccgtgcaaaa
ctactatctg
cgagcgeate
agtggcgcag
cccgtcgaac
ctgcgacggg
catcctggece
caggatcacc
cgaggtggcg
ctggecatttg
cgggctgacce
ccccgectte
ccatatcgaa
cgcgtcgatg
gcaccegetg
cgeggtggtg
cgaccgctac
ggeegtgeac
caccgaggac
caacccgaaa

cacagcgget

12

caagtttttg
aggteccattg
gacaatttgg
acccacatce
ggcatecgece
cgtgecateg
ccgaccgagg
ctggtggcag
acgcatgagg
gacaaggcygg
cgcggcgceea
ctgcccaagt
gcggccaccg
aacccgcccg
cgegecacce
cagggcgcaa
ggcgggcetga
atgecygeygy
gcacgcctgc
gacatgaccg
atgttcgaca
gaagceageqg

tceoocgoeggt

cgegatgate
aaacccaaga
cggecagatee
acctggattt
gceegttget
atgcaatgca
ccatggtgeg
tgggcggegg
gcgagctgac
cgcegetgat
tcatcatcct
ccgecgtcetg
gcatggatgc
cggacggcat
gcgacggtca
tggcgttecca
agatcgacag
tgetgogett
gcocgegeceat
tgcgeetgay
aggtgattge
cecgeggatta

cagaccgace
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atggagtggg aagagatata

atagaaaacc atagcagggt

aatgcactag ttaaaaataa

atgggcaaag
tttgtaggeg
tttttctatg
attcaggtaa
accaagccag
agaactcttg
cacccattgt
aactgtgcat
gatgcggtac
tcagatggtg
catccaggca
aacaataatc
atgaaaaatg
gtatgttctg
attagaggag
ggaaaaggaa
tctagaaatg
actttaagaa
ttaatgaatg
<210>6

<211> 906

<212> ADN

gtgtatatac
gatctactag
aagtgccaag
gtgagccaga
cagcagaaag
gagattcttt
tagaattgca
ctttaattga
ttttattctt
tgatggaact
aaatagttgt
caatggtaga
acaatatggt
aaagtatagg
ctaatctatc
aagtttcaag
aagtagatta
atagggcaag

aatttaaaaa

<213> gen que codifica Ptb

<400> 6
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taaagagaaa
agtttttgca

ggataattat

aaaagagggt
agatgcagta
tttgtttaaa
taaatatggc
tgctaagctt
tatacatgta
gcctectaaa
agatggagct
aaagaacaaa
ggtgaaggca
aacattttta
aacttattct
ttcaataaat

attgaaacag

aaagggtgga
aataactcca
tgtagttact
agctctaata

gagattttag

ctggtaactg
catgcagtag

ataggactag

atgcaaagac
aattcaggaa
gaaaaacgtt
tactgcagtt
gtaattgcag
tcagatattg
ttgggagatg
actcttcagc
aagaatttag
ggggttatca
atgggaacaa
gtagattatg
tcttgtgtte
ataagtggag
aaggctatta
cttctagata
gaatatggtg

aatatcgctc

13

cagaaaaagc
gagaacccgt

aaatagttca

attttagaca
gagcagttta
tgcctgtaga
ttggagtttc
aagtgaataa
attatatagt
tagaaaaagc
ttggaatagg
gaatacattc
ataacaagaa
aaaaattata
taaataatcc
aagtagactt
tgggaggcca
tagctatacc
ctggtgctgce
ttgctcatct

atccaaaatt

tgtttcaaaa
agatttagta

catggtagct

taatgctttg
tacaccttgt
tgtagcactt
caatgactat
aaacatgcca
ggaagcttca
cataggagaa
tgctatacca
tgagatgata
aaagaccctc
tgattttgta
actggtaatt
aatgggacaa
ggtagatttt
ttccacagcet
agttacaact
taagggcaaa

cagagaatca
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gtgattaaga
gctgttgctg
ggtattgcag
ataggaatgg
ttaaaggcag
aatacagcaa
actatgtctc

gatgttgctt

gttaaggttg
gaggttataa
gacagaggac
tcagaagaag
ttcttaatge
gattcaaaaa
gctgacagcc
aaataa
<210>7

<211> 1068

<212> ADN

gttttaatga
tagcacaaga
atgctattct
atgtaaatga
tagagcttgt
ctttcttaag
acgttgcagt

tcaatactta

cacatgcaat
accctaaaat
aaattaaagg
cagcacatca
caaacataga
atggaggaat

atgaaacaaa

<213> gen que codifica Buk

<400>7
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aattatcatg
cgagccagta
tgttggagac
ttttgaaata
atcaactgga
atctgtatta
atttgaaact

tcctgaatta

aggaattgaa
gccatcaaca
ttgtgtagtt
taagggagta
aacaggaaat
cttagttgga

aatgaactct

aaggtaaaga
cttgaagcag
catgacgaaa
gtaaacgagc
aaagctgata
aacaaagaag
gagaaatttg

aaggaaaaaa

aatccaaagg
cttgatgcag
gacggacctt
acaggagaag
gtaatgtata
acttctgcac

atagcacttg

14

gcaaagaaat
taagagatgc
tcgtgtcaat
ctaacgttaa
tggtaatgaa
ttggacttag
atagactatt

ttgatatagt

ttgctccaat
caatgcttte
tagcacttga
ttgctggaaa
agactttaac
cagttgtttt

cagctttagt

gaaaaaagtt
taagaaaaat
cgcgcttaaa
gaaagctgct
gggacttgta
aacaggaaaa
atttttaaca

aaacaattca

ttgtgcagtt
aaaaatgagt
tatagcttta
agctgatatc
atatacaact
aacttcaaga

tgcaggcaat
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atgtatagat
gatgaaaaag
aacactatat
gcaaacatag
atagtaagtg
caaggtcagc
aatgttccag
atatcaggaa
gttgctagaa
gtccacatgg
aataatacac
ggagatcttg
ataaacggca
gataaagctc
gtagcaaaag
ttaacaggcg
ttcatagcac

ggacttagag
<210>8
<211> 2577

<212> ADN

tactaataat
agatatttga
ttgatcaatt
aagtaagttc
gaacttatgc
atgcgtcaaa
catacatagt
tggctgacat
gatatgcaaa
gtggaggtac
ttgatggaga
taagattgtg
aaggcggagt
ttgaaggaga
agataggaaa
gaattgcgta
ctgtagttag

ttttaagagg
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caatcctgge
gaagacttta
tcaattcaga
tttaaatgct
agtaaatcaa
tcttggtgga
tgatccagtt
tccaagaaaa
agaagttgga
ttcagtaggt
aggtccattc
cttcagcaac
tgttagttac
taagaaatgt
atgttcaacc
caacgagcat
atatggtgga

agaagaaaaa

tcgacctcaa
agacattcag
aagaatgtaa
gtagttggaa
aaaatgcttg
attattgcaa
gttgtggatg
agtatattcc
aaaaaatacg
actcataaag
tcaccagaaa
daaatatactt
ttaaatacta
gcacttatat
gttttaaaag
gtatgtaatg
gaagatgaac

gctaaggaat

<213> gen que codifica Butil-CoA dehidrogenasa (CAP0035)

<400> 8

15

ctaaaattgg
ctgaagagat
ttttagatgc
gaggcggact
aagaccttaa
atgaaatagc
agcttgatga
atgcattaaa
aagatcttaa
atggtagagt
gaagtggtgg
atgaagaagt
tcgattttaa
atgaagcttt
gaaatgtaga
ccatagagga
ttcttgcact

acaaataa

tatttatgac
agaaaaatat
gttaaaagaa
cttaaagcca
agtaggagtt
aaaagaaata
agtttcaaga
tcaaaaagca
tttaatcgta
aatagaagtt
agttccaata
aatgaaaaag
ggctgtagtt
cacattccag
tgcaataatc
tagagtaaaa

tgcagaaggt
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900
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atgaaagtta
daagaagtttg
gcegcageta
cttgtagaag
aaaaatgaaa
gctgaaccaa
attttcaaat
cgtgcaaaaa
ggagcaccta
ttgatgagtg
tattcatctg
gagagtgcag
ggagtaatat
aaagaggaat
aaagaaacta
ataattgcta
gtacaatctg
atgtataaag
ggtggaagtg
aaagaatttg
ggagcaagceg
acttggggag
agtgttgetg
aaatatggat
tttatagtaa
ctagatgaga
gattcagtaa

attggtggtyg

caaatcaaaa
caacctatac
aagaaagaat
ataaaattat
aaacttgtgg
ttggaattgt
cattaattte
aatctacaat
aaaatataat
aagctgatat
gaaaacctgc
atatagatat
gcgcttctga
ttgtaaaacg
tgtttaaaaa
aaatggcagyg
ttgaaaaaag
ttaaggattt

gacacacgtc

gattagcaat -’

gagatttata
gaaactctgt
aaagaaggga
gtcttagatt
cagataaaga
tagatattaa
aaaaaggtgc

gatcgecaat
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agaactaaaa
tcaagagcaa
aaacttagct
aaaaaatcat
cataatagac
tgcagccata
tttaaaaaca
tgctgecagea
aggctggata
aatattagca
aattggtgtt
ggcagtaagc
acaatcaata
aggatcatat
tggagctate
aattgaagtt
cgagctgttce
tgatgaagct
atctttatat
gaaaacttca
caattttgeg
atcgcaaaat
aaatatgett
tgcattaaaa
tctttttaaa
atacagtata
taaagaaatg

ggatgcagea

caaaagctaa
gttgataaaa
aaattagcag
tttgcagcag
catgacgatt
gttcctacta
agaaacgcaa
aaattaattt
gatgagccat
acaggaggtce
ggagcaggaa
tccataattt
ttagttatga
atactcaatc
aatgctgaca
cctcaaacta
tcacatgaaa
ctaaaaaagg
atagattcac
aggacattta
atagcaccat
gtagagccta
tggtttaaag
gaattaaaag
cttggatatg
tttacagata
cttaactttg

aaggttatgc

16

atgaattgag
tttttaaaca
tagaagaaac
aatatatata
ctttaggcat
ctaatccaac
tattcttttce
tagatgcagec
caatagaact
cttcaatggt
atacaccagc
tatcaaagac
attcaatata
aaaatgaaat
tagttggaaa
caaagatact
aactatcacc
cacaaaggct
aaaacaataa
ttaacatgcc
catttactct
aacatttatt
tgccacaaaa
atatgaataa
ttaataaaat
ttaaatctga
aacctgatac

acttgttata

agaagcgcaa
atgtgccata
aggaataggt
caataaatat
aacaaaggtt
ttccacagca
accacatcca
tgttaaagca
ttctcaagat
taaagcggcece
aataatagat
ttatgacaat
cgaaaaagtt
agctaaaata
atctgcttat
tataggcgaa
agtacttgca
aatagaatta
ggataaagtt
ttcttecacag
tggatgceggce
aaatattaaa
aatatatttt
gaaaagagcc
aacaaaggta
tccaactatt
tataatctct

tgaatatcca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



gaagcagaaa
ttcecctaaat
tcagaggcaa
acttcttatg
cctagaaaat
gtttcggtta
tttaaatatt
atggcacatg
cattcaatgg
gtattaatag
ttcectcaat
aatttaaagg
ttaaagatag
ttttataata
aatcctaggt
<210>9

<211> 2589

<212> ADN

ttgaaaatct
taggtacaaa
caccttttge
aattgacccc
taacagcagc
tggctacgga
tgcctagage
cctctaatat
ctcataaact
aagaagttat
ataaatctee
gtactagcga
atttgagtat
cgctagataa

atccacttat
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agctataaac
ggcgatttca
agttataact
aaacatggca
aactggaata
ttatactgat
ctataaaaat
tgcggggatyg
tggggcaatg
taaatataac
taatgctaag
taccgaaaag
tccacaaaat
aatgtcagag

aagtgaactt

tttatggata
gtagctattc
aatgatgaaa
ataatagata
gatgcattag
gaattagect
gggactaacg
gcatttgcaa
catcacgttc
gctacagact
agaaaatatg
gtaacagcct
ataagtgeceg
cttgecttttg

aaggatatct

<213> gen que codifica Butil-CoA dehidrogenasa (CAP0162)

<400>9

17

taagaaagag
ctacaactgc
caggaatgaa
ctgaattaat
ttecatgctat
taagagcaat
acattgaagc
atgctttctt
cacatggaat
gtccaacaaa
ctgaaattgc
taatagaagc
ctggaataaa
atgaccaatg

atataaaatc

aatatgcaat
tggtaécggt
atacccttta
gttaaataty
agaagcatat
aaaaatgata
aagagaaaaa
aggtgtatgc
tgecttgtget
gcaaacagca
agagtatttg
tatttcaaag
taaaaaagat
tacaacagct

attttaa

1740
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2220

2280

2340
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2460
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2577



atgaaagtca
aaaaaattct
gcagcaatcg
ttagttgaag
aaggatgaaa
gcagaaccta
atatttaaat
agggcaaaaa
ggtgccccgg
ttaatgcaaa
tattcttcecg

gaatctgctc

caacagtaaa
cttgttactc
acgcaaggat
acaaggttat
aaacctgcgg
taggagttgt
ccttaatatc
aatccacaat
aaaatataat
aagcagatat
gaaaaccagc

atataaaaat
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ggaattagat
gcaagaaatg
agagctagca
aaaaaatcat
tataattgaa
agctgctata
ccttaaaact
actagcagct
aggttggata
aacccttgeca
aataggtgtt

ggcagtaagt

gaaaaactca
gttgatgaaa
aaagcagctg
tttgcaggeg
cgaaatgaac
atcecctgtaa
agaaatggaa
aaaacaatac
gatgaacctt
actggtggtc

ggtccgggta

tcaattatat

18

aggtaattaa
tctttagaaa
ttttggaaac
aatacatcta
cctacggaat
caaaccccac
ttttctttte
ttgatgcagc
caattgaact
cctcactagt
acaccccagt

tatccaaaac

agaagctcaa
tgcagcaatg
cggtatgggc
taacaaatat
tacaaaaata
atcaacaaca
gcctcaccca
cgttaagagt
aactcaatat
taaatctgct
aataattgat

ctatgataat

60

120

180

240

300

360
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660

720



ggtgttatat
aaagatgagt
cgtgaagtga
actatagcag
gttacctcet
atgtatgagg
ggaggcctcg
gatagattta
ggtgcaagtg
ttttggggag
accgtagctg
aagttcggtt
tttatagtta
cttgagecacce
aaaaccataa
ttaggtggta
gaagtaaaat
ttecccaaaac
tctgaggtta
gcagattatg
ccaaagggat
acatccgtat
tttaaatatt
atggctcacy
cattccatgg
ttactaataqg
tgcccacaat
aagcttggag
ctaaaaaaaqg

ttctattect

gtgcttctga
tccaagaaag
tttttaaaga
ctatggectygg
taggtgaaga
ctgacaattt
gccatacctce
gtagtgccat
gagatctata
gaaattctgt
aaaggagaga
gtcttcaatt
ctgatagtga
tagatattga
aaaaagcaac
cccctgaaat
ttgaagatct
teggtaaaaa
ctcettttge
aaatgacacc
taaccgctta
atgettcaga
tgcetgaggc
cttecaactat
caataaaatt
aagaagtaat
ataagtatcc
gaaatactga
ctttaaatat

cccttgatag
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acaatctgta
aggagcttat
tggatccgta
cataaaagta
agaacctttt
tgatgatgct
aggaatatat
gaaaaccgta
taattttaga
ttccgagaat
aaacatgctt
tgctttaaaa
ccectataat
ttttaaagta
tgaagaaatg
gagctctgcea
tgcaataaaa
agctatgtta
tttagtaact
aaatatggca
ttcaggtata
atacacaaac
ttacaaaaac
ggcaggtatg
aagttcagaa
aaaatttaac
aaacaccata
tgaggaaaag
accaacttca

aatatctgaa

atagtcttaa
ataataaaga
aaccctaaaa
cctaaaacca
gcccacgaaa
ttaaaaaaaqg
gcagatgaaa
agaacctttg
ataccacctt
gttggtccaa
tggtttagag
gatttaaaag
ttaaactatg
tttaataagg
tcctecttta
aagctaatgt
tttatggaca
gttgecaatta

gacaataaca

attgtagatq

gatgcactag
ggactagcac
ggaagaacca
gcatccgeta
cacaatattc
gcagttgata
tttagatatg
gtagatctct
ataaaggatg

cttgcactag

19

aatccatata
aaaacgaatt
tagtcggaca
caagaatatt
aactatctcc
cagtaactcet
taaaagcacg
taaatatccc
ctttcacget
aacatctttt
ttccacataa
atctaaagaa
ttgattcaat
ttggaagaga
tgccagacac
gggtactata
taagaaagag
caacttctgc
ctggaaataa
cagaacttat
taaatagtat
tagaggcaat
atgaaaaagc
atgcatttct
ctagtggcat
atcctgtaaa
ctcgaattgc
taattaacaa
caggtgtttt

atgatcaatg

taacaaggta
ggataaagtc
gtcagettat
aataggagaa
tgttttgget
aataaactta
agataaaata
aacctcacaa
tggctgcgga
gaatattaaa
agtatatttt
aaaaagagcce
aataaaaata
agctgatcett
tataataget
tgaacatcca
aatatatact
tgagttcocggh
gtacatgtta
gatgaaaatg
agaagcatac
acgattaata
aagagagaaa
aggtctatgt
tgccaatgea
acaagecect
dgattatata
aatacatgaa
ggaggaaaac

cacaggeget

780

840

%900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



aatcctagat ttcctettac aagtgagata aaagaaatgt atataaattg ttttasaaaa

caaccttaa

<210> 10

<211> 1449

<212> ADN

<213> gen que codifica GabD

<400> 10
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2589



atgaaactta
gacgccaaca
agcgtgceccga
ctgecegecet
aatttgatga
ccactggecyg
gaagaaggca
attgttatca
gcgatgatta
ccecgecagte
gttceggetg
accagtaacce
ttaatggaac
cegtttateg
aaattccgea
gtgtatgacc
gggctggata
gaagagcata
cacgaacgcg
aaagtgtcga
gctgatgtga
cgtgatttaa
aataccggea
ggtcgtgaag
ggtctttaa
<210> 11
<211> 1287

<212> ADN

acgacagtaa
atggtgaage
aaatgggcgce
ggcgegeget
tggagcatea
aagcgaaagg
aacgcattta
agcagccgat
cccgcaaage
agacgccgtt
gggtatttaa
cgctggtgey
agtacgcgaa
tctttgacga
acgcegggea
gttttgcega
acggcegtcac
ttgccgatge
gcggcaactt
aagaagagac
ttgcgcaage
gccgegtett
ttatttccaa

gttcgaagta

<213> gen que codifica DctA

<400> 11
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cttattccge
catcgacgte
ggatgaaacc
caccgecaaa
ggacgattta
cgaaatcagce
tggcgacace
tggegteace
cggteccggeg
ctctgcgetyg
cgtggtcace
caaactgteg
agacatcaag
tgccgacctce
aacctgecgtc
aaaattgcag
catcggaccyg
gctggagaaa
cttccagecg
gttcggecece
caatgacacc
ccgegtggge
tgaagtggcc

tggcatcgaa

cagcaggegt
accaatcegg
cgcgecgeta
gaacgcgecca
gcgegectga
tacgeegecet
attcctggtce
gcggctatca
ctggcageag
gcgctggcgg
ggttcggegg
tttaccggtt
aaagtgtcge
gacaaagccg
tgcgccaacc
caggcagtga
ctgatcgatg
ggegegegey
accattctgg
ctegeecege
gagtttggce
gaagcgctgg
ccgttcggeg

gattacttag

21

tgattaacgg
cgaacggcga
tegacgecege
ccattctgcg
tgaccctega
cctttattga
atcaggccga
cgecgtggaa
gctgeaccat
agetggcegat
gcgcggtcegg
cgaccgaaat
tggagctggg
tggaaggcgce
gectgtatgt
gcaaactgca
aaaaagceggt
tggtttgegg
tggacgttcce
tgttccgett
ttgccgecta
agtacggcat
gcatcaaagc

aaatcaaata

ggaatggctg
caagctgggt
caaccgegec
caactggttc
acagggtaaa
gtggtttgee
taaacgcctg
cttececggey
ggtgctgaag
ccgegeggge
taacgaactyg
tggccgecag
cggtaacgeg
gctggeetceg
gcaggacggce
catcggegac
agcaaaagtg
cggtaaagcg
ggccaacyce
taaagatgaa
tttctacgec
cgtcggcate
ctecgggtetg

tatgtgcatc

60
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1140

1200
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1320

1380

1440

1449



atgaaaacct
attcteccttg
ttcgttaage
attgcgggca
tttgaaattg
cctggtgeceg
gccgatcagg
gtcattggceg
ggttttgege
ttctcgeagg
ttcggggcaa
cagctgatta
atcgctaaag
ctgattgtac
gagaaactcg
aaccttgatg
aacagtcaga
aaaggggcgyg
gtgggccatt
gaagctcgtg
tgggtgaaag
ggcaaaacgc
<210> 12

<211> 44

<212> ADN

ctctgtttaa
gccatttcta
tcattaagat
tggaaagcat
tcagtaccat
gaatgaacgt
cgaaagacca
catttgccag
tccaccgtct
tcatettegg
tggcgtttac
tctgtttcta
cgactggttt
tggggacttce
gctgeecgtaa
gcacatcgat
tggatatcgt
caggggtaac
tgceggtage
cgctgactaa
aactggacca

acgaattatc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador Catlf-Sacl

<400> 12
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aagcetttac
tcetgaaata
gatcatcgcet
gaaggcggte
cgcgetgatt
cgatccggca
gggcattgte
cggtaacatt
gggcagcaaa
catcatcaat
catcggtaaa
cattacctgt
cagtatcttc
atcttececgag
atcggtggtg
atacctgaca
ccaccaaatc
gggtagtgge
gggtctggeg
cctggteggt
caaaaaactg

ctcttaa

tttcccgagc tctgtgagge gattaaatga gtaaagggat aaag

tttcaggtcec
ggcgagcaaa
cctgteatcet
ggtcgtacecg
attggtctta
acgcttgatg
gcctteatta
ctgcaggtge
ggccaactga
atgatcatgc
tacggegteg
atcctgtttg
aaatttatcc
tecggegetge
gggctggtca
atggcggegyg
acgctgttaa
tttatcgtge
ctgatcctcg
aacggcgtag

gacgatgtgce

44

22

tgacagcgat
tgaaaccgcet
tttgtacegt
gegecagtege
tcategttaa
cgaaageggt
tggatgtcat
tgetotttge
tttttaacgt
gtctggcacc
gcacactggt
tggtgctggt
gctacatccg
cgcgtatget
tcecgacagg
tgtttatege
tegtgttget
tggcggegac
gtatcgaccg
cgaccattgt

tgaataatcg

agccattggt
tggcgacggce
cgtaacgggce
actgctttac
cgtcgtgeag
agcggtttac
cccggcgagce
cgtactgttt
catcgaaagt
tattggtgeg
gcaactgggg
attgggttca
tgaagaactg
cgacaagatg
ctactcgttt
ccaggccact
gctttecttet
gectetetgeg
ctttatgtca
cgttgctaag

tgegecggat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

1020
1080
1140
1200
1260

i287
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30

<210>13

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador 4hbDb-Xabl

<400> 13
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gctctagatt agataaaaaa gaggacattt cacaatatgg

<210> 14

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador DctAf-EcoRl
<400> 14

ggaattcatg aaaacctctc tgtttaaaag ¢
<210> 15

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador DctAb-Xbal
<400> 15

gctctagatt aagaggataa ttcgtgegtt ttgcc
<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador CAP0035f-Sacl

31

35

23

40



10

15

20

25

30

<400> 16

tttcccgagc tcatgaaagt tacaaatcaa aaa
<210> 17

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador CAP0035b-Xbal
<400> 17

gctctagatt aaaatgcttt tatatagat
<210> 18

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador CAP0162f-EcoRI
<400> 18

ggaattcatg aaagtcacaa cagtaaag
<210> 19

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador CAP0162b-Xbal
<400> 19

gctctagatt aaggttgttt tttaaa
<210> 20

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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10

15

20

25

<223> cebador cat2 f-EcoRI

<400> 20

ggaattcatg gagtgggaag agatatataa agag
<210> 21

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador cat2b-BamH]

<400> 21

cgggatcctt aaaatctctt tttaaattca ttcattaatg
<210> 22

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador ptbf-EcoRl

<400> 22

ggaattcatg attaagagtt ttaatgaaat tatcatg
<210> 23

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador bukb-Xbal

<400> 23

gctctagatt atttgtattc cttagctttt tettctce

ES 2396179 T3
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REIVINDICACIONES

1. Mutante que muestra elevada produccion de 1,4-butanodiol, que es preparado introduciendo o amplificando genes
que codifican enzimas que convierten succinato en 4-hidroxibutirato y 4-hidroxibutirato en 1,4-butanodiol, en un
microorganismo capaz de producir succinato,

en el que el microorganismo capaz de producir succinato es una bacteria,

el gen que codifica la enzima que convierte succinato en 4-hidroxibutirato es seleccionado del grupo que consiste en
genes que codifican succinil-CoA transferasa, semialdehido de succinato dehidrogenasa, 4-hidroxibutirato
dehidrogenasa y 4-hidroxibutirato dehidrogenasa, y

el gen que codifica la enzima que convierte 4-hidroxibutirato en 1,4-butanodiol es i) un gen que codifica 4-
hidroxibutirato-CoA transferasa y un gen que codifica alcohol dehidrogenasa que reduce 4-hidroxibutirato-CoA; o i)
un gen que codifica fosfotransbutirilasa, un gen que codifica butiril quinasa y un gen que codifica alcohol
dehidrogenasa que reduce 4-hidroxibutirato-CoA.

2. Mutante, segun la reivindicacion 1, en el que la bacteria es seleccionada entre el grupo que consiste en bacteria
Rumen, Corynebacterium species, Brevibacterium species y E. coli.

3. Mutante, segun la reivindicacion 2, en el que la bacteria Rumen tiene genes inactivos que codifican i) lactato
dehidrogenasa (IdhA) y piruvato-formato liase (pfl); ii) lactato dehidrogenasa (IdhA), piruvato-formato liasa (Pfl),
fosfotransacetilasa (pta) y acetato quinasa (ackA); o (iii) lactato dehidrogenasa (IdhA), piruvato-formato liasa (Pfl) y
fosfopiruvato carboxilasa (Ppc), y producen succinato con elevada concentracién sin produccion sustancial de otros
acidos organicos en condiciones anaerdbicas.

4. Mutante, segun la reivinidcacion 2 6 3, en el que la bacteria Rumen es seleccionada entre el grupo que consiste
en Mannheimia species, Actinobacillus species y Anaerobiospirillum species.

5. Mutante, segun la reivindicacion 4, en el que la bacteria Rumen es seleccionada entre el grupo que consiste en
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E (KCTC 0769BP) y Mannheimia species LPK (KCTC 10558BP), LPK4 y
LPK7 (KCTC 10626BP).

6. Mutante, segun la reivindicacion 2, en el que el E. coli tiene genes inactivos que codifican fosfotransferasa (ptsG)
y piruvato quinasa (pykA y pykF), y producen succinato en la concentracién sin reduccion sustancial de otros acidos
organicos en condiciones anaerobicas.

7. Mutante, segun la reivindicacion 6, en el que el mutante de E. coli es W3110GFA.

8. Mutante, segun la reivindicaciéon 1, en el que el gen que codifica la enzima que convierte succinato en 4-
hidroxibutirato se deriva de Clostridium kluyveri.

9. Mutante, segun la reivindicacion 1, en el que el gen que codifica la enzima que convierte 4-hidroxibutirato en 1,4-
butanodiol se deriva de Clostridium acetobutylicum.

10. Mutante, segun la reivindicacion 1, en el que el alcohol dehidrogenasa es butil-CoA dehidrogenasa derivado de
Clostridium acetobutylicum.

11. Mutante, segun la reivindicacién 1, en el que el mutante tiene un gen inactivo asociado con la conversion de
semialdehido de succinato en succinato.

12. Mutante, segun la reivindicacién 1, en el que el gen asociado con la conversion de semialdehido de succinato en
succinato es un gen que codifica semialdehido succinico dehidrogenasa.

13. Mutante, segun la reivindicacion 1, en el que un gen que codifica la proteina de transporte de C4-dicarboxilato
(DctA), asociado con el transporte de succinato es introducida adicionalmente o amplificada en el mutante.

14. Método para la preparacion de 1,4-butanodiol, que comprende:

recultivar el mutante segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en un medio que contiene una fuente de
carbono, y

obtener 1,4-butanodiol del medio.
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FIG. 1
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FIC. 2
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FIG. 3
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