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DESCRIPCION

Nuevos microorganismos para la produccion de 1,2-propanodiol obtenidos mediante una combinacion de evolucion y
disefio racional.

La presente divulgacion se refiere a un nuevo método que combina evolucion y disefio racional para la preparacion
de un microorganismo para producir 1,2-propanodiol, el microorganismo obtenido por el mismo y su uso para la
preparacion de 1,2-propanodiol.

El 1,2-propanodiol o propilenglicol, un dialcohol C3, es un producto quimico ampliamente utilizado. Es un
componente de resinas de poliéster insaturadas, detergentes liquidos, refrigerantes, liquidos anticongelantes y
descongelantes para aviones. Desde 1993-1994 se ha incrementado el uso del propilenglicol como sustituto de
derivados del etileno, los cuales han sido reconocidos como mas téxicos que los derivados del propileno.

El 1,2-propanodiol se produce actualmente por medios quimicos utilizando un proceso de hidratacién de 6xido de
propileno que consume grandes cantidades de agua. El 6xido de propileno puede producirse mediante dos
procesos, uno utilizando epiclorhidrina, y el otro utilizando hidroperéxido. Ambas rutas utilizan sustancias altamente
téxicas. Adicionalmente, la ruta del hidroperéxido genera subproductos tales como el tert-butanol y el 1-feniletanol.
Para que la produccién de propileno resulte rentable se debe encontrar un uso para estos subproductos.
Generalmente la ruta quimica produce 1,2-propanodiol racémico, mientras que cada uno de los dos estereoisbmeros
(R) 1,2-propanodiol y (S) 1,2-propanodiol es de interés para una serie de aplicaciones (por ejemplo compuestos
quirales iniciales para productos quimicos especiales y productos farmacéuticos).

Las desventajas de los procesos quimicos para la produccion de 1,2-propanodiol hacen que la sintesis biolégica sea
una alternativa atractiva. Dos rutas han sido caracterizadas para la produccién natural de 1,2-propanodiol a partir de
azucares por microorganismos.

En la primera ruta, azlicares 6-deoxi (por ejemplo L-ramnosa o L-fucosa) se escinden en dihidroxiacetona fosfato y
(S)-lacto-aldehido, que puede ser reducido méas delante a 1,2-propanodiol (Badia et al, 1985). Esta ruta es funcional
en E.coli pero su rendimiento no permite un proceso rentable econémicamente debido al elevado coste de las
deoxihexosas.

La segunda ruta es el metabolismo de azlicares comunes (por ejemplo glucosa o xilosa) a través de la via de la
glicolisis, seguida de la via metilglioxal. La dihidroxiacetona fosfato se convierte en metilglioxal, el cual puede ser
reducido ya sea a lacto-aldehido o bien a acetol. Estos dos compuestos pueden someterse a una segunda reaccion
de reduccion produciéndose 1,2-propanodiol Esta ruta es muy utilizada por productores naturales de propanodiol
tales como Clostriduim sphenoides y Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum. Clostriduim sphenoides ha sido
utilizado para producir 1,2-propanodiol a titulos de 1,58 g/l en condiciones limitantes de fosfato (Tran Din and
Gottschalk, 1985). Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum también ha sido investigado para la produccion de
1,2-propanodiol (Cameron and Cooney, 1986, Sanchez-Rivera et al, 1987). Los mejores resultados obtenidos fueron
un titulo de 9 g/l y un rendimiento a partir de glucosa de 0,2 g/g. Sin embargo, la mejora de los resultados obtenidos
con estos microorganismos es probable que este limitada debido a la falta de herramientas genéticas.

Antecedentes de la técnica

La solicitud de patente WO 2004/033646 hace referencia a modificaciones genéticas en Escherichia coli para
mejorar la produccion endégena de 1,3 propanodiol, en particular la regulacion a la baja del gen gapA.

Cameron et al (1998) han investigado el uso de E. coli como plataforma de ingenieria metabdlica para la conversién
de azucares a 1,2-propanodiol. Su analisis teérico mostrd que el limite superior realista del rendimiento de producto
(considerando los balances de masa y la produccién de energia para el crecimiento) es significativamente diferente
dependiendo de las condiciones de cultivo. Bajo condiciones anaerobicas, el acetato se producird como un
subproducto para reciclar los cofactores reducidos y el mejor rendimiento deberia limitarse a 1 mol de 1,2-
propanodiol por mol de glucosa (0,42/g/g). Bajo condiciones aerobicas, el reciclaje de los cofactores debe
garantizarse gracias a la cadena respiratoria utilizando oxigeno como aceptor final de electrones y podria ser posible
producir 1,2-propanodiol sin la produccién de productos secundarios. Bajo estas condiciones, el rendimiento podria
alcanzar 1,42 mol/mol (0,6 g/g) en el mejor de los casos. En relaciéon con el titulo maximo de 1,2-propanodiol,
Cameron et al discuten su dependencia de la toxicidad del producto y de los subproductos. El 1,2-propanodiol es
significativamente menos téxico que el 1,3-propanodiol y E. coli presenta una tasa de crecimiento residual de 0,5 h*
en presencia de 100 g/l de 1,2-propanodiol. La inhibicion del crecimiento es mas probable que se deba al
subproducto acetato, que es conocido por ser altamente inhibidor del crecimiento. El desarrollo de un proceso
anaerdébico para la produccion de 1,2-propanodiol con titulos y rendimientos altos tendra que abordar el problema
del acetato. Se ha propuesto la conversiéon de acetato en acetona, que es menos inhibidora y se elimina faciimente
in situ (WO 2005/073364).
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Varias investigaciones sobre modificaciones genéticas de E. coli para obtener un productor de 1,2-propanodiol que
utilice fuentes de carbono simples han sido realizadas por el grupo de Cameron (Cameron et al, 1998, Altaras and
Cameron, 1999, Altaras and Cameron, 2000) y por el grupo de Bennett (Huang et al, 1999, Berrios-Rivera et al,
2003). Estos estudios se basan, por un lado, en la expresion de una o varias actividades enzimaticas de la ruta de
dihidroxiacetona fosfato a 1,2-propanodiol y, por otro lado, en la eliminaciéon de rutas consumidoras de NADH y de
carbono en la cepa huésped. Los mejores resultados obtenidos por el grupo de Cameron son la produccion de 1,4
g/l de 1,2-propanodiol en cultivo anaerébico en frascos con un rendimiento de 0,2 g/ g de glucosa consumida.
Extrapolada a un fermentador de lote alimentado (del inglés fed-batch) anaerdbico, la produccién fue de 4,5 g/l de
1,2-propanodiol con un rendimiento de 0,19 g/ g de glucosa, lejos de la evaluacion teérica de Cameron et al. Estos
resultados se obtuvieron con la sobreexpresion del gen de la metilglioxal sintasa de E. coli (mgs), el gen de la
glicerol deshidrogenasa de E. coli (gIdA) y el gen de la 1,2-propanodiol oxidoreductasa de E. coli (fucO) en una cepa
careciente del gen que codifica para la lactato deshidrogenasa (IdhA). Los resultados obtenidos mediante el mismo
enfoque pero con titulos y rendimientos mas bajos también estan descritos en las patentes US 6.087.140, US
6.303.352, y WO 98/37204.

El grupo de Bennett también utilizé una cepa huésped de E. coli careciente de IdhA para la sobreexpresion del gen
mgs de Clostridium acetobutylicum y del gen gldA de E. coli. Cultivos en frasco bajo condiciones anaerdbicas dieron
un titulo de 1,3 g/l y un rendimiento de 0,12 g/g mientras que cultivos microaerdbicos dieron un titulo de 1,4 g/l y un
rendimiento de 0,13 g/g.

Un método alternativo para obtener una cepa productora de 1,2-propanodiol consiste en dirigir la evolucién de una
“cepa inicial” hacia un estado en el que la “cepa evolucionada” produce el compuesto deseado con mejores
caracteristicas. Este método se basa en la evolucién natural de un microorganismo que se madifica inicialmente
mediante la atenuacion de dos genes, el tpiA y un gen involucrado en la conversién de metilglioxal en lactato. El
objetivo de atenuar el gen tpiA que codifica para la triosa fosfato isomerasa es separar las dos ramas metabolicas
que empiezan en el gliceraldehido-3-fosfato (GA3P) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), compuestos que
normalmente se interconvierten entre si gracias a esta enzima. La ruta de la DHAP al 1,2-propanodiol sera la “rama
reductora” que consumird cofactores reducidos (NADH), mientras que el metabolismo de GA3P a acetato sera la
“rama oxidativa”, produciendo NADH y energia para el crecimiento celular. Sin un gen tpiA funcional, el metabolismo
de la célula estd “bloqueado” y el crecimiento de la cepa, la produccién de 1,2-propanodiol y la produccion de
acetato estan estrechamente acoplados. Bajo presion selectiva en un medio de crecimiento apropiado, esta cepa
inicial evolucionard a un estado en el que la produccion de 1,2-propanodiol por la misma habra mejorado. Este
procedimiento para obtener una “cepa evolucionada” de un microorganismo para la produccion de 1,2-propanodiol
esta descrito en la solicitud de patente WO 2005/073364. Este proceso de evolucion y la siguiente etapa de
fermentacién se desarrollan preferentemente bajo condiciones anaerdbicas. Esta tecnologia es una clara mejora
respecto del estado de la técnica. Se obtuvo un titulo de 1,2-propanodiol de 1,8 g/l con un rendimiento de 0,35
gramos por gramo de glucosa consumida, cercano al resultado teérico de Cameron et al..

El objeto de la presente invencion es la mejora de una cepa productora de 1,2-propanodiol mediante evolucion y
subsiguiente ingenieria genética racional de la cepa evolucionada. Una caracteristica especial es la reconstruccion
de un gen tpiA funcional en la cepa evolucionada tpiA menos. Estas modificaciones conducen a una produccién
mejorada de 1,2-propanodiol.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo método que combina evolucion y disefio racional para la preparacion de
una cepa de un microorganismo para la produccion de 1,2-propanodiol a partir de una fuente de carbono. Dicho
método comprende:

- El crecimiento de una cepa inicial bajo presion selectiva en un medio de crecimiento apropiado, dicha cepa
bacteriana comprendiendo una atenuacion de la expresion del gen tpiA y una atenuacion de la expresion de
al menos uno de los genes involucrados en la conversion de metilglioxal a lactato (como gloA, adIA, aldB),
con el objetivo de promover la evolucién en dicha cepa inicial,

- la seleccion y el aislamiento de la cepa evolucionada que tenga una tasa de produccion de 1,2-propanodiol
incrementada (incrementada al menos de 20%),

- lareconstruccion de un gen tpiA funcional en la cepa evolucionada;

En un aspecto de la invencion, la sintesis de subproductos no deseados se atenta mediante la delecién de genes
gue codifican para enzimas involucradas en la sintesis de lactato a partir de piruvato (IdhA), formato (pflA, pflB),
etanol (adhE). En otro aspecto de la invencion, la ruta de Entner-Doudoroff se elimina mediante la delecion del gen
edd o del gen eda, o de ambos. Ventajosamente, al menos uno de los genes, seleccionado de arcA y ndh se atenda
con el objetivo de hacer que mas NADH esté disponible para las etapas de reduccién en la ruta biosintética del 1,2-
propanodiol.

El microorganismo utilizado para la preparacion de 1,2-propanodiol se selecciona entre bacterias, levaduras y
hongos, pero es preferentemente de las especies Escherichia coli o Clostridium acetobutylicum.
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La presente divulgacion también se refiere a la cepa evolucionada tal y como la que se obtiene, que ademas, puede
ser modificada genéticamente con el objetivo de optimizar la conversiéon de una fuente de carbono a 1,2-propanodiol
sin subproductos y con el mejor rendimiento posible. En un aspecto de la divulgacion la actividad de la gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa se reduce con el objetivo de redirigir una parte del gliceraldehido 3 fosfato disponible hacia
la sintesis de 1,2-propanodiol. En otro aspecto de la divulgacion, la eficiencia de la importacién de azlcar se
incrementa, ya sea utilizando un sistema de importacién de azlcar independiente de fosfoenolpiruvato (PEP) como
el que esta codificado por galP, o bien proporcionando mas PEP al sistema azucar-fosfotransferasa. Esto se obtiene
mediante la eliminacion de las rutas que consumen PEP como las piruvato quinasas (codificadas por los genes pykA
y pykF) y/o mediante el fomento de la sintesis de PEP por ejemplo sobreexpresando el gen ppsA que codifica para
la PEP sintasa. Adicionalmente, es valioso para la enzima que convierte el piruvato en acetil-coA el que sea
resistente a las altas concentraciones de NADH que se encuentran en condiciones anaerobicas. Esto puede
obtenerse mediante una mutacion especifica del gen Ipd. Ventajosamente, la sintesis del subproducto acetato se
previene mediante la atenuacion de uno o varios del los genes ackA, pta, poxB.

Esta divulgacion también se refiere a un método para la produccién de 1,2-propanodiol con un rendimiento 6ptimo,
bajo condiciones anaerdbicas, microaerébicas o aerdbicas, utilizando la dicha cepa de E. coli evolucionada y
opcionalmente modificada genéticamente, crecida en un medio de crecimiento apropiado que contiene una fuente de
carbono simple. Adicionalmente, la divulgacion se refiere a un método para la produccién de 1,2-propanodiol con un
rendimiento éptimo, bajo condiciones anaerobicas, utilizando dicha cepa de C. acetobutylicum evolucionada y
opcionalmente modificada genéticamente, crecida en un medio de crecimiento apropiado que contiene un fuente de
carbono simple o compleja. El 1,2-propanodiol producido de acuerdo con este método es subsiguientemente
recuperado y opcionalmente purificado.

Breve descripcién de las figuras

La figura que acompafia ejemplifica la invencién y, juntamente con la descripcién, sirve para explicar los principios
de esta invencion.

La Figura 1 representa la ingenieria genética del metabolismo central en el desarrollo de un sistema de produccion
de 1,2-propanodiol a partir de carbohidratos.

Descripcion detallada de la invencion

De la forma en que se utilizan a continuacién, los siguientes términos pueden ser utilizados para la interpretacion de
las reivindicaciones y de la especificacion.

El término “cepa” hace referencia a una variante genética de una especie. Asi, el termino “cepa de un
microorganismo” hace referencia a un variante genética de una especie de un microorganismo especifico. Las
caracteristicas atribuidas a cualquier cepa se aplican también para el correspondiente microorganismo o viceversa.

De acuerdo con la invencion, los términos “cultivo”, “crecimiento” y “fermentacion” se usan de forma intercambiable
para hacer referencia al crecimiento de la bacteria en un medio de crecimiento apropiado que contiene una fuente de
carbono simple.

De acuerdo con la presente invencion, el término “fuente de carbono” hace referencia a cualquier fuente de carbono
que pueda ser utilizada por aquellos expertos en la materia para sustentar el crecimiento normal de un
microorganismo, y que puede ser hexosas, pentosas, monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos, almidén o sus
derivados, hemicelulosas, glicerol y combinaciones de las anteriores.

De acuerdo con la invencién, el término “medio de crecimiento apropiado” hace referencia a un medio de
composicion molecular conocida, adaptada al crecimiento del microorganismo y disefiado de tal forma que
promueva la evolucion deseada.

De acuerdo con la invencién, el proceso de evolucién es un proceso de preparacién de microorganismos
evolucionados que presentan caracteristicas de produccién mejoradas, y comprende las siguientes etapas:

a) Modificacion de un microorganismo para obtener un cepa inicial con un metabolismo “bloqueado” en el que
la evolucion solamente puede tomar la direccién deseada cuando las células de la cepa inicial crecen en el
medio apropiado,

b) Crecimiento de la cepa inicial obtenida anteriormente en dicho medio apropiado con el objetivo de provocar
su evolucion, en la que la cepa inicial crece bajo condiciones anaerdbicas, microaerdbicas o aerdbicas,
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c) Seleccion de las “cepas evolucionadas” capaces de crecer bajo estas condiciones especificas, que
presenten caracteristicas de produccion mejoradas para el compuesto de interés.

Este proceso de evolucién ha sido extensivamente descrito en las solicitudes de patente WO 2004/076659
presentada el 17/02/2004, y WO 2005/073364 presentada en 12/01/2005, por los mismos solicitantes.

De acuerdo con la invencion, el término “seleccién” hace referencia a un proceso en el que solamente las cepas de
microorganismos que permanecen en el medio de cultivo son aquellas que presentan mejor adecuacion bajo
condiciones de presion selectiva. Tipicamente, las cepas mas aptas superan a sus competidores y son
seleccionadas. Una forma simple de seleccionar una cepa evolucionada especifica de un microorganismo en una
poblacién consiste en hacer crecer esta poblacion en un cultivo continuo en el que las cepas que crecen lentamente
son eluidas a lo largo del cultivo. Este no es un ejemplo exclusivo de seleccién, y otros métodos de seleccién
conocidos por el experto en la materia podrian aplicarse.

El término “aislamiento” hace referencia a un proceso en el que una cepa individual que presenta modificaciones
genéticas especificas se separa de una poblacién de cepas que presentan diferentes caracteristicas genéticas. Esto
se lleva a cabo muestreando la biomasa después del periodo de evolucién y repartiéndola en placas de Petri para
aislar colonias individuales.

El término “tasa de produccion de 1,2-propanodiol” significa una tasa de produccién expresada en g/l/h, que se
calcula de la siguiente manera:

Concentracién de 1,2-propanodiol producido en el medio (g/l) / tiempo necesario para esta produccién (hora)

Adicionalmente, una tasa de produccidn especifica expresada en g/g/h, teniendo en cuenta la biomasa puede
calcularse de la siguiente forma:

Concentracién de 1,2-propanodiol producido en el medio (g/l) / concentracién de biomasa producida en el medio (g/l)
/ tiempo necesario para estas producciones (h)

La concentracién de biomasa se determina ya sea midiendo la absorbancia del caldo de fermentacion con un
espectrofotdbmetro haciendo una lectura por ejemplo a 600 nm, o bien determinando el peso seco de células
después de secar un determinado volumen de caldo de fermentacion.

La cantidad de 1,2-propanodiol producido se mide mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (del
inglés High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) con una columna adaptada de acuerdo con un protocolo
acorde al estado de la técnica.

En la presente invencién, las cepas evolucionadas se seleccionan para las siguientes caracteristicas: una tasa de
incorporacion de glucosa incrementada y una tasa de produccién de 1,2-propanodiol mejorada. Las cepas que
muestran estas caracteristicas se aislan, y se comparan unas con otras, de forma que se pueda identificar al mejor
productor.

La tasa de incorporacién de glucosa, expresada en g/l’h se calcula de la siguiente manera:

Concentracién de glucosa consumida por el cultivo (g/l) / tiempo necesario para este consumo (h)

Un tasa de incorporacion de glucosa especifica puede calcularse teniendo en cuenta la concentracion de biomasa
tal y como se ha descrito anteriormente.

La tasa de incorporacién de glucosa y la tasa de produccién de 1,2-propanodiol estan intimamente relacionadas. Si
el consumo de glucosa se incrementa, la produccion de los productos a partir del metabolismo de la glucosa se
incrementa en la misma proporcion.

Después de la seleccion y el aislamiento, las mejores cepas evolucionadas presentan una tasa de incorporacion de
glucosa que es aproximadamente un 20% superior que la tasa de incorporacion de la cepa inicial, preferentemente
un 30% superior 0 mas, y mas preferentemente aproximadamente 50% superior 0 mas.

La tasa de produccion de 1,2-propanodiol incrementada es aproximadamente un 20% superior a la tasa de
produccién de la cepa inicial, preferentemente un 30% superior 0 mas, y mas preferentemente aproximadamente
50% superior 0 mas.

El gen tpiA codifica para la enzima “triosa fosfato isomerasa”, que cataliza la interconversion de DHAP y GA3P (ver
Figura 1). El objetivo de la atenuacion de este gen es el de remodelar el metabolismo de la célula de tal manera que
se posibilite la evolucién hacia una produccion mas eficiente de 1,2-propanodiol.
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De acuerdo con la invencién, el término “atenuacion de la expresién de un gen” hace referencia a la supresion
parcial o completa de la expresién de un gen, el cual pasa a denominarse “atenuado”. Esta supresién de la
expresion puede ser una inhibicion de la expresion del gen, una supresién de un mecanismo de activacion del gen,
una delecion de toda o de parte de la regién promotora necesaria para la expresion del gen o una delecion en la
region codificante del gen. Preferentemente, la atenuacion de un gen es esencialmente la delecion completa de este
gen, gen que puede ser remplazado por un gen marcador de seleccion que facilite la identificacion, el aislamiento y
la purificacion de las cepas de acuerdo con la invencién. Un gen se desactiva preferentemente mediante la técnica
de recombinacion homdloga tal y como se describe en Datsenko, K.A. & Warner, B.L. (2000) “One-step inactivation
of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6640-6645.
Otros métodos se describen a continuacion.

El término “expresion” hace referencia a la transcripcién y la traduccién de una secuencia génica que provoca la
generacion de la proteina correspondiente, producto del gen.

El término “reconstruccion de un gen tpiA funcional en la cepa evolucionada” significa que la cepa evolucionada
seleccionada se modifica después del proceso de evolucion introduciéndole un gen tpiA funcional; esto puede
lograse mediante la sustitucion de la copia atenuada por una copia salvaje (del inglés wild-type) funcional mediante
recombinacién homologa, restaurando asi una actividad triosa fosfato isomerasa similar a la actividad medida en la
cepa inicial, o bien mediante la introduccion de un gen tpiA funcional en un locus cromosémico diferente, o mediante
la introduccion de un gen tpiA funcional en un plasmido. Esta restauracién puede permitir una produccién de 1,2-
propanodiol con un rendimiento superior a 1 mol/mol gracias al reciclado parcial de GA3P a DHAP para la
produccioén de 1,2-propanodiol a través de la accién de la triosa fosfato isomerasa.

El objetivo de la atenuacion de la expresion de al menos un gen involucrado en la conversién de metilglioxal (2-oxo
propanal) en lactato es inhibir la conversion de metilglioxal a lactato, de tal forma que el metilglioxal presente sea
utilizado por la maquinaria celular esencialmente para la sintesis de 1,2-propanodiol.

Genes involucrados en la conversion de metilglioxal en lactato son particularmente:

- un gen que codifica para la glioxilasa, por ejemplo el gen gloA que codifica para la glioxilasa I; que cataliza
la sintesis de lactoil-glutation a partir de metilglioxal.

- Los genes aldA y aldB que codifican para una lacto-aldehido deshidrogenasa (que cataliza la sintesis de
(S) lactato a partir de (S) lacto-aldehido).

Ventajosamente, la expresion de uno o mas de estos genes se atenda (0 se elimina completamente el gen) en la
cepa inicial. Preferentemente se elimina el gen gloA.

Ventajosamente, en la cepa inicial se realiza una modificacion adicional que consiste en suprimir las rutas naturales
de fermentacién natural de glucosa, que consume equivalentes reductores como el NADH y por lo tanto compite con
la ruta de biosintesis de 1,2-propanodiol.

En particular, es ventajoso atenuar la expresion del gen IdhA que codifica para la lactato deshidrogenasa que
cataliza la sintesis de lactato a partir de piruvato, y la expresion del gen adhE que codifica para la alcohol-aldehido
deshidrogenasa que cataliza la sintesis de etanol a partir de acetil-coA.

De forma similar, es posible forzar al microorganismo a usar el complejo piruvato deshidrogenasa para producir
acetil-coA y NADH a partir de piruvato. Esto puede lograrse atenuando la expresién de los genes pflA y pflB que
codifican para la piruvato formato liasa.

La atenuacion de al menos uno de los genes edd y eda, que codifican para enzimas involucradas en la ruta de
Entner-Doudoroff, también es (til para prevenir el metabolismo directo de glucosa a gliceraldehido-3-fosfato y
piruvato que pueden evitar la ruta de sintesis de 1,2-propanodiol.

Ventajosamente, la disponibilidad de NADH para la reduccién de los precursores en 1,2-propanodiol se incrementa
bajo condiciones aerébicas o microaerdbicas. Esto se obtiene reduciendo la represion del ciclo de los acidos
tricarboxilicos mediada por el regulador global ArcA (codificado por el gen arcA). La concentracion de NADH en la
célula puede también incrementarse mediante la desactivacion de la NADH deshidrogenasa Il codificada por el gen
adh. Por esa razon, preferentemente, al menos un gen seleccionado de entre arcA y ndh tiene su expresién
atenuada.

Preferentemente, la cepa inicial se selecciona de un grupo que consiste en bacterias, levaduras y hongos.

Mas preferentemente, la cepa inicial se selecciona de un grupo consiste en Enterobacteriaceae, Bacillaceae,
Clostridiaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae.
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En una forma de realizacion preferida de la invencion, la cepa inicial es Escherichia coli o Clostridium
acetobutylicum.

En esta cepa evolucionada, es ventajoso modificar la expresién de genes especificos por ejemplo incrementado o
atenuando la expresion génica. Estas modificaciones permiten mejorar el resultado de la produccion de 1,2-
propanodiol.

Para obtener la sobreexpresion de un gen de interés, el experto en la materia conoce diferentes métodos, por
ejemplo:

- sustitucion del promotor enddgeno por un promotor mas fuerte.
- Introduccién en el microorganismo de un vector de expresion portador de dicho gen de interés.
- Introduccion de copias adicionales del gen de interés en el cromosoma.

El experto en la materia conoce varias técnicas para introducir ADN en cepas bacterianas. Una de las técnicas
preferidas es la electroporacién, que es ampliamente conocida por los expertos en la materia.

Para obtener la atenuacion de la expresion de un gen, el experto en la materia conoce diferentes métodos que se
describen a continuacion.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, la cepa evolucionada se modifica mediante una atenuacion
de la actividad gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), con el objetivo de reducir el flujo en la parte baja
de la glicdlisis y de redirigirla hacia la sintesis de DHAP y finalmente de 1,2-propanodiol (ver Figura 1). Esta actividad
reducida puede obtenerse particularmente mediante la atenuacion de la expresion del gen gapA.

El término “atenuacion de la actividad de una enzima” hace referencia a la disminucion de la actividad de la enzima
de interés en comparacion con la actividad observada en la cepa evolucionada antes de ninguna modificacion. El
experto en la materia conoce numerosas formas de obtener este resultado, por ejemplo:

- Introduccién de una mutacidon en el gen, reduciendo el nivel de expresién de este gen, o el nivel de
actividad de la proteina codificada.

- Sustitucion del promotor natural del gen por un promotor débil, resultando una menor expresion.
- Utilizacion de elementos desestabilizadores del ARN mensajero correspondiente o de la proteina.
- Delecion del gen si no se desea ninguna expresion.

Ventajosamente, en la cepa evolucionada la eficiencia de la importacion de azlcar se incrementa. Una fuerte
atenuacion de la expresion del gen gapA, resultante en una reduccion del flujo de carbono hacia la reaccion GAPDH
de mas del 50%, resultara en la sintesis de menos de 1 mol de fosfoenolpiruvato (PEP) por mol de glucosa
importada. El sistema fosfotransferasa (PTS) que habitualmente asegura la importacién de azucares simples dentro
de la célula esta acoplado a la reaccion de fosforilacion que produce glucosa-6-fosfato. El fosfato que se necesita
para esta reaccion proviene de la reaccion de conversion de PEP en piruvato. De esta forma, reducir la cantidad de
PEP producido mediante la reduccion del flujo a través del gliceraldehido-3-fosfato reduce la importacion de azlcar.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, el azicar puede se importado dentro del microorganismo por
un sistema de importacion independiente de la disponibilidad de fosfoenolpiruvato. El simportador galactosa-proton
codificado por el gen galP que no implica fosforilacion puede ser utilizado. En este caso, la glucosa importada tiene
que ser fosforilada por una glucosa quinasa codificada por el gen glk. Para promover esta ruta, se incrementa la
expresion de al menos un gen seleccionado entre galP i glk. Como resultado de esto, el PTS se vuelve dispensable
y puede ser eliminado mediante la atenuacién de la expresién de al menos un gen seleccionado entre ptsH, ptsl o
crr.

En otra forma de realizacion especifica de la invencion, la eficiencia del PTS se incrementa mediante el incremento
de la disponibilidad del metabolito PEP. Debido a la atenuacién de la actividad gapA y del menor flujo de carbono
hacia piruvato, la cantidad de PEP en la cepa modificada podria ser limitada, provocando una menor cantidad de
glucosa sea transportada dentro de la célula.

Existen diferentes medios que pueden utilizarse para incrementar la disponibilidad de PEP en una cepa de un
microorganismo. En particular, una forma es el atenuar la reaccién PEP — piruvato. Preferentemente, para obtener
este resultado, se atenla la expresion de al menos un gene seleccionado entre pykA y pykF, codificando para la
enzima piruvato quinasa. Otro medio de incrementar la disponibilidad de PEP es el favorecer la reaccion piruvato —
PEP, catalizada por la fosfoenolpiruvato sintasa mediante el incremento de la actividad de esta enzima. Esta enzima
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esta codificada por el gen ppsA. Por esta razon, preferentemente, se incrementa la expresion del gen ppsA en el
microorganismo. Ambas modificaciones pueden estar presentes en el microorganismo de forma simultanea.

Especialmente bajo condiciones anaerébicas o microaerobicas, es ventajoso que el complejo piruvato
deshidrogenasa (PDC), que convierte el piruvato en acetil-coA, tenga baja sensibilidad a la inhibicién por NADH. El
término “baja sensibilidad” esta definido en referencia a la sensibilidad de una enzima no modificada, como ya se
demuestra en WO 2005/073364. En particular, tal caracteristica puede obtenerse introduciendo una mutacién
especifica en el gen Ipd (que codifica para la subunidad lipoamida deshidrogenasa del PDC) resultando en la
substitucion de la alanina 55 por una valina en la secuencia de la proteina.

En otra forma de realizacion especifica de la invencién, se previene la sintesis del subproducto acetato. Bajo
condiciones completamente aerobicas, el cofactor reducido NADH es preferentemente oxidado a NAD+ por la via de
la cadena respiratoria y con oxigeno como aceptor final de electrones. Por lo tanto, la sintesis de un subproducto
(por ejemplo acetato) no es obligatoria. Es preferible evitar tal sintesis de acetato para optimizar la produccion de
1,2-propanodiol.

Para prevenir la produccién de acetato, ventajosamente se atenda la actividad de al menos una enzima involucrada
en la sintesis de acetato. Preferentemente, se atenula la expresion de al menos un gen seleccionado entre ackA, pta
y poxB, todos estos genes codificando para enzimas involucradas en diferentes rutas de biosintesis del acetato (ver
Figura 1).

Otro objeto de la invencién es un método para preparar 1,2-propanodiol en el que una cepa evolucionada tal y como
se describe anteriormente se hace crecer en un medio de crecimiento apropiado que contiene una fuente de
carbono, y después el 1,2-propanodiol producido se recupera. La produccién de 1,2-propanodiol se realiza bajo
condiciones aerdbicas, microaerdbicas o anaerodbicas.

Las condiciones de cultivo (fermentacion) para los microorganismos pueden ser determinadas facilmente por los
expertos en la materia. En particular, las bacterias se fermentan a temperaturas de entre 20°C y 55°C,
preferentemente entre 25°C y 40°C, y preferentemente a aproximadamente 35°C para C. acetobutylicum y a
aproximadamente 37°C para E. coli.

Este proceso puede llevarse a cabo ya sea en un proceso en lotes, en un proceso en lotes alimentados o en un
proceso continuo.

La cepa evolucionada puede utilizarse para producir 1,2-propanodiol bajo condiciones aerébicas, microaerobicas, o
anaerdbicas.

“Bajo condiciones aero6bicas” significa que se provee oxigeno al cultivo disolviendo el gas en la fase liquida. Esto
puede obtenerse mediante (1) la inyeccion de un gas que contenga oxigeno (por ejemplo aire) en la fase liquida o
(2) la agitacion del recipiente que contiene el medio de cultivo con el objetivo de transferir a la fase liquida el oxigeno
contenido en el espacio libre superior. Una ventaja de la fermentacion bajo condiciones aerdbicas en lugar de bajo
condiciones anaerdébicas es que la presencia de oxigeno como aceptor de electrones mejora la capacidad de la cepa
de producir mas energia para procesos celulares en forma de ATP. Por lo tanto la cepa tiene su metabolismo
general mejorado.

Las condiciones microaerobicas se definen como las condiciones de cultivo en las que porcentajes de oxigeno bajos
se disuelven en la fase liquida (por ejemplo utilizando una mezcla de gases que contenga entre 0,1 y 10% de
oxigeno, completada hasta el 100% con nitrégeno).

Las condiciones anaerébicas se definen como las condiciones de cultivo en las que no se provee oxigeno al medio
de cultivo. Las condiciones estrictamente anaerébicas se obtienen mediante la inyeccién de un gas inerte como el
nitrégeno en el medio de cultivo para eliminar trazas de otros gases. El nitrato puede entonces ser utilizado como un
aceptor de electrones mejorando la produccion de ATP por la cepa y mejorando su metabolismo.

El cultivo de cepas, durante el proceso de evolucion y el proceso de fermentacion para la produccion de 1,2-
propanodiol, se lleva a cabo en fermentadores con medio de cultivo de composicion establecida y conocida
adaptada a las bacterias que se usan y conteniendo al menos una fuente de carbono. En particular, un medio de
crecimiento mineral para E. coli puede asi ser idéntico o de composicién similar al medio M9 (Anderson, 1946, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 32:120-128), al medio M63 (Miller, 1992; A Short Course in Bacterial Genetics: A Laboratory
Manual and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York) o a un medio como el definido por Schaefer et al. (1999, Anal Biochem. 270:88-96), en particular
el medio de cultivo minimo denominado MPG que se describe a continuacion:
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K2HPO, 1,4 g/l
Acido nitrilotriacético 0,2 gl
Solucién de elementos traza* 10 mi/
(NH4)2S04 1g/l

NaCl 0,2 gl
NaHCOs 0,2 g/l
MgSOa4 0,2 ¢l
Glucosa 20 a 100 g/l
NaNO3z 0,424 g/l
Tiamina 10 mgl/l
FeSO4, 7TH,0 50 mg/Il
Extracto de levadura 4 g/l

El pH del medio se ajusta a 7,4 con hidréxido de sodio.

*solucion de elementos traza :_Acido citrico 4,37 g/l, MnSO4 3 g/l, CaCl, 1 g/l, CoCl,, 2H.0 0,1 g/l, ZnSO., 7H,0 0,10
g/l, CuSOQy4, 5H,0 10 mg/l, HsBO3 10 mg/l, NaMoO4 8,31 mgl/l.

En una forma de realizacion especifica, el método se realiza con una cepa evolucionada de E. coli en un medio de
crecimiento que contiene una fuente de carbono simple que puede ser: arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa,
lactosa, maltosa, sucrosa o xilosa. Una fuente de carbono simple preferida especialmente es glucosa.

En otra forma de realizacion especifica, el método se realiza con una cepa evolucionada de Clostridium
acetobutylicum, en un medio de crecimiento que contiene una fuente de carbono simple o compleja.

El medio de crecimiento para C. acetobutylicum puede asi ser idéntico o de composicion similar al Medio de
Crecimiento Clostridial (del inglés Clostridial Growth Médium, CGM, Wiesenborn et al. Appl. Environm. Microbiol.,
54:2717-2722) o al medio de crecimiento mineral como el dado por Monot et al. (Appl. Environm. Microbiol.,
44:1318-1324) o Vasconcelos et al. (J. Bacterial., 176:1443-1450).

La fuente de carbono utilizada para el cultivo de C. acetobutylicum es una fuente de carbono simple o compleja. La
fuente de carbono simple puede ser arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, sucrosa o xilosa. Una
fuente de carbono simple preferida especialmente es glucosa. La fuente de carbono compleja puede ser almidén o
hemicelulosa. Una fuente de carbono compleja preferida especialmente es almidon.

Preferentemente, el 1,2-propanodiol recuperado ademas se purifica. El experto en la materia conoce métodos para
recuperar y purificar el 1,2-propanodiol producido. Estos métodos son procesos habituales.

La invencion se describe anteriormente, posteriormente, y en los Ejemplos con respecto a E. coli. Asi los genes que
pueden ser atenuados, eliminados o sobreexpresados para las cepas inicial y evolucionadas de acuerdo con la
divulgacion estan definidas principalmente utilizando la denominacion de los genes de E. coli. Sin embargo, esta
designacion tiene un significado mas general de acuerdo con la divulgacién y abarca los genes correspondientes en
otros microorganismos. Utilizando las referencias GenBank de los genes de E. coli, los expertos en la materia
pueden determinar genes equivalentes en organismos otros que E. coli.

Los medios de identificacion de las secuencias homélogas y de su porcentaje de homologia son bien conocidos por
los expertos en la materia, e incluyen, en particular, los programas BLAST que pueden utilizarse en el sitio Web
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/ con los pardmetros por defecto indicados en dicho sitio Web. Las secuencias
obtenidas pueden ser explotadas (alineadas) utlizando por ejemplo programas CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) con los parametros por defecto indicados en dichos sitios Web.

La base de datos PFAM (Alineamientos y modelos ocultos de Markov de familias de proteinas,
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) es una amplia colecciéon de alineamientos de secuencias de proteinas.
Cada PFAM hace posible visualizar multiples alineamientos, ver dominios proteicos, evaluar distribuciones entre
organismos, ganar acceso a otras bases de datos y visualizar estructuras de proteinas conocidas.

Los COGs (Clusteres de grupos ortdlogos de proteinas http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/) se obtienen comparando
secuencias de proteinas derivadas de 66 genomas completamente secuenciados que representan 44 lineas
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filogenéticas importantes. Cada COG esta definido a partir de al menos 3 lineas, haciendo posible la identificacion
de dominios conservados.

Referencias en el orden en el que aparecen citados en el texto

1.

2

Badia J, Ros J, Aguilar J (1985), J. Bacteriol. 161: 435-437.

. Tran Din K and Gottschalk G (1985), Arch. Microbiol. 142: 87-92

. Cameron DC and Cooney CL (1986), Bio/Technology, 4: 651-654

. Sanchez-Rivera F, Cameron DC, Cooney CL (1987), Biotechnol. Lett. 9: 449-454

. Altaras NE and Cameron DC (1999), Appl. Environ. Microbiol. 65 : 1180-1185

. Cameron DC, Altaras NE, Hoffman ML, Shaw AJ (1998), Biotechnol. Prog. 14 : 116-125
. Altaras NE and Cameron DC (2000), Biotechnol. Prog. 16: 940-946

. Huang K, Rudolph FB, Bennett GN (1999), Appl. Environ. Microbiol. 65 : 3244-3247

. Berrios-Rivera SJ, San KY, Bennett GN (2003), J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 30: 34-40

10. Datsenko KA and Wanner BL (2000), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640-6645

11. Anderson EH (1946), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 32:120-128

12. Miller (1992), A Short Course in Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli
and Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York

13. Schaefer U, Boos W, Takors R, Weuster-Botz D (1999), Anal. Biochem. 270: 88-96

14. Wiesenbom DP, Rudolph RB, Papoutsakis ET (1987), Appl. Environ. Microbiol., 54 : 2717-2722
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos muestran:

1-

2.
3-
4-
5-
6-

7-

Construccion de una cepa modificada de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA,
AaldB, Aedd, AarcA, Andh

Evolucién dicha cepa inicial

Reconstruccion del gen tpiA en la cepa evolucionada seleccionada

Atenuacién del gen gapA; Delecién de los genes pykA y pykF; Sobreexpresion de el gen ppsA

Delecion de los genes ackA-pta, poxB

Comparacion de varias cepas obtenidas en cuanto a la produccion de 1,2-propanodiol bajo condiciones
aerobicas

Produccioén de 1,2-propanodiol en cultivo en lote alimentado con la mejor cepa.

Ejemplo 1: construccién de una cepa modificada de E.coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA,

AgloA,

AaldA, AaldB, Aedd, AarcA, Andh capaz de evolucionar hacia una produccién mejorada de 1,2-

propanodiol:

a)

Construccion de una cepa modificada E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, IdhA::Km,, AgloA, AaldA,
AaldB, Aedd

10



10

15

ES 2 525796 T3

El cassette de resistencia a cloramfenicol se eliminé de la cepa E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE,
IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd::cm (Ver WO2005073364) de acuerdo con el Protocolo 1.

Protocolo 1: Eliminacién de cassettes de resistencia

Los cassettes de resistencia a cloramfenicol y/o a kanamicina se eliminaron de acuerdo con la siguiente técnica. El
plasmido pCP20 portador de la FLP recombinasa que actla en los sitios FRT de los cassettes de resistencia a
cloramfenicol y/o a kanamicina se introdujo en la cepa mediante electroporacién. Después de un cultivo seriado a
41°C, la pérdida de los cassettes de resistencia a antibiotico se verific6 mediante un andlisis PCR con los
oligonucleétidos detallados en la Tabla 1.

La presencia de modificaciones previamente construidas en la cepa se verifico utilizando los oligonucleétidos
detallados en la Tabla 1.

La cepa obtenida se nombré E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd.

Tabla 1: Oligonucleétidos utilizados para la verificacién de la insercidon de un cassette de resistencia o la pérdida de
un cassette de resistencia

Nombre de la region Nombre de los oligos SEQ ID |Homologia con la regiéon cromosdmica

gen tpiA cdh N Ver WO2005073364

(delecion) YIQ N2

gen pflAB pflABF N3 Ver WO2005073364
pfIABR N4

gen adhE ychGf NS Ver WO2005073364
adhECr NG

gen IdhA hslJC N°7 Ver WO2005073364

(insercion cassette) IdhAC2 NS

gen gloA NemACd N9 Ver WO2005073364
Rnt Cr N°10

gen aldA YdcFCf N°11 Ver WO2005073364
gapCCr N2

gen aldB aldB C f N3 Ver WO2005073364
YiaYCr N°L4

gen edd Edad N°15 Ver WO2005073364
Zwf r N°L6

gen IdhA gene IdhAF N7 1439724 hasta 1439743

(delecion) IdhAR N8 1441029 hasta 1441007

gen arcA arcAF N9 4638292 hasta 4638273
arcAR N<20 4636854 hasta 4636874

gen ndh ndhF N21 1164722 hasta 1164742
ndhR N?22 1167197 hasta 1167177

gen tpiA YIQ N2 4109599 hasta 4109580

(reconstruccion) tpiAR N?23 4108953 hasta 4108973

promotor gapA yeaAF N?24 1860259-1860287

(Ptrc16-gapA) gapAR N?25 1861068-1861040

gen pykA pPYkAF N?26 1935338 hasta 1935360
pykAR N27 1937425 hasta 1937401

gen pykF pykFF N?28 1753371 hasta 1753392

11
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Nombre de la region Nombre de los oligos |SEQ ID |H0mo|og|’a con la regién cromosémica
pykFR N<29 1755518 hasta 1755495

genes ackA-pta B2295 N30 2410900 hasta 2410919
YfcCR N31 2415164 hasta 2415145

genes poxB poxBF N32 908475 hasta 908495
POXBR IN33  |010375 hasta 910352

b) Construccién de una cepa modificada E. coli MG1655 Ipd *, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA,
AaldA, AaldB, Aedd

Para eliminar el cassette de resistencia a kanamicina y para desactivar el gen IdhA, el cassette de resistencia a
cloramfenicol se inserté en el gen IdhA delecionando la mayor parte del gen en cuestién de acuerdo con el Protocolo
2.

Protocolo 2: Introduccion de un producto de PCR para recombinacion y seleccion de los recombinantes

Los oligonucledtidos elegidos para la sustitucién de un gen o de una region intergénica y detallados en la Tabla 2 se
utilizaron para amplificar ya sea el cassette de resistencia a cloramfenicol a partir del plasmido pKD3 o el cassette de
resistencia a kanamicina a partir del plasmido pKD4 (Datsenko, K.A. & Wanner, B.L. (2000)). El producto de PCR
obtenido se introdujo posteriormente mediante electroporacion en la cepa receptora portadora del plasmido pKD46
en el que el sistema A Red (y, B, exo) expresado favorece enormemente la recombinacion homéloga. Los
transformantes resistentes a antibiético fueron entonces seleccionados y la insercion del cassette de resistencia fue
verificada por analisis PCR utilizando los oligonucleétidos apropiados que se detallan en la Tabla 1.

Las demas modificaciones de la cepa fueron verificadas con los oligonucle6tidos detallados en la Tabla 1.
La cepa resultante se nombré E. coli MG1655 Ipd*, AldhA::cm, AtpiA, ApflAB, AadhE. AgloA, AaldA, AaldB, Aedd.

Tabla 2: Oligonuclettidos utilizados para la sustituciéon de una regidn cromosémica por recombinacién con un
producto de PCR en la cepa E. coli MG1655

Nombre de la region Nombre de los oligos SEQ ID |Homologia con la regiéon cromosémica
gen IdhA DIdhAF N34 1440865- 1440786
DIdhAR N35 1439878- 1439958
gen arcA DarcAF N36 4637868-4637791
DarcAR N37 4637167-4637245
gen ndh DndhF N38 1165071-1165149
DndhR N39 1166607-1166528
gen tpiA tpiA::kmF N40 4109264 - 4109195
(reconstruccion) tpiA::kmR N41 4109109 - 4109193
promotor gapA Ptrc-gapAF N42 1860478-1860536
(Ptrc 16-gapA) Ptrc-gapAR N43 1860762-1860800
gen pykA DpykAF N44 1935756-1935836
DpykAR N45 1937055-1937135
gen pykF DpykFF N46 1753689-1753766
DpykFR N47 1755129-1755051
genes ackA-pta DackAF N48 2411494-2411573
DptaR N49 2414906-2414830
genes poxB DpoxBF NS0 908557-908635
DpoxBR IN51  |o10262-910180
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c¢) Construccion de una cepa modificada E. coli MG1655 AarcA::km

El gen arcA fue desactivado en la cepa E. coli MG1655 mediante la insercidon de un cassette de resistencia a
kanamicina y la delecion de la mayoria del gen en cuestién utilizando la técnica descrita en el Protocolo 2 con los
oligonucleétidos detallados en la Tabla 2. La cepa resultante se nombro E coli MG1655 AarcA::km.

d) Construccion de una cepa modificada de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, AplfAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB,
Aedd, AarcA

La delecion del gen arcA mediante la sustitucion de este gen por un cassette de resistencia a kanamicina en la cepa
E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd se llevé a cabo mediante la
técnica de transduccién con el fago P1.

Protocolo 3: Transduccion con fago P1 para la delecion de un gen

La delecion del gen elegido mediante la sustitucion de este gen por un cassette de resistencia (kanamicina o
cloramfenicol) en la cepa de E. coli receptora se realizé utilizando la técnica de transducciéon con fago P1. El
protocolo consisti6 de dos etapas, (i) la preparacion del lisado fagico en la cepa MG1655 con un Unico gen
delecionado y (ii) a transduccién de la cepa receptora por este lisado fagico.

Preparacién del lisado fagico

- Sembrar 10 mL de LB + Cm 30 pg/ml + glucosa 0,2% + CaCl, 5 mM con 100 pL de un cultivo durante toda
la noche de la cepa MG1655 con un Unico gen delecionado.

- Incubar durante 30 min a 37°C con agitacion.

- Afadir 100 yL de lisado de fago P1 preparado en la cepa MG1655 salvaje (aprox. 1 x 10° fagos/ml).

- Agitar a 37°C durante 3 horas hasta que todas las células se hayan lisado.

- Anadir 200 pL de cloroformo y agitar con el vortex.

- Centrifugar durante 10 min a 4500 g para eliminar los restos celulares.

- Transferir el sobrenadante a un tubo estéril y afadir 200 pL de cloroformo.

- Almacenar el lisado a 4°C.

Transduccion

- Centrifugar 5 mL de un cultivo “overnight” de una cepa de E. coli receptora en medio LB durante 10 min a

1500 g.
- Suspender el pélet de células en 2,5 mL de MgSO4 10 mM, CaCl, 5 mM.
- Tubos control: 100 pL células
100 pL fagos P1 de la cepa MG1655 con un Unico gen delecionado.
- Tubo prueba: 100 L de células + 100 uL de fagos Pl de la cepa MG1655 con un (nico gen
delecionado.

- Incubar durante 30 min a 30°C sin agitacion.

- Afadir 100 yL de citrato de sodio 1 M en cada tubo y agitar con el vortex.

- Anadir 1 mL de LB.

- Incubar durante 1 hora a 37°C con agitacion.

- Sembrar en placas de LB + Cm 30 pg/ml después de haber centrifugado los tubos durante 3 min a 7000
rpm.

- Incubar a 37°C durante toda la noche.

Los transformantes resistentes a antibidtico fueron seleccionados posteriormente y la insercion de la delecién se
verific6 mediante un analisis PCR utilizando los oligonucleétidos apropiados detallados en la Tabla 1.

La cepa resultante se nombré E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd,
AarcA::km.

Los cassettes de resistencia a cloramfenicol y kanamicina se eliminaron posteriormente de acuerdo con el Protocolo
1. La cepa obtenida se nombro E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd,
AarcA.

e) Construccién de una cepa modificada de E. coli MG1655 Andh :: km

El gen ndh fue desactivado mediante la insercion de un cassette de resistencia a antibiético kanamicina y la delecion

de la mayor parte del gen en cuestion utilizando la técnica descrita en el Protocolo 2 con los oligonucleétidos
detallados en la Tabla 2. La cepa resultante se nombro E. coli MG1655 Andh::km.
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f) Construccién de una cepa E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApfAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd, AarcA,
Andh

La delecién del gen ndh por sustitucién del gen por un cassette de resistencia a kanamicina en la cepa E. coli
MG1655 Ipd*, AtpiA, AplfAB, AadhE, AldhA, AgloA, AadhE, AaldB, Aedd, AarcA se realizd igual que previamente
utilizando la técnica de transduccion con fago P1 descrita en el Protocolo 3.

La cepa resultante se nombroé E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd, AarcA,
Andh::km.

Posteriormente se elimind el cassette de resistencia a kanamicina de acuerdo con el Protocolo 1. La cepa obtenida
de nombré E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd, AarcA, Andh.

En cada etapa, la presencia de las modificaciones previamente construidas en la cepa se verifico utilizando los
oligonucledtidos detallados en la Tabla 1.

Ejemplo 2: Evolucion de la cepa modificada E. coli MG1655 Ipd* AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA,
AaldA, AaldB, Aedd en un cultivo en quimiostato bajo condiciones micr oaeroObicas y caracterizacion
fisiolégica de la evolucion:

Con tal de evolucionarla hacia una produccién mejorada de 1,2-propanodiol, la cepa E. coli MG1655 Ipd* AtpiA,
ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd se cultivd en un cultivo continuo bajo condiciones
anaerdbicas por un lado y bajo condiciones microaerébicas (1% oxigeno) por otro en medio de cultivo MPG tal y
como se ha descrito anteriormente, con exceso de glucosa (desde 20 g/l inicialmente y adicién si la glucosa se
consume totalmente). La temperatura se fijo a 37°C y el pH se regulé6 a 6,5 mediante la adiciéon de base. La
evolucion de la cepa en los quimiostatos vino seguida por un aumento de la biomasa acoplado a un aumento de las
concentraciones del producto, 1,2-propanodiol y del co-producto acetato, a lo largo de varias semanas (desde 4
semanas hasta 6 meses). Esto significo la mejora del comportamiento de las cepas. Cuando el cultivo alcanz6 un
estado estacionario sin ningun otro incremento de las concentraciones bajo estas condiciones, la evolucién se dio
por concluida.

Las caracteristicas de las cepas antes y después de la evolucion fueron evaluadas. Se aislaron colonias individuales
representando clones individuales en placas de Petri. Estos clones fueron evaluados utilizando la cepa inicial como
control en un ensayo en frasco Erlenmeyer, utilizando el mismo medio MPG utilizado en el cultivo en quimiostato. De
entre estos clones, varios presentaron una mejor tasa de produccion especifica de 1,2-propanodiol al compararlos
con el control. Estos clones fueron seleccionados para las etapas siguientes. Los resultados obtenidos en el mejor
clon para cada condicién de evolucién estan detallados en la Tablas 4 y 5 a continuacion.

Tabla 4: Comparacion del mejor clon evolucionado obtenido después de una evolucién bajo condiciones
anaerobicas con la cepa inicial.

Cepa E. coli MG1655 Ipd* AtpiA ApflAB AadhE |Cepa inicial antes de evolucion Mejor clon evolucionado

AldhA::cm AgloA Aald, AaldB Aedd (resultados medidos después de |(resultados medidos después de
2 dias de cultivo) 2 dias de cultivo)

Tasa de consumo especifica de glucosa (g 0,12 0,21 (+ 75%)

glucosa /g biomasa /h)

Tasa de produccion especifica de 1,2- 0,02 0,07 (+250%)

propanodiol (g 1,2-propanodiol /g biomasa /h)

Tasa de produccion especifica de 1,2- 0,04 0,08 (+100%)

propanodiol + hidroxiacetona (g 1,2-
propanodiol + hidroxiacetona /g biomasa /h)

Tabla 5: Comparacion del mejor clon evolucionado obtenido después de una evolucién bajo condiciones
microanaerobicas con la cepa inicial.

Cepa E. coli MG1655 Ipd* AtpiA ApflAB AadhE | Cepa inicial antes de evolucion Mejor clon evolucionado

AldhA::cm AgloA Aald, AaldB Aedd (resultados medidos después de | (resultado medidos después de
2 dias de cultivo) 2 dias de cultivo)

Tasa de consumo especifica de glucosa (g 0,10 0,22 (+ 120%)

glucosa /g biomasa /h)

Tasa de produccion especifica de 1,2- 0,01 0,08 (+700%)
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Cepa E. coli MG1655 Ipd* AtpiA ApflAB AadhE | Cepa inicial antes de evolucion Mejor clon evolucionado
AldhA::cm AgloA Aald, AaldB Aedd (resultados medidos después de |(resultado medidos después de
2 dias de cultivo) 2 dias de cultivo)

propanodiol (g 1,2-propanodiol /g biomasa /h)

Tasa de produccion especifica de 1,2- 0,04 0,08 (+ 100%)
propanodiol + hidroxiacetona (g 1,2-
propanodiol + hidroxiacetona /g biomasa /h)

Como estos clones han sido cultivados durante un periodo de tiempo extendido en medio de cultivo con extracto de
levadura, necesitaron ser adaptados a un crecimiento en medio minimo. Los dos mejores clones, cuyos resultados
se detallan en la Tabla 4 y 5 fueron adaptados mediante cultivo seriado en medio minimo para aumentar sus tasas
de crecimiento bajo tales condiciones y la adaptacién se paré cuando sus tasas de crecimiento fueron estables.
Clones del cultivo final fueron aislados y se verificé que fueran representativos de la poblacion adaptada.

Ejemplo 3: reconstruccién del gen  tpiA en la cepa evolucionada y seleccionada de E. coli MG1655 Ipd*,
AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd :

a) Construccion de una cepa modificada E. coli MG1655 tpiA::km

Un cassette de resistencia a antibidtico kanamicina se insert6 por delante del gen tpiA de acuerdo con la técnica
descrita en el Protocolo 2 con los oligonucleétidos detallados en la Tabla 2. La cepa resultante se nombré E. coli
MG1655 tpiA::km.

Posteriormente la reconstruccién del gen tpiA en la cepa evolucionada E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, AplfAB, AadhE,
AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd, AarcA, Andh se realiz6 utilizando la técnica de transducciéon con fago P1
descrita en el Protocolo 3.

La cepa resultante se nombr6 E. coli MG1655 Ipd*, tpiArc::km, AplfAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AadhB,
Aedd, AarcA, Andh evolucionada.

Los cassettes de resistencia a kanamicina y a cloramfenicol se eliminaron posteriormente de acuerdo con el
Protocolo 2. La cepa obtenida se nombr6 “E. coli tpiArc evolucionada”.

La presencia de las modificaciones previamente construidas en la cepa se verifico utilizando los oligonucle6tidos
detallados en la Tabla 1.

Ejemplo 4: Modificaciones de la “ E. coli tpi Arc evolucionada ": atenuacién del gen gapA; delecion de los
genes pykA vy pykF; sobreexpresion del gen ppsA con un vector pJB137-PgapA-ppsA

a) Sustitucion del promotor natural gapA por un promotor corto sintético Ptrc16:
La sustitucion del promotor natural gapA por un promotor corto sintético Ptrcl6 (SEQ ID NO 52:

gagctgitgacg attaatcatccggctcgaataatgtgtggaa) en la cepa “E. coli tpiArc evolucionada” se realizd mediante la
sustitucion de 225 pb de secuencia por delante de la secuencia gapA por FRT-CmR-FRT y un promotor disefiado.

La técnica utilizada esta descrita en el Protocolo 2 con los oligonucleétidos detallados en la Tabla 2. La cepa
resultante se nombré “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA::cm.

El cassette de resistencia a cloramfenicol se eliminé posteriormente de acuerdo con el Protocolo 1. La cepa obtenida
se nombro “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA.

b) Delecién del gen pykA
EL gen pykA se desactiva mediante la insercidn de un cassette de resistencia a antibiotico kanamicina y la delecion
de la mayor parte del gen en cuestion utilizando la técnica descrita en el Protocolo 2 con los oligonucleétidos

detallados en la Tabla 2. La cepa resultante se nombra “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA ApykA::km.

El cassette de resistencia a kanamicina se elimina posteriormente de acuerdo con el Protocolo 1. La cepa obtenida
se nombra “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA ApykA.

c¢) Delecion del gen pykF

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 525796 T3

El gen pykF se desactiva mediante la insercion de un cassette de resistencia a antibiético kanamicina y la delecion
de la mayor parte del gen en cuestion utilizando la técnica descrita en el Protocolo 2 con los oligonucleétidos
detallados en la Tabla 2. La cepa resultante se nombra “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF::km.

Al igual que previamente, el cassette de resistencia a kanamicina se elimina posteriormente de acuerdo con
Protocolo 1. La cepa obtenida se nombra “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF.

d) Introduccion de un vector de expresién pJB137-PgapA-ppsA en la cepa
Para incrementar la produccion de fosfoenolpiruvato el gen ppsA se expresoé a partir del plasmido pBJ137 utilizando
el promotor gapA. Para la construccién del plasmido pJB137-PgapA-ppsA, el gen ppsA se amplificé por PCR a partir
de ADN gendmico de E. coli MG1655 utilizando lo siguientes oligonucleétidos:

1. gapA-ppsAF, formado por 65 bases (SEQ ID NO 53)
ccttttattcactaacaaatagctggtggaatatATGTCCAACAATGGCTCGTCACCGCTGGTGC

con:

- una region (letras mayusculas) homoéloga a la secuencia (1785106-1785136) del gen ppsA (1785136 hasta
1782758), una secuencia de referencia en el sitio Web http://genolist.pasteur.fr/Colibri/), v,

- unaregion (letras mindsculas) homoéloga al promotor gapA (1860794 - 1860761).
2. ppsAR, formado por 43 bases (SEQ ID NO 54)
aatcgcaagcttGAATCCGGTTATTTCTTCAGTTCAGCCAGGC
con:

- una region (letras mayusculas) homologa a la secuencia (1782758-1782780) la region del gen ppsA
(1785136 hasta 1782758)

- un sitio de restriccién Hindlll (letras subrayadas)

Al mismo tiempo se amplificd la regién promotora gapA del gen gapA de E. coli utilizando los siguientes
oligonucledtidos:

1. gapA-ppsAR, formado por 65 bases (SEQ ID NO 55)
GCACCAGCGGTGACGAGCCATTGTTGGACATatattccaccagctatttgttagtgaataaaagg
con:

- una region (letras mayusculas) homoéloga a la secuencia (1785106 - 1785136) del gen ppsA (1785136
hasta 1782758), y

- unaregion (letras mindsculas) homéloga al promotor gapA (1860794 - 1860761).
2. gapAF, formado por 33 bases (SEQ ID NO 56)
ACGTCCCGGGcaagcccaaaggaagagtgaggce
con:

- unaregion (letras mayusculas) homéloga al promotor gapA (1860639 - 1860661).

- un sitio de restriccién Smal (letras subrayadas)
Ambos fragmentos fueron subsecuentemente fusionados utilizando los oligonucleétidos ppsAR y gapAF (Horton et
al. 1989 Gene 77:61-68). Los fragmentos amplificados por PCR fueron cortado con las enzimas de restriccion Hindlll
y Smal y clonado en los sitios Hindlll/Smal del vector pJB137 (Nimero de acceso EMBL: U75326) dando como
resultado el vector pJB137-PgapA-ppsA. Los plasmidos recombinantes fueron verificados mediante secuenciacion

de ADN.

El plasmido pJB137-PgapA-ppsA se introduce en la cepa “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF.
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La cepa obtenida se nombra “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF, (pJB137-PgapA-ppsA).

En cada etapa, la presencia de modificaciones previamente construidas en la cepa se verific utilizando los
oligonucledtidos detallados en la Tabla 1.

Ejemplo 5: construcciéon de una cepa “ E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta,
ApoxB (pJB137-PgapA-ppsA) capaz de producir 1,2-propanodiol sin acetato como subproducto.

a) Construccion de una cepa modificada E. coli MG1655 AackA-pta::cm

Los genes ackA y pta se desactivan mediante la insercién de un cassette de resistencia a antibidtico cloramfenicol y
la delecion de la mayor parte del gen en cuestiéon utilizando la técnica descrita en el Protocolo 2 con los
oligonucledtidos detallados en la Tabla 2. La cepa resultante de nombra E. coli MG1655 AackA-pta::cm.

b) Construccion de una cepa “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta

La delecion de los genes ackA y pta en la cepa “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc1-gapA. ApykA, ApykF se realiza tal
y como se ha descrito previamente utilizando la técnica de transduccion con fago P1 descrita en le Protocolo 3.

La cepa resultante se nombra “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta::.cm.

Tal y como se ha descrito previamente, el cassette de resistencia a cloramfenicol se elimina posteriormente de
acuerdo con el Protocolo 1. La cepa obtenida se nombra “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF,
AackA-pta.

c¢) Construccion de una cepa modificada “E. coli tpiArc evolucionada” Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta, ApoxB
(pJB137-PgapA-ppsA)

El gen poxB se desactiva mediante la inserciéon de un cassette de resistencia a antibiético cloramfenicol y la delecion
de la mayor parte del gen en cuestion utilizando la técnica descrita en el Protocolo 2 con los oligonucleétidos
detallados en la Tabla 2.

La cepa resultante se nombra E. coli tpiArc evolucionada Ptrc16-gapA. ApykA, ApykF, AackA-pta, ApoxB::cm.

Tal y como se ha descrito previamente, el cassette de resistencia a cloramfenicol se elimina posteriormente de
acuerdo con el Protocolo 1. La cepa obtenida se nombra E. coli tpiArc evolucionada Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF,
AackA-pta, ApoxB.

El plasmido pJB137-PgapA-ppsA se introduce en la cepa E. coli tpiArc evolucionada Ptrc16-gapA, ApykA, ApykF,
AackA-pta, ApoxB. La cepa obtenida se nombra E. coli tpiArc evolucionada Ptrc16-gapA. ApykA, ApykF, AackA-pta.
ApoxB (pJB137-PgapA-ppsA).

En cada etapa, la presencia de modificaciones previamente construidas en la cepa se verificé utilizando los
oligonucledtidos detallados en la Tabla 1.

Ejemplo 6: Comparacion de las diferentes cepas evolu  cionadas para la produccién de 1,2-propanodiol bajo
condiciones aerdbicas

Las cepas obtenidas tal y como se describe en el Ejemplo 4 y las cepas control (control 1: MG1655 Ipd* AtpiA
ApflAB AadhE AdhA::Cm AgloA Aald, AaldB Aedd evolucionada bajo condiciones anaerébicas y control 2: MG1655
Ipd* AtpiA ApflAB AadhE AldhA::Cm AgloA Aald, AaldB Aedd evolucionada bajo condiciones microaerébicas) fueron
cultivadas en un ensayo en frasco Erlenmeyer bajo condiciones aerdbicas en medio minimo suplementado con
extracto de levadura y con glucosa como fuente de carbono. El cultivo se llevo a cabo a 34°C y el pH se mantuvo
tamponando el medio de cultivo con MOPS. Al final del cultivo, el 1,2-propanodiol, el acetol y la glucosa residual en
el caldo de fermentacion fueron analizados mediante HPLC y se calcularon los rendimientos de 1,2-propanodiol por
glucosa y 1,2-propanodiol + acetol por glucosa. La mejor cepa se selecciona posteriormente para un cultivo en lote
alimentado en fermentador.

Cepa Titulo 1,2- | Titulo Rendimiento 1,2- |Rendimiento 1,2-
propanodiol Acetol |propanodiol propanodiol + acetol
(a/l) (g/l) (9/g glucosa) (9/g glucosa)

Control 1 1,88 2,1 0,16 0,34

Control 2 0,7 3,56 0,06 0,37

“E.coli tpiArc evolucionada”, Ptrc16-gapA,|0,5 2,77 0,06 0,42
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Cepa Titulo 1,2- | Titulo Rendimiento 1,2- |Rendimiento 1,2-
propanodiol Acetol |propanodiol propanodiol + acetol
(a/l) (g/l) (9/g glucosa) (9/g glucosa)

(pJB 137-PgapA-ppsA) (construida a partir de

control 1)

“E. coli tpiArc evolucionada”, Ptrcl16-gapA,|3,71 3,85 0,20 0,41

(pJB137-PgapA-ppsA) (construida a partir de

control 2)

Ejemplo 7: Produccion de 1,2-propanodiol en cultivo e n lote alimentado con la mejor cepa

La mejor cepa seleccionada en el experimento previo se cultiva en un fermentador de 2L utilizando un protocolo de
cultivo en lote alimentado.

La temperatura del cultivo se mantiene constante a 37°C y el pH esta permanentemente ajustado a valores de entre
6,5 y 8 utilizando una solucién de NH4OH. La frecuencia de agitacion se mantiene entre 200 y 300 rpm durante la
fase en lote y se incrementa hasta 1000 rpm al final de la fase en lote alimentado. La concentracién de oxigeno
disuelto se mantiene en valores de entre 30 y 40% de saturacion utilizando un controlador de gases. Cuando la
densidad 6ptica alcanza valores de entre tres y cinco, se empieza el lote alimentado con un flujo inicial de entre 0,3y
0,5 mL/h, y un incremento progresivo hasta valores de flujo de entre 2,5 y 3,5 mL/h. En este punto el flujo se
mantiene constante durante 24 a 48 horas. El medio de la alimentacion esta basado en medio minimo conteniendo
glucosa a concentraciones de entre 300 y 500 g/l.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> EXPLORADOR METABOLICO

<120> Nuevo microorganismo para la produccion de 1,2-propanodiol obtenido mediante la combinacion de evolucion
y disefio racional

<130> D24916

<150> PCT/IB2007/001680
< 151> 2007-03-23

<160> 56
<170> Patentln version 3.3

<210>1
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 1
ggtgatgata gttatcgccg 20

<210>2
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 2
cgtgccatcg acagcagtcc 20
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<210>3
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 3

agacattaaa aatatacgtg cagctacccg

<210> 4
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 4
gtgaaagctg acaacccttt tgatctttta

<210>5
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400>5
ggctcattgc accaccatcc ag

<210> 6
<211>24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 6
gaaaagacgc gctgacaata cgcc

<210>7
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 7
gccatcagca ggcttagecg

<210>8
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 8
gggtattgtg gcatgtttaa ccg

<210>9
<211>31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400>9
gaagtggtcg atgccgggat tgaagaatgg g

<210> 10
<211>31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 10
gggttacgtt tcagtgaggce gegttctgeg g

<210> 11
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 11
tgcagcggeg cacgatggeg acgttcegec g

<210> 12
<211>31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 12
cacgatgacg accattcatg cctatactgg ¢

<210> 13
<211>40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 13
catatttccc tcaaagaata taaaaaagaa caattaacgc
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<210> 14
<211>31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 14

tatgttcatg cgatggcgcea ccagcetggge g

<210> 15
<211>24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 15
ccccggaate agaggaatag teec

<210> 16
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 16

gggtagactc cattactgag gcgtgggceg

<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 17
gccatcagca ggcettagege

<210> 18
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 18
gggtattgtg gcatgtttaa ccg

<210> 19
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 19
cgacaattgg attcaccacg

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

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 20
gcggtattga aaggttggtg ¢

<210> 21
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 21
ccgtgagaag aatcgegate g

<210> 22
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 22
gcgtagtcgt gtaagtatcg ¢

<210> 23
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 23
catttccggt ggtgcgattg ¢

<210> 24
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 24

gccacagccg gaatcatact tggtttggg
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<210> 25
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 25

cgtcaacacc aacttcgtcc catttcagg

<210> 26
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 26
ggcaattacc ctcgacgtac cgg

<210> 27
<211>25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 27
ccgatggatg atctgttaga ggcgg

<210> 28
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 28
gcgtaacctt ttccctggaa cg

<210> 29
<211>24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 29
gcgttgetgg agcaacctge cage

<210> 30
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 30
gcatgggtaa acttaaggcg 20

<210> 31
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 31
taatcaccaa cgtatcgggc 20

<210> 32
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 32
cgcggcttgg tcgggtaacy g 21

<210> 33
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 33
tcgggctatt taaccgttag tgcc 24

<210> 34
<211> 100
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 34
gaaactcgcc gtttatagca caaaacagta cgacaagaag tacctgcaac aggtgaacga 60

gtcctttgge tttgagctgg tgtaggctgg agctgctteg : 100

<210> 35
<211>101
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido
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<400> 35
ttaaaccagt tcgttcgggc aggtttcgcec tttttccaga ttgcttaagt tttgcagegt

agtctgagaa atactggtca gcatatgaat atcctcctta g

<210> 36
<211>98
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 36
cccegecacat tcttatcgtt gaagacgagt tggtaacacg caacacgttg aaaagtattt

tcgaagcgga aggctatgtg taggctggag ctgcttcg

<210> 37
<211>99
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 37
ccagatcacc gcagaagcga taaccttcac cgtgaatggt ggcgatgatt tccggcgtat

ccggcgtaga ttcgaaatgc atatgaatat cctccttag

<210> 38
<211>99
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 38
ctctcacaaa ttcgctcaaa taataaacaa taaactctgt tttttgatct cacccggtaa

agtcgcctat cttttcagct gtaggctgga gctgcttcg

<210> 39
<211> 100
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400>39
gcaacttcaa acgcggacgg ataacgcggt taatactccc caccagcatc attaatccgg

ttttaaagta accatgcagc catatgaata tcctccttag

<210> 40
<211> 124
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 40
ggggctgacc ttcgctgttg aaccgattaa gectggegeta tctgaatcge ttgaaggttt

gaataaatga tcacactggc tcaccttcgg gtgggccttt ctgccatatg aatatcctcece

ttag

<210>41
<211> 106
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 41
gcgaataaag gaagatggcc gccccgcagg gcagcaggtc tgtgaaacag tatagagatt

catcggcaca aaggctttge tttttgtgta ggctggagct gcectteg

<210> 42
<211> 100
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 42
agtcatatat tccaccagct atttgttagt gaataaaagc cacacattat tcgagccgga

tgattaatag tcaacagctc tgtaggctgg agctgcttcg

<210> 43
<211>79
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 43
gctcacatta cgtgactgat tctaacaaaa cattaacacc aactggcaaa attttgtccc

atatgaatat cctccttag

<210> 44
<211>101
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 44
cgcggcegggt gccaacgttg tacgtatgaa cttttctcac ggctcgcctg aagatcacaa

aatgcgcgeg gataaagttc gtgtaggctg gagctgcttc g
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<210> 45
<211>101
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 45
cgccgcatcc ggcaacgtac ttactctacc gttaaaatac gcgtggtatt agtagaaccc

acggtactca tcacgtcgcc ccatatgaat atcctcctta g

<210> 46
<211>98
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 46
cccatccttc tcaacttaaa gactaagact gtcatgaaaa agaccaaaat tgtttgcacc

atcggaccga aaaccgaatg taggctggag ctgcttcg

<210> 47
<211>99
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 47
ggacgtgaac agatgcggtg ttagtagtgc cgctcggtac cagtgcacca gaaaccataa

ctacaacgtc acctttgtgc atatgaatat cctccttag

<210> 48
<211> 100
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 48
cgagtaagtt agtactggtt ctgaactgcg gtagttcttc actgaaattt gccatcatcg

atgcagtaaa tggtgaagag tgtaggctgg agctgcttcg

<210> 49
<211>97
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido
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<400> 49
gctgctgtgec agactgaatc gcagtcagcg cgatggtgta gacgatatcg tcaaccagtg

cgccacggga caggtcgcat atgaatatcc tccttag

<210> 50
<211>99
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 50
ccttagccag tttgttttcg ccagttcgat cacttcatca ccgcgtccge tgatgattgce

gcgcagcata tacaggctgce atatgaatat cctccttag

<210>51
<211> 102
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 51
cggttgcagc ttatatcgcc aaaacactcg aatcggcagg ggtgaaacgc atctggggag

tcacaggcga ctctctgaac ggtgtaggct ggagctgctt cg

<210> 52
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> promotor sintético

<400> 52
gagctgttga cgattaatca tccggctcga ataatgtgtg g

<210> 53
<211> 65
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 53
ccttttattc actaacaaat agctggtgga atatatgtcc aacaatggct cgtcaccgct

ggtgc
<210> 54
<211>43

<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido
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<400> 54
aatcgcaagc ttgaatccgg ttatttcttc agttcagcca gge 43

<210> 55
<211> 65
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 55
gcaccagcgg tgacgagcca ttgttggaca tatattccac cagctatttg ttagtgaata 60

aaagqg 65

<210> 56
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 56
acgtcccggg caagcccaaa ggaagagtga ggc 33
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REIVINDICACIONES

1. Método para la preparacion de una cepa de microorganismo evolucionada para la produccion de 1,2-propanodiol
a partir de una fuente de carbono, comprendiendo dicho método:

- hacer crecer una cepa inicial bajo presion selectiva en un medio de crecimiento apropiado, comprendiendo
dicha cepa bacteriana una atenuacion de la expresion del gen tpiA y una atenuacion de la expresion de al
menos uno de los genes involucrados en la conversién de metilglioxal en lactato, con el objetivo de
promover la evolucion de dicha cepa inicial,

- seleccionar y aislar la cepa evolucionada que presenta una tasa de produccién de 1,2-propanodiol
incrementada,

- reconstruir un gen tpiA funcional en la cepa evolucionada.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el gen involucrado en la conversion de metilglioxal a lactato se
selecciona de entre el grupo que consiste en: gloA, aldA y aldB y combinaciones de los anteriores.

3. Método segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que la cepa inicial comprende asimismo la atenuacion de la
expresion de al menos uno de los genes seleccionados de entre el grupo que consiste en IdhA, pflA, pflB, adhE, edd
y eda.

4. Método segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que ademas la cepa inicial comprende la atenuacion de al menos
uno de los genes seleccionados de entre el grupo que consiste en arcA y ndh.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que la cepa evolucionada se selecciona y se aisla en
base a su tasa de produccién de 1,2-propanodiol, incrementada en al menos 20% en comparacion con la tasa de
produccién de la cepa inicial.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la cepa inicial se selecciona de entre el grupo
que consiste en bacterias, levaduras y hongos.

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que la cepa inicial se selecciona de entre el grupo que consiste en
Enterobacteriaceae, Bacillaceae, Clostridiaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae.

8. Método segun la reivindicacion 7, en el que la cepa inicial es Escherichia coli o Clostridium acetobutylicum.
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