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DESCRIPCION
Método para la preparacion de dioles.

La presente invencion se refiere a un nuevo método para la preparacion bioldgica de un diol que comprende cultivar
un microorganismo genéticamente modificado para la bioproduccion de un diol alifatico, en el que el microorganismo
comprende una via metabdlica para la descarboxilacion de un metabolito de acido hidroxi-2-ceto-alifatico con dos
enzimas: una enzima que presenta una actividad &cido 2-ceto descarboxilasa codificada por el gen RND de
lactococcus laetis y una enzima que presenta una actividad hidroxi aldehido reductasa codificada por el gen yghD de
E. coli. La invencion se refiere asimismo a un microorganismo modificado para la produccion de un diol alifatico.

Antecedentes

La produccion fermentativa de dioles cultivando microorganismos que producen dichos dioles es conocida en la
técnica, incluyendo la produccidon fermentativa con microorganismos genéticamente modificados para una
produccion mejorada de los dioles. La produccion de dichos dioles se describe, entre otros, en los siguientes
documentos: WO 1996/035796, WO 2001/012833, WO 2004/033646, patente US n°® 7.267.972. En particular, la
produccion de 1,3-propanodiol ya ha sido descrita, involucrando enzimas dependientes de la vitamina B12, haciendo
asi el procedimiento de produccién muy costoso.

Por ejemplo Nakamura CE et al, Curr Opin Biotechnol., 2003; Act; 14(5): 454-9 describen la produccion de 1,3-
propanodiol a partir de D-glucosa mediante cepas de E. coli genomanipuladas que, entre otras, sobreexpresa la
oxidorreductasa enddgena codificada por el gen yghD.

El gen yghD se ha utilizado asimismo para la produccion fermentativa de 1,4-butanodiol (documento WO
2008/115840).

Existe una necesidad continua de soluciones alternativas de microorganismos modificados, ya sea para producir
dioles a partir de fuentes renovables de carbono o tener una mejora potencial en la produccion de los dioles,
particularmente con vias independientes de vitamina B12, o ambos.

Por ejemplo, Nakamura CE et al., Curr Opin Biotechnol. 2003; Act; 14(5): 454-9 describen la produccion de 1,3-
propanodiol a partir de D-glucosa mediante unas cepas de E. coli genomanipuladas, que entre otras, sobreexpresa
la oxidorreductasa endégena codificada por el gen yghD.

El gen yghD se ha utilizado asimismo para la produccion fermentativa de 1,4-butanodiol (documento WO
2008/115840). Una enzima independiente de la vitamina B12 es por ejemplo la alfa-ceto isovalerato descarboxilasa
codificada por el gen KivD de Lactococcus lactis. Esta enzima sin embargo Unicamente se ha utilizado hasta el
momento para la produccién de alcoholes superiores (Atsurni S et al., Nature 2008; 451(7174):86-90). Estas mejoras
técnicas pueden ser sobre el rendimiento total del producto que se produce sobre la base de la energia necesaria
para dicha produccién y con el tiempo, el nivel de impurezas y subproductos que se deben controlar especificamente
para el aislamiento del producto y su comercializacion y uso adicional.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un microorganismo genéticamente modificado para la bioproduccién de un diol
alifatico, en donde el microorganismo comprende una via metabdlica para la descarboxilacion de un metabolito de
acido hidroxi-2-ceto alifatico con una enzima que tiene una actividad acido 2-ceto descarboxilasa, codificada por el
gen RND de Lactococcus lactis, el producto obtenido a partir de dicho paso de descarboxilacion es reducido ain
mas en la enzima diol alifatico correspondiente que tiene una actividad hidroxi aldehido reductasa, codificada por el
gen yghD de E. coli y en donde el microorganismo es genéticamente modificado para la produccién mejorada de
dicho metabolito de &cido hidroxi-2-ceto-alifatico.

El microorganismo de la invencion se selecciona generalmente de entre el grupo que consiste en una bacteria,
levadura o un hongo. Preferentemente, el microorganismo se selecciona de entre Enterobacteriaceae,
Clostridiaceae, Bacillaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae.

Se describe en la presente memoria un microorganismo que comprende un gen enddgeno que codifica para una
actividad acido 2-ceto descarboxilasa. Preferentemente se selecciona de entre Saccharomyces cerevisiae (Pdcl,
Pdc5, Pdc6, Arol0, Thi3); Lactococcus lactis (Kivd); Clostridium acetobutylicum (Pdc); Arabidopsis thaliana (Pdc2,
Pdc3); Pichia stipitis (Pdcl, Pdc2, ArolQ); Zymomonas mobilis (Pdc); Mycobacterium tuberculosis. Este
microorganismo que tiene actividad acido 2-ceto descarboxilasa enddégeno se puede modificar aln mas para
aumentar la expresion del gen enddgeno que codifica el acido 2-ceto descarboxilasa.

Se describe asimismo un microorganismo que no comprende un gen enddégeno que codifica un acido 2-ceto
descarboxilasa. Dicho microorganismo que carece de acido 2-ceto descarboxilasa enddgeno se selecciona
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preferentemente de entre Escherichia coli o Corynebacterium glutamicum o Bacillus subtilis. Para tales
microorganismos, el microorganismo de la invencion comprende un gen heterélogo que codifica un acido 2-ceto
descarboxilasa.

Se describe asimismo un microorganismo que comprende un gen enddgeno que codifica una actividad hidroxi
aldehido reductasa. Preferentemente se selecciona de entre Escherichia coli (yghD, fucO, dkgA, dkgB);
Saccharomyces cerevisiae (ADH1, ADH2, ...); y todos los organismos que tienen por lo menos una enzima que tiene
actividad aldehido reductasa o actividad alcohol deshidrogenasa. Este microorganismo que tiene actividad hidroxi
aldehido reductasa endégena se puede modificar ain méas para aumentar la expresion del gen enddgeno que
codifica la hidroxi aldehido reductasa.

El diol alifatico producido con los microorganismos de la invencion es un diol alifatico que presenta una cadena de
alquilo lineal o ramificada que comprende de 2 a 6 &tomos de carbono, preferentemente 2, 3 0 4 4tomos de carbono.

En una forma de realizacion preferida, el diol alifatico es etilenglicol y el metabolito de acido hidroxi-2-ceto alifatico es
hidroxipiruvato.

En otra forma de realizacion preferida, el diol alifatico es 1,3-propanodiol y el metabolito de acido hidroxi-2-ceto
alifatico es 4-hidroxi-2-cetobutirato.

En otra forma de realizacion preferida, el diol alifatico es 1,4-butanodiol y el metabolito de acido hidroxi-2-ceto-
alifatico es 5-hidroxi-2-cetopentanoato.

La presente invencion se refiere también a un método para la bioproduccién de un diol alifatico, que comprende las
etapas siguientes:

- cultivar un microorganismo de la invencién como se describe anteriormente y a continuacion en un medio de
cultivo apropiado que comprende una fuente de carbono y

- recuperar el diol alifatico del medio de cultivo.
De acuerdo con la forma de realizacién preferida de la invencion, el diol es purificado adicionalmente.

Descripcion detallada de la invencion

Microorganismos

El microorganismo de la invencién es un microorganismo que es genéticamente modificado o manipulado
genéticamente. Esto significa, de acuerdo con el significado usual de estos términos, que el microorganismo de la
invencion no se encuentra en la naturaleza y es modificado ya sea por introduccién o delecion de nuevos elementos
genéticos. Asimismo puede ser transformado forzando el desarrollo y evolucién de nuevas vias metabdlicas al
combinar mutagénesis dirigida y evolucion bajo presion de seleccion especifica (ver por ejemplo, el documento WO
2004/076659).

De acuerdo con la invencién, el término "microorganismo” designa una bacteria, levadura o un hongo.
Preferentemente, el microorganismo se selecciona de entre Enterobacteriaceae, Clostridiaceae, Bacillaceae,
Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae. Mas preferentemente, el microorganismo es una especie de Escherichia,
Clostridium, Bacillus, Klebsiella, Pantoea, Salmonella o Corynebacterium. Todavia mas preferentemente el
microorganismo es ya sea la especie Escherichia coli o0 Corynebacterium glutamicum o Clostridium acetobutylicum o
Bacillus subtilis.

Un microorganismo puede expresar genes exdgenos si estos genes son introducidos en el microorganismo con
todos los elementos que permiten su expresion en el microorganismo hospedero. Transformar microorganismos con
ADN exdgeno es una tarea de rutina para el experto en la materia.

Unos genes exdgenos pueden ser integrados en el genoma del hospedero, o ser expresados
extracromosémicamente por plasmidos o vectores. Diferentes tipos de plasmidos son conocidos por el experto en la
materia, que difieren con respeto a su origen de replicacion y su nimero de copias en la célula.

Unos elementos importantes para controlar la expresion de genes son los promotores. En una forma de realizacion
preferida de la invencion, los genes pueden ser expresados usando promotores con diferente fuerza, que puede ser
inducible. Estos promotores pueden ser homélogos o heterélogos. El experto en la materia conoce como seleccionar
los promotores mas convenientes, por ejemplo, promotores Ptrc, Ptac, Plac o el promotor lambda cl son
ampliamente usados.

En las formas de realizacion especificas, los genes enddgenos pueden ser también modificados para modular su
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expresion y/o actividad, introduciendo ya sea mutaciones en la secuencia de codificacién para modificar el producto
de gen o introduciendo secuencias heterdlogas ademas de o en reemplazo de los elementos reguladores
endogenos. La modulacion de un gen enddgeno puede ser de dos maneras: sobrerregular y/o aumentar la actividad
del producto de gen por una parte, o subregular y/o reducir la actividad del producto de gen enddgeno por otra parte.

El término "atenuacion de un gen" de acuerdo con la invencién denota la supresion parcial o completa de la
expresion de un gen, que se dice después que es "atenuado”. Esta supresion de expresion puede ser ya sea una
inhibicion de la expresion del gen, una delecién de toda o parte de la regiéon promotora necesaria para la expresion
de genes, una delecion en la region de codificacién del gen, o el reemplazo del promotor tipo silvestre por un
promotor natural o sintético mas débil. Preferentemente, la atenuacion de un gen es esencialmente la delecién
completa de ese gen, que puede ser reemplazado por un gen marcador de seleccion que facilita la identificacion, el
aislamiento y la purificacién de las cepas de acuerdo con la invencion. Un gen es inactivado preferentemente por la
técnica de recombinacion homéloga (Datsenko, K.A. & Wanner, 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).

En otras formas de realizacién de la invencion, las secuencias enddgenas pueden ser también inactivadas o
eliminadas, para favorecer la nueva via metabdlica.

Todas las técnicas para transformar los microorganismos, y elementos reguladores usados para aumentar la
produccion de la proteina de la invencién son bien conocidos en la técnica y se encuentran disponibles en la
literatura, incluyendo las solicitudes de patente de la solicitante sobre la modificacion de vias de biosintesis en
diversos microorganismos, incluyendo los documentos WO 2008/052973, WO 2008/052595, WO 2008/040387, WO
2007/144346, WO 2007/141316, WO 2007/077041, WO 2007/017710, WO 2006/082254, WO 2006/082252, WO
2005/111202, WO 2005/073364, WO 2005/047498, WO 2004/076659, cuyo contenido se incorpora en la presente
memoria como referencia.

Genes y actividades enziméticas

En la descripcién de la presente invencion, actividades enzimaticas son también designadas por referencia a los
genes que codifican para las enzimas que tienen tal actividad. Excepto que se mencione otra cosa, los genes y
proteinas son generalmente identificados usando las denominaciones de genes de Escherichia coli. Sin embargo, el
uso de estas denominaciones tiene un significado méas general de acuerdo con la invencion y cubre todos los genes
y proteinas correspondientes en otros organismos, mas en particular microorganismos, homélogos funcionales,
variantes funcionales y fragmentos funcionales de dichos genes y proteinas.

Los genes que son identificados en la presente solicitud se presentan en la figura 4 con su nimero de acceso.

Usando las referencias de la Nomenclatura de enzimas IUBMB para actividades enzimaticas conocidas, los expertos
en la materia pueden determinar las mismas actividades enziméticas en otros organismos, cepas bacterianas,
levaduras, hongos, etc. Este trabajo de rutina se hace de manera favorable usando secuencias consenso que se
pueden determinar llevando a cabo alineamientos de secuencia con proteinas derivadas de otros microorganismos.

Los métodos para la determinacion del porcentaje de homologia entre dos secuencias de proteinas son conocidos a
para el experto en la materia. Por ejemplo, se puede hacer después de alineamiento de las secuencias usando el
software CLUSTALW disponible en el sitio web http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ con los pardmetros predeterminados
indicados en el sitio web. A partir del alineamiento, el célculo del porcentaje de identidad se puede hacer facilmente
registrando el nimero de residuos idénticos en la misma posicion en comparacion con el nimero total de residuos.
De manera alternativa, el célculo automatico se puede hacer usando, por ejemplo, los programas BLAST disponibles
en el sitio web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ con los parametros predeterminados indicados en el sitio web.

PFAM (base de datos de familias de proteinas de alineamientos y modelos de Markov ocultos;
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) representa una gran coleccién de alineamientos de secuencias de
proteinas. Cada PFAM hace posible visualizar multiples alineamientos, ver dominios de proteinas, evaluar la
distribucion entre organismos, obtener acceso a otras bases de datos y visualizar estructuras de proteinas
conocidas.

Los COG (conjuntos de grupos ortélogos de proteinas; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ se obtienen comparando
secuencias de proteinas a partir de 66 genomas completamente secuenciados que representan 30 lineas filogénicas
principales. Cada COG se define a partir de por lo menos tres lineas, lo que permite la identificacion de dominios
conservados anteriores.

Una proteina que comparte homologia con la proteina mencionada se puede obtener a partir de otros
microorganismos o puede ser una variante o un fragmento funcional de una proteina natural.

El término "variante funcional o fragmento funcional” significa que la secuencia de aminoacidos del polipéptido puede
no estar estrictamente limitada a la secuencia observada en la naturaleza, sino que puede contener aminoacidos
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adicionales. El término "fragmento funcional" significa que la secuencia del polipéptido puede incluir menos
aminoacido que la secuencia original pero ain suficientes aminoacidos para conferir la actividad enzimética de la
secuencia original de referencia. Es bien conocido en la técnica que un polipéptido puede ser modificado por
sustitucién, insercion, delecién y/o adicion de uno o mas aminoacidos mientras retiene su actividad enzimatica. Por
ejemplo, la sustituciéon de un aminoacido en una posicion dada por un aminoacido quimicamente equivalente que no
afecta las propiedades funcionales de una proteina es comdn. En el contexto de la presente invencion, las
sustituciones se definen como intercambios dentro de uno de los siguientes grupos:

= residuos alifaticos, no polares o ligeramente polares pequefios: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly
= residuos polares con carga negativa y sus amidas: Asp, Asn, Glu, GIn

= residuos polares con carga positiva: His, Arg, Lys

= residuos alifaticos, no polares grandes: Met, Leu, lle, Val, Cys

= residuos aromaticos grandes: Phe, Tyr, Trp.

Se puede esperar que cambios que dan por resultado la sustitucién de un residuo con carga negativa por otro (tal
como &acido glutdmico por &cido aspartico) o un residuo con carga positiva por otro (tal como lisina por arginina)
formen un producto funcionalmente equivalente.

Las posiciones en las que los aminoacidos son modificados y el nimero de aminoacidos sujetos a modificacion en la
secuencia de aminoacidos no estan limitados particularmente. El experto en la materia puede apreciar las
modificaciones que pueden ser introducidas sin afectar la actividad de la proteina. Por ejemplo, se puede esperar
gue modificaciones en la porcién N-o C-terminal de una proteina no alteren la actividad de una proteina bajo ciertas
circunstancias.

El término "variante" se refiere a polipéptidos sometidos a modificaciones tal como se define anteriormente mientras
aun retienen la actividad enzimatica original.

El término "codificar" se refiere al proceso mediante el cual un polinuclettido, a través de los mecanismos de
transcripcion y traduccién, produce una secuencia de aminoacidos. Este proceso es permitido por el codigo
genético, el cual es la relacién entre la secuencia de bases en el ADN y la secuencia de aminoacidos en las
proteinas. Una caracteristica principal del codigo genético es que es degenerado, lo que significa que un aminoacido
puede ser codificado por mas de un triplete de bases (un "coddn"). La consecuencia directa es que la misma
secuencia de aminoacidos puede ser codificado por diferentes polinucleétidos. Es bien conocido por el experto en la
materia que el uso de codones puede variar de acuerdo con los organismos. Entre los codones que codifican para el
mismo aminoacido, algunos pueden ser usados preferentemente por un microorganismo dado. Por ende, puede ser
de interés disefiar un polinucleétido adaptado al uso de codones de un microorganismo particular con el fin de
optimizar la expresion de la proteina correspondiente en este organismo.

En algunos casos, genes o enzimas pueden ser designados por el nombre de la actividad. En algunos otros casos,
la designacion por "actividad" puede significar una combinacién de dos o0 mas enzimas que tienen en combinacion la
actividad deseada. En dicho caso, cada enzima en la combinacion puede ser codificada por distintos genes bajo
control de diferentes elementos reguladores o una combinacion de genes bajo control del mismo operén.

Los genes que codifican una actividad acido 2-ceto descarboxilasa son bien conocidos en la técnica, incluyendo
genes Pdc de diversas especies, y mas en particular los genes Pdcl, Pdc5, Pdc6, Aro10 y Thi3 de Saccharomyces
cerevisiae, el gen kivD de Lactococcus lactis; el gen pdc de Clostridium acetobutylicum; los genes Pdc2 y Pdc3 de
Arabidopsis thaliana; los genes Pdcl, Pdc2 y Aro10 de Pichia stipitis; el gen pdc de Zymomonas mobilis. La primera
subunidad del complejo 2-cetoglutarato descarboxilasa, codificado por el gen sucA de Escherichia coli, posee
también actividad &acido 2-ceto descarboxilasa, asi como la enzima codificada por el gen dxs de Escherichia coli.
Homoélogos funcionales, variantes funcionales y fragmentos funcionales de dichos genes y proteinas estan incluidos
por la definicion.

Los genes que codifican una actividad hidroxi aldehido reductasa son también bien conocidos en la técnica,
incluyendo los genes yghD, fucO, dkgA, dkgB de Escherichia coli y los genes ADH1 y ADH2 de Saccharomyces
cerevisiae. Los homdlogos funcionales, variantes funcionales y fragmentos funcionales de dichos genes y proteinas
estan incluidos por la definicion.

Producciéon fermentativa

La presente invencion se refiere ademas a la produccion fermentativa de un diol alifatico, que comprende las etapas
de:

- cultivar un microorganismo en un medio de cultivo apropiado que comprende una fuente de carbono y
- recuperar el diol alifatico del medio de cultivo.

La fermentacion generalmente se lleva a cabo en fermentadores con un medio de cultivo apropiado adaptado al
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microorganismo usado, que contiene por lo menos una fuente de carbono simple, y si es necesario cosustratos.

Un 'medio de cultivo apropiado’ designa un medio (por ejemplo, medios estériles, liquidos) que comprende nutrientes
esenciales o benéficos para el mantenimiento y/o crecimiento de la célula tal como fuentes de carbono o sustrato de
carbono, fuentes de nitrégeno, por ejemplo, peptona, extractos de levadura, extractos de carne, extractos de malta,
urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y fosfato de amonio; fuentes de fosforo, por ejemplo,
fosfato de monopotasio o fosfato de dipotasio; elementos traza (por ejemplo, sales de metal), por ejemplo, sales de
magnesio, sales de cobalto y/o sales de manganeso; asi como factores de crecimiento tales como aminoacidos,
vitaminas, promotores de crecimiento y similares.

Como un ejemplo de medios de cultivo conocidos para E. coli, el medio de cultivo puede ser de composicion idéntica
o similar a un medio M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 32:120-128), un 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, Nueva York) o un medio tal como es definido por
Schaefer et al. (1999, Anal. Biochem. 270: 88-96).

Como otro ejemplo de un medio de cultivo para C. glutamicum, el medio de cultivo puede ser de composicion
idéntica o similar al medio BMCG (Liebl et al., 1989, Appl. Microbiol. Biotechnol. 32: 205-210) o a un medio tal como
es descrito por Riedel et al. (2001, J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 3: 573-583).

El término 'fuente de carbono' o 'sustrato de carbono' de acuerdo con la presente invencién denota cualquier fuente
de carbono que puede ser usada por los expertos en la materia para soportar el crecimiento normal de un
microorganismo, incluyendo hexosas (tales como glucosa, galactosa o lactosa), pentosas, monosacaridos,
disacaridos, oligosacéaridos (tales como sacarosa, celobiosa o maltosa), melaza, almidon o sus derivados,
hemicelulosas, glicerol y combinaciones de los mismos. Una fuente de carbono simple especialmente preferida es la
glucosa. Otra fuente de carbono simple preferida es sacarosa.

En algunas formas de realizacién de la invencidn, el medio de cultivo comprende una fuente de carbono que es un
subproducto de otro proceso usando biomasa como material de partida, o eventualmente, el producto de
degradacién mecanica y/o quimica y/o enzimatica, y en tal caso in vitro o in vivo, de biomasa, tal como degradacion
de celulosa.

El microorganismo de la invencion es seleccionado y/o modificado de manera favorable para usar la fuente de
carbono como fuente Gnica de carbono para crecer en el medio de cultivo.

Los microorganismos seleccionados para crecer en una fuente de carbono especifica son conocidos en la técnica,
asi como las modificaciones que se deben introducir en un microorganismo para permitirle crecer en dicha fuente de
carbono especifica.

Los expertos en la materia pueden definir las condiciones de cultivo para los microorganismos de acuerdo con la
invencion. En particular las bacterias son fermentadas a una temperatura entre 20C y 55C, preferente mente entre
25T y 40C, y mas especificamente aproximadamente 30T para C. glutamicum y aproximadamente 37<C para E.
coli.

Recuperar el diol alifatico del medio de cultivo es una tarea de rutina para un experto en la materia.

En un aspecto de la invencion, el diol alifatico recuperado es purificado adicionalmente.

Los métodos para recuperar un diol de un medio de cultivo y su purificacién son conocidos en la técnica y se
describen, entre otros, en los siguientes documentos: PCT/EP2008/063287 presentado el 3 de octubre de 2008 y
PCT/EP2007/063068 presentado el 30 de noviembre de 2007.

Formas de realizacién especificas

Otras formas de realizacién de la invencion se describiran a continuacion. Los microorganismos son modificados
para favorecer tanto la produccién del metabolito de acido hidroxi-2-ceto-alifatico como la transformacion en el diol
alifatico correspondiente del producto obtenido del paso de descarboxilacién del mismo metabolito de acido hidroxi-
2-ceto-alifatico.

La descripcién a continuacién se realiza haciendo referencia a E. coli, el cual carece de actividad acido 2-ceto
descarboxilasa endégeno. Por lo tanto, un gen heterélogo que codifica dicha actividad es introducido en el
microorganismo.

Las modificaciones del microorganismo para optimizar la via para producir el metabolito de acido hidroxi-2-ceto-
alifatico y transformar el producto obtenido a partir del paso de descarboxilacion del mismo metabolito de acido
hidroxi-2-ceto-alifatico en el diol alifatico se hacen también sobre la base de las vias metabdlicas conocidas y genes
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endogenos de E. coli. Sin embargo, el experto en la materia puede usar estrategias similares para introducir o
eliminar genes correspondientes en otros microorganismos con genes y vias conocidos.

I. Preparacion de etilenglicol

La via de biosintesis para la produccion de etilenglicol de acuerdo con la invencion comprende tres reacciones
enzimaticas empezando con transformacion del precursor 3-fosfohidroxipiruvato (precursor para serina). Primero
una actividad fosfatasa permite la conversion de fosfohidroxipiruvato en hidroxipiruvato. El hidroxipiruvato es
después transformado en glicolaldehido con una actividad acido 2-ceto descarboxilasa. Por ultimo, una actividad
hidroxi aldehido reductasa permite la conversion de glicolaldehido en etilenglicol. Otra via para la produccién de
etilenglicol empieza a partir de L-serina como precursor. Primero una actividad transaminasa o aminoacido oxidasa
permite la conversion de serina en hidroxipiruvato. Las siguientes dos etapas son similares a la primera via descrita
anteriormente.

La via de biosintesis global esta representada en la figura 1.

La presente invencion proporciona un método para la produccion fermentativa de etilenglicol, sus derivados o
precursores, que comprende: cultivar un microorganismo, particularmente una bacteria, en un medio de cultivo
apropiado que comprende una fuente de carbono y recuperar etilenglicol del medio de cultivo.

En una forma de realizacién preferida, el método se lleva a cabo con un microorganismo, particularmente una
bacteria, que contiene por lo menos un gen que codifica un polipéptido con actividad acido 2-ceto descarboxilasa y
un gen que codifica un polipéptido con actividad hidroxi aldehido reductasa. Esos genes pueden ser exégenos o
endogenos, y pueden ser expresados cromosomica o extracromosomicamente.

En otra forma de realizacion de la invencion, el método se realiza con un microorganismo, particularmente una
bacteria, en la cual la disponibilidad del intermediario 3-fosfoglicerato es incrementada. Preferentemente, el
incremento se obtiene atenuando el nivel de expresion de genes que codifican fosfoglicerato mutasas, en particular
uno o ambos genes gpmA y pgml. Esto se puede hacer reemplazando el promotor tipo silvestre de estos genes por
un promotor mas débil, o mediante el uso de un elemento que desestabilice el ARN mensajero correspondiente o la
proteina. Si es necesario, la atenuacion completa de los genes se puede realizar también mediante la delecion de
las secuencias de ADN correspondientes. La invencién se refiere ademas al microorganismo usado en esta forma
de realizacion particular de la invencion, es decir, un microorganismo, particularmente una bacteria que presenta una
disponibilidad incrementada de 3-fosfoglicerato, en particular un microorganismo, preferentemente una bacteria, en
la cual la expresion de los genes que codifican para fosfoglicerato mutasas es atenuada, preferentemente la
expresion de uno o ambos genes gpmA y pgml.

En otra forma de realizacion, el método se realiza con un microorganismo, particularmente una bacteria, en la cual el
flujo a la via de biosintesis de serina es estimulado. Esto se puede lograr incrementando el nivel de expresion de 3-
fosfoglicerato deshidrogenasa y/o fosfoserina aminotransferasa, codificada por los genes serA y serC
respectivamente. Incrementar el nivel de expresion de la 3-fosfoglicerato deshidrogenasa y/o fosfoserina
aminotransferasa se puede lograr introduciendo promotores artificiales que impulsen la expresion de los genes serA
ylo serC, incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo mutaciones en los genes serA y/o serC
que incrementen la actividad de las proteinas correspondientes. La expresion del gen serA se puede incrementar
también reemplazando el gen Irp tipo silvestre (que codifica la proteina reguladora de respuesta a leucina) por un
alelo mutado con Irp (tal como el alelo Irp-1 correspondiente a una sustitucién GLU1I4ASP en la proteina Irp) que
produce la activacion constitutiva de la transcripcion del gen serA. La invencién se refiere también al
microorganismo, en particular una bacteria, usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

En una forma de realizacion particular de la invencion se pueden introducir mutaciones en el gen serA que reducen
la sensibilidad de la proteina SerA a la serina inhibidora de retroalimentacion (alelos desensibilizados a
retroalimentacion) y permiten asi una actividad incrementada en presencia de serina. Los ejemplos de alelos
desensibilizados, es decir, alelos insensibles a retroalimentacién, han sido descritos en los documentos EP 0 931
833 (Ajinomoto) o EP 0 620 853 (Wacker).

En otra forma de realizacion el método se realiza con un microorganismo, particularmente una bacteria, en la cual el
flujo a la via de biosintesis de hidroxipiruvato es estimulado. Este resultado se puede lograr incrementando el nivel
de expresion de serina transaminasa o serina oxidasa (para la via empezando a partir de serina como precursor), o
incrementando la expresion de 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa. El incremento del nivel de expresion de serina
oxidasa se puede lograr introduciendo y sobreexpresando el gen que codifica para L-aminoacido oxidasa a partir de
R. opacus, o introduciendo mutaciones en el gen que incrementen la actividad de la proteina correspondiente. Un
incremento en la expresion de serina transaminasa se puede lograr introduciendo promotores artificiales que
impulsen la expresion del gen serC de E. coli, incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo
mutaciones en el gen serC que incrementen la actividad de la proteina correspondiente. Un incremento de la
expresion de 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa se puede lograr introduciendo promotores artificiales que impulsen la
expresion del gen yeaB o gen serB de E. coli, incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo
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mutaciones en el gen yeaB o el gen serB que incrementen la actividad de las proteinas correspondientes. Un
incremento de la expresion de 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa se puede lograr también introduciendo y
sobreexpresando el gen GPP2 de S. cerevisiae, o introduciendo mutaciones en el gen GPP2 que incrementen la
actividad de la proteina correspondiente. La invencion se refiere también al microorganismo, particularmente una
bacteria, usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado para
presentar un nivel atenuado de conversion de serina a otros compuestos distintos de etilenglicol. Este resultado se
puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen serina como serina deaminasas (codificadas por sdaA
y sdaB y tdcG), serina transacetilasa (codificada por cysE), triptéfano sintasa (codificada por trpAB) o serina
hidroximetiltransferasa (codificada por glyA). Estos genes pueden ser atenuados reemplazando el promotor natural
por un promotor de menor fuerza o por elementos que desestabilicen el ARN mensajero correspondiente o la
proteina. Si es necesario, la atenuacion completa del gen se puede lograr también mediante una delecion de la
secuencia de ADN correspondiente. Asimismo la invencion se refiere al microorganismo, en particular una bacteria,
usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado para
presentar un nivel atenuado de conversion de hidroxipiruvato a otros compuestos distintos de glicolaldehido. Este
resultado se puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen hidroxipiruvato como hidroxipiruvato
reductasa (codificada por ghrA) o hidroxipiruvato isomerasa (codificada por hyi). Estos genes pueden ser atenuados
reemplazando el promotor natural por un promotor de menor fuerza o por elementos que desestabilicen el ARN
mensajero correspondiente o la proteina. Si es necesario, la atenuacion completa del gen se puede lograr también
mediante una delecion de la secuencia de ADN correspondiente. La invencion se refiere también al microorganismo,
particularmente una bacteria, usado en esta forma de realizacién particular de la invencién.

En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, en particular una bacteria, es modificado para
presenter un nivel atenuado de conversién de glicolaldehido a otros compuestos distintos de etilenglicol. Esto se
puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen glicolaldehido como hidroxitreonina aldolasa
(codificada por ItaE) o glicolaldehido deshidrogenasa (codificada por aldA, aldB). La atenuacion de estos genes se
puede hacer reemplazando el promotor natural por un promotor de menor fuerza o por elementos que desestabilicen
el ARN mensajero correspondiente o la proteina. Si se necesita, la atenuacion completa del gen se puede lograr
también por medio de una delecion de la secuencia de ADN correspondiente. Asimismo la invencion se refiere al
microorganismo, en particular una bacteria, usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

En un aspecto de la invencion, la eficiencia de la importacién de azlcar es incrementada, ya sea usando un sistema
de importacion de aziicar que no depende de fosfoenolpiruvato (PEP) como donador de fosforo como galP que es
conocido que transporta glucosa, o proveyendo mas fosfoenolpiruvato (PEP) al sistema de fosfotransferasa de
azucar. Existen diversos medios que se pueden usar para incrementar la disponibilidad de PEP en un
microorganismo. En particular, esto se puede lograr atenuando la reacciéon PEP — piruvato. Preferentemente, por lo
menos un gen seleccionado de entre pykA y pykF, que codifican piruvato cinasa, es atenuado en dicha cepa con el
fin de obtener este resultado. Otra manera de incrementar la disponibilidad de PEP es favorecer la reaccion piruvato
— PEP. Esto se puede lograr incrementando la actividad de fosfoenolpiruvato sintasa la cual cataliza la reaccion
anterior. Esta enzima es codificada por el gen ppsA. Por lo tanto, en el microorganismo, la expresion del gen ppsA
es preferentemente incrementada. Ambas modificaciones pueden estar presentes en el microorganismo de manera
simultéanea.

1l. Preparacion de 1,3-propanodiol

La via de biosintesis para la produccién de 1,3-propanodiol de acuerdo con la invencién comprende tres reacciones
enziméticas empezando con transformacion del precursor L-homoserina (obtenido de L-aspartato). Primero una
actividad homoserina transaminasa o una actividad homoserina oxidasa permite la conversion de L-homoserina en
4-hidroxi-2-cetobutirato. Una segunda actividad acido 2-ceto descarboxilasa permite la conversion de 4-hidroxi-2-
cetobutirato en 3-hidroxipropionaldehido. 3-hidroxipropionaldehido es después convertido en 1,3-propanodiol con
una actividad hidroxi aldehido reductasa.

La via de biosintesis global esta representada en la figura 2.

La presente invencién proporciona un método para la produccion fermentativa de 1,3-propanodiol, sus derivados o
precursores, que comprende: cultivar un microorganismo, particularmente una bacteria, en un medio de cultivo
apropiado que comprende una fuente de carbono y recuperar 1,3-propanodiol del medio de cultivo.

En una forma de realizacién preferida, el método se lleva a cabo con un microorganismo, particularmente una
bacteria, que contiene por lo menos un gen que codifica un polipéptido con actividad acido 2-ceto descarboxilasa y
un gen que codifica un polipéptido con actividad hidroxi aldehido reductasa. Esos genes pueden ser exégenos o
endogenos, y pueden ser expresados cromosomica o0 extracromosomicamente.
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En otra forma de realizacion, el método se realiza con un microorganismo, particularmente una bacteria, cuyo flujo
en la via de biosintesis de oxaloacetato es estimulado; este resultado se puede lograr incrementando el nivel de
expresion de fosfoenolpiruvato carboxilasa, codificada por el gen ppc. Incrementar la expresiéon de fosfoenolpiruvato
carboxilasa se puede lograr introduciendo promotores artificiales que impulsen la expresion del gen ppc,
incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo mutaciones en el gen ppc que incrementen la
actividad de la proteina correspondiente. La disponibilidad del producto intermediario oxaloacetato se puede
incrementar atenuando el nivel de expresion de genes que codifican para fosfoenolpiruvato carboxicinasa y/o
enzimas malicas, codificadas por los genes pckA y/o maeA y/o maeB, respectivamente. Esto se puede hacer
reemplazando el promotor tipo silvestre de estos genes por un promotor mas débil, o mediante el uso de un
elemento que desestabilice el ARN mensajero correspondiente o la proteina. Si es necesario, la atenuacién
completa de los genes se puede realizar también mediante la delecién de las secuencias de ADN correspondientes.
La invencion se refiere también al microorganismo, particularmente una bacteria, usado en esta forma de realizacion
particular de la invencion, es decir, un microorganismo, particularmente una bacteria, que presenta una
disponibilidad incrementada del oxaloacetato.

En otra forma de realizacion, el método se realiza con un microorganismo, particularmente una bacteria, en la cual el
flujo a la via de biosintesis de homoserina es estimulado. Esto se puede lograr incrementando la expresion de
aspartocinasa y homoserina deshidrogenasa y/o aspartato semialdehido deshidrogenasa, codificadas por los genes
thrA y asd, respectivamente. Incrementar la expresion de aspartocinasa y homoserina deshidrogenasa y/o aspartato
semialdehido deshidrogenasa se puede lograr introduciendo promotores atrtificiales que impulsen la expresion de los
genes thrA y/o asd, incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo mutaciones en los genes thrA
y/lo asd que incrementen la actividad de las proteinas correspondientes. La invencion se refiere también al
microorganismo, en particular una bacteria, usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

En una forma de realizacién particular de la invencion se pueden introducir mutaciones en el gen thrA que reducen
su sensibilidad a la treonina inhibidora de retroalimentacién (alelos desensibilizados a retroalimentacién) y permiten
asi una actividad incrementada en presencia de treonina.

En otra forma de realizacion el método se realiza con un microorganismo, particularmente una bacteria, en la cual el
flujo a la via de biosintesis de 4-hidroxi-2-cetobutirato es estimulado. Este resultado se puede lograr incrementando
la expresion de homoserina transaminasa u homoserina oxidasa. Incrementar la expresién de homoserina oxidasa
se puede lograr introduciendo y sobreexpresando el gen que codifica para L-aminoacido oxidasa a partir de R.
opacus, o introduciendo mutaciones en el gen que incrementen la actividad de la proteina correspondiente.
Incrementar el nivel de expresién de homoserina transaminasa se puede lograr introduciendo promotores artificiales
que impulsen la expresién del gen serC de E. coli, incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo
mutaciones en el gen serC que incrementen la actividad de la proteina correspondiente. La invencién se refiere
también al microorganismo, particularmente una bacteria, usado en esta forma de realizaciéon particular de la
invencion.

En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado para
presentar un nivel atenuado de conversion de homoserina a otros compuestos distintos de 1,3-propanodiol. Este
resultado se puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen homoserina como homoserina cinasa y
treonina sintasa (codificadas por thrB y thrC), homoserina O-transsuccinilasa (codificada por metA) o
dihidrodipicolinato sintasa (codificada por dapA). Estos genes pueden ser atenuados reemplazando el promotor
natural por un promotor mas débil o por elementos que desestabilicen el ARN mensajero correspondiente o la
proteina. Si es necesario, la atenuacion completa del gen se puede lograr también mediante la delecion de la
secuencia de ADN correspondiente. Asimismo la invencion se refiere al microorganismo, en particular una bacteria,
usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado para
presentar un nivel atenuado de conversion de 3-hidroxipropionaldehido a otros compuestos distintos de 1,3-
propanodiol. Esto se puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen 3-hidroxipropionaldehido como 3-
hidroxipropionaldehido deshidrogenasa (codificada por aldA, aldB). Estos genes pueden ser atenuados
reemplazando el promotor natural por un promotor mas débil o por elementos que desestabilicen el ARN mensajero
correspondiente o la proteina. Si es necesario, la atenuacién completa del gen se puede lograr también mediante la
delecion de la secuencia de ADN correspondiente. La invencién se refiere también al microorganismo,
particularmente una bacteria, usado en esta forma de realizacién particular de la invencién.

En un aspecto de la invencién, la eficiencia de la importacién de azlcar es incrementada, ya sea usando un sistema
de importacion de azicar que no depende de fosfoenolpiruvato (PEP) como donador de fosforo como aquel
codificado por galP que se sabe que transporta glucosa, o proveyendo mas fosfoenolpiruvato (PEP) al sistema de
fosfotransferasa de azlcar. Existen diversos medios que se pueden usar para incrementar la disponibilidad de PEP
en un microorganismo. En particular, esto se puede lograr atenuando la reaccion PEP — piruvato. Preferentemente,
por lo menos un gen seleccionado de entre pykA y pykF, que codifican piruvato cinasa, es atenuado en dicha cepa
con el fin de obtener este resultado. Otra manera de incrementar la disponibilidad de PEP es favorecer la reacciéon
piruvato — PEP. Esto se puede lograr incrementando la actividad de fosfoenolpiruvato sintasa la cual cataliza la
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reaccién anterior. Esta enzima es codificada por el gen ppsA. Por lo tanto, en el microorganismo, la expresion del
gen ppsA es preferentemente incrementada. Ambas modificaciones pueden estar presentes en el microorganismo
de manera simultanea.

11l. Preparacion de 1,4-butanodiol

La via de biosintesis para la produccion de 1,4-butanodiol de acuerdo con la invencién comprende cinco reacciones
enziméticas empezando con la transformacion del precursor 2-cetoglutarato (metabolito del ciclo de Krebs).

Una primera actividad, 4-oxoglutaril-CoA sientetasa, permite la conversion de 2-cetoglutarato en 4-oxoglutaril-CoA.
Este compuesto es después convertido en 5-hidroxi-2-cetopentanoato con las combinaciones de dos actividades,
primero aldehido deshidrogenasa después alcohol deshidrogenasa ambas codificadas por el gen adhE2 de
Clostridium acetobutylicum o adhE de Escherichia coli. La actividad acido 2-ceto descarboxilasa permite entonces la
conversion de 5-hidroxi-2-oxopentanoato a 4-hidroxibutiraldehido, que es después convertido en 1,4-butanodiol que
se basa en actividad hidroxi aldehido reductasa.

La via de biosintesis global esta representada en la figura 3.

La presente invencion proporciona un método para la produccion fermentativa de 1,4-butanodiol, sus derivados o
precursores, que comprende: cultivar un microorganismo, particularmente una bacteria, en un medio de cultivo
apropiado que comprende una fuente de carbono y recuperar 1,4-butanodiol del medio de cultivo.

En una forma de realizacién preferida, el método se lleva a cabo con un microorganismo, particularmente una
bacteria, que contiene por lo menos un gen que codifica un polipéptido con actividad acido 2-ceto descarboxilasa y
un gen que codifica un polipéptido con actividad hidroxi aldehido reductasa. Esos genes pueden ser exégenos o
endogenos, y pueden ser expresados cromosomica o extracromosomicamente.

En otra forma de realizacion de la invencion, el método se realiza con un microorganismo, particularmente una
bacteria, en la cual el flujo a la via de biosintesis de oxaloacetato es estimulado (entrada del ciclo de Krebs). Esto se
puede lograr incrementando la expresion de fosfoenolpiruvato carboxilasa, codificada por el gen ppc. Incrementar la
expresion de fosfoenolpiruvato carboxilasa se puede lograr introduciendo promotores artificiales que impulsen la
expresion del gen ppc, incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo mutaciones en el gen ppc
que incrementen la actividad de la proteina correspondiente. La disponibilidad del producto intermediario
oxaloacetato se puede incrementar también atenuando el nivel de expresion de genes que codifican
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y/o enzimas maélicas, codificadas por los genes pckA y/o maeA y/o maeB,
respectivamente. Esto se puede hacer reemplazando el promotor tipo silvestre de estos genes por un promotor mas
débil, o mediante el uso de un elemento que desestabilice el ARN mensajero correspondiente o la proteina. Si es
necesario, la atenuacion completa de los genes se puede realizar también mediante la delecién de las secuencias
de ADN correspondientes. La invencion se refiere también al microorganismo, particularmente una bacteria, usado
en esta forma de realizacién particular de la invencion, es decir, un microorganismo, particularmente una bacteria,
que presenta una disponibilidad incrementada de 2-cetoglutarato.

En otra forma de realizacion el método se realiza con un microorganismo, particularmente una bacteria, en la cual el
flujo a la via de biosintesis de 2-cetoglutarato es estimulado. Esto se puede lograr incrementando la expresion de
citrato sintasa y/o isocitrato deshidrogenasa, codificadas por los genes gltA e icd, respectivamente. El incremento de
la expresion de citrato sintasa y/o isocitrato deshidrogenasa se puede lograr introduciendo promotores artificiales
que impulsen la expresion de los genes gltA y/o icd, incrementando el nimero de copias en la célula o introduciendo
mutaciones en los genes gltA y/o icd que incrementen la actividad de las proteinas correspondientes. La actividad
isocitrato deshidrogenasa es modulada por fosforilacion o desfosforilacion, reacciones que son catalizadas por
AceK. La fosforilacion reduce la actividad de Icd y la desfosforilacién reactiva la enzima Icd. Por lo tanto, la actividad
de la enzima lcd puede ser también controlada introduciendo genes aceK mutantes que tienen actividad cinasa
reducida o actividad fosfatasa incrementada en comparacion con la enzima AceK tipo silvestre. El nivel de actividad
AceK puede ser también disminuido atenuando la expresion del gen aceK. Esto se puede hacer reemplazando el
promotor tipo silvestre del gen por un promotor méas débil, o mediante el uso de un elemento que desestabilice el
ARN mensajero correspondiente o la proteina. Si es necesario, la atenuacién completa del gen se puede realizar
también mediante la delecion de la secuencia de ADN correspondiente. La disponibilidad del intermediario 2-
cetoglutarato se puede incrementar también atenuando la expresion de genes que codifican para 2-cetoglutarato
descarboxilasa o succinil-CoA sintetasa y/o isocitrato liasa o malato sintasa, codificados por los genes sucAB o
sucCD y/o aceA o aceB, respectivamente. Esto se puede hacer reemplazando el promotor tipo silvestre de estos
genes por un promotor mas débil, o mediante el uso de un elemento que desestabilice el ARN mensajero
correspondiente o la proteina. El flujo en el ciclo de Krebs puede ser también incrementado aliviando la represion de
ArcA (codificado por el gen arcA) que reprime los genes que codifican el ciclo de Krebs. La invencién se refiere
también al microorganismo, particularmente una bacteria, usado en esta forma de realizacién particular de la
invencion, es decir, un microorganismo, particularmente una bacteria, que presenta una disponibilidad incrementada
del 2-cetoglutarato.
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En otra forma de realizacion el método se realiza con un microorganismo, particularmente una bacteria, en la cual el
flujo a la via de biosintesis de 5-hidroxi-2-cetopentanoato es estimulado. Esto se puede lograr incrementando la
expresion de la 4-oxoglutaril-CoA sintetasa (formadora de AMP, tal como codificada por el gen prpE, o formadora de
ADP tal como codificada por los genes sucC y sucD) y/o la aldehido reductasa/alcohol deshidrogenasa. La invencion
se refiere también al microorganismo, particularmente una bacteria, usado en esta forma de realizacion particular de
la invencion.

En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado para
presentar un nivel atenuado de conversion de 2-cetoglutarato a compuestos distintos de 1,4-butanodiol. Esto se
puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen 2-cetoglutarato como glutamato deshidrogenasa o
glutamato sintasa (codificadas por gdhA y gltB). Estos genes pueden ser atenuados reemplazando el promotor
natural por un promotor mas débil o por elementos que desestabilicen el ARN mensajero correspondiente o la
proteina. Si es necesario, la atenuacion completa del gen se puede lograr también mediante la delecion de la
secuencia de ADN correspondiente. Asimismo la invencion se refiere al microorganismo, en particular una bacteria,
usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado para
presentar un nivel atenuado de conversion de 4-hidroxibutiraldehido a compuestos distintos de 1,4-butanodiol. Esto
se puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen 4-hidroxibutiraldehido como 4-hidroxibutiraldehido
deshidrogenasa (codificada por aldA, aldB). Estos genes pueden ser atenuados reemplazando el promotor natural
por un promotor méas débil o por elementos que desestabilicen el ARN mensajero correspondiente o la proteina. Si
es necesario, la atenuacion completa del gen se puede lograr también mediante la delecion de la secuencia de ADN
correspondiente. La invencion se refiere también al microorganismo, particularmente una bacteria, usado en esta
forma de realizacion particular de la invencion.

En otra forma de realizacion de la invencién, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado con el
fin de producir 1,4-butanodiol en condiciones anaerébicas. Para lograr dicha capacidad, en dicho microorganismo, el
sistema de transporte de azlcar de PTS es eliminado para metabolizar aziicar via un sistema de transporte
permeasa/cinasa. Para producir suficiente ATP para crecimiento del microorganismo bajo condiciones anaerébicas,
el oxaloacetato debe ser producido a partir de fosfoenolpiruvato via actividad fosfoenolpiruvato carboxicinasa
codificada por el gen pckA en E. coli. Esto genera un mol de ATP por mol de oxaloacetato producido. En una
manera similar, la conversion de 2-oxoglutarato en 4-oxoglutaril-CoA debe ser lograda por 4-oxoglutaril-CoA
sintetasa. La actividad formadora de ADP, tal como codificada por los genes sucC y sucD en E. coli, consume
solamente un mol de ATP por mol de 4-oxoglutaril-CoA producida. La via metabdlica descrita para producir 1,4-
butanodiol a partir de D-glucosa esta particularmente adaptada para condiciones de crecimiento anaerébicas. El
balance de reaccion global de dicha via es: D-glucosa + ADP + Pi & 1,4-butanodiol + formiato + CO2 + ATP + H20.
En otra forma de realizacion de la invencion, el microorganismo, particularmente una bacteria, es modificado para
presentar un nivel atenuado de conversion de acetil-CoA a compuestos distintos de 1,4-butanodiol; este resultado se
puede obtener atenuando el nivel de enzimas que consumen acetil-CoA como acetato cinasa y fosfato
acetiltransferasa (codificadas por ackA y pta). La atenuacion de estos genes se puede hacer reemplazando el
promotor natural por un promotor de menor fuerza o por elementos que desestabilicen el ARN mensajero
correspondiente o la proteina. Si es necesario, la atenuacion completa del gen se puede lograr también mediante
una delecion de la secuencia de ADN correspondiente. Asimismo la invencion se refiere al microorganismo, en
particular una bacteria, usado en esta forma de realizacion particular de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

Construccion de cepas que expresan un gen que codif  ica acido 2-ceto descarboxilasa y un gen que codifi  ca
hidroxi aldehido reductasa: MG1655

(PMEIOI-kivDIl-yghD-TTQ7)

1.1 Construccién del plasmido pM-Ptrc01-kivDII-TTO7 para la sobreexpresion de kivD de Lactococcus lactis que
codifica alfa-ceto-isovalerato descarboxilasa

Un gen sintético del Lactococcus lactis kivD que codifica la alfa-ceto-isovalerato descarboxilasa fue preparado por
Geneart (Alemania). El uso de codén y contenido de GC del gen fueron adaptados a Escherichia coli de acuerdo con
la matriz del proveedor. La expresién del gen sintético fue impulsada por un promotor Ptrc constitutivo. Un
terminador transcripcional fue agregado hacia 3’ del gen. La construccion fue clonada en vectores pM del proveedor
y verificada mediante secuenciacion. En caso de ser necesario, el gen sintético fue clonado en el vector pME101
(este plasmido se deriva del plasmido pCL1920 (Lerner & Inouye, 1990, NAR 18, 15 p 4631)) antes de transformar
una cepa de E. coli.

Ptrc01-kivDII-TTO7
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sitios de restriccion (BamHI, Hindlll, EcoRV) (SEC ID n° 1): ggatccatgcaagcttatgcgatatc
promotor PtrcO1 (SEC ID n° 2): gagctgttgacaattaatcatccggctcgtataatgtgtggaataaggaggtataac
secuencia del gen kivDIl optimizada para E. coli (CAG34226.) (SEC ID n° 3):

atgtataccgtggptpattatctgetggategtotgeatgaactgggeattgaagaaattticggegttccgggtgattataatctgeag
tttctggatcagattattagccataaagatatgaaatgggtgggtaatgccamgaactgaatgcaagctatatggcagatggttatgc
cogtaccaaaaaagcagcagcattictgaccacctttggtgttgptpaactpagegeagttaatggteiggetgptagetatgeaga
aaatctgecggtigttpaaattgtigptapeccgaccageaaagticagaatgaaggeaaatttgtgeatcataccctggecgatggt
gattttaaacatttcatgaaaatgcatgaaccggttaccgecageacgtaccctgetgacegcagaaaatgeaaccegttgaaattgate
gtgttctgagegeactgetgaaagaacgtaaaccggtgtatattaatetgeeggtggatgtigcageageaaaageagaaaaaccg
agcetgecgetgaaaaaagaaaatageaccageaataccagegatcaggaaattctgaataaaattcaggaatcectgaaaaacg
ccaaaaaaccgattgtgattaccggicatgaaattattagetttggectpgaaaaaaccgttacccagtttattageaaaaccaaactg
ccgattaccaccctgaattttggtaaaageagegtigatgaagcactgecgagetttetgaatatttataatggcaccetgagegaac
cgaatctgaaagaatitgtpgaaagegeagatitcattetgatgetgggtgttaaactgaccgatagetctaceggtgceatttacccat
catctgaatpaaaacaaaatgattagectgaatattgatgaaggecaaaatttttaatgaacgeattcagaattttgattttgaaagectg
attagcagcctgetggatctgagegaaatcgaatataaaggcaaatatattpataaaaaacaggaagattttgttccgagcaatgea
ctgetgtctcaggategtetgtggeaggcagttgaaaatetgacceagageaatgaaaccattgtigcagaacagggeaccagoettt
ttggtecaageagceattitictgaaaagcaaaagecatittatiggtcagecgetgtggggtageatigpttatacetttecggeagea
ctgggtagecagattgeagataaagaaagecgteatetgetgtttattgptgatggtagectgeagetgaccgticaggaactggat
ctggecattcgegaaaaaattaatcegatttgetttattatcaataatgatggetatacegtggaacgtgaaaticatggiccgaatcag
agclataatgataticcgatgtggaattatagcaaactgecggaatetittggigcaaccgaagategtgttgtgagcaaaattgtgeg
caccgaaaatgaatttgtgapcptgatgaaagaagceacaggeagatccgaatcgtatgtattggattgaactgatictggecaaaga
aggtgcaccgaaagtictgaaaaaaatggocaaactgticgecgaacagaataaaagetaa

secuencia de terminador T7Te (ref: Harrington K.J., Laughlin R.B. y Liang S. Proc Natl Acad Sci USA. 24 de abril de
2001;98(9):5019-24.) (SEC ID n° 4): attacgtagaAGATCTtcctggctcaccttcgggtgggcctttctg

sitios de restriccion (Smal, BamHI, EcoRlI) (SEC ID n° 5):ccccgggatgcggatccatgcgaattc

Para la expresién de un vector de bajo nimero de copias el plasmido pME101 fue construido como se expone a
continuacion. El plasmido pCL1920 fue amplificado por PCR usando los oligonucle6tidos PME101F y PME101R y el
fragmento BstZ171-Xmnl del vector pTRC99A que contiene el gen lacl y el promotor Ptrc fue insertado en el vector
amplificado. El vector resultante fue restringido por Ncol y BamHI y el vector que contenia el gen kivDIl fue
restringido por Afllll y BamHI. El fragmento que contenia kivDIl fue después clonado en el vector pME101: El
plasmido resultante fue nombrado pME101-kivDII-TTO7

PME101F (SEC ID n° 6): ccgacagtaa gacgggtaag cctg
PME101R (SEC ID n° 7): agcttagtaa agccctcgct ag

1.2 Construccion de un pladsmido pME101-kivDIl-yghD-TT07 para la sobreexpresion de kivD de Lactococcus lactis
gue codifica alfa-cetoisovalerato descarboxilasa y yghD de Escherichia coli gue codifica metilglioxal reductasa

El vector pME101 y el vector que incluye los genes kivDIl fueron restringidos por SnaBl y Bglll y el fragmento que
contiene yghD fue clonado en el vector pME101, el plasmido resultante fue nombrado pME101-kivDIl-yghD-TTO7.

El gen yghD fue amplificado por PCR a partir de ADN gendémico de la cepa de E. coli MG1655 con los
oligonucledtidos yghD Fy yghD R:

yghD F (SEC ID n° 8) TTACGTAcccagcaaagggagcaagtaatgaacaac

- unaregion para adicion de un sitio de restriccion SnaBl (letra mayUscula italica negrita)
- unaregion (letra mindscula) homologa a la region E. coli MG1655 yghD de 3153357 a 3153385

yghD R (SEC ID n° 9) aagatcttcTTAGCGGGCGGCTTCGTATATAC

- unaregion (letra mayuscula) homologa a la region E. coli MG1655 yghD de 3154540 a 3154518
- unaregion para adicion de un sitio de restriccion Bglll (letra minascula itélica negrita).
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El fragmento amplificado por PCR fue cortado con las enzimas de restriccion SnaBl y Bglll y clonado en los sitios
SnaBlI-Bglll del vector pME101-kivDI-TTO7 dando por resultado el vector pME101-kivDIl-yghD-TTO7.

Ejemplo 2

Construccion de cepas con flujo de via de etilengli col incrementado: MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrcl8-
gpmA Ptrc18-gpmB (pME101-kivDIl-yghD-TT07)

2.1 Construccion de la cepa MG1655 AsdaA AsdaB

Para eliminar el gen sdaA gene, se uso la estrategia de recombinacion homadloga descrita por Datsenko & Wanner
(2000). Esta estrategia permitio la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o un casete de resistencia a
kanamicina, mientras eliminaba la mayoria de los genes en cuestién. Para este propdsito los siguientes
oligonucledtidos fueron usados:

AsdaAF (SEC ID ne 10)

gtcaggagtattatcgtgattaptctattcgacatgtttaagptggggattggtecctcatetteccatacegtagggec TGTAG
GCTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (letra minGscula) homodloga a la secuencia (1894941-1895020) y el gen sdaA (secuencia de
referencia en el sitio web http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/),

- una region (letra maylscula en negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina
(secuencia de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AsdaAR (SEC ID ne 11)

GGGCGAGTAAGAAGTATTAGTCACACTGGACTTITGATTGCCAGACCACCGCGT
GAGGTTTCGCGGTATTTGGCGTTCATGTCCCATATGAATATCCTCCTAAG

con

- una region (letra mayuscula) homéloga a la secuencia (1896336-1896254) del gen sdaA (secuencia de
referencia en el sitio web http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/),

- una region (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonuclettidos AsdaAF y AsdaAR fueron usados para amplificar el casete de resistencia a kanamicina del
plasmido pKD4. El producto PCR obtenido fue luego introducido mediante electroporaciéon en la cepa MG 1655
(pKD46). Los transformantes resistentes a kanamicina fueron seleccionados y la insercion del casete de resistencia
fue verificada por medio de analisis PCR con los oligonuclettidos sdaAF y sdaAR definidos a continuacion. La cepa
retenida fue designada MG1655 AsdaA::Km. sdaAF (SEC ID n° 12): cagcgttcgattcatctgcg (homologa a la secuencia
de 1894341 a 1894360). sdaAR (SEC ID n°® 13):GACCAATCAGCGGAAGCAAG (homodloga a la secuencia de
1896679 a 1896660).

Los transformantes resistentes a kanamicina fueron después seleccionados y AsdaA::Km se verific6 mediante
andlisis PCR con los oligonucleétidos previamente definidos sdaAF y sdaAR. La cepa retenida fue designada
MG1655 AsdaA:Km. Luego DsdaB::Cm se introdujo en la cepa MG1655 AsdaA::Km mediante transduccion.
MG1655 AsdaB::Cm se construyd primero usando el mismo método como se describe previamente con los
siguientes oligonucledtidos:

AsdaBF (SEC ID n° 14)

cggeattggeocttecapticteataccgttggaccaatgaaagegggtaaacaatttaccgacgatctgattgeccgTGTAGC
CTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (letra mindscula) homdloga a la secuencia (2927627-2927705) del gen sdaB (secuencia de
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referencia en el sitio web http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/),

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AsdaBR (SEC ID n° 15)

CGCAGGCAACGATCTTCATTGCCAGGCCGCCGCGAGAGGTTTCGCGGTACTTG
GCGTTCATATCTTTACCTGTTTCGTACCATATGAATATCCTCCTTAG

con

- una region (letra mayuscula) homéloga a la secuencia (2928960-2928881) del gen sdaB (secuencia de
referencia en el sitio web http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/),

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucledtidos AsdaBF y AsdaBR fueron usados para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir
del plasmido pKD3. El producto PCR obtenido fue a continuacién introducido por medio de electroporacién en la
cepa MG1655 (pKD46). Los transformantes resistentes a cloranfenicol fueron después seleccionados y la insercién
del casete de resistencia fue verificada mediante un andlisis PCR con los oligonucledtidos sdaBF y sdaBR definidos
a continuacion. La cepa retenida es designada MG1655 AsdaB::Cm. sdaBF (SEC ID n° 16): Gcgtaagtacagcggtcac
(homoéloga a la secuencia de 2927450 a 2927468). sdaBR (SEC ID n° 17): CGATGCCGGAACAGGCTACGGC
(homoéloga a la secuencia de 2929038 a 2929017). Para transferir AsdaB::Cm, se us6 el método de transduccion con
el fago PI. La preparacion del lisado de fago de la cepa MG1655 AsdaB::Cm se us0 para la transduccion en la cepa
MG1655 AsdaA::Km.

Los transformantes resistentes a cloranfenicol fueron después seleccionados y AsdaB::Cm se verificd por medio de
un analisis PCR con los oligonucledtidos previamente definidos sdaBF y sdaBR. La cepa retenida fue designada
MG1655 AsdaA::Km AsdaB::Cm. Los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol fueron después
eliminados. El plasmido pCP20 que lleva FLP recombinasa que actlta en los sitios FRT de los casetes de resistencia
a kanamicina y cloranfenicol fue después introducido en los sitios recombinantes mediante electroporacion. Después
de una serie de cultivos a 42T, la pérdida de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol fue verificada
por medio de un andlisis PCR con los mismos oligonuclettidos que se usaron previamente (sdaAF/sdaAR y
sdaBF/sdaBR). La cepa retenida fue designada MG1655 DsdaA AsdaB.

2.2 Construccioén de la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF6

Para eliminar el gen pykF, se usé la estrategia de recombinacion homologa descrita por Datsenko & Wanner (2000).
Esta estrategia permitié la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o un casete de resistencia a
kanamicina, mientras eliminaba la mayoria de los genes en cuestion. Para este propdésito se usaron los siguientes
oligonucledtidos:

ApykFF (SEC ID n° 18)

cecatectictcaacttaaagactaagactgtcatgaaaaagaccaaaatigittgcaccatcggaccgaaaaccgaa TGTAG
GCTGGAGCTGCTTCG '

con

- una region (letra mindscula) homéloga a la secuencia (1753689-1753766) de la region pykF (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una regioén (letra mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

ApykFR (SEC ID n° 19)

geacgtgaacagatgeggtattagtagtgccpeteggtaccagigeaccagaaaccataactacaacgteacctttgtgCATA
TGAATATCCTCCTTAG '

con
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- una region (letra mayascula) homéloga a la secuencia (1755129-1755051) de la region pykF (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una regioén (letra mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonuclettidos ApykFF y ApykFR fueron usados para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir
del plasmido pKD4. El producto PCR obtenido fue luego introducido por medio de electroporacién en la cepa MG
1655 (pKD46). Los transformantes resistentes a kanamicina fueron después seleccionados y la insercion del casete
de resistencia fue verificada por medio de un analisis PCR con los oligonuclettidos pykFF y pykFR definidos mas
adelante. La cepa retenida fue designada MG1655 ApykF::Km. pykFF (SEC ID n° 20): gcgtaaccttttccctggaacg
(homoéloga a la secuencia de 1753371 a 1753392). pykFR (SEC ID n° 21): gcgttgctggagcaacctgccage (homologa a la
secuencia de 1755518 a 1755495).

Para transferir ApykF::Km, se usé el método de transduccion con el fago PI. La preparacién del lisado de fago de la
cepa MG1655 ApykF::Km se uso para la transduccion en la cepa MG1655 AsdaA AsdaB.

Los transformantes resistentes a kanamicina fueron después seleccionados y ApykF::Km se verificé por medio de un
andlisis PCR con los oligonucledtidos previamente definidos pykFF y pykFR. La cepa retenida fue designada
MG1655 AsdaA AsdaB ApykF::Km.

El casete de resistencia a kanamicina fue después eliminado. El plasmido pCP20 portador de FLP recombinasa que
actla en los sitios FRT del casete de resistencia a kanamicina fue después introducido en los sitios recombinantes
mediante electroporacion. Después de una serie de cultivos a 42T, la pérdida de los casetes de resistencia a
kanamicina fue verificada por medio de un andlisis PCR con los mismos oligonucleétidos que se usaron
anteriormente (sdaAF/sdaAR, sdaBF/sdaBR y pykFF/pykFR). La cepa retenida fue designada MG1655 AsdaA
AsdaB ApykF.

2.3 Construcciéon de la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrc18-gpmA Ptrc18-gpmB

Para incrementar el nivel de 3-fosfoglicerato, los mutantes Ptrcl8-gpmA y Ptrcl8-gpmB son construidos. Primero,
para reducir la expresion del gen fosfoglicerato mutasa gpmA, el promotor es reemplazado por un promotor trc
constitutivo modificado con actividad débil. El Ptrc18-gpmA es transferido a la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF
por medio de transduccion.

La cepa MG1655 Ptrcl8-gpmA::Km es primero construida usando el mismo método que se describe anteriormente
con los siguientes oligonucledtidos:

Ptrcl8-gpmAF (SEC ID n° 22)

CCACTGACTTTCGCCATGACGAACCAGAACCAGCTTAGTTACAGCCATAATAT
ACCTCCTTATTCCACACAgTATACGAGCCGGATGATTAATCGECAACAGCTCTGT
AGGCTGGAGCTGCTTCG ' ’

con

- una regiéon (letra mayuscula) homologa a la secuencia (786771-786819) del gen gpmA (secuencia de
referencia en el sitio web http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/),

- una region (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

- una region (letra mayuscula en cursiva) para la secuencia de promotor trc donde las cajas -35 y -10 estan
subrayadas.

Ptrcl8-gpmAR (SEC ID n° 23)

gettatgogtaageattgetgttpctticgtepcggcaatataatgagaattattatcattaaaagatgatitgaggagtaagtatCAT
ATGAATATCCTCCTTAG

con

- una region (letra mintscula) homologa a la secuencia (786903-786819) de la region hacia 5' del gen gpmA
(secuencia de referencia en el sitio web http://genolist.pasteur.fr/Colibri/),
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- una region (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucledtidos Ptrcl8-gpmAF y Ptrcl8-gpmAR son usados para amplificar el casete de resistencia a kanamicina
a partir del plasmido pKD4. El producto PCR obtenido es después introducido mediante electroporacion en la cepa
MG1655 (pKD46), en la cual la enzima recombinasa Red expresada permite la recombinacion homologa. Los
transformantes resistentes a kanamicina son después seleccionados, y la insercion del casete de resistencia es
verificada por medio de un andlisis PCR con los oligonucleétidos gpmAF y gpmAR definidos a continuacién. La cepa
retenida es designada MG1655 Ptrcl8-gpmA::Km. gpmAF (SEC ID n°® 24): CCTTCCTCTTTCAGCAGCTTACC
(homoéloga a la secuencia de 786673 a 786695). gpmAR (SEC ID n° 25): cgacgatcagcgcaaagtgaaagg (homdloga a la
secuencia de 787356 a 787333).

Para transferir la modificacién Ptrcl8-gpmA::Km, se usé transduccién con el fago Pl. El protocolo seguido es
implementado en dos etapas, primero con la preparacion del lisado de fago de la cepa MG1655 Ptrcl8-gpmA::Km, y
segundo la transduccion en la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF. La construcciéon de la cepa se describe
anteriormente.

1-Preparacién del lisado de fago Pl

- Inoculacion con 100 pl de un cultivo de toda la noche de la cepa MG1655 Ptrcl8-gpmA::Km de 10 ml de LB +
Km 50 pg/ml + glucosa 0,2% + CaCl2 5 mM. Incubacion durante 30 minutos a 37<C con agitacion.-Adiciéon de
100 pl de lisado de fago Pl preparado en la cepa MG1655 (aproximadamente 1-10° fago/ml).

- Agitacion a 37T durante 3 horas hasta que todas las células fueron lisadas. Adicion de 200 ul de cloroformo
y sometimiento a accién de remolino.

- Centrifugacion durante 10 minutos a 4500 g para eliminar los residuos de células.
- Transferencia del sobrenadante a un tubo estéril y adicion de 200 pl de cloroformo.
- Almacenamiento del lisado a 4.

2-Transduccion

- Centrifugacion durante 10 minutos a 1500 g de 5 ml de un cultivo de toda la noche de la cepa MG1655 AsdaA
AsdaB ApykF en medio LB.

- Suspension del sedimento celular en 2,5 ml de MgSO4 10 mM, CaCl2 5 mM Tubos de control: 100 pl células.

- 100 pl de fagos PI de la cepa MG1655 Ptrc18-gpmA::Km-Tubo de ensayo: 100 ul de células + 100 ul de fagos
Pl de la cepa MG1655 Ptrc18-gpmA::Km.

- Incubacioén durante 30 minutos a 300C sin agitacién. Adicion de 100 ul de citrato de sodio 1 M en cada tubo y
sometimiento a accion de remolino.

- Adicién de 1 ml de LB.-Incubacion durante 1 hora a 37<C con agitacion.

- Esparcimiento en cajas de Petri de LB + Km 50 pg/ml después de centrifugacion de los tubos durante 3
minutos a 7000 rpm.

- Incubacién a 37T durante toda la noche.

3-Verificacién de la cepa

Los transformantes resistentes a kanamicina son después seleccionados y la modificacion del promotor Ptrc18-
gpmA::Km es verificada por medio de un analisis PCR con los oligonucledtidos gpmAF y gpmAR anteriormente
descritos. La cepa retenida es designada MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrc18-gpmA::Km. Luego el Ptrcl8-gpmB es
transferido a la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrcl8-gpmA::Km mediante transduccion. MG1655 Ptrcl8-
gpmB::Cm se construye primero usando el mismo método que se describe anteriormente con los siguientes
oligonucledtidos:

Ptrcl8-gpmBR (SEC ID n° 26)

CGGCGTTCC
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CGGCGTTCC
ACTGCGTTTCACCGTGGCGGACTAGGTATACCTGTAACATAATATACCTCCTTA
TTCCACACAGTATACGAGCCGGATGATTAATcGCCAACAGCTCTGTAGGCTGGA
GCTGCTTCG '

con

- una regioén (letra mayuscula) homéloga a la secuencia (4631414-4631366) del gen gpmB (secuencia de
referencia en el sitio web http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/),

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97:6640-6645),

- una region (letra mayuscula en cursiva) para la secuencia de promotor trc donde las cajas -35 y -10 estan
subrayadas.

Ptrcl8-gpmBF (SEC ID n° 27)

Gegggattgptggtegeacagacaacttggtgcataatcageattactcagaaaattaac gttacagcagtatacggaa)aaaaagc
CATATGAATATCCTCCTTAG .

con

- unaregion (letra minascula) homologa a la secuencia (4631280-4631365) de la region hacia 5' del gen gpmB
(secuencia de referencia en el sitio web http://genolist.pasteur.fr/Colibri/),

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucledtidos Ptrcl8-gpmBF y Ptrcl8-gpmBR se usan para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a
partir del plasmido pKD3. El producto PCR obtenido es después introducido mediante electroporacion en la cepa
MG1655 (pKD46), en la cual la enzima recombinasa Red expresada, permite la recombinacion homoéloga. Los
transformantes resistentes a cloranfenicol son luego seleccionados y la insercion del casete de resistencia es
verificada por medio de un andlisis PCR con los oligonucleétidos gpmBF y gpmBR definidos a continuacién. La cepa
retenida es designada MG1655 Ptrcl8-gpmB::Cm gpmBF (SEC ID n° 28): ccttacgaccaatctcatcaataccgg (homéloga a
la secuencia de 4630906 a 4630932). gpmBR (SEC ID n° 29): GCAATACCATGACTCACCAGC (homdloga a la
secuencia de 4631823 a 4631803).

Para transferir la modificacion Ptrcl8-gpmB::Cm, se usa transduccion con el fago Pl. El lisado de fago de la cepa
MG1655 Ptrcl8-gpmB::Cm se usa para la transduccion en la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrcl8-gpmA::Km.
Los transformantes resistentes a cloranfenicol son seleccionados luego y Ptrcl8-gpmB::Cm se verifica mediante un
andlisis PCR con los oligonuclettidos previamente definidos gpmBF y gpmBR. La cepa retenida es designada
MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrcl8-gpmA::Km Ptrcl8-gpmB::Cm. Los casetes de resistencia a kanamicina y
cloranfenicol pueden ser entonces eliminados. El plasmido pCP20 portador de FLP recombinasa que actda en los
sitios FRT de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol es después introducido en los sitios
recombinantes por medio de electroporacién. Después de una serie de cultivos a 42C, la pérdida de los casetes de
resistencia a kanamicina y cloranfenicol es verificada mediante un andlisis PCR con los mismos oligonucleétidos
usados anteriormente (gpmAF/gpmAR y gpmBF/gpmBR). La cepa retenida es designada MG1655 AsdaA AsdaB
ApykF Ptrcl8-gpmA Ptrcl8-gpmB.

2.4 Construccion de la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrc18-gpmA Ptrc18-gomB (pME101-kivDIl-yghD-TT07)

El plasmido pME101-kivDIl-yghD-TTO7 es después introducido en la cepa MG1655 AsdaA AsdaB ApykF Ptrcl8-
gpmA Ptrcl8-gpmB.

Ejemplo 3

Construccion de cepas con flujo de via de 1,3-propa  nodiol incrementado: MG1655 AmetA ApykF
AthrLABC::TTO7-Ptrc-thrA*1 (pME101-kivDIl-yghD-TT07) (pPMA- aaoro)

3.1 Construccién de la cepa MG1655 AmetA

Para eliminar el gen metA, se usé la estrategia de recombinacién homoéloga descrita por Datsenko & Wanner (2000).
Esta estrategia permite la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o un casete de resistencia a
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kanamicina, mientras elimina la mayoria de los genes en cuestion. Para este propdsito se usaron los siguientes
oligonucledtidos:

AmetAF (SEC ID n° 30):

ttegtgtgccggacgagetacecgeogteaatttcttgoptpaagaaaacgtetttgtoatgacaacttctegtgegtct TGTAG
GCTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (letra mindscula) homologa a la secuencia (4212310-4212389) de la region metA (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AmetAR (SEC ID n° 31):

atccagegtiggaticatgigeegtagategtatggeptgatctpgtagacgtaatagttgagecagitggtaaacagtaCATAT
GAATATCCTCCTTAG

con

- una region (letra mayuscula) homologa a la secuencia (4213229-4213150) de la regién metA (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una regioén (letra mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonuclettidos AmetAF y AmetAR se usaron para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del
plasmido pKD4. El producto PCR obtenido fue después introducido mediante electroporacion en la cepa MG 1655
(pKD46). Los transformantes resistentes a kanamicina fueron luego seleccionados y la insercion del casete de
resistencia fue verificada mediante un andlisis PCR con los oligonucledtidos AmetAF y AmetAR definidos a
continuacién. La cepa retenida fue designada MG1655 AmetA:Km. metAF (SEC ID n° 32):
tcaccttcaacatgcaggctcgacattggc (homodloga a la secuencia de 4212203 a 4212232). metAR (SEC ID n° 33):
ataaaaaaggcacccgaaggtgcctgaggt (homdloga a la secuencia de 4213301 a 4213272).

El casete de resistencia a kanamicina fue después eliminado. El plasmido pCP20 portador de FLP recombinasa que
actla en los sitios FRT del casete de resistencia a kanamicina fue después introducido en los sitios recombinantes
mediante electroporacion. Después de una serie de cultivos a 42T, la pérdida del casete de resistencia a
kanamicina fue verificada por medio de un andlisis PCR con los mismos oligonucledtidos que se usaron
anteriormente (metAF/metAR). La cepa retenida fue designada MG1655 AmetA.

3.2 Construcién de la cepa MG1655 AmetA ApykF

Para transferir ApykF::Km, se usé transduccion con el fago Pl. La preparacion del lisado de fago de la cepa MG1655
ApykF::Km (descrita anteriormente) se uso6 para la transduccion en la cepa MG1655 AmetA.

Los transformantes resistentes a kanamicina son después seleccionados y ApykF::Km se verific6 por medio de un
andlisis PCR con los oligonucledtidos previamente definidos pykFF y pykFR. La cepa retenida fue designada
MG1655 AmetA DpykF::Km.

3.3 Construccién de la cepa MG1655 DmetA DpykF DthrLABC:: TTO7-Ptrc-thrA*1

Para incrementar la expresion del alelo resistente a retroalimentacion de la aspartocinasa’/homoserina
deshidrogenasa, thrA*1, se construyeron los siguientes plasmidos: pSB1 para obtener thrA*1 y pSB2 para
reemplazar el operdn thrLABC por el alelo Ptrc-thrA*1.

El plasmido pSB1 se obtiene del plasmido pCL1920 (Lerner & Inouye, 1990, NAR 18, 15 p 4631) y contiene el alelo
thrA* de la aspartocinasa/lhomoserina con resistencia a retroalimentacion reducida a treonina (Lee et al. 2003 J.
Bacteriol. 185, 18 pp. 5442-5451) expresado a partir del promotor Ptrc. Para la construccion de pSB1, thrA fue
amplificado por PCR a partir de ADN gendmico usando los siguientes oligonucleétidos:

BspHIthrA (SEC ID n° 34): TTATCATGAgagtgttgaagttcggcggtacatcagtggc con
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- una region (letra mindscula) homéloga a la secuencia (341-371) del gen thrA (secuencia de referencia en el
sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (letra mayuscula) para el sitio de restriccion BspHI y bases extra,
SmalthrA (SEC ID n° 35): TTACCCGGGccgcecgcecccgagcacatcaaacccgacgce con

- unaregion (letra mintscula) homologa a la secuencia (2871-2841) del gen thrA (secuencia de referencia en el
sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (letra mayuscula) para el sitio de restriccién Smal y bases extra.
El fragmento amplificado por PCR fue cortado con las enzimas de restriccion BspHI y Smal y clonado en los sitios
Ncol/Smal del vector pTRC99A (Stratagene). Para la expresién a partir de un vector de bajo niumero de copias el
plasmido pME101 fue construido como se expone a continuacion. El plasmido pCL1920 fue amplificado por PCR
usando los oligonucletdtidos PME101F y PME101R y el fragmento BstZ17I-Xmnl del vector pTRC99A que contiene
el gen lacl y el promotor Ptrc fue insertado en el vector amplificado. El vector resultante y el vector que contiene el
gen thrA fueron restringidos por Apal y Smal y el fragmento que contiene thrA fue clonado en el vector pME101.
Para liberar ThrA de inhibicidn de retroalimentacion la mutacion thrAS345F fue introducida por mutagénesis dirigida
en el sitio (Stratagene) usando los oligonucleétidos ThrA SF for y ThrA SF rev, dando por resultado el vector pSB1.
PME101F (SEC ID n° 36) ccgacagtaagacgggtaagcctg
PME101R (SEC ID n° 37) agcttagtaaagccctcgctag
ThrA SF for (SEC ID n° 38)

CGTATTTCCGTGGTGCTGATTACGCAATTCTCTTCCGAGTACTCAATCAGTTTCT
GC

ThrA SF rev (SEC ID n° 39)

GCAGAAACTGATTGAGTACTCGGAAGAGAATTGCGTAATCAGCACCACGGAA

ATACG |

Para eliminar el operon thrLABC y reemplazarlo por el alelo Ptrc-thrA*1, se usé la estrategia de recombinacion
homologa descrita por Datsenko & Wanner (2000). Esta estrategia permite la insercién de un casete de resistencia a
cloranfenicol o un casete de resistencia a kanamicina pero también de ADN adicional, mientras elimina la mayoria
de los genes en cuestion. Para este prop0sito se construyo el siguiente plasmido, pSB2.

El pldsmido pSB2 se obtiene del plasmido pUC18 (Norrander et al., Gene 26 (1983), 101-106) y contiene el casete
de resistencia a cloranfenicol asociado al alelo Ptrc-thrA*1, clonado entre la region hacia 5’ de thrL y la regién hacia
3’ de thrC.

Para la construccién de pSB2, la region hacia 5’ de thrL y la region hacia 3’ de thrC fueron amplificadas por PCR a
partir de ADN genomico usando los siguientes oligonucledtidos:

HpalupthrLF (SEC ID n° 40) CGTAGTTAACGAATTCccaactagttgcatcatacaactaataaacgtgg con

- una region (letra mindscula) homéloga a la secuencia (4638698-4638731) de la region thrL (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (letra mayUscula) para el sitio de restriccién Hpal y EcoRI y bases extra.
BstZ17lupthrLR (SEC ID n° 41)

CCCGGGGGAGGCGCCCGCGGATCCCGGTATACCAGAAAGGCCCACCCGAAG
GTGAGCCAGGAaggtaaccagttcagaagetgctatcag

con

- unaregion (letra minascula) homologa a la secuencia (87-60) de la regién thrL (secuencia de referencia en el
sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayUscula negrita) para la secuencia de terminador transcripcional T7te (Harrington K.J.,
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Laughlin R.B. y Liang S. Proc Natl Acad Sci USA. 24 de abril de 2001;98(9):5019-24.),

- una region (letra mayuscula) para el sitio de clonacién miltiple que se compone de los sitios de restriccion
BstZ171, BamHI, Sfol y Smal.

BamHIdownthrCF (SEC ID n° 42)

TCCTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGGTATACCGGGATCCGCGGGCG
CCTCCCCCGGGaatctattcattatcicaatcaggecggg '

con

- una region (letra mintscula) homdloga a la secuencia (5021-5049) de la region thrC (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayUscula negrita) para la secuencia de terminador transcripcional T7te (Harrington K.J.,
Laughlin R.B. y Liang S. Proc Natl Acad Sci USA. 24 de abril de 2001;98(9):5019-24.),

- una region (letra mayuscula) para el sitio de clonacién miltiple que se compone de los sitios de restriccion
BstZ171, BamHI, Sfol y Smal.

HpaldownthrCR (SEC ID n°® 43) CGTAGTTAACGAATTCgagaatgcccgagggaaagatctg con

- una region (letra minGscula) homdloga a la secuencia (6054-6031) de la region thrC (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (letra mayuUscula) para el sitio de restriccién Hpal y EcoRI y bases extra.

Primero, los fragmentos “upthrL” y “downthrC” fueron amplificados por PCR a partir de ADN génomico MG1655
usando oligonuclettidos HpalupthrLF/BstZ17lupthrLR 'y BamHIdownthrCF/HpaldownthrCR, respectivamente.
Segundo, el fragmento “upthrL-downthrC” fue amplificado a partir de fragmentos PCR “upthrL” y “downthrC” (que
posee una region superpuesta compuesta por un terminador transcripcional T7Te y el sitio de clonacion mdltiple
compuesto por los sitios de restriccion BstZ171, BamHI, Sfol y Smal) usando oligonucledtidos HpalupthrLF/
HpaldownthrCR. El fragmento PCR “upthrL-downthrC” fue cortado con la enzima de restriccién Hpal y clonado en
los sitios EcoRI/Sfol del vector pUC18, dando el plasmido pUC18-DthrLABC::TT07-SMC.

Después, el casete de resistencia a cloranfenicol fue amplificado por PCR a partir del vector pKD3 usando los
siguientes oligonucledtidos:

BstZ17ICmF (SEC ID n° 44) GGGGTATACtgtaggctggagctgcttcg con

- una region (letra mindscula) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

- unaregion (letra mayuscula) para el sitio de restriccion BstZ171 y bases extra.
BamHICmR (SEC ID n° 45) CGCGGATCCcatatgaatatcctccttag con

- una region (letra mindscula) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

- unaregion (letra mayuscula) para el sitio de restriccion BamHI y bases extra.

El fragmento PCR fue cortado con las enzimas de restriccion BstZ171 y BamHI y clonado en los sitios BstZ171/BamHI
del plasmido pUC18-AthrLABC::TT07-SMC, dando el pladsmido pUC18-AthrLABC::TT07-SMC::Cm.

Por ultimo, el alelo Ptrc-thrA*1 fue cortado del plasmido pSB1 con las enzimas de restriccion Sfol y Smal y clonado
en los sitios Sfol/Smal del plasmido pUC18-AthrLABC::TT07-SMC::Cm, proporcionando el plasmido pUC18-
AthrLABC::TTO7-Ptrc-thrA*1::Cm o pSB2.

El fragmento AthrLABC::TTO7-Ptrc-thrA*1::Cm fue obtenido cortando el plasmido pSB2 con la enzima de restriccion
EcoRl y después fue introducido por electroporacion en la cepa MG1655 (pKD46), en la cual la enzima recombinasa
Red permite la recombinacion homadloga. Los transformantes resistentes a cloranfenicol son después seleccionados
y la insercién del casete de resistencia es verificada mediante un analisis PCR con los oligonucledtidos thrA*1F y
thrA*1R definidos a continuacion. La cepa retenida es designada MG1655 AthrLABC::TTO7-Ptrc-thrA*1::Cm. thrA*1F
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(SEC ID n° 46): cgtgttgcgtgttaccaactcg (homdloga a la secuencia (4638276-4638297) de la region thrL (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/)). thrA*1R (SEC ID n° 47) cggaaactgacgcctccgcag (homéloga a la
secuencia (6345-6325) de la region thrC (secuencia de referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/)).

Los plasmidos recombinantes fueron verificados mediante secuenciacion de ADN.

Para transferir AthrLABC::TTO7-Ptrc-thrA*1::Cm, se usa transduccién con el fago Pl. La preparacion del lisado de
fago de la cepa MG1655 AthrLABC::TTO7-Ptrc-thrA*1::Cm se usa para la transduccién en la cepa MG1655 AmetA
DpykF::Km.

Los transformantes resistentes a kanamicina y cloranfenicol son seleccionados luego y AthrLABC::TTO7-Ptrc-
thrA*1::Cm se verifica mediante un andlisis PCR con los oligonucleétidos previamente definidos thrA*1F y thrA*1R.
La cepa retenida es designada MG1655 AmetA ApykF::Km AthrLABC::TTQ7-Ptrc-thrA*1::Cm.

Los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol pueden ser entonces eliminados. El plasmido pCP20
portador de FLP recombinasa que actla en los sitios FRT de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol
es después introducido en los sitios recombinantes por medio de electroporacion. Después de una serie de cultivos
a 42T, la pérdida de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol es verificada mediante un andlisis PCR
con los mismos oligonuclettidos usados anteriormente (metAF/metAR, pykF/pykFR y thrA*1F/thrA*1R). La cepa
retenida es designada MG1655 AmetA ApykF AthrLABC:: TTO7-Ptrc-thrA*1.

3.4 Construcciéon del plasmido pMA-aaoro

Un gen sintético del gen Rhodococcus opacus aao que codifica la aminoacido oxidasa fue preparado por Geneart
(Alemania). El uso de coddn y contenido de GC del gen fueron adaptados a Escherichia coli de acuerdo con la
matriz del proveedor. La expresion del gen sintético fue impulsada por un promotor Ptrc constitutivo. La construccion
fue clonada en el vector pMA del proveedor y verificada mediante secuenciacion.

PtrcOl-aaoro:

sitios de restriccion (Kpnl, EcoRI, Smal) (SEC ID n° 48): ggtaccgaattccccggg

promotor PtrcO1 y RBS (SEC ID n° 49): gagctgttgacaattaatcatccggctcgtataatgtgtggaaggatcccccgggtaaggaggttataa
secuencia del gen aaoro optimizada para E. coli (AY053450.) (SEC ID n° 50):

atggcatttaccegtogeagctttatgaaagptctggptocaaccggtggtecaggtetggcatatggtgcaatgageacectgggt
ctggcaccgtctacagcagcaccggcécgtacctttcagccgctggcagccggtgatctgattggtaaagtgaaaggtagccata

gegttpttpttctppatpptoptccppcagptctgtptagegeatttgaactgeagaaagecggttataaagtiaccgttctggaage
acgtaccegteogggtggtegtatitppaccgeacgtggtpgtagepaagaaaccgatctgageggtpaaacccagaaatgtac

ctitagcgaaggccatttitataatgttoptoccaccegtattcecgeagagecatattaccctggattattgicgegaactggptgtiga
aattcagggtttcggeaatcaaaatgecaatacctttgtgaatiatcagagegataccagectgageggtcagagegttacetategt

geagoaaaagcagataccttiggetatatgagegaactgetgaaaaaageaaccgatcagggtgeactggatcaggttctgagec

gtgaagataaagatgcactgagcegaalttctgagegattttggtgatctgtetgatgatggtegttatetgggtagcageegtegtggt
tatgatapcgaaccgggteccggtctgaattttggeaccgaaaaaaaace gtttgccatgcaggaagnancgtagcggtattggt

cgcaattttagetttgattttggetatgatcagpecatgatgat gtttacacé ggttggtggtatgeateetatttattatgectttcaggat
cgtattggcactgataacatcgtgttcggt gccgaagttaccagcatgaaaaatgttagcgaaggtgtgaccg’ttgaatatacégca
ggcggtagcaaaaaaagcaltaccgcagattatgccatttgtaccattcctccgcatctggttggtq:étgﬁtgcagaataatctgcctg

gtgatgtictgaccgcactgaaageageaaaaccgageageageggtaaactgggtatigaatatagecgtegttggtp ggaaac
cgaagatcgcatttatgotpgtocaageaataccgataaagatattagecagattatgittce gtatgatcaﬂataatagcgatégtg

gtattgtiptipeatattatagctetggtaaacgecaggaageatitgaaagectgacecategteagegtetggeaaaageaattge
agaaggcagcgaaattcacggcgaaaaatatacccgtgatattagcagcagctttagcggtagctggcgtcgtaccaaatatagc

gaaagcgcatgggcaaaﬂgggcaggtagcggtg_gﬂctcatggtggtgcagccactccggaatatg'aaaaactgctggaaccg

gtggataaaatttatmgccgg—tgatcatctgagéaatgcaatcgcalggcagcatggtgcactgaccagcgcacgtgatgttgtté_l
cccatattcatgaacgtgttgcacaggaagectaa '

sitios de restriccion (Bglll, EcoRV, Pacl, Sacl, Xbal, Hindlll) (SEC ID n° 51): gatctgatatcttaattaagagctctctagaaagctt
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3.5 Construccién de la cepa MG1655 AmetA ApykF AthrLABC::TT07-Ptrc-thrA*1 (pME101-kivDIl-yghD-TT07) (pMA-
aaoro)

Los plasmidos pME101-kivDIl-yghD-TTO7 y pMA-aaoro son luego introducidos en la cepa MG1655 AmetA ApykF
AthrLABC::TTO7-Ptrc-thrA*1.

Ejemplo 4

Construccion de cepas con flujo de via de 1,4-butan  odiol incrementado: MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA
AgdhA (pUC19-Ptrc01/0OP01/RBS01-adhE2ca-prpE-TT02) (pPME10 1-kivDIl-yghD-TT07)

4.1 Construccién de la cepa MG1655 AaceBAK AsucCD

Para eliminar los genes aceBAK, se usé la estrategia de recombinacion homdloga descrita por Datsenko & Wanner
(2000). Esta estrategia permite la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o un casete de resistencia a
kanamicina, mientras elimina la mayoria de los genes en cuestion. Para este propdsito se usaron los siguientes
oligonucledtidos:

AaceBAKF (SEC ID n° 52):

ctggetttcacaaggecgtatggegageaggagaapcaaaticttactgcegaapeggatagaatttcteactgagetggt TGTA
GGCTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (letra mindscula) homdloga a la secuencia (4213531-4213610) de la regidon aceB (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AaceBAKR (SEC ID n° 53):

aacatciiccacatgeocttcacgtatgeggttttgtagtpcgegecaptaatcagegeggaacaggteggegtgcatcCATAT
GAATATCCTCCTTAG

con

- una region (letra mayudscula) homdloga a la secuencia (4218298-4218220) de la region aceK (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonuclettidos AaceBAKF y AaceBAKR se usan para amplificar el casete de resistencia a kanamicina del
plasmido pKD4. El producto PCR obtenido es luego introducido mediante electroporacion en la cepa MG 1655
(pKD46). Los transformantes resistentes a kanamicina son después seleccionados y la insercién del casete de
resistencia es verificada por medio de un andlisis PCR con los oligonucledtidos aceBAKF y aceBAKR definidos a
continuacién. La cepa retenida es designada MG1655 AmetA::Km. aceBAKF (SEC ID n° 54):
cgttaagcgattcagcaccttacc (homologa a la secuencia de 4213251 a 4213274). aceBAKR (SEC ID n° 55):
aacgcattacccactctgtttaatacg (homéloga a la secuencia de 4218728 a 4218702).

Para eliminar los genes sucCD, se uso la estrategia de recombinacion homoéloga descrita por Datsenko & Wanner
(2000). Esta estrategia permite la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o un casete de resistencia a
kanamicina, mientras elimina la mayoria de los genes en cuestion. Para este propdsito se usaron los siguientes
oligonucledtidos:

AsucCDF (SEC ID n° 56):

tttitgcecgetatggettaccageaccggtggpttatgectgtactactcegepegaageagaagaagecgeticaaaaCATA
TGAATATCCTCCTTAG

con

- una region (letra minascula) homdloga a la secuencia (762268-762347) de la region sucC (secuencia de

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2549 003 T3

referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AsucCDR (SEC ID n° 57):

atatccgecaggetgegaacggttticacgectpegpettccagageagepaatttctecatcegeagtecctttaceggc TGTA
GGCTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (letra mayuscula) homéloga a la secuencia (764241-764168) de la region sucD (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucleétidos DsucCDF y DsucCDR se usan para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir
del plasmido pKD3. El producto PCR obtenido es después introducido mediante electroporacion a la cepa MG 1655
(pKD46). Los transformantes resistentes a cloranfenicol son luego seleccionados y la insercién del casete de
resistencia es verificada por medio de un analisis PCR con los oligonuclettidos sucCDF y sucCDR definidos mas
adelante. La cepa retenida es designada MG1655 AsucCD:Cm. sucCDF (SEC ID n° 58):
tcgcgaatccgtgggcttcctggtaacg (homéloga a la secuencia de 761887 a 761914). sucCDR (SEC ID n° 59:
cctctgatgccaaccgaagagatgagecg (homologa a la secuencia de 764555 a 764527).

Para transferir AaceBAK::Km, se usa el método de transduccién con el fago PIl. La preparacion del lisado de fago de
la cepa MG1655 DaceBAK::Km se usa para la transduccion en la cepa MG1655 AsucCD::Cm.

Los transformantes resistentes a kanamicina y cloranfenicol son seleccionados luego y AaceBAK::Km se verifica
mediante un analisis PCR con los oligonucleétidos previamente definidos aceBAKF y aceBAKR. La cepa retenida es
designada MG 1655 AsucCD::Cm AaceBAK::Km.

Los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol pueden ser entonces eliminados. El plasmido pCP20
portador de FLP recombinasa que actla en los sitios FRT de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol
es después introducido en los sitios recombinantes por medio de electroporacion. Después de una serie de cultivos
a 42T, la pérdida de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol es verificada mediante un andlisis PCR
con los mismos oligonucle6tidos usados anteriormente (aceBAKF/aceBAKR, y sucCDF/sucCDR). La cepa retenida
es designada MG1655 AsucCD AaceBAK.

4.2 Construccién de la cepa MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA AgdhA

Para eliminar el gen arcA, se uso la estrategia de recombinacion homéloga descrita por Datsenko & Wanner (2000).
Esta estrategia permite la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o un casete de resistencia a
kanamicina, mientras elimina la mayoria de los genes en cuestion. Para este propdsito se usaron los siguientes
oligonucledtidos:

AarcAF (SEC ID n° 60):

cccgeacattettategtigaagacgagttggtaacacgcaacacgtigaaaagtattttcgaagcggaagpctate TGTAGG
CTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (letra minascula) homologa a la secuencia (4638322-4638245) de la region arcA (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AarcAR (SEC ID n° 61):

ccagatcaccgeagaagegatazceticacegtgaatggtpgegatgatttecgge gtatccggegtagattcgaaatgCATA
TGAATATCCTCCTTAG
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con

- una region (letra mayuscula) homologa a la secuencia (4637621-4637699) de la region arcA (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

Los oligonucledtidos DarcAF y DarcAR se usan para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del
plasmido pKD4. El producto PCR obtenido es después introducido mediante electroporacién a la cepa MG 1655
(pKD46). Los transformantes resistentes a kanamicina son luego seleccionados y la insercién del casete de
resistencia es verificada por medio de un andlisis PCR con los oligonucleétidos arcAF y arcAR definidos mas
adelante. La cepa retenida es designada MG1655 AarcA::Km. arcAF (SEC ID n°® 62): cgacaattggattcaccacg
(homodloga a la secuencia de 4638746 a 4638727). arcAR (SEC ID n° 63): gcggtattgaaaggttggtgc (homologa a la
secuencia de 4637308 a 4637328).

Para transferir AarcA::Km, se usa transduccién con el fago PI. El lisado de fago de la cepa MG1655 DarcA::Km se
usa para la transduccién en la cepa MG1655 AsucCD AaceBAK.

Los transformantes resistentes a kanamicina son seleccionados a continuacion y AarcA::Km se verifica mediante un
andlisis PCR con los oligonuclettidos previamente definidos arcAF and arcAR. La cepa retenida es designada
MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA::Km.

Para eliminar el gen gdhA, se usé la estrategia de recombinacién homéloga descrita por Datsenko & Wanner (2000).
Los oligonuclettidos AgdhAF y AgdhAR se usan para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir del
plasmido pKD3.

AgdhAF (SEC ID n° 64): taaacaacataagcacaatcgtattaatatataagggttttatatctatg TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG con

- una region (letra mindscula) homodloga a la secuencia (1840348 to 1840397) hacia 5 del gen gdhA
(http://ecogene.org/blast.php)

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AgdhAR (SEC ID n° 65): taagcgtagcgccatcaggcatttacaacttaaatcacaccctgcgccagCATATGAATATCCTCCTTAG con:

- unaregion (letra mindscula) homologa a la secuencia (1841767 a 1841718) al extremo y la region hacia 3’ del
gen gdhA (http://ecogene.org/blast.php)

- unaregion (letra mayuscula negrita) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia
de referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

El producto PCR obtenido es después introducido mediante electroporacion en la cepa MG1655 (pKD46). Los
transformantes resistentes a cloranfenicol son luego seleccionados y la insercion del casete de resistencia es
verificada por medio de un andlisis PCR con los oligonuclettidos Ptrc-gdhAverF y gdhA R.

Ptrc-gdhAverF(SEC ID n° 66): CCTTAACGTTATTGTCTCTGC

- una regién homodloga a la secuencia (1840168-1840188) de la region hacia 5 del gen gdhA
(http://ecogene.org/blast.php)

gdhA R(SEC ID n° 67): GGAGGAAGCCCCAGAGCAGG

- una regién homodloga a la secuencia (1842274-1842293) de la regién hacia 3 del gen gdhA
(http://ecogene.org/blast.php).

La cepa obtenida fue nombrada MG1655 AgdhA::Cm.

Para transferir AgdhA::Cm, se usa transduccién con el fago PI. El lisado de fago de la cepa MG1655 AgdhA::Cm se
usa para la transduccién en la cepa MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA::Km.

Los transformantes resistentes a kanamicina y cloranfenicol son seleccionados luego y AgdhA::Cm se verifica

mediante un analisis PCR con los oligonucledtidos previamente definidos Ptrc-gdhAverF y gdhA R. La cepa retenida
es designada MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA::Km AgdhA::Cm.
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Los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol pueden ser entonces eliminados. El plasmido pCP20
portador de FLP recombinasa que actla en los sitios FRT de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol
es después introducido en los sitios recombinantes por medio de electroporacion. Después de una serie de cultivos
a 42T, la pérdida de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol es verificada mediante un andlisis PCR
con los mismos oligonuclettidos usados anteriormente (aceBAKF/aceBAKR, sucCDF/sucCDR, arcAF/arcAR, y
gdhAverF/gdhA R). La cepa retenida es designada MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA AgdhA.

4.3 Construccién de un plasmido para sobreexpresion del acetaldehido-CoA/alcohol deshidrogenasa bifuncional
adhE2 de Clostridium acetobutylicum y el gen propionil-CoA sintetasa prpE de Escherichia coli: pUC19-
Ptrc01/OP01/RBS01-adhE2ca-prpE-TT02

El gen adhE2 de Clostridium acetobutylicum que codifica la acetaldehido-CoA/alcohol deshidrogenasa bifuncional
fue clonado en el plasmido pUC19. El gen prpE que codifica la propionil-CoA sintetasa fue clonado hacia 5’ adhE2.

El gen adhE2 fue amplificado por PCR a partir del megaplasmido pSoll de la cepa de Clostridium acetobutylicum
ATCC824 (posicion 33722 a 36298) con los oligonuclettidos adhE2Ca F y adhE2Ca R.

adhE2Ca F (SEC ID n° 68):

ggtacceggateegggeccgagcetgttgacaattaatcatccggeteptataatgtgtggaatigrgageggataacaattTACG
TAtaaggaggtatatt ATGAAAGTTACAAATCAAAAAGAAC

con

- regiodn (letra minUscula negrita) para la adicion del sitio de restriccién Kpnl, BamHI, Apal.

- region (letra minUscula subrayada) para la adicion del promotor Ptrc01

- regiodn (letra mindscula en cursiva) para la adicion de una secuencia de operador OP01

- region (letra maylscula negrita) para la adicion del sitio de restriccién SnaBI

- region (letra mindscula) para la adicion de la secuencia RBS01

- region (letra mayuscula subrayada) homéloga a la regién C.acetobutylicum adhE2 de 33722 a 33752

adhE2Ca R (SEC ID n° 69):

GAGCTCAAGCTT acagataaaacgaaaggcccagtctttcgactgagcctttcgttttatttgatgcctagggcta
gctctagattaa TTAAAATGATTTTATATAGATATCCTTAAGTTCAC

con
- region (letra mayuscula) para la adicion del sitio de restricciéon Hindlll, Sacl.
- region (letra minUscula subrayada negrita) para la adicion del terminador TT02
- region (letra en cursiva) para la adicion del sitio de restriccion Pacl, Xbal, Nhel, Avrll
- regiodn (letra mayuscula subrayada) homéloga a la regién C.acetobutylicum adhE2 de 36264 a 36298).

Este fragmento PCR fue digerido con BamHI y Hindlll y clonado en el vector pUC19 digerido con las mismas
enzimas de restriccion. El plasmido obtenido fue nombrado pUC19-Ptrc01/OP01/RBS01-adhE2ca-TT02.

Para amplificar el gen prpE, una PCR se lleva a cabo usando ADN cromosémico de E. coli como plantilla y los
iniciadores prpE Fy prpE R.

prep F (SEC ID n° 70): tctagaggatcc _aagttcaacaggagagcattatg

- unaregion (negrita subrayada) para la adicion de los sitios de restriccion Xbal y BamHI
- unaregion homdéloga (letra minuscula) a la region de 351910 a 351932 (http://ecogene.org/blast.php)

prep R (SEC ID n° 71): ggatccgctagecctaggtacgta ctactcttccatcgectgge

- unaregion (negrita subrayada) para la adicion de los sitios de restriccion BamHI, Nhel, Avrll, SnaBlI
- unaregion (letra mindscula) homologa a la region de 353816 a 353797 (http://ecogene.org/blast.php)

Este fragmento PCR fue digerido con Xbal y Nhel y clonado en el vector pUC19-Ptrc01/OP01/RBS01-adhE2ca-TT02
digerido con las mismas enzimas de restriccion. El plasmido obtenido fue nombrado pUC19-Ptrc01/OP01/RBS01-
adhE2ca-prpE-TT02.

4.4 Construcciéon de la cepa MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA AgdhA (pUC19-Ptrc01/0OP01/RBS01-adhE2ca-prpE-
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TT02) (pME101-kivDIl-yghD-TT07)

Los plasmidos pUC19-Ptrc01/OP01/RBS01-adhE2ca-prpE-TT02 y pME101-kivDIl-yghD-TTO7 son después
introducidos en la cepa MG1655 AsucCD AaceBAK AarcA AgdhA.

Ejemplo 5
Fermentacion de cepas que producen etilenglicol en matraces Erlenmeyer

Los rendimientos de las cepas fueron evaluados en cultivos en matraz Erlenmeyer con deflectores de 500 ml usando
medio M9 modificado (Anderson, 1946, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 32:120-128) que fue complementado con 10 g/l
MOPS y 10 ¢/l glucosa y ajustado a pH 6,8. En caso de ser necesario se afadid espectinomicina a una
concentracion de 50 mg/l y/o cloranfenicol se afiadié en caso de ser necesario a una concentracion de 30 mg/l. Un
precultivo de 24h se us6 para inocular un cultivo de 50 ml a un OD600 nm de aproximadamente 0,3. Los cultivos
fueron mantenidos en un agitador a 37°C y 200 rpm h asta que la glucosa en el medio de cultivo se agot6. Al final del
cultivo, la glucosa y productos principales fueron analizados mediante HPLC usando una columna Biorad HPX 97H
para la separacion y un refractdmetro para la deteccion. La produccion de etilenglicol fue confirmada por medio de
cromatografia de gases /espectrometria de masa (GC/MS) con un cromatégrafo de gases Hewlett Packard serie
6890 acoplado a un detector selectivo de masa Hewlett Packard serie 5973 (El) y una columna HP-INNOWax (25 m
de longitud, 0,20 mm i.d., grosor de pelicula 0,20 micras). El tiempo de retencién y espectro de masa de etilenglicol
generado fueron comparados con aquel de etilenglicol auténtico.

La comparacién de los rendimientos entre la cepa de produccion y la cepa de referencia se da en el cuadro a
continuacién (ver a continuacion para la construccion de la cepa de produccién).

Ref del cultivo Genotipo de la cepa [etilenglicol] (mM)
FbDI_0180 MG 1655 DpykF nd
FbDI_0184 MG1655 DpykF (pME101-kivDIl-yghD-yeaB-TT07) (pCC1BAC-serA) 0,63

nd: no detectado.
Ejemplo 6

Construccion de una cepa con flujo de via de etilen glicol incrementado: MG1655 ApykF (pME101-kivDII-
yghD-yeaB-TT07) (pCC1BAC- serA)

6.1 Construccién de un plasmido para la sobreexpresion del acido hidroxi ceto descarboxilasa kivD de Lactococcus
lactis, los genes hidroxi aldehido reductasa yghD y fosfohidroxi piruvato fosfatasa yeaB de Escherichia coli: plasmido
pME101-kivDIl-yghD-yeaB-TT07

El fragmento que contiene yeaB fue restringido por Xbal y Bglll y clonado en el vector pME101-kivDIl-yghD
restringido por las mismas enzimas de restriccion, el plasmido resultante fue llamado pME101-kivDIl-yghD-yeaB-
TTO7.

El gen yeaB fue amplificado por PCR a partir de ADN genomico de la cepa MG1655 de E. coli con los
oligonucledtidos yeaB F y yeaB R:

yeaB F (SEC ID n° 72)

AGCTGTATACTAGAATTCATAGAT CTtaaggaggtatatt ATGGAATACCGTAGCCTGAC
GC : ‘ ‘

- unaregion (letra mayuscula en cursiva negrita) para adicion de los sitios de restriccion BstZ171, EcoRl y Bglll.
- unaregion (letra mindscula subrayada) para adicion de un sitio de unién de ribosoma.

- una regiéon (letra mayuscula) homoéloga a la region MG1655 yeaB de E. coli de 1894195 a 1894215
(secuencia de referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

yeaB R (SEC ID n° 73)

GCTITATAAGCCAGCTGGCTCTAGATAGCAGAAAGGCCCACCCGAAGGTGAGCCA
GGAGTATACATGAAGCATTTCCGTTAATTAACGGAGCTCATCCTAGGTCAGGGTTT
CACACCAATTTGCAGCGCC
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- una region (letra mayudscula negrita) homdloga a la region MG1655 yeaB de E. coli de 1894772 a 1894745
(secuencia de referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una region (letra mayuscula subrayada) homologa a la secuencia de terminador T7Te (ref: Harrington K.J.,
Laughlin R.B. y Liang S. Proc Natl Acad Sci USA. 24 de abril de 2001;98(9):5019-24.):

- una region (letra mayuscula en cursiva) para adicion de los sitios de restriccion Psil, Pvull, Xbal, BstZ17I,
Xmnl, Pacl, Sacl y Avrll.

El fragmento amplificado por PCR fue cortado con las enzimas de restriccion Xbal y Bglll y clonado en los sitios
Xbal-Bglll del vector pME101-kivDIl-yghD-TTO7 proporcionando el vector pME101-kivDIl-yghD-yeaB-TTO07.

6.2 Construccion de un plasmido para sobreexpresién del fosfoglicerato deshidrogenasa serA de Escherichia coli:
plasmido pCC1BAC-serA

Para incrementar la expresion del gen serA, el gen fue expresado a partir del vector de control de copia pCC1BAC
(Epicentre) usando su propio promotor.

Para este proposito, el gen serA fue amplificado a partir del genoma de E. coli usando los oligonuclettidos serA F y
serA R. El producto PCR fue restringido usando las enzimas Xbal y Smal y clonado en el vector pUC18 (Stratagene)
restringido por las mismas enzimas de restriccion. El vector resultante fue nombrado pUC18-serA.

serA F (SEC ID n° 74): ctagTCTAGATTAGTACAGCAGACGGGCGCG con

- una region (letra mayuscula) homdloga a la secuencia (3055199-3055220) del gen serA (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (negrita) que contiene el sitio Xbal
serA R (SEC ID n° 75): tccCCCGGGAAGCTTCCGTCAGGGCGTGGTGACCG con

- una regiéon (letra mayuscula) homéloga a la secuencia (3056880-3056861) de la region del gen serA
(secuencia de referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (negrita) que contiene los sitios Smal y Hindlll.

Para transferir el gen serA en el vector de control de copia pCC1BAC, el vector pUC18-serA fue restringido con la
enzima Hindlll y clonado en Hindlll pCC1BAC listo para clonacion (Epicentre).

La construccién resultante fue verificada y llamada pCC1BAC-serA.

6.3 Construccion de la cepa MG1655 ApykF (pME101-kivDIl-yghD-yeaB-TT07) (pCC1BAC-serA)

La construccion de la cepa MG1655 ApykF fue detallada anteriormente (parte 2.2).

Los plasmidos pCC1BAC-serA y pME101-kivDIl-yghD-yeaB-TT07 fueron después introducidos en la cepa MG1655
ApykF.

Ejemplo 7

Demostracion de la actividad acido hidroxi ceto des carboxilasa codificada por el gen kivD de Lactococcus
lactis

7.1 Construccién de la cepa para caracterizacion de KivD: BL21 (pPAL7-kivDII)

Para caracterizar la proteina KivD, el gen correspondiente fue precisado a partir del vector de expresion pPAL7 (Bio-
rad).

Para este proposito, el gen kivD fue amplificado a partir del genoma de Lactococcus lactis usando los
oligonucledtidos pPAL7-kivDIl F y pPAL7-kivDIl R. El producto PCR fue restringido usando las enzimas Hindlll y
EcoRl y clonado en el vector pPAL7 restringido por las mismas enzimas de restriccion. El vector resultante fue
nombrado pPAL7-kivDII.

pPAL7-kivDIl F (SEC ID n° 76): cccAAGCTTtgACTTCTATGTATACCGTGGGTGATTATC con

- unaregion (en cursiva) homologa a la secuencia del gen sintético del gen Lactococcus lactis kivD,
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- una regién (negrita) que contiene los nucleétidos necesarios para generar proteina libre de etiqueta que
contiene una extension de aminoacido N-terminal corta para favorecer la purificacion.

- unaregion (subrayada) que contiene el sitio de restriccion HindlIl.
pPAL7-kivDIl R (SEC ID n°® 77): gGAATTCTTAGCTTTTATTCTGTTCGGCGAACAG con

- unaregion (en cursiva) homologa a la secuencia del gen sintético del gen Lactococcus lactis kivD,
- unaregion (subrayada) que contiene el sitio de restriccion EcoRl.

El plasmido pPAL7-kivDIl fue después introducido en las células competentes de la cepa BL21 (DE3) (Invitrogen).

7.2 Sobreproduccién de la proteina KivD

La sobreproduccion de la proteina KivD se realizé en un matraz Erlenmeyer de 2 |, usando caldo LB (Bertani, 1951,
J. Bacteriol. 62:293-300) que fue complementado con 2,5 g/l glucosa y 100 mg/l de ampicilina. Un precultivo de toda
la noche se us6 para inocular un cultivo de 500 ml a un ODeggonm de aproximadamente 0,15. Este precultivo se llevo a
cabo en un matraz Erlenmeyer de 500 ml lleno con 50 ml de caldo LB que fue complementado con 2,5 g/l glucosa y
100 mg/l de ampicilina. El cultivo se mantuvo primero en un agitador a 37C y 200 rpm hasta que OD ggonm fue
aproximadamente 0,5 y después el cultivo fue movido en un segundo agitador a 25T y 200 rpm hasta que ODegoo nm
fue 0,6-0,8 (aproximadamente una hora), antes de inducciéon con IPTG 500 pM. El cultivo se mantuvo a 25T y
200 rpm hasta que ODeoonm fue aproximadamente 4, y después fue detenido. Las células fueron centrifugadas a
7000 rpm, 5 minutos a 4T, y luego almacenadas a -2 0C.

7.3 Purificacién de la proteina KivD

7.3.1 Etapa 1: Preparacion de extractos libres de células

Aproximadamente 188 mg de biomasa de E. coli fueron suspendidos en 30 ml de fosfato de potasio 100 mM pH 7,6,
y una mezcla de inhibidor de proteasa. La suspension de células (15 ml por tubo conico) fue sonicada en hielo
(Bandelin sonoplus, 70 W) en un tubo cénico de 50 ml durante 8 ciclos de 30 seg con intervalos de 30 seg. Después
de la sonicacion, las células fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente con MgCI2 5 mM y
1 Ul/ml de DNasel. Los residuos de las células fueron retirados por medio de centrifugacién a 12000g durante 30
minutos a 4.

7.3.2 Etapa 2: Purificacién por afinidad

La proteina fue purificada a partir de extracto de células crudo por afinidad en una columna Profinity (BIORAD, Bio-
Scale Mini Profinity cartucho exacto 5 ml) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. El extracto
crudo fue cargado en un cartucho exacto Profinity de 5 ml equilibrado con fosfato de potasio 100 mM pH 7,6. La
columna fue lavada con 10 volimenes de columna del mismo regulador de pH e incubada toda la noche con fosfato
de potasio 100 mM pH 7,6, fluoruro 100mM a 4<C. La proteina fue eluida de la columna con 2 volumenes de
columna de fosfato de potasio 100 mM pH 7,6. La etiqueta permanecio6 fuertemente unida a la resina y la proteina
purificada fue liberada. Las fracciones que contenian la proteina fueron depositadas y dializadas contra fosfato de
potasio 100 mM, NaCl 150 mM y 10% glicerol pH 8.

La concentracion de proteina fue medida usando el ensayo de proteina Bradford.

7.4 Ensayo de acido hidroxi ceto descarboxilasa

7.4.1 Sintesis quimica de acido 5-hidroxi-2-cetopentanoico

La sintesis quimica de &cido 5-hidroxi-2-cetopentanoico ha sido descrita en la publicacion:

Friedhelm Korte, Karl Heinz Buchel, c.-Hydroxyalkyliden-lacton-Umlagerung, X. a-Hydroxyalkyliden-lacton-
Umlagerung in waRriger Salzsaure Chemische Berichte, Volumen 92 Ejemplar 4, paginas 877-883 (1959).

7.4.2 Sintesis guimica de &cido 4-hidroxi-2-cetobutirico

La sintesis quimica de &cido 4-hidroxi-2-cetobutirico ha sido descrita en la publicacion:

R S Lane ;EE Dekker ; (1969). 2-keto-4-hydroxybutyrate. Synthesis, chemical properties, and as a substrate for
lactate dehydrogenase of rabbit muscle Biochemistry., 8 (7), 2958-2966.
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7.4.3 Ensayo de &cido hidroxi ceto descarboxilasa

La descarboxilacion de acidos hidroxi ceto fue medida a 30T usando un ensayo enziméatico acoplado. El ensayo de
actividad acido hidroxi ceto descarboxilasa se llevé a cabo con regulador de pH de fosfato de potasio 50 mM pH 6,
NADH 0,2 mM, MgSO4 1mM, difosfato de tiamina 0,5mM, 72 unidades/ml alcohol deshidrogenasa de
Saccharomyces cerevisiae, acido hidroxi ceto 10 mM neutralizado (&cido hidroxipirGvico o acido 4-hidroxi-2-
cetobutirico o acido 5-hidroxi-2-cetopentanoico) y aproximadamente 40 pg de proteina purificada en un volumen total
de 1 ml. El consumo de NADH fue monitorizado a 340 nm en un espectrofotdbmetro. La actividad detectada en
ensayo de control, que carece del sustrato, fue sustraida de la actividad detectada en el ensayo con sustrato. Una
unidad de actividad acido hidroxi ceto descarboxilasa es la cantidad de enzima requerida para catalizar la
descarboxilacién de 1 umol de acido hidroxi ceto por minuto a 30C. (Epsilon 340 nm = 6290 M-1 cm ™).

7.5 Actividad de enzima purificada

Actividad de enzima purificada (mUl/mg)
Ensayo de hidroxipiruvato descarboxilasa 79
Ensayo de 4-hidroxi-2-cetobutirato descarboxilasa 70
Ensayo de 5-hidroxi-2-cetopentanoato descarboxilasa 63

Ejemplo 8
Demostracion de la actividad hidroxi aldehido reduc tasa codificada por el gen yghD de Escherichia coli

8.1 Construccién de una cepa para caracterizacion de YghD: MG1655 ApykF::Km (pTRC99A-yghD)

8.1.1 Construccion de la cepa MG1655 AyghD::Km

Para eliminar el gen yghD, se usé la estrategia de recombinacién homéloga descrita por Datsenko & Wanner (2000).
Esta estrategia permite la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o kanamicina, mientras elimina la
mayoria de los genes en cuestion. Para este propdésito se usaron los siguientes oligonucleétidos:

AyghDF (SEC ID n° 78)

atgaacaactttaatctgcacaccccaaccegeattctgtttggtaaagpegeaategetggtitacgegaacaaattcegigtagge
tggasctoctteg

con

- una region (letra mindscula) homéloga a la secuencia (3153377 a 3153456) de la region yghD (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una regioén (letra mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645),

AyghDR (SEC ID n° 79)

ttagogggceggeticgtatatacggeggctgacateccaacgtaatgteatgattttcgeecagtigggtcatgecgtgeiceatatga
atatcctecttap

con

- unaregion (letra mayuascula) homologa a la secuencia (3154540 a 3154460) de la regién yghD (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- una regioén (letra mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de
referencia en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucleétidos AyghDF y AyghDR se usan para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del
plasmido pKD4. El producto PCR obtenido es después introducido por medio de electroporacion en la cepa MG
1655 (pKD46). Los transformantes resistentes a kanamicina son luego seleccionados y la insercion del casete de
resistencia es verificada mediante un andlisis PCR con los oligonucleétidos yghDF y yghDR definidos mas adelante.
La cepa retenida es designada MG1655 AyghD::Km. yghDF (SEC ID n°® 80): ggcgtctcgccatacaacaaacgcacatcgggc
(homoéloga a la secuencia de 3153068 a 3153100). yghDR (SEC ID n° 81): gggctttgccgacaccttcttcgttcttg (homologa a
la secuencia de 3154825 a 3154797).
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8.1.2 Construccion del plasmido pTRC99A-yghD

Para caracterizar la proteina YghD, el gen correspondiente fue expresado a partir del vector pTRC99A (Amersham).

Para este proposito, el gen yghD fue amplificado a partir del genoma de E. coli usando los oligonucle6tidos yghD F
PTRC99A F y yghD R pTRC99A R. El producto PCR fue restringido usando las enzimas Hindlll y BspHI y clonado
en el vector pTRC99A restringido por las enzimas de restriccion Ncol-Hindlll. El vector resultante fue nombrado
pTRC99A-yghD.

yghD F pTRC99A F (SEC ID n° 82): cgatgcacgtcatga acaactttaatctgcacaccccaacccd, con:

- una region (subrayada) homologa a la secuencia (3153377 a 3153408) del gen yghD (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- un sitio de restriccion BspHI (negrita)

yghD R pTRC99A R (SEC ID n° 83): ggcgtaaaaagctt agcgggcggcttcgtatatacggcggcetgacatccaacqgtaatgtcgtgattticg con:

- una region (subrayada) homologa a la secuencia (3154540 a 3154483) del gen yghD (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- un sitio de restriccion Hindlll (negrita).
El plasmido pTRC99A-yghD fue después introducido en la cepa MG1655 AyghD::Km.

8.2 Sobreproduccién de la proteina YghD

La proteina YghD fue sobreproducida a 37<C bajo con diciones aerdbicas en matraces Erlenmeyer con deflectores
de 2 | con 500 ml de medio LB con 2,5 g/l glucosa y 50 mg/I de ampicilina y 50 mg/l de kanamicina. Los matraces
fueron agitados a 200 rpm en un agitador orbital. Cuando la densidad 6ptica medida a 550 nm alcanzé 0,5 unidades,
los matraces fueron incubados a 25C. Cuando la den sidad 6ptica alcanz6 1,2 unidades, la produccion de proteinas
YghD fue inducida afiadiendo IPTG a una concentracion final de 500 uM. La biomasa fue cosechada mediante
centrifugacion cuando los cultivos alcanzaron una densidad Optica superior a 3,5 unidades. El sobrenadante fue
desechado y el sedimento fue almacenado a -20T ant es de usar.

8.3 Purificacién de la proteina YghD

8.3.1 Etapa 1: Preparacion de extractos libres de células

400 mg de biomasa de E. coli fueron suspendidos en 70 ml de Hepes 50 mM pH 7,5, y una mezcla de inhibidor de
proteasa. Las células fueron sonicadas en hielo (Branson sonifier, 70W) en un Rosett cell RZ3 durante ocho ciclos
de 30 seg con intervalos de 30 seg. Después de la sonicacion, las células fueron incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente con MgCI2 1mM y 1UI/ml de DNasel. Los residuos de células fueron retirados mediante
centrifugacion a 12000g durante 30 minutos a 4C. E | sobrenadante se mantuvo como el extracto crudo.

8.3.2 Etapa 2: Precipitacién de sulfato de amonio

El extracto crudo fue precipitado a una concentracion de 50% sulfato de amonio: sulfato de amonio sélido (300 g/l)
se afiadi6 al extracto crudo en hielo. Después de 15 minutos de incubacion a 4C, la mezcla fue centrif ugada a
12000g durante 15 minutos a 4C. El sobrenadante fu e desechado y el precipitado fue disuelto en 50 ml de Hepes
50 mM pH 7,5, sulfato de amonio 1 M.

8.3.3 Etapa 3: Cromatografia hidréfoba

Usando un purificador Akta (GE Healthcare), el extracto de proteina de la etapa anterior fue cargado en una columna
HiTrap PhenylHP de 5 ml (GE Healthcare) equilibrada con el mismo regulador de pH. La columna fue lavada con 10
volumenes de columna del mismo regulador de pH. Las proteinas fueron eluidas con dos gradientes de etapas, un
gradiente de 10 volimenes de columna de sulfato de amonio de 1 M a 0,5 M y un gradiente de 20 volimenes de
columna de sulfato de amonio de 0,5 M a 0 M. Después de la elucion, la columna fue lavada con 10 volimenes de
columna de Hepes 50 mM pH 7,5. El indice de flujo de la columna fue 2,5 ml/min y se recolectaron fracciones de
2,5ml. Las fracciones que contienen la proteina fueron depositadas, dializadas en Hepes 50 mM pH 7,5 y
concentradas a una concentracion de 1,14 pg/pl.
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8.4 Ensayos de hidroxi aldehido reductasa

8.4.1 Sintesis quimica de 4-hidroxibutiraldehido

La sintesis quimica de 4-hidroxibutiraldehido ha sido descrita en la publicacion:

N° 158 Transposition des dihydro-2,5 furannes en di hydro-2,3 furannes.-Application a la préparation de I'hydroxy-4
butanal ; par R. PAUL, M. FLUCHAIRE et G. GOLLARDEAU.

Bulletin de la Société Chimique de France, 668-671, 1950.

8.4.2 Ensayo de actividad glicolaldehido y 4-hidroxibutiraldehido reductasa

La actividad glicolaldehido y 4-hidroxibutiraldehido reductasa fue sometida a ensayo midiendo el indice inicial de
oxidacion de NADPH con un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 340 nm y a una temperatura constante de
30<C. La mezcla de reaccién usando glicolaldehido o 4-hidroxibutiraldehido como sustrato se llevé a cabo en Hepes
20 mM pH 7,5, sulfato de cinc 0,1 mM, NADPH 0,2 mM, 2 ug de enzima purificada en un volumen final de 1 ml. La
mezcla de reaccion fue incubada durante 5 min a 30°C y luego la reaccion fue iniciada mediante la adicion del
sustrato (glicolaldehido o 4-hidroxibutiraldehido) a una concentracion final de 10 mM. Un ensayo de control (blanco),
que carecia del sustrato, se realizé en paralelo y el valor medido para el control fue sustraido del valor medido para
el ensayo para tomar en cuenta oxidacién no especifica de NADPH. (Epsilon 340 nm = 6290 M-1 cm™).

Una unidad de actividad de enzima fue definida como la cantidad de enzima que consumié 1 umol de sustrato por
minuto bajo las condiciones del ensayo. La actividad de enzima especifica fue expresada como unidades por mg de
proteina.

8.4.3 Ensayo de actividad 3-hidroxipropionaldehido reductasa

La actividad de YghD hacia el sustrato 3-hidroxipropionaldehido
(3-HPA) ha sido descrita en la publicacion:

Hongmei Li ;Jia Chen ;Hao Li ;Yinghua Li ;Ying Li ; (2008).Enhanced activity of yghD oxidoreductase in synthesis of
1,3-propanediol by error-prone PCR Prog Nat Sci., 18 (12), 1519-1524.

Estos autores han usado cloruro de cinc 5mM, EDTA 1mM y Beta-mercaptoetanol 1mM para sus ensayos de 3-
hidroxipropionaldehido reductasa.

8.5 Actividad de enzima purificada

Actividad de enzima purificada (mUl/mg)
Ensayo de actividad glicoladehido reductasa 9840
Ensayo de actividad 3-hidroxipropionaldehido reductasa 7918
Ensayo de actividad 4-hidroxibutyraldehido reductasa 1443

Ejemplo 9
Demostracion de la actividad L-serina transaminasa codificada por el gen serC de Escherichia coli

9.1 Construccién de la cepa para caracterizacion de SerC: BL21 (pPAL7-serC)

Para caracterizar la proteina SerC, el gen correspondiente fue expresado a partir del vector de expresion pPAL7
(Bio-rad).

Parece proposito, el gen serC fue amplificado a partir del genoma de E. coli usando los oligonucleétidos pPAL7-serC
F y pPAL7-serC R. El producto PCR fue restringido usando las enzimas Hindlll y EcoRI y clonado en el vector
pPALY restringido por las mismas enzimas de restriccion. El vector resultante fue nombrado pPAL7-serC.

pPAL7-serC F (SEC ID n° 84): cccAAGCTTtgATGGCTCAAATCTTCAATTTTAGTTCTGG con

- una region (negrita) homologa a la secuencia (956876-956904) del gen serC (secuencia de referencia en el
sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (subrayada) que contiene el sitio de restriccion Hindlll

pPAL7-serC R (SEC ID n° 85): gGAATTCTTAACCGTGACGGCGTTCGAACTCAACC con
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- una region (negrita) homdloga a la secuencia (957964-957937) de la region del gen serC (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/),

- unaregion (subrayada) que contiene el sitio de restriccion EcoRl.
El plasmido pPAL7-serC fue después introducido en células BL21 (DE3) competentes (Invitrogen).

9.2 Sobreproduccién de la proteina SerC

La sobreproduccién de la proteina SerC se hizo aplicando el mismo protocolo que el ejemplo 7.2

9.3 Purificacién de la proteina SerC

9.3.1 Etapal: Preparacion de extractos libres de células

Aproximadamente 280 mg de biomasa de E. coli fueron suspendidos en 45 ml de fosfato de potasio 100 mM pH 7,6,
y una mezcla de inhibidor de proteasa. La suspension de células (15 ml por tubo conico) fue sonicada en hielo
(Bandelin sonoplus, 70 W) en un tubo cénico de 50 ml durante 8 ciclos de 30 seg con intervalos de 30 seg. Después
de la sonicacion, las células fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente con MgCI2 5 mM y 1Ul/ml
de DNasel. Los residuos de las células fueron retirados por medio de centrifugacion a 12000g durante 30 minutos a
4<T.

9.3.2 Etapa 2: Purificacién por afinidad

La proteina fue purificada a partir de extracto de células crudo por afinidad en una columna Profinity (BIORAD, Bio-
Scale Mini Profinity cartucho exacto 5 ml) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. El extracto
crudo fue cargado en un cartucho exacto Profinity de 5 ml equilibrado con fosfato de potasio 100 mM pH 7,6. La
columna fue lavada con 10 volimenes de columna del mismo regulador de pH e incubada 30 minutos con fosfato de
potasio 100 mM pH 7,6, fluoruro 100 mM a temperatura ambiente. La proteina fue eluida de la columna con 2
volumenes de columna de fosfato de potasio 100 mM pH 7,6. La etiqueta permaneci6 firmemente unida a la resina 'y
la proteina purificada fue liberada. Las fracciones que contenian la proteina fueron depositadas y dializadas contra
Tris HCI 100 mM, NaCl 150 mM y 10% glicerol pH 8.

La concentracion de proteina fue medida usando el ensayo de proteina Bradford.

9.4 Ensayo de actividad L-serina transaminasa

Para el ensayo de actividad L-serina transaminasa aproximadamente 30 pug de enzima purificada fueron agregados
a un regulador de pH que contiene regulador de pH Tris-HCI 50 mM pH 8,2, L-Serina 3 mM, acido a-cetoglutarico
1 mM en un volumen total de 300 pl. La reaccion fue incubada durante 60 minutos a 30C. El producto de reaccion
(4cido hidroxipiravico) fue medido directamente mediante LC-MS/MS.

9.5 Actividad de enzima purificada

Actividad de enzima purificada (mUl/mg)

| Ensayo de L-Serina transaminasa 186
Ejemplo 10
Demostracion de la actividad 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa codificada por el gen GPP2 de  Saccharomyces
cerevisiae

10.1 Construccién de una cepa para caracterizacion de GPP2sc: BL21 (pPAL7-gpp2sc)

Para caracterizar la proteina GPP, el gen correspondiente es expresado a partir del vector de expresion pPAL7 (Bio-
rad).

Para este proposito, el gen gpp es amplificado a partir del genoma de Saccharomyces cerevisiae usando los
oligonucledtidos pPAL7-gpp2sc F y pPAL7-gpp2sc R. El producto PCR es restringido usando las enzimas Hindlll y
BamHI y clonado en el vector pPAL7 restringido por las mismas enzimas de restriccion. El vector resultante es
nombrado pPAL7-gpp2sc.

pPAL7-gpp2sc F (SEC ID n° 86): cccAAGCTTTgATGGGATTGACTACTAAACCTCTATC con

- una region (negrita) homologa a la secuencia (280680-280655) de la regién del gen gpp2 (secuencia de
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referencia en el sitio web http://www.yeastgenome.org/),
- unaregion (subrayada) que contiene el sitio de restriccion Hindlll
pPAL7-kivDIl R (SEC ID n° 87): gGGATCCTTACCATTTCAACAGATCGTCCTTAGC con

- una region (negrita) homologa a la secuencia (279928-279954) de la regién del gen gpp2 (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.yeastgenome.org/),

- unaregion (subrayada) que contiene el sitio de restriccion BamHI.
El plasmido pPAL7-gpp2sc es después introducido en células BL21 (DE3) competentes (Invitrogen).

10.2 Sobreproducciéon de la proteina GPP2sc

La sobreproduccion de la proteina GPP2sc se realizé aplicando el mismo protocolo que el ejemplo 7.2

10.3 Purificacién de la proteina GPP2sc

10.3.1 Etapa 1: Preparacion de extractos libres de células

Aproximadamente 294 mg de biomasa de E. coli fueron suspendidos en 45 ml de fosfato de potasio 100 mM pH 7,6,
y una mezcla de inhibidor de proteasa. La suspension de células (15 ml por tubo conico) fue sonicada en hielo
(Bandelin sonoplus, 70 W) en un tubo cénico de 50 ml durante 8 ciclos de 30 seg con intervalos de 30 seg. Después
de la sonicacion, las células fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente con MgCI2 5 mM y 1Ul/ml
de DNasel. Los residuos de las células fueron retirados por medio de centrifugacion a 12000g durante 30 minutos a
4<T.

10.3.2 Etapa 2: Purificacién por afinidad

La proteina fue purificada a partir del extracto de células crudo por afinidad en una columna Profinity (BIORAD, Bio-
Scale Mini Profinity cartucho exacto 5 ml) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. El extracto
crudo fue cargado en un cartucho exacto Profinity de 5 ml equilibrado con fosfato de potasio 100 mM pH 7,6. La
columna fue lavada con 10 volimenes de columna del mismo regulador de pH e incubada toda la noche con fosfato
de potasio 100 mM pH 7,6, fluoruro 100 mM a temperatura ambiente. La proteina fue eluida de la columna con 2
volumenes de columna de fosfato de potasio 100 mM pH 7,6. La etiqueta permaneci6 firmemente unida a la resina 'y
la proteina purificada fue liberada. Las fracciones que contenian la proteina fueron depositadas y dializadas contra
fosfato de potasio 100 mM, NaCl 150 mM y 10% glicerol pH 8 y concentradas a una concentracion de 0,22 pg/pl.

La concentracion de proteina fue medida usando el ensayo de proteina Bradford.

10.4 Ensayo de actividad 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa

10.4.1 Sintesis guimica de 3-fosfohidroxipiruvato

La sintesis quimica de 3-fosfohidroxipiruvato ha sido descrita en la publicacion:

CE Ballou ;H Hesse ;R Hesse ; (1956).The Synthesis and Properties of Hydroxypyruvic Acid Phosphate J Am Chem
Soc., 78 (15), 3718-3720.

10.4.2 Ensayo de actividad 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa

El ensayo de actividad 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa se llevé a cabo con regulador de pH Tris-HCI 50 mM pH 8,2,
MgCl, 5 mM, 3-fosfohidroxipiruvato 3,6 mM y aproximadamente 6 pg de enzima purificada (Gpp) en un volumen total
de 300 pl. La reaccion fue incubada durante 120 minutos a 30C. El producto de reaccién (acido hidroxi piravico) fue
medido directamente por medio de LC-MS/MS.

10.5 Actividad de enzima purificada

Actividad de enzima purificada (mUl/mg)
| Ensayo de 3-fosfohidroxipiruvato fosfatasa 9
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Ejemplo 11
Simulacion de rendimientos maximos para produccion de etilenglicol, 1,3-propanodiol y 1,4-butanodiol

11.1 Parametros usados para simulaciones

Se han realizado simulaciones con el software de los presentes inventores patentado METEX METOPT™. Se ha
utilizado una red metabdlica simplificada de E. coli que incluye una red metabdlica central, vias metabdlicas para
todos los precursores de biomasa y vias de produccion especificas como se describe anteriormente. Se ha usado
una composiciéon de biomasa clasica para E. coli. Para cada diol especifico, se han realizado dos simulaciones. La
primera para calcular un rendimiento maximo teérico (tomando en cuenta solamente la estequiometria del modelo,
sin crecimiento y sin energia de mantenimiento). La segunda para calcular un rendimiento maximo préactico, tomando
en cuenta un indice de crecimiento de 0,1 h* y una energia de mantenimiento de 5 mmolare-gow™*-h™. Todas las
simulaciones se han realizado con un indice de absorcién especifico de glucosa de 3 mmol-gow™*-h™. Para
etilenglicol y 1,3-propanodiol, se han realizado simulaciones en condiciones aerobicas. Especificamente para 1,4-
butanodiol, se han realizado simulaciones en condiciones tanto aerébicas como anaerdbicas. Para condiciones
anaerobicas, el indice de crecimiento no pudo ser impuesto a 0,1 h™’. El indice de crecimiento es el indice de
crecimiento maximo que se puede alcanzar de acuerdo con el ATP disponible.

11.2 Resultados de las simulaciones

Etilenglicol 1,3-propanodiol 1,4-butanodiol 1,4-butanodiol
(aerébico) (anaerbbico)
Rendimiento tedrico maximo (g/g) 0,69 0,60 0,50 0,50
Rendimiento practico maximo (g/g) 0,50 0,39 0,35 0,45 (Umax=0,03h™)

Listado de secuencias
<110> METABOLIC EXPLORER SA
SOUCAILLE Philippe
BOISART Cédric
<120> METODO PARA LA PREPARACION DE DIOLES
<130> D26977

<150> EP08173129.1
<151> 2008-12-31

<150> US61/141.699
<151> 2008-12-31

<160> 87

<170> PatentIn versién 3.3
<210>1

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Sitios de restriccion Ptrc01-kivDII-TTO7 (BamHI, Hindlll, EcoRV)

<400> 1

ggatccatgc aagcttatgc gatatc 26
<210> 2

<211>57

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> promotor Ptrc01

34
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gagctgttga caattaatca tccggctcgt ataatgtgtg gaataaggag gtataac

<210>3
<211> 1647
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia del gen kivDIl optimizada para E. coli

<400> 3

atgtataccg

ttcggegttce

atgaaatggg

cgtaccaaaa

aatggtctgg

accagcaaag ttcagaatga

aaacatttca
aatgcaaccyg
tatattaatc
aaaaaagaaa
tccctgaaaa
clLggaaaaaa
tttggtéaaa
ctgagcgaac
gttaaactga
attagcctga
gaaagcctga
gataaaaaac
caggcagttyg
CLtttttggty
tggggtagca
agccgteatce
ctggccattc
gtggaacgtg
agcaaactge
accgaaaatg
tggattgaac

ctgttcgeeg

tgaaaatgca
ttgaaattga
tgeeggtgga
atagcaccag
acgccaaaaa
ccgttacccea
gcagcecgttga
cgaatctgaa
ccgatagete
atattgatga
ttagcagecct
aggaagattt
aaaatctgac
caagcagcat
ttggttatac
tgetgtttat
gcgaaaaaat
aaattcatgg
cggaatettt
aatttgtgag
tgattctggc

aacagaataa

tgggtgatta

cgggtgatta

tgggtaatge

aagcagcagc

ctggtagcta

tctgctggat
taatctgcag
caatgaactg
atttctgacc
tgcagaaaat

aggcaaattt

tgaaccyggtt
tcgtgttctg
tgttgcageca
caataccagc
accgattgtyg
gtttattagc
tgaagcactg
agaatttg:ng
taccggtgea
aggcaaaatt
gctggatcetyg
tgttccgage
ccagagcaat
ttttctgaaa
ctttccggea
tggtgatggt
taatccgatt
tccgaatcég
tggtgcaécc
cgtgatgaaa
caaagaagqgt

aagctaa

cgtctgcatg
tttctggate
aatgcaagct
acctttggtg
ctgcecggttg

gtgcatcata

accgcagcac
agcgecactge
gcaaaagcag
gatcaggaaa
attaccggtce
aaaaccaaac
ccgagettte
gaaagcgcag
tttaccecate
tttaatgaac
agcgaaatcg
aatgcactge
gaaaccattg
agcaaaagcc
gecactgggta
agectgecage
tgctttatta
agctataatg
gaagatcgtg
éaagcacégg

gcaccgaaag

aactgggcat
agattattag
atatggcaga
ttggtgaact
ttgaaattgt

ccctggecga

gtaccctget
tgaaagaacg
aaaaaccgag
ttctgaataa
atgaaattat
tgccgattac
tgggtattta
atttcattct
atctgaatga
gcattcagaa
aatataaagg
tgtctcagga
ttgcagaaca
attttattgg

gccagattgce

tgaccgttica

tcaataatga
atéttccgat
ttgtgagcaa
cagatcegaa

ttctgaaaaa

35

tgaagaaatt

ccataaagat

tggttatgcc

gagcgcagtt

tggtagcccg

tggtgatttt

gaccgcagaa

taaaccggtyg

cetgeegety

aattcaggaa

tagctttgge
caccctgaat
taatggcacc
gatggtgggt
aaacaaaatyg
ttttgatttt
caaatatatt
tecgtetgtgyg
gggcaccagc
tcagpcgctq
agataaagaa
ggaactgggt
tggctatace
gtggacttat
aattgtgcge
tegratgtat

aatgggcaaa

57

60
120

180

420
480
540
600
660
720
780
8B40

800

1020
1080
1140
1200
1263
1320
138C
1440
15¢0Q
1560
1620

1647
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<210> 4
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de Terminador T7Te

<400> 4

attacgtaga agatcttcct ggctcacctt cgggtgggcc titctg 46
<210>5

<211> 27

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Sitios de restriccion Ptrc01-kivDII-TTO7 (Smal, BamHI, EcoRlI)

<400> 5

cccecgggatg cggatceatg cgaatte 27
<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido PME101 F

<400> 6

ccgacagtaa gacgggtaag cctg 24
<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido PME101 R

<400> 7

agcttagtaa agccctcgct ag 22
<210> 8

<211> 36

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos yghD F

<400> 8

ttacgtaccc agcaaaggga gcaagtaatg aacaac 36
<210>9

<211> 32

<212> ADN

<213> artificial

<220>

36
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<223> Oligonucledtidos yghD R
<400> 9

aagatcttct tagcgggcegg cttcgtatat ac
<210> 10

<211> 100

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltasdaA F

<400> 10

gtcaggagta ttatcgtgat tagtctattc gacatgttta aggtggggat tggtccctca
tcttcccata cecgtagggcec tgtaggcetgg agetgctteg

<210> 11
<211> 103
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltasdaA R

<400> 11

32

60
100

gggcgagtaa gaagtattag tcacactgga ctttgattge cagaccaccg cgtgaggttt

cgcggtattt ggcgttcatg tccecatatga atatcectect aag

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sdaA F

<400> 12
cagcgttcga ttcatctgeg
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sdaA R

<400> 13

gaccaatcag cggaagcaag
<210> 14

<211>98

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltasdaB F

<400> 14

37

20

20

60
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cggcattgge ccttcecagtt ctcataccegt tggaccaatg aaagcegggta aacaatttac
cgacgatctg attgcccgtg taggctggag ctgctteg

<210> 15

<211> 100

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltasdaB R

<400> 15

.cgca‘g'gc':aa_d gatctteatt gccaggecgc cgcogagaggt ttcogeggtac ttggegttea
tatctttdcc tgtttcgtac catatgaata tcgtccettag

<210> 16

<211>19

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sdaB F

<400> 16

gcgtaagtac agcggtcac 19
<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sdaB R

<400> 17

cgatgccgga acaggctacg gc 22
<210> 18

<211> 98

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltapykF F

<400> 18

cccatcoctte tcaacttaaa gactaagact gtcatgaaaa agaccaaaat tgtttgcace
atcggaccga aaaccgaaty taggcetggag ctgettey

<210> 19

<211>99

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltapykF R

<400> 19

38

60

98

60

100

60
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ggacgtgaac agatgcggtg ttagtagtgce cgecteggtac caghkgcacca gaaaccataa

ctacaacgtc acctttgtgc atatgaatat ccteccttag

<210> 20
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido pykF F

<400> 20

gcgtaacctt ttccctggaa cg
<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido pykF R

<400> 21

gcgttgctgg agcaacctge cage
<210> 22

<211> 125

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Ptrcl8-gpmA F

<400> 22
ccactgactt togecatgac gaaccagaac cagottagtt
tattccacac ‘agtatacgag ccggatgatt aatcgecaac

cttcg

<210> 23
<211> 105
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Ptrcl8-gpmA R

<400> 23

ggttatgegt aagcattgct gttgcttegt cgeggcaata
aaaagatgat ttgaggagta agtatcatat gaatatccte

<210> 24
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido gpmA F

22

24

acagccataa tatacc_tcct:

agcetetgtag getggagetyg

taatgagaat tattatcatt

cttag

39

60

99

60

120

225

60

105
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<400> 24

ccttcctett tcagcagctt acc
<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido gpmA R

<400> 25

cgacgatcag cgcaaagtga aagg
<210> 26

<211> 126

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Ptrcl8-gpmB R

<400> 26

ES 2549 003 T3

23

24

cggegttceca ctgogtttcoa cogtggcgga ctaggtatac ctgtaacata atatacctcec

ttattccaca cagtatacga gccggatgat taatcgccaa cagetetgta ggetggaget

gcotteg

<210> 27
<211> 106
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Ptrcl8-gpmB F

<400> 27

gegyggattygg tggtcegecaca gacaacttgg tgcataatca gcattactca gaaaattaac

gttacagcag tatacggaaa aaaagccata tgaatatcct ccttag

<210> 28
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido gpmB F

<400> 28
ccttacgacc aatctcatca ataccgg
<210> 29
<211>21

<212> ADN
<213> artificial

27

40

60

20

126

60

106
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<220>
<223> Oligonucledtido gpmB R

<400> 29

gcaataccat gactcaccag ¢ 21
<210> 30

<211> 100

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltametA F

<400> 30

ttcgtgtgece ggacgageta cecegecgbtea atttcttgeg tgaagaaaac gtcectttgtga
tgacaacttc tegtgegtet tgtaggctgg agetgcetteg

<210> 31
<211> 100
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltametA R

<400> 31

atccagegtt ggattcatgt gecgtagatce gtatggegtg atctggtaga cgtaatagtt
gagccagttg gtaaacagta catatgaata tcctccttag

<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido metA F

<400> 32

tcaccttcaa catgcaggct cgacattggc 30
<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido metA R

<400> 33

ataaaaaagg cacccgaagg tgcctgaggt 30
<210> 34

<211> 40

<212> ADN

<213> artificial

<220>

41

60

100

60
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<223> Oligonucleotido BspHIthrA

<400> 34

ttatcatgag agtgttgaag ttcggcggta catcagtggc
<210> 35

<211> 39

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido SmalthrA

<400> 35

ttacccgggce cgecgeeceg agecacatcaa acccgacge
<210> 36

<211> 24

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido PME101 F

<400> 36

ccgacagtaa gacgggtaag cctg
<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido PME101 R

<400> 37

agcttagtaa agccctegct ag
<210> 38

<211> 57

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido ThrA SF for

<400> 38

cgtatttccg tggtgctgat tacgcaatte tcttccgagt actcaatcag tttetge
<210> 39

<211> 57

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido ThrA SF rev

<400> 39

gcagaaactg attgagtact cggaagagaa ttgcgtaatc agcaccacgg aaatacg

42

40

39

24

22

57

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2549 003 T3

<210> 40
<211>50
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido HpalupthrL F

<400> 40

cgtagttaac gaattcccaa ctagttgcat catacaacta ataaacgtgg 50
<210> 41

<211>90

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido BstZ17lupthrL R

<400> 41

ccegggggag gogceccgeqq atcccggtat accagaaagg cccacccgaa ggtgagecag
gaaggtaacce agttcagaag ctgctatcag

<210> 42

<211>91

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido BamHIdownthrC F

<400> 42

tcetggetea ccttegggtg ggcctttetg gtataccggg atccgeggge gecteccceceyg

ggaatctatt-cattatctca atcaggccgg g

<210> 43
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido HpaldownthrC R

<400> 43

cgtagttaac gaattcgaga atgcccgagg gaaagatctg 40
<210> 44

<211> 29

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido BstZ17ICm F

<400> 44
ggggtatact gtaggctgga gctgcttcg 29

<210> 45
<211> 29

43

60

90

60

91
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido BamHICm R

<400> 45

cgcggatccc atatgaatat cctccttag 29
<210> 46

<211> 22

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido thrA*1 F

<400> 46

cgtgttgegt gttaccaact cg 22
<210> 47

<211>21

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido thrA*1 R

<400> 47

cggaaactga cgcctcegea g 21
<210> 48

<211> 18

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Sitios de restriccion PtrcOl-aaoro (Kpnl, EcoRI, Smal)

<400> 48

ggtaccgaat tcceecggg 18
<210> 49

<211> 69

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> promotor Ptrc01 y RBS

<400> 49

gagctgttga caattaatca tccggcetegt ataatgtgtg gaaggatcce ccgggtaagg 60
aggttataa 69

<210> 50
<211> 1605
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del gen aaoro optimizada para E. coli (AY053450.)

44
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15

<400> 50
atggcattta
jcatatggtg
tttcagecege
gttctqggtg
aaagttaccg
égtachaég
ttttataatg
gaactgggtyg
cagagcgata
tttggctata
ctgagcegtg
gatgatggtc
ctgaattttg
ggtcgéaatt
ggtggtatgg
ttcggtgecg
gcaggcggta
ctggttggtc
aaaccgagca
gatcgcattt
tatgatcatt
caggaagcat
agcgaaattc
cgtcgtacca
ggtggtgcag
gccggtgatce
gatgttgtta
<210> 51
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ccegtegeag
caatgagcac
tggcagcogg
glggtcegge
ttctggaage
aaaccgatct
ttggtgecac
ttgaaattca
ccaécctgag
tgagcgaact
aagataaaga
gtlatctggg
gcaccgaaaa
ttagctttga
atcgtattta
aagttaccag
gcaaaaaaag
gtctgcagaa
gcagcggataa
atggtggtge
ataatagcga
ttgaaagcct
acggcgaaaa
aatatagcga
ccactccgga
atctgagcaa

cccatattca

ctttatgaaa
cctgggtcetyg
tgatctgatt
aggtctgtgt
acgtacccgt
gagcggtgaa
ccgtattccg
gggtttcggce
cggtcagagce
gctgaaaaaa

tgcactgagc

tagcagecgt

aaaaccgttt
ttttggetat
ttatgecettt
catgaaaaat
cattaccgca
taatctgect
actgggtatt
aagcaatacc
tcgtggtgtt
gacccategt
atatacccgt
aagcgcatgg
atatgaaaaa
tgcaatcgca

tgaacgtgtt

ES 2549 003 T3

ggtctgggtyg
gcaccgtcta
ggtaaagtga
agcgcatttg
ccgggtggte
acccagaaat
cagagccata
aatcaaaatg
gttacctatc
gcaaccgatc
gaatttctga
cgtggttatg
gccatgcagg
gatcaggcca
caggataegta
gttagcgaag
gattatgcca
ggtgatgttc
gaaﬁatagcc
gataaagata
gttgttgcat
cagcgtetgy
gatattagca
gcaaattgygyg
ctgctggaac
tggcagcatg

gcacaggaag

caaccggtgg tgcaggtctg

cagcagcacc ggcacgtacc

aaggtagcca
aactgcagaa
gtgtttggac
gtacctttag
ttaécctgga
ccaatacctt
gtgcagcaaa
agggtgcact
gcgattttgg
atagcgaacc
aagttattcg
tgatgatgtt
ttggcactga
gtgtgaccgt
tttgtaccat
tgaccgcact
gtcgttggtyg
ttagccagat
attatagctc
céaaagcaat
gcagctttag
caggtagcgg
cggtgqataa
gtgcactgac

cctaa

tagecgttgtt
agccggttat
cgcacgtggt
cgaaggccat
ttattgtcge
tgtgaattat
agcagatacc
ggatcaggtt
tgatctgtcet
gggtgccggt
tageggtatt
tacaccqggtt
taacatcgtyg
tgaatatacc

tcctcegeat

gaaagcagca

ggaaaccgaa
tatgttt;cg
tggtaaacgc
tgcagaaggce
cggtagctgg
tggttctcat
aatttattet

cagcgeacgt

<223> Sitios de restriccion PtrcO1-aaoro (Bglll, EcoRV, Pacl, Sacl, Xbal, Hindlll)

<400> 51

45

60
120
180
240.
300
360
420
480
540
600
660"
720
580
840
900
960
1020
1050
1240
1200
1260
1320
1380

1440

1500

1560

1605
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gatctgatat cttaattaag agctctctag aaagctt 37
<210> 52

<211> 100

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltaaceBAK F

<400> 52

ctggettteca caaggecgta tggcgageag gagaagcaaa ttcettactge cgaagceggta
gaatttctga ctgagctggt tgtaggct@g agctgcttcg

<210> 53

<211>99

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltaaceBAK R

<400> 53

aacatcttee acatgcectt cacgtatgeg gttttgtagt gcecgegecagt aatcagcegeg
gaacaggtcg gcgtgcatcce atatgaatat cctccttag

<210> 54

<211> 24

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido aceBAK F

<400> 54

cgttaagcga ttcagcacct tacc 24
<210> 55

<211> 27

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido aceBAK R

<400> 55

aacgcattac ccactctgtt taatacg 27
<210> 56

<211> 100

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltasucCD F

<400> 56

46

60

100

60

99
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tttttgceeg ctatggetta ccagcaccgg tgggtlLatge ctgtactact ccgegcgaag
cagaagaagc cgcttcaaaa catatgaata tcctccttag

<210> 57
<211> 100
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltasucCD R

<400> 57
atatccgeca ggctgcgaac ggttttdacg cctgcggett ccagagcage gaatttctca

tccgecagtec ctttaccggce tgtaggctgyg agetgetteg

<210> 58
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucle6tido sucCD F

<400> 58

tcgcgaatcc gtgggcttce tggtaacg 28
<210> 59

<211> 29

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sucCD R

<400> 59

cctctgatgce caaccgaaga gatgagccg 29
<210> 60

<211> 97

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltaarcA F

<400> 60

cecgeacatt cttategttg aagacgagtt ggtaacacge aacacgttga aaagtatttt
cgaagcggaa ggctatgtgt aggctggage tgcttcg

<210> 61

<211> 99

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltaarcA R

<400> 61

47

60

100

60

100

60

97
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ccagatcacc gcagaagcga taaccttcac cgtgaatggt ggcgatgatt tecggegtat
¢ccggegtaga thtcegaaatge atatgaatat cctccttag

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido arcA F

<400> 62

cgacaattgg attcaccacg 20
<210> 63

<211>21

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido arcA R

<400> 63

gcggtattga aaggttggtg ¢ 21
<210> 64

<211>70

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltagdhA F

<400> 64

taaacaacat aagcacaatc gtattaatat ataagggttt tatatctatg tgtaggcetgg
agctgetteg

<210> 65

<211> 70

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltagdhA R

<400> 65

taagcgtage gecatcagge atttacaact taaatcacac cetgcgccag catatgaata
tectecttag

<210> 66

<211> 21

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Ptrc-gdhAver F

<400> 66

48

60

99

60

70

60

70
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ccttaacgtt attgtctctg ¢

<210> 67
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido gdhA R

<400> 67

ggaggaagcc ccagagcagg
<210> 68

<211> 125

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido adhE2Ca F

<400> 68

ES 2549 003 T3

21

20

ggtaccggat ccgggeccga gcetgttgaca attaatcatc cggetegtat aatgtgtgga

attgtgagcg gataacaatt tacgtataag gaggtatatt atgaaagtta caaatcaaaa

agaac

<210> 69
<211> 124
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido adhE2Ca R

<400> 69

gagctcaage ttaacagata aaacgaaagg cccagtcttt cgactgagce tttegtttta

tttgatgcct agggctagcect ctagattaat taaaatgatt ttatatagat atccttaagt

tcac

<210> 70
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido prep F

<400> 70

tctagaggat ccaagttcaa caggagagca ttatg
<210> 71

<211> 44

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucleétido prep R

35

49

60

120

125

60

120

124
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<400> 71
ggatccgcta gecctaggta cgtactacte ttccatcgee tgge 44

<210> 72

<211> 62

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Oligonucledtido yeaB F

<400> 72

agctgtatac tagaattcat agatcttaag gaggtatatt atggaatacce gtagecetgac

gc

<210> 73
<211> 129
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yeaB R

<400> 73

gcttatadge cagetggetce tagatagcag aaaggceccac ccgaaggtga gccaggagta

técatgaagc atttceogtta attaacggag ctcatcctag gtcagggttt cacadcaatt

tgcagcgcce

<210> 74
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido serA F

<400> 74

ctagtctaga ttagtacagc agacgggcgc g 31
<210> 75

<211> 35

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido serA R

<400> 75

tccceceggga agcetteegte agggegtggt gaceg 35
<210> 76

<211> 39

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido pPAL7-kivDIl F

<400> 76

50

60

62

12Q

129
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cccaagcttt gacttctatg tataccgtgg gtgattatc

<210> 77

<211> 34

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Oligonucledtido pPAL7-kivDIl R

<400> 77

ggaattctta gcttttattc tgttcggega acag
<210> 78

<211> 101

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltayghDF

<400> 78

ES 2549 003 T3

39

34

atgaacaact ttaatctgca caccccaace cgcattctgt ttggtaaagg cgcaatceget

ggtttécgcg aacaaattcc gtgtaggctg gagctgcttc g

<210> 79
<211> 101
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido DeltayghD R

<400> 79

ttagecgggcg gettcgtata tacggegget gacatccaac gtaatgtcat gattttegece

cagttgggtc atgccgtget ccatatgaat atcctectta g

<210> 80
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yghD F

<400> 80

ggcgtctcge catacaacaa acgcacatcg ggc
<210> 81

<211> 29

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yghD R

<400> 81

gggctttgce gacaccttct tegttettg

33

29

51

60

101

60

101
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<210> 82
<211> 43
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yghD F pTRC99A F

<400> 82

cgatgcacgt catgaacaac tttaatctgc acaccccaac ccg 43
<210> 83

<211> 70

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yghD R pTRC99A R

<400> 83
ggcgtaaaaa gcttageggg cggcettegta tatacggegg ctgacatcca acgtaatgte

gtgattttcg

<210> 84
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido pPAL7-serC F

<400> 84

cccaagcttt gatggctcaa atcttcaatt ttagttctgg 40
<210> 85

<211> 35

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido pPAL7-serC R

<400> 85

ggaattctta accgtgacgg cgttcgaact caacc 35
<210> 86

<211> 37

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido pPAL7-gpp2sc F

<400> 86
cccaagcttt gatgggattg actactaaac ctctatc 37
<210> 87
<211> 34

<212> ADN
<213> artificial

52

60

70
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<220>
<223> Oligonucledtido pPAL7-kivDIl R

<400> 87

gggatcctta ccatttcaac agatcgtcct tage
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REIVINDICACIONES

1. Microorganismo genéticamente modificado para la bioproduccion de un diol alifatico seleccionado de entre
etilenglicol, 1,3-propanodiol y 1,4-butanodiol,

en el que el microorganismo comprende una via metabdlica para la descarboxilacion de un metabolito de acido
hidroxi-2-ceto-alifatico seleccionado de entre hidroxipiruvato, 4-hidroxi-2-cetobutirato y 5-hidroxi-2-cetopentanoato,
respectivamente, con una enzima codificada por el gen kivD de Lactococcus lactis, siendo ademas el producto
obtenido a partir de dicha etapa de descarboxilacion reducido en el diol alifatico correspondiente con una enzima
codificada por el gen yghD de Escherichia coli, y

en el que el microorganismo es modificado genéticamente para la produccion mejorada de dicho metabolito de
4cido hidroxi-2-ceto-alifatico.

2. Microorganismo segun la reivindicaciéon 1, seleccionado de entre el grupo que consiste en bacteria, levadura y
hongo.

3. Microorganismo segun una de las reivindicaciones 1 o 2, en el que es seleccionado de entre Enterobacteriaceae,
Clostridiaceae, Bacillaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae.

4. Microorganismo segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el diol alifatico es el etilenglicol y el metabolito
de acido hidroxi-2-ceto-alifatico es el hidroxipiruvato.

5. Microorganismo segun la reivindicacion 4, en el que la produccion mejorada de hidroxipiruvato se obtiene
mediante por lo menos una de las modificaciones siguientes:

- Atenuar la expresion de los genes gpmA y/o pgml;

- Incrementar la expresion de los genes serA y/o serC;

- Mutar el gen serA para obtener un alelo resistente a la retroalimentacion;

- Incrementar la expresion de los genes yeaB o serB;

- Introducir e incrementar la expresion del gen GPP2 de S. cerevisiae;

- Atenuar la expresion de los genes sdaA y/o sdaB y/o tdcG y/o cysE y/o trpAB y/o glyA;
- Atenuar la expresion de los genes ghrA o hyi;

- Atenuar la expresion de los genes ItaE o aldA/aldB;

- Atenuar la expresion de los genes pykA y pykF;

- Incrementar la expresion del gen ppsA.

6. Microorganismo segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el diol alifatico es el 1,3-propanodiol y el
metabolito de &cido hidroxi-2-ceto-alifatico es el 4-hidroxi-2-cetobutirato.

7. Microorganismo segun la reivindicacion 6, en el que la produccién mejorada de 4-hidroxi-2-cetobutirato se obtiene
mediante por lo menos una de las modificaciones siguientes:

- Incrementar la expresién del gen ppc;

- Atenuar la expresién de los genes pckA y/o maeA y/o maeB;

- Incrementar la expresion de los genes thrA 'y asd;

- Mutar el gen thrA para obtener un alelo resistente a la retroalimentacion;
- Incrementar la expresion del gen serC;

- Atenuar la expresion de los genes thrB y thrC, y/o metA y/o dapA,;

- Atenuar la expresion de los genes aldA y aldB;

- Atenuar la expresién de los genes pykA o pykF;

- Incrementar la expresion del gen ppsA.

8. Microorganismo segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el diol alifatico es el 1,4-butanodiol y el
metabolito de acido hidroxi-2-ceto-alifatico es el 5-hidroxi-2-cetopentanoato.

9. Microorganismo segun la reivindicacién 8, en el que la producciéon mejorada de 5-hidroxi-2-cetopentanoato se
obtiene mediante por lo menos una de las modificaciones siguientes:

- Incrementar la expresién del gen ppc;

- Atenuar la expresién de los genes pckA y/o maeA y/o maeB;

- Incrementar la expresion de los genes gltA y/o icd;

- Atenuar la expresion de los genes sucAB o sucCD y/o aceA o aceB;
- Atenuar la expresion del gen arcA;

- Incrementar la expresion del gen prpE;

- Atenuar la expresion de los genes gdhAy gltB;

54
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- Atenuar la expresioén de los genes aldA y aldB;
- Atenuar la expresion de los genes ack y pta.

10. Método para la produccion fermentativa de un diol alifatico seleccionado de entre etilenglicol, 1,3-propanodiol y
1,4-butanodiol, que comprende las etapas siguientes:

- cultivar un microorganismo segun una de las reivindicaciones 1 a 9 en un medio de cultivo apropiado que
comprende una fuente de carbono y

- recuperar el diol alifatico del medio de cultivo.
11. Método segun la reivindicacion 10, en el que el diol es purificado adicionalmente.
12. Método segun una de las reivindicaciones 10 u 11, en el que la fuente de carbono se selecciona de entre
hexosas, pentosas, monosacéridos, disacaridos, oligosacaridos, melaza, almidén, hemicelulosas, glicerol y

combinaciones de los mismos.

13. Método segun la reivindicacion 12, en el que la fuente de carbono se selecciona de entre glucosa y sacarosa.
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Gen Organismo NUmero de acceso
Pdc2 Arabidopsis thaliana NC_003076 REGION: complemento(22327913..22329987)
Pdc3 Arabidopsis thaliana NC_003076 REGION: complemento(132318..134861)
Pdc Clostridium acetobutylicum | NC_ 001988 REGION: 24954..26618
aceA Escherichia coli NC_000913 REGION: 4215132..4216436
aceB Escherichia coli NC_000913 REGION: 4213501..4215102
aceK Escherichia coli NC_000913 REGION: 4216619..4218355
arcA Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(4637613..4638329)
asd Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(3571798..3572901)
cysE Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(3779764..3780585)
dapA Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(2596904..2597782)
dkgA Escherichia coli NC_000913 REGION: 3154645..3155472
dkgB Escherichia coli NC_000913 REGION: 229167..229970
fucO Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(2929887..2931038)
galP Escherichia coli NC_000913 REGION: 3086306..3087700
gdhA Escherichia coli NC_000913 REGION: 1840395..1841738
gltA Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(752408..753691)
gltB Escherichia coli NC_000913 REGION: 3352654..3357207
glyA Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(2682276..2683529)
gpmA | Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(786066..786818)
gpmB | Escherichia coli NC_000913 REGION: 4631820..4632467
icd Escherichia coli NC_000913 REGION: 1194346..1195596
Irp Escherichia coli NC_000913 REGION: 931818..932312
maeA | Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(1551996..1553693)
maeB | Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(2574120..2576399)
metA Escherichia coli NC_000913 REGION: 4212303..4213232
pckA Escherichia coli NC_000913 REGION: 3530840..3532462
ppc Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(4148470..4151121)
ppsA Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(1782758..1785136)
pykA Escherichia coli NC_000913 REGION: 1935673..1937115
pykF Escherichia coli NC_000913 REGION: 1753722..1755134
sdaA Escherichia coli NC_000913 REGION: 1894956..1896320
sdaB Escherichia coli NC_000913 REGION: 2927598..2928965
serA Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento (3055200..3056432)
serC Escherichia coli NC_000913 REGION: 956876..957964
SUucA Escherichia coli NC_000913 REGION: 757929..760730
sucB Escherichia coli NC_000913 REGION: 760745..761962
sucC Escherichia coli NC_000913 REGION: 762237..763403
sucD Escherichia coli NC_000913 REGION: 763403..764272
thrA Escherichia coli NC_000913 REGION: 337..2799
thrB Escherichia coli NC_000913 REGION: 2801..3733
thrC Escherichia coli NC_000913 REGION: 3734..5020
trpA Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(1314440..1315246)
trpB Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(1315246..1316439)
yghD Escherichia coli NC_000913 REGION: 3153377..3154540
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ES 2549 003 T3

Kivd Lactococcus lactis AJ746364

Arol0 | Pichia stipitis NC_009046 REGION: complemento(1053281..1055152)
Pdcl Pichia stipitis NC_009068 REGION: 1765715..1767920

Pdc2 Pichia stipitis NC_009068 REGION: complemento(285510..287347)
ADH1 | Saccharomyces cerevisiae | NC_001147 REGION: complemento(159548..160594)
ADH2 | Saccharomyces cerevisiae | NC 001145 REGION: complemento(873290..874336)
Arol0 | Saccharomyces cerevisiae | NC_001136 REGION: 1234210..1236117

Pdcl Saccharomyces cerevisiae | NC_001144 REGION: complemento(232391..234082)
Pdc5 Saccharomyces cerevisiae | NC_001144 REGION: 410724..412415

Pdc6 Saccharomyces cerevisiae | NC_001139 REGION: complemento(651294..652985)
Thi3 Saccharomyces cerevisiae | NC_001136 REGION: complemento(310642..312471)
pdc Zymomonas mobilis NC_006526 REGION: complemento(1373405..1375111)
yeaB Escherichia coli NC_000913 REGION: 1894194..1894772

aldA Escherichia coli NC_000913 REGION: 1486256..1487695

aldB Escherichia coli NC_000913 REGION: complemento(3754534..3752996)
aao Rhodococcus opacus NC_012522 REGION: complemento(1799119..1800723)

Fig 4-2
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