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DESCRIPCION
Microorganismos y procedimientos para la produccién de 1,2-propanodiol y acetol.
Introduccion

La presente invencion se refiere a un microorganismo modificado y a su utilizacion para la preparaciéon de 1,2-
propanodiol y/o acetol.

El 1,2-propanodiol o propilenglicol, un dialcohol C3, es un producto quimico muy utilizado. Es un componente de
resinas de poliéster no saturado, detergentes liquidos, refrigerantes y liquidos anticongelantes y de deshielo para
aviones. El propilenglicol se ha utilizado cada vez mas desde 1993-1994 como un producto de sustitucion para los
derivados del etileno, considerados mas téxicos que los derivados del propileno.

En la actualidad, el 1,2-propanodiol se produce quimicamente mediante un procedimiento de hidratacién del 6xido
de propileno que requiere grandes cantidades de agua. El 6xido de propileno puede producirse mediante dos
procedimientos: utilizando epiclorohidrina o hidroperoxido. Ambos utilizan sustancias de elevada toxicidad.
Asimismo, la via con hidroperéxido genera subproductos como el terc-butanol y el 1-feniletanol. Para que la
produccion de propileno sea 6ptima, se debe encontrar un uso para estos subproductos. La via quimica
generalmente produce 1,2-propanodiol racémico, mientras que los dos estereoisémeros, (R)1,2-propanodiol y
(S)1,2-propanodiol, son de interés para determinadas aplicaciones (por ejemplo materiales de inicio quirales para
productos quimicos y productos farmacéuticos especializados).

El acetol o hidroxiacetona (1-hidroxi-2-propanona) es un cetoalcohol C3. Este producto se utiliza como agente
reductor en el tefiido en tanques en la industria textil. Puede ventajosamente sustituir al azufre tradicional que
contiene agentes reductores para reducir de esta forma el contenido de azufre en las aguas residuales, perjudicial
para el medioambiente. El acetol es también un material de inicio en la industria quimica utilizado, por ejemplo, para
producir polioles o moléculas heterociclicas. Asimismo, tiene interesantes propiedades quelantes y disolventes.

En la actualidad, el acetol se produce principaimente mediante oxidacién catalitica o deshidratacion del 1,2-
propanodiol. Se han propuesto nuevos procedimientos a partir de materias primas renovables como el glicerol (ver
los documentos DE4128692 y WO 2005/095536). Actualmente, el coste de la produccion quimica del acetol reduce
sus aplicaciones industriales y mercados.

Las desventajas de los procedimientos quimicos para la produccion de 1,2-propanodiol y/o acetol hacen que la
sintesis bioloégica sea una alternativa interesante. Los microorganismos caracterizan dos vias para la produccion
natural de estos productos a partir de azlcares.

En la primera via, 6-desoxiaztcares (por ejemplo L-ramnosa o L-fucosa) se separan en fosfato de dihidroxiacetona y
(S)-lactaldehido, que se pueden reducir a su vez en (S)-1,2-propanodiol (Badia et al, 1985). Esta via es funcional en
E. coli, pero no es econémicamente viable debido al elevado coste de las desoxihexosas.

La segunda via es el metabolismo de aztcares comunes (por ejemplo glucosa o xilosa) a través de la ruta de la
glucdlisis seguida de la ruta del metilglioxal. El fosfato de dihidroxiacetona se convierte en metilglioxal, que se puede
reducir a lactaldehido o acetol. Estos dos compuestos pueden someterse entonces a una segunda reaccion de
reduccion que da lugar a 1,2-propanodiol. Esta via es utilizada por los productores naturales de (R)-1,2-propanodiol,
como Clostridium sphenoides y Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum. La Clostridium sphenoides se utiliza
para producir 1,2-propanodiol a una valoracion de 1,58 g/l en condiciones limitadas de fosfato (Tran Din y
Gottschalk, 1985). La Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum también ha sido analizada para la produccion de
1,2-propanodiol (Cameron y Cooney, 1986, Sanchez-Rivera y col, 1987). El mejor rendimiento obtenido fue una
valoracion de 9 g/l y una produccion a partir de glucosa de 0,2 g/g. Sin embargo, es muy probable que la mejora del
rendimiento obtenido con estos organismos resulte limitada debido a la falta de disponibilidad de herramientas
genéticas.

Técnica anterior

La E. coli presenta las capacidades genéticas necesarias para producir 1,2-propanodiol y acetol naturalmente. El
documento WO 2007/073364 describe un procedimiento para obtener microorganismos evolucionados, que
presentan un actividad de "1,2-propanodiol sintasa" mejorada.

La ruta biosintética para obtener 1,2-propanodiol se inicia a partir del fosfato de dihidroxiacetona que se origina
como producto intermedio en la glucdlisis. Este producto intermedio metabdlico se puede convertir en metilglioxal
mediante la sintetasa de metilglioxal codificada por el gen mgsA (Cooper, 1984, Tétemeyer y col, 1998). El
metilglioxal es un electréfilo extremadamente tdxico que puede reaccionar con los centros nucledfilos de las
macromoléculas, como por ejemplo ADN, ARN y proteinas. Puede inhibir el crecimiento bacteriano y provocar la
muerte celular en concentraciones muy bajas (0,3 a 0,7 mM). Por este motivo, se han analizado las vias existentes
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para la desintoxicacién del metilglioxal (Ferguson y col, 1998). En bacterias, especialmente en E. coli, se han
identificado tres rutas:

- La primera es el sistema I-1l de glioxalasa dependiente de glutation (codificada por los genes gloA y gloB) que
convierte el metilglioxal en D-lactato en dos etapas.

- Lasegunda es la enzima Il de glioxalasa independiente de glutation que cataliza la conversién de metilglioxal
en D-lactato.

- El tercer sistema comprende la degradacion del metilglioxal mediante reductasas de metilglioxal.

Este Ultimo sistema resulta relevante para la produccion de 1,2-propanodiol. El metilglioxal es un cetoaldehido C3,
con un aldehido en C1 y una cetona en C2. Estas dos posiciones se pueden reducir a alcohol, produciendo
respectivamente acetol (o hidroxiacetona), una molécula no quiral y lactaldehido, una molécula quiral que puede ser
de forma L o D (ver la figura 1). Estas 3 moléculas (acetol, L-lactaldehido y D-lactaldehido) se pueden reducir
posteriormente en la otra posicion para obtener 1,2-propanodiol quiral.

Las rutas preferentemente utilizadas en E. coli no estan bien establecidas en este momento. Una metilglioxal
reductasa, utilizando preferentemente NADPH como cofactor, se purificé y se caracterizd parcialmente en E. coli
(Saikusa y col, 1987). El producto de esta reaccion resultd ser lactaldehido. Misra y col. (1996) describieron la
purificacion de dos actividades de metilglioxal reductasa que generan el mismo producto de acetol. Una actividad
dependiente de NADPH puede ser una actividad de alcohol-deshidrogenasa mientras que la actividad dependiente
de NADPH puede ser una reductasa de aldehido no especifica. Altaras y Cameron (1999) demostraron que la
glicerol-deshidrogenasa (GIdA) codificada por el gen gldA de E. coli esta activa en la reduccion del metilglioxal a (R)-
lactaldehido y, asimismo, en la conversion de acetol en 1,2-propanodiol.

El gen yghZ se cloné a partir de E. coli, se realizd su expresién y se caracterizé la proteina (Grant, 2003). Mostro
una alta actividad especifica hacia el metilglioxal con NADPH como cofactor, pero no se caracterizo el producto de la
reaccion. Ante una sobreexpresion, este gen confirio resistencia a la toxicidad del metilglioxal.

El gen yghD a partir de la E. coli que codifica una alcohol deshidrogenasa se sobrerregula en una cepa de E. coli
genomanipulada para la bioproduccion de 1,3-proponodiol (documento WO 2004/033646). En esta cepa, la ruta de
Entner-Doudoroff, como se presenta en la revisién de Conway (1992), se regula por disminuciéon en combinacion con
el gen yghD regulado por incremento.

Ko y col. (2005) investigaron de forma sistematica las 9 aldo-ceto reductasas de E. coli como candidatas para la
conversion del metilglioxal en acetol. Mostraron que 4 enzimas purificadas, YafB, YghE, YeaE y YghZ, pudieron
convertir metilglioxal en acetol en presencia de NADPH. Segln sus estudios, las metilglioxal reductasas YafB, YeaE
y YghZ son las mas importantes para el metabolismo del metilglioxal in vivo en cuanto a la desintoxicacion. Di Luccio
y col. (2006) demostraron que el producto del gen ydjG de E. coli esta activo en el metilglioxal con NADH, pero no se
realizé la caracterizacion del producto de la reaccion.

Se describe en el documento WO 2007/115228 un procedimiento para fermentar anaerébicamente glicerol para
producir 1,2-propanodiol, en el que se sobreexpresan una glicerol deshidrogenasa y una dihidroxiacetona cinasa en
un microorganismo.

El grupo de Cameron (Cameron y col, 1998, Altaras y Cameron, 1999, Altaras y Cameron, 2000) y el grupo de
Bennett (Huang y col, 1999, Berrios-Rivera y col, 2003) han realizado numerosas investigaciones sobre las
modificaciones genéticas de E. coli para obtener un productor de 1,2-propanodiol utilizando fuentes de carbono
simple. Estos estudios dependen de la expresion de uno o numerosos genes que codifican actividades enzimaticas
en la ruta desde el fosfato de dihidroxiacetona al 1,2-propanodiol. Cameron y col. (1998) demostraron que la
sobreexpresion del gen que codifica la aldosa reductasa del cristalino de las ratas o del gen gldA da lugar a la
produccion de menos de 0,2 g/l de 1,2-propanediol. Se puede obtener una mejora de esta valoracion mediante la
coexpresion de dos genes E. coli: el mgsA y el gldA. Con esta combinacion, se puede obtener una valoracién de 0,7
g/l de 1,2-propanodiol (Altaras y Cameron, 1999). Se lograron nuevas mejoras en las valoraciones y producciones
con la expresion de una ruta completa de 1,2-propanodiol en E. coli (Altaras y Cameron, 2000). Se realizo la
sobreexpresion de tres genes mgsA, gldA y fucO en una cepa sin el gen que codifica la lactato deshidrogenasa
(IdhA). Con esta combinacion, los mejores resultados obtenidos por el grupo de Cameron son la produccion de 1,4
g/l de 1,2-propanodiol en un cultivo anaerobio en matraz con un rendimiento de 0,2 g/ g de glucosa consumida.
Cuando se extrapold en un fermentador anaerobio por lotes, la produccion fue de 4,5 g/l de 1,2-propanodiol con una
produccion de 0,19 g/g a partir de glucosa. Los resultados obtenidos con el mismo enfoque, pero con valoraciones y
producciones menores, también se describen en las patentes US n° 6.087.140, US n° 6.303.352 y el documento
WO 98/37204. El grupo de Bennett utiliz6 también una cepa hospedadora de E. coli sin IdhA para la sobreexpresion
del gen mgs de Clostridium acetobutylicum y del gen gldA de E. coli. Los cultivos en matraces en condiciones
anaerobias produjeron una valoracién de 1,3 g/l y una produccién de 0,12 g/g, mientras que los cultivos
microaerobios produjeron una valoracion de 1,4 g/l con una produccion de 0,13 g/g.
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Bennet y San (2001), tras la revisién de las diferentes rutas para la produccion de 1,2-propanodiol, sugieren como
una opcion posible someter a prueba la introduccion en el interior de los microorganismos de otras metilglioxal
reductasas.

En esta etapa, todos estos resultados no son mejores que los obtenidos con las especies T.
Thermosaccharolyticum.

Hasta ahora, no se ha descrito el uso de actividades enddgenas de microorganismos y, en particular de E. coli, que
convierten el metilglioxal en acetol.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un microorganismo modificado que presenta un aumento de la actividad de
metilglioxal reductasa y a su utilizacion para la preparacion de 1,2-propanodiol y/o acetol. La enzima de la
metilglioxal reductasa es el producto de un gen de microorganismos. El aumento de la actividad de metilglioxal
reductasa se obtiene mediante la sobreexpresion de un gen que participa en la conversion del metilglioxal en acetol,
yghD.

La actividad de las sintetasas de metilglioxal también aumenta por la sobreexpresion del gen mgsA.

Seguln la invencidn, la ruta de Entner-Doudoroff se elimina mediante la supresion del gen edd o eda, o de ambos.
Ademas, la sintesis de subproductos no deseados resulta mitigada mediante la atenuacién de la expresién de los
genes que codifican las enzimas que participan en la sintesis del lactato a partir de metilglioxal (como por ejemplo,
gloA, aldA, aldB), lactato a partir de piruvato (IdhA), formiato (pflA, pfIB), etanol (adhE) y acetato (ackA, pta, poxB).

Preferentemente, la mitad de la glucosa se metaboliza a fosfato de dihidroxiacetona y, eventualmente, a 1,2-
propanodiol y/o acetol suprimiendo el gen tpiA. Opcionalmente, con un gen tpiA activo, la actividad del
gliceraldehido-3-fosfato se reduce para redireccionar una parte del gliceraldehido-3-fosfato disponible hacia la
sintesis del 1,2-propanodiol y/o acetol. En un aspecto de la invenciéon, aumenta la eficiencia de la importacion de
azlcares, ya sea utilizando una importacion de azlcares independiente del fosfoenolpiruvato (PEP) como la
codificada por galP o proporcionando mas PEP al sistema azucar-fosfotransferasa. Lo que se obtiene eliminando las
rutas que consumen PEP como piruvato-quinasas (codificadas por los genes pykA y pykF) y/o promoviendo la
sintesis de PEP; por ejemplo, mediante la sobreexpresion del gen ppsA que codifica la sintetasa de PEP.

Especificamente para la produccion de 1,2-propanodiol, el microorganismo se modifica opcionalmente para
aumentar otras enzimas que convierten el fosfato de dihidroxiacetona en 1,2-propanodiol, como la glicerol-
deshidrogenasa (codificada por gldA) y la éxidorreductasa de 1,2-propanodiol (codificada por fucO). Ademas, es
importante que la enzima que convierte el piruvato en acetil-coA sea resistente a las altas concentraciones de NADH
descubiertas en condiciones anaerobias. Lo que se puede obtener mediante una mutacion especifica en el gen Ipd.
Finalmente, para prescindir del NADH para la reduccion de acetol en 1,2-propanodiol, se pueden eliminar los genes
arcA y ndh. El microorganismo utilizado para la preparacion de 1,2-propanodiol es Escherichia coli. La presente
invencion proporciona un procedimiento para la produccién de 1,2-propanodiol mediante el cultivo del
microorganismo modificado en un medio de crecimiento apropiado que tenga una fuente de carbono simple o
complejo y mediante la recuperacion y purificacion del 1,2-propanodiol producido.

Especificamente para la produccion de acetol, el gen que codifica la glicerol-deshidrogenasa es atenuado o
eliminado, previniendo la formacién de 1,2-propanodiol. EI microorganismo utilizado para la preparacion de acetol es
Escherichia coli. Otro objeto de la presente invencion es un procedimiento para la produccion de acetol mediante el
cultivo de dicho microorganismo modificado en un medio de crecimiento apropiado que contenga una fuente de
carbono simple y mediante la recuperacion y purificacion del acetol producido.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos que se incorporan en y constituyen una parte de la presente memoria ejemplifican la invencion
y, junto con la descripcidn, son Utiles para explicar los principios de esta invencion.

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

La figura 2 muestra el perfil de elucion de tres proteinas YQHD, YDHF y GLDA en una columna para
cromatografia de intercambio anionico a pH 7.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un microorganismo modificado Util para la produccion de 1,2-propanodiol y/o
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acetol a partir de una fuente de carbono, en el que dicho microorganismo a partir de la especie Escherichia coli esta
caracterizado por que presenta:

- un actividad de metil glioxal reductasa aumentada, obtenida mediante la sobreexpresion del gen yghD a partir de
Escherichia coli,

- una actividad de metil glioxal sintasa aumentada, obtenida mediante la sobreexpresion del gen mgsA, y

- la eliminacion de por lo menos uno de los genes edd, eda implicados en la ruta de Entner-Doudoroff.

Como se usan en la presente memoria, los siguientes términos se pueden utilizar para la interpretacion de las
reivindicaciones y la memoria descriptiva.

Seguln la invencion, los términos “cultivo”, “crecimiento” y “fermentacion” se utilizan indistintamente para indicar el
crecimiento de bacterias en un medio de crecimiento apropiado que contenga una fuente de carbono simple.

El término “microorganismo modificado" se refiere a un microorganismo como una bacteria, una levadura o un
hongo, que ha sido modificado para aumentar la actividad de metilglioxal reductasa. Dicha modificacion incluye los
medios habituales para la transformacién de microorganismos con elementos genéticos, incluyendo la sustitucion de
genes o introducciéon de vectores para la expresion de los genes que participan en la reduccion del metilglioxal.
Incluye ademas mutagénesis aleatoria o dirigida del microorganismo en condiciones habituales para inducir dicha
mutagénesis. También incluye procedimientos para la evolucion de un microorganismo, como por ejemplo el
procedimiento de evolucién descrito en el documento WO 2004/076659.

El término “Util para la producciéon” se refiere a que el microorganismo produce los productos de interés mediante
fermentacion. La fermentacién es un procedimiento clasico que se puede realizar en condiciones aerobias,
microaerobias 0 anaerobias.

El término “fuente de carbono” segun la presente invencién indica cualquier fuente de carbono que pueden utilizar
los expertos en la materia para soportar el crecimiento normal de un microorganismo y que pueden ser hexosas,
pentosas, monosacéridos, disacaridos, oligosacaridos, almidéon o sus derivados, hemicelulosas, glicerol y
combinaciones de las mismas.

Una “actividad enzimética aumentada” se refiere a que la actividad es superior a la actividad de la enzima silvestre,
segun la medicién en el mismo microorganismo antes de cualquier modificacion. El microorganismo no modificado
correspondiente es un microorganismo que tiene las mismas caracteristicas que el microorganismo modificado, a
excepcion de la modificacion de la actividad de metilglioxal reductasa. La actividad de metilglioxal reductasa se
puede medir utilizando los medios habituales, como por ejemplo el procedimiento descrito en Misra y col. (Molecular
and Cellular Biochemistry 156: 117-124 (1996)) o Ko y col. (J. Bacteriol. 187: 5782-5789 (2005)).

Ventajosamente, la actividad de metilglioxal reductasa aumenta al menos un 50%, preferentemente al menos un
100%, en comparacioén con la actividad de metilglioxal reductasa del correspondiente microorganismo no modificado.

El aumento de la actividad de metilglioxal reductasa se logra mediante la sobreexpresion de al menos un gen que
participa en la reduccion del metilglioxal.

El término “expresiéon” se refiere a la transcripcion y traduccién de una secuencia de genes que propician la
generacion de la correspondiente proteina, producto del gen.

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

1- Sustitucion del promotor natural de un gen por un promotor que induce un mayor nivel de expresion de dicho
gen de interés.

Se puede obtener un mayor nivel de expresién sustituyendo el promotor natural de un gen por un promotor
que induce una gran expresion génica en el microorganismo seleccionado. Dichos promotores para la E. coli
son, por ejemplo, los promotores Ptrc, Ptac, Plac, el promotor de lambda cl o deméas promotores conocidos
por los expertos en la materia. Para otras especies de microorganismos, los expertos en la materia
determinaran los promotores que se pueden utilizar.

2- Introduccion de multiples copias de dicho gen de interés que participa en la reduccion del metilglioxal en el
microorganismo:

- introduciendo un vector de expresion que presenta y expresa dicho gen de interés.
- introduciendo unas copias adicionales del gen en el cromosoma del microorganismo.

Segun la invencion, el gen yghD es sobreexpresado. Dicho gen codifica una enzima que puede convertir metilglioxal
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en acetol. Preferentemente el gen yghD es sobreexpresado solo o en combinacion con otros genes.

En otra forma de realizacion de la invencion, se modifica ademas el microorganismo con aumento de la actividad de
metilglioxal.

El microorganismo segun la invencion presenta un aumento de la actividad de metil glioxal sintetasa. Esto se logra
mediante un aumento de la expresion del gen mgsA que codifica la sintetasa de metilglioxal que participa en la
conversion de la DHAP en metilglioxal.

Otra forma de lograr este aumento de la actividad enzimatica es mediante la introduccion de una mutacion
especifica en el gen mgsA, permitiendo la traduccion de un producto génico que presenta una mayor actividad que
la proteina natural.

En el microorganismo segun la invencion, se atendia al menos un gen que participa en la ruta de Entner-Doudoroff.
La ruta de Entner-Doudoroff proporciona una via alternativa, ademas de la glucdlisis, para degradar glucosa en
gliceraldehido-3-fosfato y piruvato. La atenuacién de la ruta de Entner-Doudoroff asegura que la mayoria o, como
mucho, toda la glucosa se degrade a través de la glucdlisis y se utilice para la produccion de 1,2-propanodiol.

Se atenUa la expresién de al menos uno de los siguientes genes: edd, eda.

El término “atenuacion de la actividad de una enzima” se refiere a la disminucion de la actividad de la enzima de
interés, en comparacion con la actividad observada en el mismo microorganismo antes de cualquier modificacion. El
experto en la materia conoce numerosos medios para obtener este resultado y, por ejemplo:

- Introduccién de una mutacion en el gen, disminuyendo el nivel de expresion de este gen o el nivel de
actividad de la proteina codificada.

- Sustitucion del promotor natural del gen por un promotor de baja resistencia, dando lugar a una expresion
mas baja.

- Uso de elementos que desestabilizan el correspondiente ARN mensajero o la proteina.
- Supresion del gen, en caso de no necesitar ninguna expresion.

El término “atenuacion de la expresion de un gen” segun la invencion indica la supresion parcial o total de la
expresion de un gen, del que posteriormente se dice que ha sido “atenuado”. Esta supresion de la expresion puede
ser una inhibicion de la expresién del gen, una supresion de toda o parte de la region promotora necesaria para la
expresion del gen o una supresion en la region codificadora del gen. Preferentemente, la atenuacion de un gen es
esencialmente la supresion total de ese gen, que se puede sustituir por un gen con marcador de seleccion que
facilita la identificacion, aislamiento y purificacion de las cepas segun la invencién. Un gen se inactiva
preferentemente mediante 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 otra forma de realizacion de la invencion, se atenla la actividad de al menos una enzima que participa en la
conversion del metilglioxal en lactato. El propésito de esta atenuacion es que la maquinaria celular utilice el
metilglioxal disponible esencialmente para la sintesis de 1,2-propanodiol (véase la figura 1).

Los genes que participan en la conversién del metilglioxal en lactato son en particular:

- El gen gloA que codifica la glioxalasa |, que cataliza la sintesis de lactoil-glutatién a partir de metilglioxal.

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

Uno o mas de estos genes se atenlian ventajosamente en el microorganismo. Preferentemente, el gen gloA se
atenla o se elimina completamente.

En el microorganismo de la invencién, resulta preferido que se atenGie al menos una enzima que participa en la
sintesis de subproductos como el lactato, etanol y formiato.

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

De modo similar, es posible forzar al microorganismo a utilizar el complejo de piruvato-deshidrogenasa para producir



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550361 T3

acetil-CoA de CO; y NADH a partir de piruvato, en lugar de acetil-CoA y formiato. Lo que se puede lograr atenuando
los genes pflA 'y pflB que codifican la piruvato-formiato liasa.

En otra forma de realizacion especifica de la invencion, se previene la sintesis del subproducto de acetato
atenuando al menos una enzima que participa en la sintesis. Resulta preferido evitar dicha sintesis de acetato para
optimizar la produccion de 1,2-propanodiol.

Para prevenir la produccién de acetato, se atentia de modo ventajoso al menos un gen seleccionado entre ackA, pta
y poxB. Todos estos genes codifican las enzimas que participan en las diferentes rutas de biosintesis de acetato
(véase la figura 1).

En una forma de realizacion especifica de la invencion, se atenlGa la actividad de triosa fosfato isomerasa.
Preferentemente, este resultado se logra atenuando la expresion del gen tpiA. El gen tpiA codifica la enzima “triosa
fosfato isomerasa” que cataliza la conversion de DHAP en gliceraldehido-3-fosfato (véase la figura 1). La atenuacién
de la expresion de este gen garantiza que la mitad de la glucosa metabolizada se convierte en 1,2-propanodiol y/o
acetol.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, se atenta la actividad de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, también llamada GAPDH, es una de las principales
enzimas que participan en la conversion glucolitica de la glucosa en acido pirdvico. La atenuacion de la enzima da
lugar a la redireccion de parte de la GA3P hacia la sintesis de 1,2-propanodiol y/o acetol. La produccién de 1,2-
propanodiol a través de la glucosa puede entonces ser mayor a 1 mol/mol. De forma ventajosa, la actividad de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es aproximadamente menor al 30% de la actividad habitual de una GADPH
silvestre, mas preferentemente menor al 10%.

Preferentemente, se atentia la expresion del gen gapA que codifica el GAPDH.

Preferentemente, en el microorganismo segun la invencién, aumenta la eficiencia de la importacion de azucares.
Una gran atenuacion de la expresién del gen gapA que provoca una disminucion del flujo de carbono en la reaccion
del GAPDH en mas del 50% trae como consecuencia la sintesis de menos de 1 mol de PEP por mol de glucosa
importado. El PEP es necesario para el sistema de la azlcar-fosfotransferasa (PTS) habitualmente utilizado para la
importacion de azlcares simples a la célula, debido a que la importacion se puede unir a una fosfotransferencia
desde el PEP a la glucosa que produce glucosa-6-fosfato. De este modo, la reduccion de la cantidad de PEP tendra
un impacto negativo sobre la importacién de azlcares.

En una forma de realizacién especifica de la invencion, se puede importar el azdcar al microorganismo mediante un
sistema de importacion de azlcares independiente del fosfoenolpiruvato. El simportador de galactasa-protén
codificado por el gen galP no implica que se pueda utilizar la fosforilacion. En este caso, se debe fosforilar la glucosa
importada mediante la actividad de glucosa cinasa codificada por el gen glk. Para promover esta ruta, se aumenta la
expresion de al menos un gen seleccionado entre galP y glk. Como resultado, el PTS no es imprescindible. Se
puede eliminar atenuando al menos un gen seleccionado entre ptsH, ptsl o crr.

En otra forma de realizacion especifica de la invencidon, aumenta la eficiencia del sistema de la azlcar-
fosfotransferasa (PTS) al aumentar la disponibilidad del metabolito fosfoenolpiruvato. Debido a la atenuacion de la
actividad del gapA y del menor flujo de carbono hacia el piruvato, se puede limitar la cantidad de PEP en la cepa
modificada de la invencion, lo que da lugar a una menor cantidad de glucosa que se transporta a la célula.

Existen varios medios que se pueden utilizar para aumentar la disponibilidad del PEP en una cepa del
microorganismo. En particular, un medio es la atenuacién de la reaccion PEP — piruvato. Preferentemente, se
atentia al menos un gen seleccionado entre pykA y pykF, que codifica la enzima piruvato-quinasa, en dicha cepa
para obtener este resultado. Otra forma de aumentar la disponibilidad del PEP es favoreciendo la reaccion piruvato
— PEP, catalizada por la fosfoenolpiruvato sintetasa mediante el aumento de la actividad de esta enzima. Esta
enzima es codificada por el gen ppsA. Por lo tanto, preferentemente en el microorganismo, aumenta la expresion del
gen ppsA de manera preferente. Ambas modificaciones pueden estar presentes en el microorganismo
simultdneamente.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, el microorganismo modificado esta disefiado para producir
principalmente 1,2-propanodiol. Este resultado se obtiene favoreciendo la conversion de acetol y otros precursores
(por ejemplo, lactaldehido) en 1,2-propanodiol. Incluye:

- El aumento de la actividad de la glicerol-deshidrogenasa. Preferentemente, aumenta la expresion del gen
gldA.

- El aumento de la actividad de 6xidorreductasas de 1,2-propanodiol, preferentemente mediante el incremento
de la expresion del gen fucO.
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Especialmente en condiciones anaerobias o microaerobias, es ventajoso que la enzima que favorece el metabolismo
del piruvato en acetil coA (en particular, el complejo de piruvato-deshidrogenasa) tenga baja sensibilidad a la
inhibicion por el NADH. La sensibilidad mas baja se define en referencia a la sensibilidad de la enzima silvestre. Esta
caracteristica se puede lograr mediante una mutacion especifica en el gen Ipd (que codifica la subunidad lipoamida-
deshidrogenasa de PDC) que da lugar a la sustitucion de la alanina 55 en la secuencia de la proteina de la enzima
por la valina residual.

En condiciones anaerobias o microaerobias, aumenta de forma ventajosa la disponibilidad de NADH para la
reduccion de los precursores en 1,2-propanodiol. Esto se logra aliviando la represién en el ciclo de acido
tricarboxilico mediada por el regulador global ArcA (codificado por el gen arcA). La concentracion de NADH en la
célula también puede aumentar mediante la inactivacion de la NADH deshidrogenasa Il codificada por el gen ndh.
Por lo tanto, preferentemente, se atentia la expresion de al menos un gen seleccionado entre arcA 'y ndh.

En otra forma de realizacion especifica de la invencion, el microorganismo es disefiado para producir principalmente
1,2-propanodiol. Preferentemente, este resultado se alcanza atenuando la actividad de al menos una enzima que
participa en la conversion del acetol en 1,2-propanodiol. Preferentemente, se atentia la expresion del gen gldA.

El microorganismo procede de la especie Escherichia coli.

La invencion también se refiere a un procedimiento para la preparacion de 1,2-propanodiol, en el que un
microorganismo procedente de la especie Escherichia coli, caracterizado por que presenta:

- una actividad de metil glioxal reductasa aumentada, obtenida mediante la sobreexpresién del gen yghD procedente
de Escherichia coli, y

- la eliminacion de por lo menos uno de los genes edd, eda implicados en la ruta de Entner-Doudoroff

se hace crecer en un medio de crecimiento apropiado que contiene una fuente de carbono y el 1,2-propanodiol
producido es recuperado. La produccion de 1,2-propanodiol se realiza en condiciones aerobias, microaerobias o
anaerobias.

Dicho microorganismo de la especie Escherichia coli crece en un medio de crecimiento apropiado que contiene una
fuente de carbono simple.

En otra forma de realizacion, un microorganismo de la especie Clostridium acetobutylicum crece en un medio de
crecimiento apropiado que contiene una fuente de carbono simple o complejo.

Ventajosamente, el 1,2-propanodiol recuperado es purificado adicionalmente.

La invencién también se refiere a un procedimiento para la preparacion de acetol, en el que un microorganismo
procedente de la especie Escherichia coli, caracterizado por que presenta:

- una actividad de metil glioxal reductasa aumentada, obtenida mediante la sobreexpresién del gen yghD procedente
de Escherichia coli, y

- la eliminacion de por lo menos uno de los genes edd, eda implicados en la ruta de Entner-Doudoroff

crece en un medio de crecimiento apropiado que contiene una fuente de carbono simple, y el acetol producido es
recuperado. La produccion de acetol se realiza en condiciones aerobias o microaerobias, preferentemente en
condiciones aerobias.

Ventajosamente, el acetol recuperado ademas se purifica.

Los expertos en la materia pueden definir facilmente las condiciones de cultivo para el procedimiento de
fermentacion. En particular, las bacterias fermentan a temperaturas entre 20°C y 55°C, preferentemente entre 25°C y
40°C y preferentemente a aproximadamente 37°C para la E. coli.

Este procedimiento se puede realizar en un proceso discontinuo, en un proceso por lotes o en un proceso continuo.

“En condiciones aerobias” se refiere a que se proporciona oxigeno al cultivo disolviendo el gas en la fase liquida.
Esto se puede lograr (1) rociando el oxigeno que contiene gas (por ejemplo, aire) en la fase liquida o (2) agitando el
recipiente que contiene el medio de cultivo para transferir el oxigeno presente en el espacio superior a la fase
liquida. Las ventajas de la fermentacion en condiciones aerobias en lugar de condiciones anaerobias es que la
presencia de oxigeno como aceptor de electrones mejora la capacidad de la cepa de producir mas energia en forma
de ATP para los procesos celulares. Por lo tanto, se mejora el metabolismo general de la cepa.
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Las condiciones microaerobias se definen como las condiciones de cultivo en las que se disuelven bajos porcentajes
de oxigeno (por ejemplo, utilizando una mezcla de gas que contiene entre 0,1 y 10% de oxigeno, completado con
nitrégeno hasta llegar al 100%) en la fase liquida.

Las condiciones anaerobias se definen como las condiciones de cultivo en las que no se proporciona oxigeno al
medio de cultivo. Las condiciones estrictamente anaerobias se logran rociando un gas inerte como el nitrégeno en el
medio de cultivo para extraer rastros de otros gases. Se puede utilizar el nitrato como un aceptor de electrones para
mejorar la produccion de ATP de la cepa y mejorar su metabolismo.

El término “medio de crecimiento apropiado” segun la invencion indica un medio de composicion molecular conocida
adaptado al crecimiento del microorganismo. Por ejemplo: un medio de cultivo mineral de composiciéon conocida
adaptado a las bacterias utilizadas, conteniendo al menos una fuente de carbono. En particular, el medio de
crecimiento mineral para la E. coli o K. pneumoniae puede, de esta manera, tener una composicion idéntica o similar
al medio M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 32:120-128), medio M63 (Miller, 1992; A Short Course in
Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York) o un medio como el definido por Schaefer y col. (1999,
Anal. Biochem. 270: 88-96) y, en particular, el medio de cultivo minimo denominado MPG descrito a continuacion:

KzHPO4 1,4 g/|
Acido nitrilo triacético 0,2 g/l
Solucion de oligoelementos* 10 mi/l
(NH4)2304 1 g/|
NacCl 0,2 g/l
NaHCO3 0,2 g/l
MgSO4 0,2 g/l
Glucosa 20 a 100 g/l
NaNO3 0,424 g/l
Tiamina 10 mg/l
FeSO4, 7H.0O 50 mg/l
Extracto de levadura 4 g/l

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

*solucion de oligoelementos: 4,37 g/L de acido citrico, 3 g/lL de MnSOQ., 1 g/L de CaCl,, CoCl,, 0,1 g/L de 2H,0,
ZnS0y4, 0,10 g/L de 7H20, CuSO4, 10 mg/L de 5H,0, 10 mg/L de H3BOs, 8,31 mg/L de NaMoOa.

La fuente de carbono utilizada para el cultivo de E. coli es, preferentemente, una fuente de carbono simple y puede
ser arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa sacarosa o xilosa. Una fuente de carbono simple
especialmente preferida es la glucosa.
La invencién se describe anteriormente, a continuacion y en los ejemplos relacionados respecto a la E. coli. De este
modo, los genes que se pueden atenuar, eliminar o sobreexpresar para las cepas iniciales y evolucionadas segin la
invencion se definen principalmente utilizando la denominacién de los genes de la E. coli.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Extraccion, purificacion e identificacié n de las enzimas que participan en la reduccion del
metilglioxal en la cepa de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, IdhA::km , AgloA, AaldA, AaldB, Aedd
cultivada en quimiostato

a) Proceso de purificacion de las enzimas dependien  tes de NADH o NADPH que participan en la reduccion
del metilglioxal:

El proceso completo de purificacion disefiado para purificar las enzimas dependientes de NADH o NADPH que
participan en la reduccion del metil esta formado por cinco etapas. En cada etapa, las enzimas diana se detectaron
mediante ensayos de actividad enzimética. Se determinaron dos actividades enzimaticas: 1) Reduccion del
metilglioxal dependiente de NADPH, 2) Reduccidon del metilglioxal dependiente de NADH.

1) Se recolecté biomasa microbiana a partir de cultivos en quimiostato de la E. coli MG1655 Ipd* AtpiA, ApflAB,
AadhE, IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd (para la construccion de la cepa, consultar el documento WO
2005/073364) llevados a cabo ya sea en condiciones estrictamente anaerobias o en condiciones
microaerobias.

2) Las células se recogieron mediante centrifugacion, se lavaron dos veces con un tampén HEPES 50 mM (pH
7,5) con 5 mM de DTT, resuspendidas en el mismo tampén antes de su almacenamiento a -20°C.

3) Las células se fragmentaron mediante aplicacion de ultrasonidos (a 0C, en condiciones anaerobias, en
cuatro ciclos de 30 s con intervalos de 2 minutos entre cada ciclo en presencia de inhibidores de proteasas).
Los restos celulares se eliminaron mediante centrifugacion y los &acidos nucleicos presentes en el
homogeneizado celular se precipitaron mediante un tratamiento con estreptomicina sulfato o se hidrolizaron
mediante un tratamiento enzimatico (benzonasa) (tabla I).
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Tabla 1: Influencia de los tratamientos con benzonasa o estreptomicina sulfato (negrita) del homogeneizado celular
sobre las actividades enzimaticas que participan en la reduccion del metilglioxal:

Actividades evaluadas Actividad especifica Actividad enzimatica

U/mg total U
Reduccion del metilglioxal dependiente de NADPH 0,13 0,043 0,095 0,120
Reduccion del metilglioxal dependiente de NADH 0,285 0,149 0,209 0,408

Segun la tabla 1, el tratamiento con estreptomicina sulfato es mas eficaz, dando lugar a una actividad especifica mas
elevada. Permite extraer los contaminantes (acidos nucleicos y proteinas no deseadas) mientras que mantiene las
actividades bioldgicas de la enzima de interés.

4) El homogeneizado celular tratado con estreptomicina sulfato se centrifugd y se aplicé a una columna para
cromatografia de intercambio aniénico (Ressource Q, Amersham Bioscience) conectada a un sistema
purificador AKTA y equilibrada con un tampén HEPES con 50 mM de DTT. La separacion de proteinas se
realiz6 a pH 7 o 7,5 u 8. Las proteinas se eluyeron mediante un gradiente continuo de KCI (2%) y se
recolectaron como fracciones separadas.

5) Las fracciones de elucién que contienen las actividades enzimaticas se agruparon y aplicaron a una columna
para cromatografia de interaccion hidréfoba (fenil-sefarosa de Hitrap, Amersham Biosciences) equilibrada con
un tamp6n HEPES 50 mM con 5 mM de DTT.

En caso de ser necesario, es posible afiadir una etapa final de cromatografia de permeabilizacion en gel.

Después de cada etapa, se determiné la produccion y el factor de purificacién. Después de la dltima etapa de
purificacion, se separaron las proteinas restantes de las fracciones activas en un gel de poliacrilamida con SDS. La
proteina de interés se identific6 mediante la correlacién de la actividad de la fraccion con el diametro de las
manchas. La mancha de la proteina se extirpo, lavé y se digirié con una proteasa especifica (digestion con tripsina) y
estuvo sujeta a una espectrometria de masas (LC-MS/MS y MALDI) para su identificacion.

b) Identificacion de las enzimas que participan en la reduccion del metilglioxal en la E. coli MG1655 Ipd  *,
AtpiA, ApflAB, AadhE, IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd cultivada en condiciones anaerobias:

El proceso de purificacion que utiliza una cromatografia de intercambio anidénico a pH 7 seguido de una
cromatografia de interaccion hidréfoba dio como resultado la identificacién de dos enzimas dependientes de NADPH
que reducen el metilglioxal: la YQHD (42KDa) codificada por el gen yghD y la YDHF (33KDa) codificada por el gen
ydhF (figura 2). Se descubrid una tercera enzima (la glicerol-deshidrogenasa codificada por el gen gldA) activa en la
reduccion de metilglioxal dependiente de NADH y NADPH.

Cuando se realiz6 la cromatografia de intercambio anionico a pH 8 seguida de una cromatografia de interaccion
hidroéfoba y de una etapa final de cromatografia de permeabilizacion en gel, se identificd otra enzima dependiente de
NADPH que reduce el metilglioxal: la 2,5-diceto-D-gluconato reductasa B (29KDa) codificada por el gen dkgB (yafB).

c¢) Identificacién de las enzimas que participan en la reduccion del metilglioxal en la E. coli MG1655 Ipd*,
AtpiA, ApflAB, AadhE, IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd cultivada en condiciones microaerobias:

El proceso de purificacion que utiliza una cromatografia de intercambio aniénico a pH 7,5 dio como resultado la
identificacion de una proteina 36 KDa denominada YCDW codificada por el gen ycdW que cataliza la reduccion del
metilglioxal dependiente de NADPH.

Cuando se realizd la cromatografia de intercambio aniénico a pH 7,5 seguida de una cromatografia de interaccion
hidrofoba, se identificaron dos nuevas enzimas dependientes de NADPH que catalizan la reduccion del metilglioxal:
la YQHD (42KDa) codificada por el gen yghD (ya purificado en células que crecen en condiciones anaerobias) y la
2,5-diceto-D-gluconato reductasa A (31 KDa) codificada por el gen dkgA (yghE).

Ejemplo 2: Introduccion de las supresiones  AyghD, AyafB, AydhF y AycdW en la cepa de E. coli MG1655 Ipd*,
AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm , AgloA, AaldA, AaldB, Aedd para evaluar la implicacién de los genes en la
reduccion del metilglioxal.

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

Se elimind el casete de resistencia al cloranfenicol en la cepa de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE,
IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd::cm segun el protocolo 1.

Protocolo 1: Eliminacién de los casetes de resistencia

11
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Los casetes de resistencia al cloranfenicol y/o kanamicina se eliminaron segun la siguiente técnica: El plasmido
pCP20 que transporta la recombinasa FLP que actla en los sitios FRT de los casetes de resistencia al cloranfenicol
y/o kanamicina se introdujo en la cepa mediante electroporacion. Después de un cultivo en serie a 42°C, se
comprob6 la pérdida de los casetes de resistencia al antibiético mediante el andlisis por PCR con los
oligonucledtidos presentados en la tabla 2.

Se comprobd la presencia de las modificaciones anteriormente incorporadas en la cepa utilizando los
oligonucledtidos presentados en la tabla 2.

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

Tabla 2: Oligonucledtidos utilizados para comprobar la insercion de un casete de resistencia o la pérdida del casete
de resistencia

Nombre de Nombres de Identificador Homologia con la regién cromosémica
la region oligos de secuencia

Gen tpiA cdh N1 Véase W0O2005073364

(supresion) YIQ N2

Gen pflAB pflABF N3 Véase W0O2005073364
pflABR N4

Gen adhE ychGf N5 Véase W0O2005073364
adhECr NG

Gen IdhA hslJC N7 Véase W02005073364

(insercién del casete) | IdhAC2 N8

Gen gloA NemACd N9 Véase W0O2005073364
Rnt Cr N0

Gen aldA Ydc FCf N°11 Véase W0O2005073364
gapCCr N2

Gen aldB adBCf N°13 Véase W0O2005073364
YiaYCr N°14

Gen edd Edad N°15 Véase W0O2005073364
Zwf r N°L6

Gen IdhA IdhAF N7 1439724 a 1439743

(supresion) IdhAR 1441029 a 1441007

N°18

Gen yghD yghDF N°19 3153060 a 3153092
yghDR N20 3154817 a 3154789

Gen yafB yafBF N21 228785 a 228804
yafBR N22 230296 a 230276

Gen ydhF ydhFF N23 1722394 a 1722423
ydhFR N24 1723920 a 1723890

Gen ycdW ycdWF N25 1096789 a 1096809
ycdWR N26 1098297 a 1098277

Promotor gapA yeaAF N27 1860259-1860287

(Ptrc16-gapA) gapAR N?28 1861068-1861040

Genes edd y eda eddF N?29 1932996-1932968
edaR N30 1929754-1929777

Gen pykA pykAF N31 1935338 a 1935360
pykAR N32 1937425 a 1937401

Gen pykF pykFF N33 1753371 a 1753392
pykFR N34 1755518 a 1755495

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

Para eliminar el casete de resistencia a la kanamicina y para inactivar el gen IdhA, se introdujo el casete de
resistencia al cloranfenicol en el gen IdhA eliminando la mayor parte del gen en cuestion segun el protocolo 2.

Protocolo 2: Introduccion de un producto de la PCR para la recombinacion y seleccion de los recombinantes
Los oligonucledtidos seleccionados y presentados en la tabla 3 para la sustitucion de un gen o una region
intergénica se utilizaron para amplificar ya sea el casete de resistencia al cloranfenicol a partir del plasmido pKD3 o

el casete de resistencia a la kanamicina a partir del plasmido pKD4 (Datsenko, K.A. & Wanner, B.L. (2000)). El
producto de la PCR obtenido se introdujo posteriormente mediante electroporacion en la cepa receptora con el
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plasmido pKD46 en donde el sistema A Red (yB, exo) expresado favorece en gran medida la recombinacion
homologa. Posteriormente, se seleccionaron los transformantes resistentes al antibidtico y se comprobd la insercion
del casete de resistencia mediante el andlisis por PCR con los oligonucle6tidos correspondientes presentados en la
tabla 2.

Las otras modificaciones de la cepa se comprobaron con los oligonucleétidos presentados en la tabla 2.
La cepa resultante se denominé E. coli MG1655 Ipd*, AldhA::cmAtpiA, ApflAB, AadhE, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd.

Tabla 3: Oligonucledtidos utilizados para la sustitucion de una regién cromosémica mediante recombinacion con un
producto de la PCR en la cepa de E. coli MG1655

Nombre de Nombres Identificador Homologia con la regién cromosémica
la region de oligos de secuencia
Gen IdhA DIdhAF N35 1440865-1440786
DIdhAR N36 1439878-1439958
Gen yghD DyghDF N37 3153369-3153448
DyghDR N?38 3154532-3154452
Gen yafB DyafBF N39 229167-229245
DyafBR N40 229966-229887
Gen ydhF DydhFF N41 1722760-1722840
DydhFR N42 1723656-1723576
Gen ycdW DycdWF N43 1097074-1097150
DycdWR 1098047-1097969
N44
Promotor gapA Ptrc-gapAF N45 1860478-1860536
(Ptrc16-gapA) Ptrc-gapAR N46 1860762-1860800
Genes edd y eda | DeddF N47 1932582-1932501
DedaR N48 1930144-1930223
Gen gloA GLOAD f N49 1725861-1725940
GLOADR NS0 1726268-1726189
Gen pykA DpykAF N51 1935756-1935836
DpykAR N52 1937055-1937135
Gen pykF DpykFF N53 1753689-1753766
DpykFR NS4 1755129-1755051

c¢) Construccién de una cepa modificada de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA,
AaldB, Aedd, AyghD

El gen yghD se inactivl en la cepa de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB,
Aedd mediante la insercion de un casete de resistencia a la kanamicina y la supresién de la mayor parte del gen en
cuestion utilizando la técnica descrita en el protocolo 2 con los oligonucleétidos presentados en la tabla 3.

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

Las otras modificaciones de la cepa se comprobaron con los oligonucleétidos presentados en la tabla 2.
Los casetes de resistencia al cloranfenicol y la kanamicina se eliminaron posteriormente segun el protocolo 1.

La cepa obtenida se denomind E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd,
AyghD.

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

El gen yafB se inactivé en la cepa de E. coli MG1655 mediante la insercién de un casete de resistencia a la
kanamicina y la supresion de la mayor parte del gen en cuestién utilizando la técnica descrita en el protocolo 2 con
los oligonucledtidos presentados en la tabla 3. La cepa resultante se denominé E. coli MG1655 AyafB::km.

Se suprimio el gen yafB mediante la sustitucion del gen por un casete de resistencia a la kanamicina en la cepa de
E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd mediante la técnica de la
transduccion con el fago P1.

Protocolo 3: Transduccién con el fago P1 para la supresion de un gen
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Se suprimié el gen seleccionado mediante la sustitucion del gen por un casete de resistencia (kanamicina o
cloranfenicol) en la cepa de E. coli receptora mediante la técnica de la transduccion con el fago P1. El protocolo se
realizé en dos etapas: (i) la preparacion del lisado del fago en la cepa MG1655 con un Unico gen eliminado y (i) la
transduccion de la cepa receptora mediante este lisado del fago.

Preparacion del lisado del fago

- Siembra con 100 pl de un cultivo durante la noche de la cepa MG1655 con un UGnico gen eliminado de 10 ml
de LB + Cm 30 pg/ml + glucosa 0,2% + CaCl, 5 mM.

- Incubacién durante 30 min a 37°C con agitacion.
- Adicién de 100 pl de lisado del fago P1 preparado en la cepa silvestre MG1655 (aprox. 1 x 10° fago/ml).
- Agitacion a 37°C durante 3 horas hasta que todas las células estén lisadas.
- Adicién de 200 pl de cloroformo, y agitar bien.
- Centrifugacion durante 10 min a 4500 g para eliminar residuos celulares.
- Transferencia del sobrenadante en un tubo estéril y adicion de 200 pl de cloroformo.
- Almacenamiento del lisado a 4°C.
Transduccién

- Centrifugacion durante 10 min a 1500 g de 5 ml de un cultivo durante la noche de la cepa receptora de E. coli
en un medio LB.

- Suspensién del sedimento celular en 2,5 ml de MgSO4 10 mM, CaCl, 5 mM.

- Tubos de control: 100 pl de células
100 pl de fagos P1 de la cepa MG1655 con un Unico gen eliminado.

- Prueba con tubo ensayo: 100 pl de células + 100 pl de fagos P1 de la cepa MG1655 con un Unico gen
eliminado.

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

- Adicién de 100 pl de citrato de sodio 1 M en cada tubo, y agitar bien.
- Adicion de 1 ml de LB.

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

- Preparacion de cultivos en placas LB + Cm 30 pg/ml después de la centrifugacion de tubos durante 3 min a
7000 rpm.

- Incubacién a 37°C durante la noche.

A continuacion, se seleccionaron los transformantes resistentes al antibidtico y se comprobé la insercion de la
supresion mediante un analisis por PCR con los oligonucle6tidos correspondientes presentados en la tabla 1.

Las otras modificaciones de la cepa se comprobaron con los oligonucleétidos presentados en la tabla 2.

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

Los casetes de resistencia al cloranfenicol y la kanamicina se eliminaron a continuacién segun el protocolo 1.

La cepa obtenida se denomind E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd,
AyafB.

e) Construccion de una cepa modificada de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA,
AaldB, Aedd, AydhF
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El gen ydhF se inactivé en la cepa de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB,
Aedd mediante la insercion de un casete de resistencia al antibiético kanamicina y la supresiéon de la mayor parte del
gen en cuestién utilizando la técnica descrita en el protocolo 2 con los oligonucleétidos presentados en la tabla 3. La
cepa resultante se denomind E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd,
AydhF::km.

Las otras modificaciones de la cepa se comprobaron con los oligonucleétidos presentados en la tabla 2.
Los casetes de resistencia al cloranfenicol y la kanamicina se eliminaron a continuacién segun el protocolo 1.

La cepa obtenida se denomind E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd,
AydhF.

f) Construccion de una cepa modificada de
AaldB, Aedd, AycdW

E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB , AadhE, AldhA, AgloA, AaldA,

El gen ycdW se inactivd en la cepa de E. coli MG1655 mediante la insercion de un casete de resistencia a la
kanamicina y la supresion de la mayor parte del gen en cuestién utilizando la técnica descrita en el protocolo 2 con
los oligonucledtidos presentados en la tabla 3. La cepa resultante se denominé E. coli MG1655 AycdW::km.

La eliminacion del gen ycdW mediante la sustitucion del gen por un casete de resistencia a la kanamicina en la cepa
de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd se realiz6 mediante la técnica
de la transduccion con el fago P1 descrito en el protocolo 3.

Se obtuvo el lisado del fago P1 en la cepa MG1655 AycdW::km y la transduccion de la cepa de E. coli MG1655 Ipd*,
AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd se llevé a cabo utilizado este lisado del fago.

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

Las otras modificaciones de la cepa se comprobaron con los oligonucleétidos presentados en la tabla 2.
Los casetes de resistencia al cloranfenicol y la kanamicina se eliminaron a continuacién segun el protocolo 1.

La cepa obtenida se denomind E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd,
AycdW.

f) Cultivo de las cepas portadoras de las supresion ctasas
identificadas

es en los genes que codifican las metilglioxal redu
Se cultivaron las cuatro cepas portadoras de las supresiones AyghD, AyafB, AydhF y AycdW en matraces de
Erlenmeyer en condiciones microaerobias en el medio MPG a un pH de 6,7 y a 37°C.

Después de 72 h de cultivo, se midio la produccion de acetol y 1,2-propanodiol mediante HPLC en el sobrenadante
de los cultivos. Los resultados se presentan en la tabla 4.

Tabla 4: Produccion de 1,2-propanodiol y acetol en cepas portadoras de supresiones en los genes que codifican las
metilglioxal reductasas (cada valor es una media de dos valores provenientes de dos cultivos diferentes)

Producto Cepa AydhF Cepa Cepa Cepa Cepa de
(mM) Aycd W AyafB AyghD control
1,2-propanodiol 10,7 16,3 8,1 0 16,7
Acetol 9,3 11,1 7,2 0 11,3
Suma 20,0 27,4 15,3 0 28,0

Los resultados demostraron que todas las metilglioxal reductasas identificadas tienen participacion en la conversion
del metilglioxal en acetol y, posteriormente, en 1,2-propanodiol. La supresion del yghD dio lugar a una gran inhibicién
del crecimiento posiblemente debido a la acumulacién de metilglioxal. Las supresiones de yafB y ydhF también
tienen un importante impacto sobre la produccion de acetol y 1,2-propanodiol.

Ejemplo 3: Construccion de cepas modificadas de E. coli MG1655 (pME101VBO01-yghD-mgsA-gldA), E. coli
MG1655 (pPME101VBO01-yafB-mgsA-gldA) y E. coli MG1655 (pME101VBO01-yghE-mgsA-gldA)

Para aumentar la produccion de 1,2-propanodiol, se expresaron diferentes combinaciones de genes a partir del
plasmido pME101VBOL1 utilizando el promotor trc.
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a) Construccion del plasmido  pME101VBO01

El plasmido pME101VBO1 se obtuvo a partir del plasmido pME101 y presentd un sitio de clonaciéon mdltiple con
secuencias de reconocimiento especificas para las endonucleasas de restriccion poco frecuentes Nhel, SnaBl, Pacl,
Bglll, Avrll, Sacll y Agel seguido por el terminador de la transcripcion adc de Clostridium acetobutylicum ATCC824.
Para la expresion a partir de un vector de copia baja, se construyd el plasmido pME101 del siguiente modo: El
plasmido pCL1920 (Lerner & Inouye, 1990, NAR 18, 15 pag. 4631-GenBank AX085428) se amplificdé por PCR
utilizando los oligonucledtidos PME101F y PME101R y el fragmento BstZ171-Xmnl del vector pTrc99A (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J) que lleva el gen lacl y se introdujo el promotor trc en el vector amplificado.
PME101F (identificador de secuencia N° 55):

ccgacagtaagacgggtaagcctg
PME101R (identificador de secuencia N° 56):

agcttagtaaagccctcgctag
Un enlazador de acido nucleico de cadena doble sintético que comprende el sitio de clonacion mdltiple y el
terminador de la transcripcion adc se utilizd para generar pME101VBO1. Se hibridaron dos oligonucleétidos de 100
bases que se utilizan como complemento, flanqueados por los sitios de restriccion digeridos con Ncol o Hindlll. El

producto de 100 pares de bases se subclond en el plasmido pME101 digerido con Ncol/Hindlll para generar
pPME101VBO1.

pME101VBOL1 1, formado por 100 bases (identificador de secuencia N° 57):

catgggctagctacgtattaattaaagatctcctagggagctcaccggtTAAAAATAAGAGTTACCTTAAATGGTAACTCTTATTTTTTT
Aggcgcgcca

pME101VBO1 2, formado por 100 bases (identificador de secuencia N° 58):

agcttggcgcgccTAAAAAAATAAGAGTTACCATTTAAGGTAACTCTTATTTTTAaccgatgagceteccctaggagatctttaattaata
cgtagctagcec

con:
- unaregion (letras subrayadas en minuscula) correspondiente al sitio de clonacion mdltiple.

- una region (letras mayusculas) correspondiente al terminador de la transcripcién adc (secuencia 179847 a
179814) de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 pSOL1 (NC_001988).

b) Construccion de
biosintética de 1,2-propanodiol
pPME101VBO01-yghE -mgsA -gldA)

plasmidos para la expresion de diferentes combinaci ones de genes de la ruta
(PME101VBO1-yghD-mgsA -gldA, pME101VBO01-yafB-mgsA-gldA vy

Los diferentes genes se amplificaron por PCR a partir del ADN gendémico de E. coli MG1655 utilizando los
oligonucledtidos presentados en la tabla 1.

Tabla 5: oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de genes de la ruta de 1,2-propanodiol.

Nombre Nombres Identificador Homologia con el gen Sitios de restriccion
del gen de oligos de secuencia
yghD yghDR2 N59 3153369-3153400 BspHI afiadido
yghDF2 NGO 3154544-3154475 BspHI eliminado
Nhel afiadido
mgsA mgsAF N%61 1026268-1026248 SnaBl afiadido
mgsAR Nb62 1025780-1025800 Bglll afadido
gldA gldAF NB3 4136631-4136612 Avrll afiadido
gldAR No64 4135512-4135530 Sacl afiadido
yafB yafB F2 NB5 229167-229190 Ncol afiadido
yafB R N66 229970-229950 Nhel afiadido
yghE yghE F NG67 3154641-3154661 Ncol afiadido
yghE R Ne68 3155464-3155444 Nhel afiadido
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Los fragmentos amplificados por PCR se cortaron con las enzimas de restriccion mencionadas en la tabla 5 y se
clonaron en los sitios de restriccion del plasmido pME101VBO1. Se construyeron los siguientes plasmidos:
pME101VBO01-yghD-mgsA-gldA, pME101VBO01-yafB-mgsA-gldA y pME101VBO01-yghE-mgsA-gldA.

A continuacién, los plasmidos se introdujeron en la cepa de E. coli MG1655.

Ejemplo 4: Construccién de cepas modificadas de E. coli MG1655 Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA, ApykA,
ApykF (pME101VBO01-yghD-mgsA-gldA) , (pJB137-PgapA-ppsA) , E. coli MG1655 Ptrcl6-gapA, Aedd-eda,
AgloA, ApykA, ApykF (pME101VBO1-yafB-mgsA-gldA) , (pJB137-PgapA-ppsA) vy E. coli MG1655 Ptrc16-gapA,
Aedd-eda, AgloA, ApykA, ApykF (pME101VBO01-yghE-mgsA-gldA) , (pJB137-P gapA-ppsA) con capacidad para
producir 1,2-propanodiol con alto rendimiento

Se sustituyé el promotor gapA natural por el promotor Ptrc16 corto sintético (identificador de secuencia N° 69:
gagctgttgacg attaatcatccggctcgaataatgtgtgg) en la cepa de E. coli MG1655 mediante la sustitucion de 225 pb de la
secuencia gapA en direccion 5' por FRT-CmR-FRT y un promotor genomanipulado utilizando la técnica descrita en
el protocolo 2 con los oligonucleétidos presentados en la tabla 3.

Se comprob6 la insercion del casete de resistencia mediante el analisis por PCR con los oligonucledtidos
presentados en la tabla 2.

La cepa resultante se denomino E. coli MG1655 Ptrc16-gapA::cm.

Los genes edd-eda se inactivaron en la cepa de E. coli MG1655 mediante la insercion de un casete de resistencia a
la kanamicina y la supresion de la mayor parte de los genes en cuestion utilizando la técnica descrita en el protocolo
2 con los oligonucledtidos presentados en la tabla 3. La cepa obtenida se denomind E. coli MG1655 Aedd-eda::km.
Esta supresion se transfirié en la cepa de E. coli MG1655 Ptrc16-gapA::cm segun el protocolo 3.

La cepa resultante se denomino E. coli MG1655 Ptrc16-gapA::cm, Aedd-eda::km.

Los casetes de resistencia al antibiético se eliminaron a continuacion segun el protocolo 1.

Se construyo la cepa MG1655 AgloA::cm segun el protocolo 2 con los oligonucleétidos presentados en la tabla 3 y
se transfirié esta supresion en la cepa anteriormente construida segin el protocolo 3. La cepa resultante se
denomind E. coli MG1655 Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA::cm.

El gen pykA se inactivé en la cepa anterior mediante la insercion de un casete de resistencia a la kanamicina segun
el protocolo 2 con los oligonucleétidos presentados en la tabla 3. La cepa resultante se denominé E. coli MG1655
Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA::cm, ApykA::km.

Los casetes de resistencia al antibiético se eliminaron a continuacion segun el protocolo 1.

El gen pykF se inactivd mediante la insercion de un casete de resistencia al antibidtico cloranfenicol segun el
protocolo 2 con los oligonucleétidos presentados en la tabla 3. La cepa resultante se denomind E. coli MG1655
Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA, ApykA, ApykF::cm.

El casete de resistencia al antibiotico se elimind a continuacion segun el protocolo 1.

En cada etapa, se comprobd la presencia de todas las supresiones anteriormente construidas utilizando los
oligonucledtidos presentados en la tabla 3.

Para aumentar la produccion de fosfoenolpiruvato, el gen ppsA se expreso a partir del plasmido pJB137 utilizando el

promotor gapA. Para la construccion del plasmido pJB137-PgapA-ppsA, el gen ppsA se amplifico por PCR a partir

del ADN gendmico de la E. coli MG1655 utilizando los siguientes oligonucle6tidos:

1. gapA-ppsAF, formado por 65 bases (identificador de secuencia N° 70)
ccttttattcactaacaaatagctggtggaatatATGTCCAACAATGGCTCGTCACCGCTGGTGC

con:

- una region (letras mayusculas) homdloga a la secuencia (1785106-1785136) del gen ppsA (1785136 a
1782758), una secuencia de referencia en la pagina Web http://genolist.pasteur.fr/Colibri/), y

- unaregion (letras mindsculas) homologa al promotor gapA (1860794-1860761).
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2. ppsAR, formado por 43 bases (identificador de secuencia N° 71)
aatcgcaagcttGAATCCGGTTATTTCTTCAGTTCAGCCAGGC
con:

- una region (letras mayulsculas) homdloga a la secuencia (1782758-1782780), la regién del gen
ppsA (1785136 a 1782758)

- un sitio de restriccion Hindlll (letras subrayadas)

Al mismo tiempo, se amplificé la region promotora gapA del gen gapA de E. coli utilizando los siguientes
oligonucledtidos:

1. gapA-ppsAR, formado por 65 bases (identificador de secuencia N° 72)
GCACCAGCGGTGACGAGCCATTGTTGGACATatattccaccagctatttgttagtgaataaaagg
con:

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

- unaregion (letras mindsculas) homologa al promotor gapA (1860794-1860761).
2. gapAF, formado por 33 bases (identificador de secuencia N° 73)
ACGTCCCGGGcaagcccaaaggaagagtgaggc
con:

- unaregion (letras mindsculas) homologa al promotor gapA (1860639-1860661).
- un sitio de restriccion Smal (letras subrayadas).

Ambos fragmentos se fusionaron posteriormente utilizando los oligonucle6tidos ppsAR y gapAF (Horton y col. 1989
Gene 77:61-68). El fragmento amplificado por PCR se cortd con las enzimas de restriccion Hindlll y Smal y se clono
en los sitios Hindlll/Smal del vector pJB137 (EMBL-entrada nimero: U75326) proporcionando el vector pJB137-
PgapA-ppsA.

Los diferentes plasmidos pME101VBO01 y pJB137-PgapA-ppsA se introdujeron en la cepa de E. coli MG1655 Ptrc16-
gapA, Aedd-eda, AgloA, ApykA, ApykF. Las cepas obtenidas se denominaron, respectivamente, E. coli MG1655
Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA, ApykA, ApykF, pME101VB01-yghD-mgsA-gldA, pJB137-PgapA-ppsA (cepa 1), E.
coli MG1655 Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA, ApykA, ApykF, pME101VBO01-yafB-mgsA-gldA, pJB137-PgapA-ppsA
(cepa 2) y E. coli MG1655 Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA, ApykA, ApykF, pME101VBO01-yghE-mgsA-gldA, pJB137-
PgapA-ppsA (cepa 3).

Ejemplo 5: Comparacion entre las diferentes cepas p  ara la producciéon de 1,2-propanodiol en condiciones
aerobias.

Las cepas obtenidas como se describen en el ejemplo 4 (cepas 1, 2 y 3) y las cepas de control (control 1 : MG1655
pME101VBO01-yghD-mgsA-gldA, control 2 : MG1655 pME101VBO1-yafB-mgsA-gldA, control 3 : MG1655
pME101VBO01-yghE-mgsA-gldA y control 4 : MG1655 Ptrc16-gapA, Aedd-eda, AgloA, ApykA, ApykF) se cultivaron
en un ensayo con matraz de Erlenmeyer en condiciones aerobias en un medio minimo con glucosa como fuente de
carbono. El cultivo se realiz6 a 34°C o 37°C y el pH se mantuvo tamponando el medio de cultivo con MOPS. Al final
del cultivo, 1,2-propanodiol, acetol y glucosa residual en el caldo de fermentacion se analizaron mediante HPLC y se
calcularon las producciones de 1,2-propanodiol a través de glucosa y 1,2-propanodiol + acetol a través de glucosa.

Cepa Valoracion del Valoracion de Produccion del Producciéon del 1,2 -
1,2-propanodiol la acetol (g/l) 1,2-propanodiol propanodiol +
(g/l) (g/g glucosa) acetol (g/g glucosa)
Control 1 0,02 0 0,004 0,004
Control 2 0 0 0 0
Control 3 0,01 0 0,002 0,002
Control 4 0,05 0,34 0 0,04
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Cepa 1 2,25 1,40 0,14 0,23
Cepa 2 1,64 1,31 0,10 0,18
Cepa 3 0,77 0,47 0,06 0,10

Listado de secuencias

<110> METABOLIC EXPLORER

<120> MICROORGANISMOS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA PRODUCCION DE 1,2-PROPANODIOL Y ACETOL

<130> D25262

<150> PCT/IB2007/001677
<151> 23-03-2007

<160> 73

<170> Patentln version 3.3
<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 1

ggtgatgata gttatcgccg
<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 2

cgtgccatcg acagcagtcc
<210> 3

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 3
agacattaaa aatatacgtg cagctacccg 30

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

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 4

gtgaaagctg acaacccttt tgatctttta
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<210>5
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 5

ggctcattgc accaccatcc ag
<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 6

gaaaagacgc gctgacaata cgcc
<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 7

gccatcagca ggcttagccg
<210> 8

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 8

gggtattgtg gcatgtttaa ccg
<210>9

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 9

gaagtggtcg atgccgggat tgaagaatgg g
<210> 10

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> cebador de PCR

<400> 10

gggttacgtt tcagtgaggc gegttctgeg g
<210> 11

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 11

tgcagcggceg cacgatggeg acgttccgec g
<210> 12

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 12

cacgatgacg accattcatg cctatactgg c
<210> 13

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 13

catatttccc tcaaagaata taaaaaagaa caattaacgc
<210> 14

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 14

tatgttcatg cgatggcgca ccagctggge g
<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 15

ccccggaate agaggaatag tcec
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<210> 16
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 16

gggtagactc cattactgag gcgtgggeg

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

<220>
<223> cebador especifico

<400> 17
gccatcagca ggcttagcge

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

<220>
<223> cebador especifico

<400> 18

gggtattgtg gcatgtttaa ccg
<210> 19

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 19

ggcgtctcge catacaacaa acgcacatcg gge
<210> 20

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 20

gggctttgce gacaccttct tegttettg
<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> cebador especifico
<400> 21
cctgacccca tgccgaactc

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

<220>
<223> cebador especifico

<400> 22

cccgcttecc tcaatacctg g
<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 23

gtggatcaag atgcccgect geggattcecg
<210> 24

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 24

cccgtccaga gecegtgecg gggaatttge ¢
<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 25

ggcggtgagg gggggattcg

<210> 26
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 26

ccccatcaac cactcgegge ©
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<210> 27
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 27

gccacagccg gaatcatact tggtttggg
<210> 28

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 28
cgtcaacacc aacttcgtcc catttcagg

<210> 29
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 29

gggtagactc cattactgag gcgtgggeg

<210> 30
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 30

ccacatgata ccgggatggt gacg
<210> 31

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 31

ggcaattacc ctcgacgtac cgg
<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> cebador de PCR

<400> 32

ccgatggatg atctgttaga ggegg

<210> 33
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 33
ggcaattacc ctcgacgtac cgg

<210> 34
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 34
ccgcctctaa cagatcatce atcgg

<210> 35
<211> 100
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 35

gaaactcgcc gtttatagca caaaacagta cgacaagaag tacctgcaac aggtgaacga
gtcctttggc tttgagcetgg tgtaggcetgg agetgctteg

<210> 36
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 36

ttaaaccagt tcgttcgggce aggtttcgec tttttccaga ttgcttaagt tttgcagegt
agtctgagaa atactggtca gcatatgaat atcctcctta g

<210> 37
<211> 100

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 37
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atgaacaact ttaatctgca caccccaacc cgcattctgt ttggtaaagg cgcaatcgct
ggtttacgcg aacaaattcc tgtaggcetgg agctgctteg

<210> 38
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 38

ttagcgggceg gcettegtata tacggeggcet gacatccaac gtaatgtcat gattttcgec
cagttgggtc atgccgtgct ccatatgaat atcctectta g

<210> 39
<211> 99
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 39

atggctatcc ctgcatttgg tttaggtact ttccgtctga aagacgacgt tgttatttca
tctgtgataa cggegcttgt gtaggctgga getgcetteg

<210> 40
<211> 100
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 40

tcccattcag gagcecagacc ttccgggcta accaggeggt cgttgcaate cagtgeggeg

atcgcttttt tatcttcggc catatgaata tcctccttag
<210> 41

<211> 101

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 41

ttacggtacg tcgtacccca gtgecgcttt acggatacga aaccattgtt gacgggtcat
tttcagtgtt tctgettcga ctgtaggcetg gagcetgctte g

<210> 42
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 42

atggttcagc gtattactat tgcgccgeaa ggcccggagt titceegttt tgtgatggge
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tactggcgat tgatggactg gcatatgaat atcctcctta g

<210> 43
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 43

atgagaataa atttcgcaca acgcttttcg ggagtcagta tggatatcat cttttatcac
ccaacgttcg atacccaatg gtgtaggctg gagctgcttc g

<210> 44
<211> 99
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 44

ttagtagccg cgtgcgeggt cgacttgece gecagacccte teeccttttt cgagetggge
aatggtgcga gaaatgtacc atatgaatat cctecttag

<210> 45
<211> 100
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 45

agtcatatat tccaccagct atttgttagt gaataaaagc cacacattat tcgagccgga
tgattaatag tcaacagctc tgtaggctgg agctgcttcg

<210> 46
<211>79
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 46

gctcacatta cgtgactgat tctaacaaaa cattaacacc aactggcaaa attttgtccc
atatgaatat cctccttag

<210> 47
<211> 102
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 47

cgcgegagac tcgetetget tatctcgece ggatagaaca agcgaaaact tcgaccgtte
atcgttcgca gttggcatge ggtgtagget ggagctgctt cg
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<210> 48
<211> 100
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 48

gcttagegcec ttctacagct tcacgegeca gettagtaat geggtegtaa tcgeeegcett
ccagcgcatc tgccggaacc catatgaata tcctecttag

<210> 49
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 49

atgcgtcttc ttcataccat getgegegtt ggegatitge aacgctccat cgatttttat
accaaagtgc tgggcatgaa gtgtaggctg gagctgcttc g

<210> 50
<211> 100
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 50

ttagttgcce agaccgegac cggcegtcttt ctettcgatt aactcaattt tgtaaccgte
cggatcttcc acaaacgcga catatgaata tcctccttag

<210>51
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 51

cgcggegggt gecaacgttg tacgtatgaa cttttctcac ggctcgectg aagatcacaa
aatgcgcgcg gataaagttc gtgtaggctg gagctgcttc g

<210> 52

<211> 101

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 52

cgccgceatce ggcaacgtac ttactctace gttaaaatac gcgtggtatt agtagaaccc
acggtactca tcacgtcgcee ccatatgaat atcctcctta g
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<210> 53
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 53

cgcggegggt gecaacgttg tacgtatgaa cttttctcac ggcetcgectg aagatcacaa
aatgcgcgceg gataaagttc gtgtaggctg gagcetgcttc g

<210> 54
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 54

cgccgceatce ggcaacgtac ttactctace gttaaaatac gcgtggtatt agtagaaccc
acggtactca tcacgtcgcee ccatatgaat atcctcctta g

<210> 55
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 55

ccgacagtaa gacgggtaag cctg
<210> 56

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 56

agcttagtaa agccctcgct ag
<210> 57

<211> 100

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 57

catgggctag ctacgtatta attaaagatc tcctagggag ctcaccggtt aaaaataaga
gttaccttaa atggtaactc ttattttttt aggcgegeca

<210> 58

<211> 100
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 58

agcttggcge gectaaaaaa ataagagtta ccatttaagg taactcttat ttttaaccgg
tgagctccct aggagatctt taattaatac gtagctagec

<210> 59
<211>79
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 59

ctagctageg gegtaaaaag cttagcggge ggcttegtat atacggeggce tgacatccaa
cgtaatgtcg tgattttcg

<210> 60
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 60

cgatgcacgt catgaacaac tttaatctgc acaccccaac ccg
<210> 61

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 61

cgtacgtact gtaggaaagt taactacgg
<210> 62

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 62

gaagatcttt acttcagacg gtccgcgag
<210> 63

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico
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<400> 63

gacctaggct ctaaaggagc aattatgg
<210> 64

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico

<400> 64

cgagctctta ttcccactct tgcagg
<210> 65

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 65

catgccatgg ctatccctge atttggttta
<210> 66

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 66

ctagctagct taatcccatt caggagccag
<210> 67

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 67

catgccatgg ctaatccaac cgttattaag c
<210> 68

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 68
ctagctagct tagccgecga actggtcagg

<210> 69
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<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Promotor sintético

<400> 69

gagctgttga cgattaatca tccggctcga ataatgtgtg g
<210> 70

<211> 65

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 70

ccttttattc actaacaaat agctggtgga atatatgtcc aacaatggct cgtcaccgct
ggtgc 65

<210> 71
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 71

aatcgcaagc ttgaatccgg ttatttcttc agttcagcca ggc 43
<210> 72

<211> 65

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 72

gcaccagcgg tgacgagcca ttgttggaca tatattccac cagctatttg ttagtgaata
aaagg 65

<210> 73
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 73

acgtcccggg caagcccaaa ggaagagtga ggc
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para preparar 1,2-propanodiol en el que una Escherichia coli modificada, Util para la produccién del
1,2-propanodiol, caracterizada por que presenta:

- una actividad de metil glioxal reductasa aumentada, obtenida mediante la sobreexpresion del gen yghD a partir
de Escherichia coli,

- la eliminacion de por lo menos uno de los genes edd, eda implicados en la ruta de Entner-Doudoroff,

se hace crecer en un medio de crecimiento adecuado que contiene una fuente de carbono, y el 1,2-propanodiol
producido es recuperado.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que en dicha E. coli modificada, se obtiene la sobreexpresion
sustituyendo el promotor natural del gen yghD implicado en la reduccion de metil glioxal con un promotor que induce
un nivel mas potente de expresién de por lo menos uno de dicho gen, o introduciendo copias miltiples del gen yghD
implicado en la reduccion de metil glioxal en el interior del microorganismo.

3. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que en dicha E. coli modificada, es
aumentada la actividad de metil glioxal sintasa mediante la sobreexpresion del gen mgsA o mediante una mutacion
especifica introducida en el interior del gen mgsA.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que en dicha E. coli modificada, es atenuada
la expresion de por lo menos uno de los genes siguientes implicados en la conversion del metilglioxal en lactato:
gloA, aldA, aldB.

5. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que en dicha E. coli modificada, es atenuada
la expresion de por lo menos uno de los genes siguientes implicados en la sintesis de lactato, formato o etanol: IdhA,
pflA, pflB, adhE.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en dicha E.coli modificada, es atenuada la
expresion de por lo menos uno de los genes siguientes implicados en la sintesis del acetato: ackA, pta, poxB.

7. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que en dicha E. coli modificada, es atenuada
la actividad de gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa atenuando la expresion del gen gapA.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que en dicha E. coli modificada, es aumentada la eficacia de la
importacién de azicar aumentando la expresién de por lo menos un gen implicado en un sistema de importacion de
azucar independiente del fosfoenolpiruvato y seleccionado de entre galP y glk.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que en dicha E. coli modificada, es mejorada la eficacia del sistema
azucar-fosfotransferasa aumentando la disponibilidad del metabolito fosfoenolpiruvato, en el que:

- es atenuada la expresion de por lo menos un gen que codifica la enzima piruvato cinasa y seleccionado de entre
pYkA y pykF ylo,

- es aumentada la expresion del gen ppsA que codifica la fosfoenolpiruvato sintasa.
10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que en dicha E. coli modificada:
- es aumentada la actividad de glicerol deshidrogenasa aumentando la expresion del gen gldA y/o,
- es aumentada la actividad de 1,2-propanodiol oxidorreductasa aumentando la expresion del gen fucO.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que en dicha E. coli modificada, el gen Ipd
presenta una mutacion puntual que conduce a una sustitucion de la alanina 55 por la valina.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que en dicha E. coli modificada:
- la actividad de triosa fosfato isomerasa es atenuada atenuando la expresion del gen tpiA y/o,
- la expresion de por lo menos un gen seleccionado de entre arcA y ndh es atenuada.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el 1,2-propanodiol recuperado es
ademas purificado.
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14. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 13, en el que el acetol es recuperado y purificado.

15. E. coli modificada util para la produccion de 1,2-propanodiol y/o acetol a partir de una fuente de carbono, en la
que dicha cepa esta caracterizada por que presenta:

5
- un actividad de metil glioxal reductasa aumentada, obtenida a partir de la sobreexpresion del gen yghD de
Escherichia coli,
- un actividad de metilglioxal sintasa aumentada, obtenida mediante la sobreexpresion del gen mgsA, y
10

- la eliminacion de por lo menos uno de los genes edd, eda implicados en la ruta de Entner-Doudoroff.
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