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DESCRIPCION
Microorganismo recombinante para la produccion de metabolitos Utiles

La presente invencién se refiere a un microorganismo recombinante caracterizado por tener actividad de
fosfocetolasa, por tener una ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivacion del gen
o genes que codifican la fosfofructoquinasa o que se modifican genéticamente para reducir la actividad de
fosfofructoquinasa en comparaciéon con un microorganismo no modificado genéticamente o que no posee actividad
de fosfofructoquinasa y que tiene una rama oxidativa disminuida o inactiva de la ruta del fosfato de pentosa (PPP)
por inactivacion del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o que se modifica genéticamente
para reducir la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparacién con un microorganismo no modificado
genéticamente o que no posee actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Dicho microorganismo se puede usar
para la produccién de metabolitos Utiles tales como acetona, isobuteno o propeno.

Desde hace varias décadas, los practicantes de la ingenieria del metabolismo se han esforzado en proporcionar
soluciones biolégicas para la produccién de productos quimicos, proporcionando, por lo tanto, alternativas a los
procedimientos quimicos mas tradicionales. En general, las soluciones biolégicas permiten el uso de materiales de
abastecimiento renovables (por ejemplo azucares) y compiten con los procedimientos existentes basados en
materiales petroquimicos. Una solucion bioldgica, de multiples etapas para la produccion de un producto quimico por
lo general comprende un microorganismo como el catalizador para la conversion del material de abastecimiento a
una molécula diana. Un conjunto completo de reacciones enzimaticas para la produccion de una molécula diana en
particular se puede agrupar en aquellas que pertenecen a rutas de carbono central y aquellas que pertenecen a la
ruta especifica de producto. Las reacciones que pertenecen a la ruta de carbono central y la ruta especifica de
producto estan relacionadas en el sentido que las restricciones de redox (por lo general, NAD(P)H) y energéticas
(por lo general, ATP) de todas y cada una de las reacciones enzimaticas se deben tener en cuenta en un balance
general que contribuye a la competitividad del procedimiento. Histéricamente, las rutas de carbono central de los
heterétrofos que crecen en azlcares se han descrito como la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas (EMPP), la ruta del
fosfato de pentosa (PPP), la ruta Entner-Doudoroff (EDP), y la ruta de fosfocetolasa (PKP) (véase Gottschalk (1986),
Bacterial Metabolism, 22 Edicién, Springer-Verlag. New York). Cada ruta central o combinaciones de rutas centrales
ofrecen ventajas y desventajas con respecto a una molécula diana especifica. Con el fin de proporcionar
bioprocesos competitivos, se han descrito microorganismos recombinantes con modificaciones que implican las
EMPP, PPP y EDP (M. Emmerling y col., Metab. Eng. 1:117 (1999); L. O. Ingram y col., Appl. Environ. Microbiol.
53:2420 (1987); C. T. Trinh y col., Appl. Environ. Microbiol. 74:3634 (2008)). Mas recientemente, se han descrito
microorganismos recombinantes con modificaciones que implican la PKP (véase Sonderegger y col. Appl. Environ.
Microbiol. 70 (2004), 2892-2897, documento de Patente US 7.253.001, Chinen y col. J. Biosci. Bioeng. 103 (2007),
262-269, documento de Patente US 7.785.858; Fleige y col., Appl. Microbiol. Cell Physiol. 91 (2011), 769-776).

La EMPP convierte 1 mol de glucosa en 2 moles de piruvato (PYR). Cuando se desea acetil-CoA, 1 mol de PYR se
puede convertir en 1 mol de acetil-CoA con la generacion simultanea de 1 mol de CO2 y 1 mol de NADH. La suma
de las reacciones se da en la ecuacion 1.

glucosa + 2 ADP + 2 H3PO4 + 2 CoA + 4 NAD" — 2 acetil-CoA + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,O + 4 NADH
+4H (Ecuacion 1)

La PPP proporciona un medio para convertir 1 mol de glucosa en 1 mol de CO, y 2 moles de NADPH, con la
generacion simultanea de 0,67 moles de fructosa-6-fosfato (F6P) y 0,33 moles de gliceraldehido-3-fosfato (GAP). El
F6P y GAP formados de esta manera se deben metabolizar por otras rutas de reaccion, por ejemplo por la EMPP.
La EDP convierte 1 mol de glucosa en 1 mol de GAP y 1 mol de PYR con la generacion simultanea de 1 mol de
NADPH. Al igual que con la PPP, el GAP formado de esta manera se debe metabolizar por otras rutas de reaccion.
La PKP proporciona un medio para convertir 1 mol de glucosa en 1 mol de GAP y 1,5 moles de fosfato de acetilo
(AcP). Cuando se desea acetil-CoA, 1 equivalente de AcP mas 1 equivalente de coenzima A (CoA) se puede
convertir en 1 equivalente de acetil-CoA y 1 equivalente de fosfato inorganico (Pi) por la accion de la
fosfotransacetilasa.

Para moléculas diana especificas derivadas de restos de AcCoA generados a través de la PKP y casi neutralidad
redox para los restos AcCoA, existe una deficiencia en el balance de energia global. La PKP (y, de manera similar,
la PPP y la EDP) no genera ATP para la conversion de glucosa en glucosa-6-fosfato. En el caso de la absorcion de
glucosa dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP), el PEP se debe generar por otros medios, por ejemplo a través de
la EMPP. El reciclado del GAP a través de la PKP exacerba el problema, particularmente cuando la ruta especifica
de producto proporciona poco ATP. Sonderegger (mencionado anteriormente) y el documento de Patente US
7.253.001 describen cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae que comprenden actividad de
fosfocetolasa nativa o sobreexpresada junto con la fosfotransacetilasa sobreexpresada para incrementar el
rendimiento en la conversion de mezclas de glucosa/xilosa en etanol. Estas cepas presentan absorcion de glucosa
independiente de PEP en la que tanto la EMPP como la PPP son operativas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2554 814 T3

Chinen (mencionado anteriormente) y el documento de Patente US 7.785.858 desvelan una bacteria recombinante
seleccionada entre el grupo que consiste de la familia Enterobacteriaceae, la bacteria Coryneform, y la bacteria
Bacillus que comprende actividad incrementada de fosfocetolasa para la conversion de glucosa hasta las moléculas
diana las cuales se producen a través de la acetil-CoA intermediaria, incluyendo el grupo que consiste de acido L-
glutamico, L-glutamina, L-prolina, L-arginina, L-leucina, L-cisteina, succinato y polihidroxibutirato. Estas cepas
presentan absorcion de glucosa dependiente de PEP con la EMPP operativa. De manera notable, la actividad de
fosfofructoquinasa en la bacteria de la documento de Patente US 7.785.858 esta reducida en comparacioén con la de
una cepa de tipo silvestre o sin modificar (véase la pagina 33).

El que un microorganismo en particular use absorcién de glucosa independiente de PEP o absorcion de glucosa
dependiente de PEP influye en el balance energético global de un procedimiento. Por ejemplo, las cepas de S.
cerevisiae usan de manera natural la absorcion de glucosa independiente de PEP mientras que las cepas de
Escherichia coli usan de manera natural la absorcion de glucosa dependiente de PEP. Se han descrito cepas de E.
coli en las que la absorcion de glucosa dependiente de PEP se ha sustituido con absorcion de glucosa
independiente de PEP. Flores y col. (Metabolic Engineering (2005) 7, 70-87) y documento de Patente US 7.371.558.
En particular, el documento de Patente US 7.371.558 describe la modificacion de la absorcion de glucosa para
incrementar el rendimiento en la conversiéon de glucosa a 1,3-propanodiol. Las cepas presentan absorcion de
glucosa independiente de PEP en la que tanto la EMPP como la PPP son operativas, de manera notable sin
actividad de fosfocetolasa presente.

Existe la necesidad de desarrollar microorganismos recombinantes, que comprendan rutas de carbono central y
rutas especificas de producto que lleven al maximo la conversion de material de abastecimiento hasta producto
acomodando de manera adecuada las restricciones redox y energéticas de las reacciones de las enzimas. Los
solicitantes han resuelto esta necesidad proporcionando las realizaciones como se definen en las reivindicaciones.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante caracterizado porque:

a) tiene actividad de fosfocetolasa;

b) (i) tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivacion del gen o
genes que codifican la fosfofructoquinasa o porque se modifican genéticamente para reducir la actividad de
fosfofructoquinasa en comparacion con un microorganismo no modificado; o

(ii) no poseen actividad de fosfofructoquinasa

y

c) (i) tienen una rama oxidativa disminuida o inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivacion
del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o porque se modifican genéticamente para
reducir la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparacién con un microorganismo no modificado;
o

(i) no poseen actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

El microorganismo de acuerdo con la presente invencion se caracteriza porque tiene actividad de fosfocetolasa, para
incrementar el flujo de acetil-CoA producida. Usualmente, un microorganismo convierte la glucosa a través de la ruta
de Embden-Meyerhof-Parnas en piruvato el cual después se puede convertir en acetil-CoA por la enzima piruvato
deshidrogenasa. Sin embargo, esta conversion esta acompafada por la liberacion de CO; y, por lo tanto, se pierde
un atomo de carbono que se podria haber usado en la produccion de metabolitos utiles. Con el fin de incrementar la
cantidad de acetil-CoA en un microorganismo es por lo tanto deseable que la acetil-CoA se forme a través de una
ruta diferente para evitar la pérdida de atomos de carbono. Mediante el uso de un microorganismo que tiene
actividad de fosfocetolasa, el fosfato y la fructosa-6-fosfato se convierten en eritrosa-4-fosfato y fosfato de acetilo y la
fosfotransacetilasa convierte posteriormente el fosfato de acetilo en acetil-CoA sin pérdida de un atomo de carbono.
Por lo tanto, al final, el rendimiento de acetil-CoA se puede incrementar usando un microorganismo que tenga
actividad de fosfocetolasa. Dicho microorganismo es capaz de convertir la glucosa en acetil-CoA sin pérdida de un
atomo de carbono. Los microorganismos recombinantes en los que una fosfocetolasa se expresa de forma natural o
de forma heterdloga se describen en los documentos de patente US 7.785.858 y US 7.253.001.

La expresion "actividad de fosfocetolasa” tal como se usa en la presente invencion significa una actividad enzimatica
que es capaz de convertir D-xilulosa-5-fosfato en D-gliceraldehido-3-fosfato de acuerdo con la siguiente reaccion:

D-xilulosa-5-fosfato + fosfato — D-gliceraldehido-3-fosfato + fosfato de acetilo + agua

0 que es capaz de catalizar la reaccion mostrada anteriormente y que también es capaz de convertir D-fructosa-6-
fosfato en D-eritrosa-4-fosfato de acuerdo con la siguiente reaccion:

D-fructosa-6-fosfato + fosfato — fosfato de acetilo + D-eritrosa-4-fosfato + agua

Las primeras fosfocetolasas usualmente se clasifican en EC 4.1.2.9 y las ultimas en EC 4.1.2.22. Ambos tipos de
fosfocetolasas se pueden usar en el alcance de la presente invencion. La Figura 1 muestra esquemas para las
reacciones generales usando las dos opciones de la fosfocetolasa como se describe en el presente documento.
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Esta actividad enzimatica se puede medir usando ensayos conocidos en la técnica. Un ejemplo para dicho ensayo
se da en la seccién de Ejemplos mas adelante.

En el contexto de la presente invencion, un microorganismo que tiene actividad de fosfocetolasa puede ser, por
ejemplo, un microorganismo el cual de manera natural tiene actividad de fosfocetolasa o un microorganismo que de
manera natural no tiene actividad de fosfocetolasa y que se ha modificado genéticamente para que exprese una
fosfocetolasa o un microorganismo que de manera natural tiene actividad de fosfocetolasa y el cual se ha modificado
genéticamente, por ejemplo transformado con un &acido nucleico, por ejemplo un vector, que codifica una
fosfocetolasa con el fin de incrementar la actividad de fosfocetolasa en dicho microorganismo.

Los microorganismos que de manera inherente, es decir de manera natural, tienen actividad de fosfocetolasa se
conocen en la técnica y se puede usar cualquiera de los mismos en el contexto de la presente invencion.

También es posible en el contexto de la presente invencion que el microorganismo sea un microorganismo que de
manera natural no tiene actividad de fosfocetolasa pero que se modifica genéticamente para que comprenda una
secuencia de nucleétido que permita la expresion de una fosfocetolasa. De manera similar, el microorganismo
también puede ser un microorganismo que de manera natural tiene actividad de fosfocetolasa pero que se modifica
genéticamente para incrementar la actividad de fosfocetolasa, por ejemplo mediante la introduccién de una
secuencia de nucleotido exdgena que codifica una fosfocetolasa.

La modificacién genética de microorganismos para expresar una enzima de interés se describe con mayor detalle
mas adelante.

La fosfocetolasa expresada en el microorganismo de acuerdo con la invencion puede ser cualquier fosfocetolasa, en
particular una fosfocetolasa proveniente de organismos procariotas o eucariotas. Las fosfocetolasas procariotas se
describen, por ejemplo, de Lactococcus lactis y se da un ejemplo en la seccion de Ejemplos.

En una realizacion preferente de la presente invencion la fosfocetolasa es una enzima que comprende una
secuencia de aminoacido como la codificada por SQ0005 mostrada en la seccion de Ejemplos o una secuencia que
es por lo menos “n” % idéntica a dicha secuencia de aminoacido y que tiene la actividad de una fosfocetolasa en la
que “n” es un numero entero entre 10 y 100, preferentemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99.

Preferentemente, el grado de identidad se determina comparando la secuencia respectiva con la secuencia de
aminoécido de cualquiera de las SEC ID N°° mencionadas anteriormente. Cuando las secuencias que se comparan
no tienen la misma longitud, el grado de identidad se refiere preferentemente ya sea al porcentaje de restos de
aminoacido en la secuencia mas corta que son idénticos a los restos de aminoacido en la secuencia mas larga o al
porcentaje de restos de aminoacido en la secuencia mas larga que son idénticos a los restos de aminoacido en la
secuencia mas corta. El grado de identidad de secuencia se puede determinar de acuerdo con procedimientos bien
conocidos en la técnica usando preferentemente algoritmos informaticos apropiados tales como CLUSTAL.

Cuando se usa el procedimiento de analisis Clustal para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, un
80 % idéntica a una secuencia de referencia se pueden usan parametros predeterminados o los parametros
preferentemente son los siguientes: Matriz: blosum 30; Penalizacion por espacio abierto: 10,0; Penalizacién por
espacio extendido: 0,05; divergente de retraso: 40; distancia de separacion de espacio: 8 para comparaciones de
secuencias de aminoacido. Para comparaciones de secuencia de nucleétido, la Penalizacion por espacio extendido
preferentemente se ajusta a 5,0.

Preferentemente, el grado de identidad se calcula a través de la longitud completa de la secuencia.

La fosfocetolasa expresada en el microorganismo de acuerdo con la invencion puede ser una fosfocetolasa que
ocurra de manera natural o ésta puede ser una fosfocetolasa que se obtiene a partir de una fosfocetolasa que ocurre
de manera natural, por ejemplo mediante la introduccion de mutaciones u otras alteraciones las cuales, por ejemplo,
alteran o mejoran la actividad enzimatica, la estabilidad, etc.

Los procedimientos para modificar y/o mejorar las actividades enzimaticas deseadas de proteinas son bien
conocidos para el experto en la materia e incluyen, por ejemplo, mutagénesis aleatoria 0 mutagénesis dirigida a sitio
y la seleccion posterior de enzimas que tienen las propiedades deseadas o estrategias de la denominada "evolucion
dirigida".

Por ejemplo, para modificacion genética en células procariotas, se puede introducir una molécula de acido nucleico
que codifica la fosfocetolasa en plasmidos que permiten la mutagénesis o modificacion de secuencia mediante
recombinacién de secuencias de ADN. Los procedimientos convencionales (véase Sambrook y Russell (2001).
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press, Cold Spring Harbor, NY, EE.UU.) permiten que se efectien
intercambios de base o que se puedan agregar secuencias naturales o sintéticas. Los fragmentos de ADN se
pueden ligar usando adaptadores y enlazadores complementarios a los fragmentos. Asimismo, se pueden usar
medidas de ingenieria que proporcionen sitios de restriccion apropiados o que eliminen ADN o sitios de restriccion
sobrantes. En aquellos casos, en los que son posibles inserciones, supresiones o sustituciones, se puede usar
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mutagénesis in vitro, "reparacion de cebador", restriccion o ligacion. En general, como procedimientos de analisis se
realizan un analisis de secuencia, analisis de restriccion y otros procedimientos de bioquimica y biologia molecular.
Las variantes de fosfocetolasa resultantes después se evallan respecto a la actividad deseada, por ejemplo,
actividad enzimatica, con un ensayo como el descrito anteriormente y en particular respecto a sus actividades de
enzima incrementadas.

Como se describié anteriormente, el microorganismo de la invencién puede ser un microorganismo que se ha
modificado genéticamente mediante la introduccion de una molécula de acido nucleico que codifica una
fosfocetolasa. Por lo tanto, en una realizacion preferente, el microorganismo recombinante es un microorganismo
recombinante que se ha modificado genéticamente para que tenga una actividad incrementada de fosfocetolasa.
Esto se puede lograr por ejemplo transformando el microorganismo con un acido nucleico que codifica una
fosfocetolasa. Mas adelante se proporciona una descripcion detallada de la modificacion genética de
microorganismos. Preferentemente, la molécula de acido nucleico introducida dentro del microorganismo es una
molécula de acido nucleico que es heterdloga con respecto al microorganismo, es decir ésta no ocurre de manera
natural en dicho microorganismo.

En el contexto de la presente invencion, una “actividad incrementada” significa que la expresion y/o la actividad de
una enzima, en particular de la fosfocetolasa en el microorganismo modificado genéticamente es por lo menos un 10
%, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera mas preferente por lo menos un 30 % o un 50 %, de manera
incluso mas preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo menos un 90 % o un 100
% mas alta que en el microorganismo no modificado correspondiente. En realizaciones incluso mas preferentes el
incremento en la expresion y/o actividad puede ser por lo menos un 150 %, por lo menos un 200 % o por lo menos
un 500 %. En realizaciones particularmente preferentes la expresion es por lo menos 10 veces, de manera mas
preferente por lo menos 100 veces e incluso mas preferente por lo menos 1000 veces mas alta que en el
microorganismo no modificado correspondiente.

El término expresion/actividad "incrementada" también cubre la situacion en la que el microorganismo no modificado
correspondiente no expresa una enzima correspondiente, por ejemplo fosfocetolasa, de modo tal que la
expresion/actividad correspondiente en el microorganismo no modificado es cero.

Los procedimientos para medir el nivel de expresion de una proteina dada en una célula son bien conocidos por el
experto en la materia. En una realizacién, la mediciéon del nivel de expresion se hace midiendo la cantidad de la
proteina correspondiente. Los procedimientos correspondientes son bien conocidos por el experto en la materia e
incluyen Western Blot, ELISA etc. En otra realizacion la medicion del nivel de expresion se hace midiendo la
cantidad del ARN correspondiente. Los procedimientos correspondientes son bien conocidos por el experto en la
materia e incluyen, por ejemplo, Northern Blot.

Los procedimientos para medir la actividad enzimatica de la fosfocetolasa se conocen en la técnica y ya se
describieron anteriormente.

El microorganismo de acuerdo con la presente invencién también se caracteriza por tener una ruta Embden-
Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivaciéon del gen o genes que codifican una
fosfofructoquinasa o por reduccion de la actividad de fosfofructoquinasa en comparacién con un microorganismo no
modificado o por no poseer actividad de fosfofructoquinasa. Por lo tanto, el microorganismo es cualquiera de un
microorganismo que de manera natural tiene una EMPP que incluye actividad de fosfofructoquinasa pero que se ha
modificado genéticamente de modo que la actividad de fosfofructoquinasa se elimine ya sea completamente o de
modo que ésta se reduzca en comparacion con el microorganismo no modificado genéticamente correspondiente, o
el microorganismo es un microorganismo que de manera natural no posee una actividad de fosfofructoquinasa.

Como ya se mencioné anteriormente, cuando la glucosa se procesa a través de la EMPP hasta acetil-CoA, se pierde
un atomo de carbono por la liberacion de CO; en la ultima etapa. Esta pérdida se puede evitar mediante la
introduccion de la fosfocetolasa. Debido a que la fructosa-6-fosfato es un substrato para la fosfocetolasa, es
deseable que la reserva de fructosa-6-fosfato se mantenga a un nivel alto en el microorganismo con el fin de
incrementar el rendimiento en acetil-CoA. Debido a que la fructosa-6-fosfato también es un substrato para una
enzima de la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, es decir la fosfofructoquinasa, el microorganismo recombinante de
la presente invencion tiene una actividad reducida de fosfofructoquinasa en comparacion con un microorganismo no
modificado genéticamente o el gen o genes que codifican una fosfofructoquinasa se han inactivado. Esto asegura
que el flujo de fructosa-6-fosfato se dirija a la fosfocetolasa y a la produccién de acetil-CoA sin pérdida de CO;
debido a que la fructosa-6-fosfato o la mayoria de fructosa-6-fosfato ya no se puede procesar a través de la ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas. Los microorganismos recombinantes en los que una fosfocetolasa se expresa en forma
natural o en forma heterdloga y los cuales tienen actividad reducida de fosfofructoquinasa se desvelan en el
documento de patente US 7.785.858.

La "actividad de fosfofructoquinasa” significa una actividad enzimatica que convierte el ATP y la fructosa-6-fosfato en
ADP vy fructosa-1,6-bisfosfato (EC 2.7.1.11). Esta actividad enzimatica se puede medir usando ensayos conocidos en
la técnica como se describe, por ejemplo, por Kotlarz y col. (Methods Enzymol. (1982) 90, 60-70).
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La expresion "un microorganismo que se caracteriza por tener una ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP)
disminuida o inactivada por inactivacion del gen o genes que codifican una fosfofructoquinasa o mediante
modificacion genética para reducir la actividad de fosfofructoquinasa en comparaciéon con un microorganismo no
modificado genéticamente" se refiere a un microorganismo en el que la inactivacion del gen o genes que codifican
una fosfofructoquinasa o la reduccion de la actividad de fosfofructoquinasa en comparacion con un microorganismo
no modificado genéticamente se logra mediante una modificacién genética del microorganismo que lleva a dicha
inactivacion o reduccion.

En una realizacion preferente, el microorganismo recombinante de la presente invencién es un microorganismo
recombinante que tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) inactivada por inactivacion del gen o genes
que codifican una fosfofructoquinasa. La inactivacion del gen o genes que codifican una fosfofructoquinasa en el
contexto de la presente invencion significa que el gen o genes que codifican fosfofructoquinasa que estan presentes
en el microorganismo esta (estan) inactivados de modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya no llevan a la sintesis
de fosfofructoquinasa funcional. La inactivacion se puede lograr mediante muchas maneras diferentes conocidas en
la técnica. La inactivacion se puede lograr, por ejemplo, mediante la alteracién del gen o genes que codifican la
fosfofructoquinasa o mediante supresion limpia de dicho(s) gen(es) a través de la introduccion de un marcador de
seleccion. De manera alternativa, el promotor del gen o genes que codifican la fosfofructoquinasa se puede mutar en
una manera en la que el gen ya no se transcriba como ARNm. Otras maneras para inactivar el gen o genes que
codifican la fosfofructoquinasa conocidas en la técnica son: expresar un polinucleétido que codifica ARN que tiene
una secuencia de nucledtido complementaria al transcrito del gen o genes de fosfofructoquinasa de modo tal que el
ARNmM ya no se pueda traducir como una proteina; expresar un polinucleétido que codifica ARN que suprime la
expresion de dicho gen o genes a través del efecto de ARNi; expresar un polinucleétido que codifica ARN que tenga
una actividad de cortar especificamente un transcrito de dicho gen o genes; o expresar un polinucleétido que
codifica ARN que suprime la expresién de dicho gen o genes a través del efecto de co-supresion. Estos
polinucleétidos se pueden incorporar en un vector, el cual se puede introducir dentro del microorganismo mediante
transformacion para lograr la inactivacion del gen o genes que codifican la fosfofructoquinasa.

El término "inactivacion" en el contexto de la presente invencion significa preferentemente inactivacion completa, es
decir que el microorganismo no muestra actividad de fosfofructoquinasa. Esto significa en particular que el
microorganismo no muestra actividad de fosfofructoquinasa independiente de las condiciones de crecimiento
usadas. Preferentemente, "inactivacion" significa que el gen o genes que codifican fosfofructoquinasa que estan
presentes en el microorganismo estan modificados genéticamente para evitar la expresion de la enzima. Esto se
puede lograr, por ejemplo mediante supresion del gen o partes del mismo en la que la supresion de las partes del
mismo evita la expresién de la enzima, o mediante alteracion del gen ya sea en la region codificadora o en la region
de promotor en la que la alteracién tiene el efecto de que no se exprese proteina o que se exprese una proteina
disfuncional.

En una realizacion preferente, el microorganismo recombinante de la presente invencion es un microorganismo
recombinante que tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida por reduccién de la actividad de
fosfofructoquinasa en comparacion con un microorganismo no modificado genéticamente. Esta reduccién se logra
mediante una modificacion genética del microorganismo. Esto se puede lograr por ejemplo, mediante mutagénesis
aleatoria o mutagénesis dirigida a sitio del promotor y/o la enzima y seleccidon posterior de los promotores y/o
enzimas que tienen las propiedades deseadas o mediante secuencias de nucleétido complementarias o efecto de
ARNi como se describié anteriormente. Mas adelante se proporciona una descripcién detallada de la modificacion
genética de microorganismos.

En el contexto de la presente invencion, una “actividad reducida” significa que la expresion y/o la actividad de una
enzima, en particular de la fosfofructoquinasa, en el microorganismo modificado genéticamente es por lo menos un
10 %, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera mas preferente por lo menos un 30 % o un 50 %, de
manera incluso mas preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo menos un 90 %
o un 100 % mas baja que en el microorganismo no modificado correspondiente. Algunos procedimientos para medir
el nivel de expresiéon de una proteina dada en una célula son bien conocidos por el experto en la materia. En la
técnica se conocen ensayos para medir la actividad enzimatica reducida de una fosfofructoquinasa.

En otra realizacion el microorganismo de acuerdo con la presente invencién es un microorganismo que no posee
una actividad de fosfofructoquinasa. Esto significa preferentemente que dicho microorganismo no posee de manera
natural una actividad de fosfofructoquinasa. Esto significa que dicho microorganismo no contiene de manera natural
en su genoma una secuencia de nucleétido que codifica una enzima con actividad de fosfofructoquinasa. Algunos
ejemplos para dichos microorganismos son Zymomonas mobilis (J. S. Suo y col., Nat. Biotechnol. 23: 63 (2005)) y
Ralstonia eutropha (C. Fleige y col., Appl. Microb. Cell Physiol. 91: 769 (2011)).

El microorganismo de acuerdo con la presente invencién también se caracteriza por tener una rama oxidativa
disminuida o inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivacién del gen o genes que codifican una
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o por reduccion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparaciéon con un
microorganismo no modificado genéticamente o por no poseer actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Por lo
tanto, el microorganismo es cualquiera de un microorganismo que de manera natural tiene una PPP que incluye
actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa pero que se ha modificado genéticamente de modo que la actividad
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de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se elimina ya sea completamente o de modo tal que esta se reduce en
comparacion con el microorganismo no modificado genéticamente correspondiente, o el microorganismo es un
microorganismo que de manera natural no posee una actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

La disminucién o inactivacién de la rama oxidativa de la ruta de fosfato de pentosa incrementa adicionalmente el
rendimiento en acetil-CoA debido a que la glucosa-6-fosfato ya no se extraera a través del ciclo de fosfato de
pentosa. Toda o casi toda la glucosa-6-fosfato en el microorganismo se convertira en fructosa-6-fosfato la cual
después se convertira adicionalmente en acetil-CoA.

La "actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa" significa una actividad enzimatica que convierte glucosa-6-
fosfato y NADP* en 6-fosfoglucono-8-lactona y NADPH (EC 1.1.1.49). Esta actividad enzimatica se puede medir
usando ensayos conocidos en la técnica como se describe, por ejemplo, en Noltmann y col. (J. Biol. Chem. (1961)
236, 1225-1230).

La expresion "un microorganismo que se caracteriza por tener una rama oxidativa disminuida o inactivada de la ruta
de fosfato de pentosa (PPP) por inactivacion del gen o genes que codifican una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o
que se modifican genéticamente para reducir la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparacion
con un microorganismo no modificado genéticamente” se refiere a un microorganismo en el que la inactivacion del
gen o genes que codifican una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o la reduccion de la actividad de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa en comparaciéon con un microorganismo no modificado genéticamente se logra mediante una
modificacion genética del microorganismo que lleva a dicha inactivacién o reduccion.

En una realizacion preferente, el microorganismo recombinante de la presente invencion es un microorganismo
recombinante que tiene una rama oxidativa inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivacion del
gen o genes que codifican una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La inactivacion del gen o genes que codifican una
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en el contexto de la presente invencion significa que el gen o genes que codifican
una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que esta (estan) presente(s) en el microorganismo esta (estan) inactivados de
modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya no llevan a la sintesis de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa funcional.
La inactivacion se puede lograr mediante muchas maneras diferentes conocidas en la técnica. La inactivacion se
puede lograr, por ejemplo, mediante la alteracion del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
o0 mediante supresion limpia de dicho gen o genes a través de la introduccion de un marcador de seleccion. De
manera alternativa, el promotor del gen o genes que codifican la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se puede(n)
mutar en una manera que el gen o genes ya no se transcriba(n) como ARNm. Otras maneras para inactivar el gen o
genes que codifican la fosfofructoquinasa conocidas en la técnica son: expresar un polinucleétido que codifica ARN
que tiene una secuencia de nucleétido complementaria al transcrito del gen o genes de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de modo tal que el ARNm ya no se puede traducir como una proteina, expresar un polinucleétido
que codifica ARN que suprime la expresion de dicho gen o genes a través del efecto de ARNi; expresar un
polinucledtido que codifica ARN que tenga una actividad de cortar especificamente un transcrito de dicho gen o
genes; o expresar un polinucleétido que codifica ARN que suprime la expresion de dicho gen o genes a través del
efecto de co-supresion. Estos polinucleétidos se pueden incorporar en un vector, el cual se puede introducir dentro
del microorganismo mediante transformacion para lograr la inactivacion del gen o genes que codifican la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. El término “inactivacion” en el contexto de la presente invencion significa preferentemente
inactivacion completa, es decir que el microorganismo no muestra actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
Esto significa en particular que el microorganismo no muestra actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
independiente de las condiciones de crecimiento usadas.

Preferentemente, “inactivacion” significa que el gen o genes que codifican glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que
estan presentes en el microorganismo se modifican genéticamente para evitar la expresion de la enzima. Esto se
puede lograr, por ejemplo, mediante supresion del gen o partes del mismo en la que la supresion de partes del
mismo evita la expresién de la enzima, o mediante alteracion del gen ya sea en la region codificadora o en la region
de promotor en la que la alteracién tiene el efecto de que no se expresa proteina 0 que se exprese una proteina
disfuncional.

En una realizacion preferente, el microorganismo recombinante de la presente invencién es un microorganismo
recombinante que tiene una rama oxidativa disminuida de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) debido a una
modificacion genética para reducir la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparacion con un
microorganismo no modificado genéticamente. Esta reduccion se logra mediante una modificacion genética del
microorganismo. Esto se puede lograr por ejemplo, mediante mutagénesis aleatoria 0 mutagénesis dirigida a sitio del
promotor y/o la enzima y seleccién posterior de los promotores y/o enzimas que tienen las propiedades deseadas o
mediante secuencias de nucleétido complementarias o efecto de ARNi como se describié anteriormente. Mas
adelante se proporciona una descripcion detallada de la modificacion genética de microorganismos.

En el contexto de la presente invencion, una “actividad reducida” significa que la expresion y/o la actividad de una
enzima, en particular de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, en el microorganismo modificado genéticamente es
por lo menos un 10 %, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera mas preferente por lo menos un 30 % o
un 50 %, de manera incluso mas preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo
menos un 90 % o un 100 % mas baja que en el microorganismo no modificado correspondiente. Algunos
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procedimientos para medir el nivel de expresién de una proteina dada en una célula son bien conocidos por el
experto en la materia. Los ensayos para medir la actividad enzimatica reducida de una glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa se conocen en la técnica.

En otra realizacion el microorganismo de acuerdo con la presente invencién es un microorganismo que no posee
una actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Esto significa preferentemente que dicho microorganismo no
posee de manera natural una actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Esto significa que dicho
microorganismo no contiene de manera natural en su genoma una secuencia de nucleétido que codifica una enzima
con actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Algunos ejemplos para dichos microorganismos son
Acinetobacter baylyi (Barbe y col., Nucl. Acids Res. 32 (2004), 5766-5779), arqueas del filo hipertermofilico tales
como Sulfolobus solfataricus (Nunn y col., J. Biol. Chem. 285 (2010), 33701-33709), Thermoproteus tenax,
Thermoplasma acidophilum y Picrophilus torridus (Reher y Schonheit, FEBS Lett. 580 (2006), 1198-1204).

En una realizacién adicional, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion también se caracteriza por
tener actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, preferentemente cuando crece en glucosa. La fructosa-1,6-
bisfosfato fosfatasa es una enzima que participa en la gluconeogénesis hidrolizando fructosa-1,6-bisfosfato en
fructosa-6-fosfato y fosfato libre. Sin embargo, basicamente en todos los organismos en presencia de glucosa, la
actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa se reprime y la glucosa se procesa a través de EMPP (glucdlisis). El
microorganismo de la presente invencion, el cual tiene actividad de fosfocetolasa y el cual no posee actividad de
fosfofructoquinasa o en el que la actividad de fosfofructoquinasa esta reducida o cuyo gen que codifica la
fosfofructoquinasa esta inactivado, el rendimiento de acetil-CoA por conversion de fructosa-6-fosfato con la
fosfocetolasa (EC 4.1.2.9 o EC 4.1.2.22) se puede incrementar asegurando la presencia de actividad de fructosa-
1,6-bisfosfato fosfatasa, por ejemplo mediante des-represion de la fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa en presencia de
glucosa. La presencia de actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa da como resultado el reciclado de fructosa-
1,6-bisfosfato producida por la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa en fructosa-6-fosfato la cual después de nuevo se
puede convertir a través de la ruta de fosfocetolasa en acetil-CoA. En efecto, el producto fosfato de acetilo de la
fosfocetolasa se interconvierte en acetil-CoA a través de la accion de la enzima fosfato acetiltransferasa EC 2.3.1.8.
Por lo tanto, el microorganismo recombinante de la presente invencion es capaz de producir acetil-CoA a partir de
glucosa a una estequiometria que se aproxima a 3:1. La suma de las reacciones se da en la ecuacion 2:

glucosa + ATP + 3 CoA — 3 acetil-CoA + ADP + H3PO4 + 2 H,0O (Ecuacion 2)

La expresion "actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa" significa una actividad enzimatica que convierte
fructosa-1,6-bisfosfato y H.O en fructosa-6-fosfato y fosfato (EC 3.1.3.11). Esta actividad enzimatica se puede medir
usando ensayos conocidos en la técnica como los descritos, por ejemplo, en Hines y col. (J. Biol. Chem. (2007) 282,
11696-11704). Las expresiones "actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa" y "fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa"
también cubren enzimas que son bifuncionales en el sentido que éstas muestran una actividad de fructosa-1-6-
bisfosfato aldolasa/fosfatasa. Dichas enzimas bifuncionales se expresan en la mayoria de los linajes bacterianos de
las arqueas y de ramificacion profunda y, en la mayoria de los casos, son estables al calor. Dichas enzimas se
informan, por ejemplo, para Thermococcus kodakaraensis, Sulfolobus tokodaii, Ignicoccus hospitalis, Cenarchacum
symbiosum, Sulfolobus solfataricas, Thermus thermophilus, Thermoproteus neutrophilus, Moorelia thermoacetica y
muchas otras (véase, por ejemplo, Say y Fuchs (Nature 464 (2010), 1077); Fushinobu y col. (Nature 478 (2011),
538: Du y col. (Nature 478 (2011), 534).

La expresion "actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa cuando crece en glucosa" significa que el
microorganismo expresa una enzima con actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa cuando el microorganismo se
cultiva en glucosa. "Cultivado en glucosa" significa que el microorganismo se cultiva en un medio que contiene, entre
otros, glucosa como fuente de carbono. Preferentemente, esta expresion significa que el microorganismo se cultiva
en un medio que contenia glucosa como la Unica fuente de carbono.

En el contexto de la presente invencién, un microorganismo que tiene actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa,
en particular cuando crece en glucosa, puede ser, por ejemplo, un microorganismo que de manera natural tiene
actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, o un microorganismo que no
tiene de manera natural actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, y que
se ha modificado genéticamente para expresar una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en
glucosa. Este también podria ser un microorganismo que de manera natural tiene actividad de fructosa-1,6-
bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, y que se ha modificado genéticamente, por ejemplo
transformado con un acido nucleico, por ejemplo un vector, que codifica una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa con el
fin de incrementar la actividad de fosfocetolasa en dicho microorganismo.

En la técnica se conocen algunos microorganismos que de manera inherente, es decir de forma natural, tienen
actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crecen en glucosa, y en el contexto de la
presente invencién se puede usar cualquiera de los mismos.

También es posible en el contexto de la presente invencion que el microorganismo sea un microorganismo que de
manera natural no tiene actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, pero
que se modifica genéticamente para que sea capaz de expresar una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular,
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cuando crece en glucosa. Esto se puede lograr, por ejemplo, mutando el promotor del gen que codifica la fructosa-
1,6-bisfosfato fosfatasa en una manera tal que el gen ya no esté reprimido cuando el microorganismo se cultiva en
glucosa o el promotor se puede reemplazar por otro promotor por ejemplo un promotor constitutivo que no esta
regulado cuando el microorganismo se cultiva en glucosa.

De manera similar, el microorganismo también puede ser un microorganismo que de manera natural tiene actividad
de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, pero que se modifica genéticamente
para mejorar/incrementar la actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en particular cuando crece en glucosa, por
ejemplo mediante la introduccién de una secuencia de nucleotido exdgena que codifica una fructosa-1,6-bisfosfato
fosfatasa.

Mas adelante se describe con mayor detalle la modificacion genética de microorganismos para expresar una enzima
de interés.

La fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa de acuerdo con la invencion puede ser una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa que
se produce de manera natural o puede ser una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa que se obtiene a partir de una
fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa que se produce de manera natural, por ejemplo mediante la introduccién de
mutaciones u otras alteraciones que, por ejemplo, alteran o mejoran la actividad enzimatica, la estabilidad, etc. El
experto en la materia conoce bien algunos procedimientos para modificar y/o mejorar las actividades enzimaticas
deseadas de proteinas y se describieron anteriormente. Las variantes de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa
resultantes se evallan después respecto a sus propiedades, por ejemplo actividad enzimatica o regulacion. En la
técnica se conocen algunos ensayos para medir la actividad enzimatica de una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa. En
una realizacion la fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa es una enzima que no esta regulada por inhibicion de
retroalimentacion.

En una realizacion preferente, el microorganismo recombinante se ha modificado genéticamente para que tenga una
actividad incrementada de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa. Esto se puede lograr por ejemplo transformando el
microorganismo con un acido nucleico que codifica una fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa. Mas adelante se
proporciona una descripcion detallada de la modificacion genética de microorganismos.

En el contexto de la presente invencién, una "actividad incrementada” significa que la expresién y/o la actividad de
una enzima, en particular de la fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa, en el microorganismo modificado genéticamente
cuando crece en glucosa es por lo menos un 10 %, preferentemente por lo menos un 20 %, de manera mas
preferente por lo menos un 30 % o un 50 %, de manera incluso mas preferente por lo menos un 70 % oun 80 % y
particularmente preferente por lo menos un 90 % o un 100 % mas alta que en el microorganismo no modificado
correspondiente cuando crece en glucosa. En realizaciones incluso mas preferentes el incremento en la expresion
y/o actividad puede ser por lo menos un 150 %, por lo menos un 200 % o por lo menos un 500 %. En realizaciones
particularmente preferentes la expresion es por lo menos 10 veces, de manera mas preferente por lo menos 100
veces e incluso mas preferente por lo menos 1000 veces mas alta que en el microorganismo no modificado
correspondiente en particular cuando crece en glucosa.

El experto en la materia conoce bien algunos procedimientos para medir el nivel de expresion de una proteina dada
en una célula. En una realizacion, la medicién del nivel de expresion se hace midiendo la cantidad de la proteina
correspondiente. El experto en la materia conoce bien algunos procedimientos correspondientes e incluyen Western
Blot, ELISA etc. En otra realizacién la mediciéon del nivel de expresiéon se hace midiendo la cantidad del ARN
correspondiente. El experto en la materia conoce bien algunos procedimientos correspondientes e incluyen, por
ejemplo. Northern Blot.

En la técnica se conocen algunos procedimientos para medir la actividad enzimatica de la fructosa-1,6-bisfosfato.

En otra realizacion, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion se caracteriza también porque la EMPP
esta adicionalmente disminuida o inactivada por inactivacion del gen o genes que codifican la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa o mediante modificacién genética para reducir la actividad de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa en comparacion con un microorganismo no modificado genéticamente. La disminucion adicional de
la EMPP en una etapa mas corriente abajo disminuyendo o inactivando la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
asegura que ninguno o casi ninguno del gliceraldehido-3-fosfato que se pudiera producir en el microorganismo sea
procesado a través de la glucdlisis hasta acetil-CoA con lo cual se perderia un atomo de carbono por la liberacion de
CO; en la ultima etapa catalizado por la piruvato deshidrogenasa. Por lo tanto, bloquear la EMPP disminuyendo o
inactivando la actividad de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa asegura adicionalmente que el flujo global se
dirija hacia la fosfocetolasa.

La "actividad de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa" significa una actividad enzimatica que convierte
gliceraldehido-3-fosfato, fosfato y NAD* en 3-fosfo-D-gliceroil fosfato y NADH + H* (EC 1.2.1.12). Esta actividad se
puede medir usando ensayos conocidos en la técnica como los descritos, por ejemplo, en D'Alessio y col. (J. Biol.
Chem. (1971) 246, 4326-4333).

La expresion "un microorganismo que se caracteriza por tener una ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP)
adicionalmente disminuida o inactivada por inactivacion del gen o genes que codifican una gliceraldehido-3-fosfato
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deshidrogenasa o mediante modificacion genética para reducir la actividad de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa en comparacién con un microorganismo no modificado genéticamente" se refiere a un
microorganismo en el que la inactivacion del gen o genes que codifican una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
o la reduccion de la actividad de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en comparacion con un microorganismo no
modificado genéticamente se logra mediante una modificacion genética del microorganismo que lleva a dicha
inactivacion o reduccion.

En una realizacion preferente, el microorganismo recombinante de la presente invencion es un microorganismo
recombinante en el que la EMPP esta adicionalmente disminuida o inactivada por inactivacion del gen o genes que
codifican la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa o debido a una modificacion genética para reducir la actividad
de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en comparacién con un microorganismo no modificado genéticamente.
La inactivacion del gen o genes que codifican una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en el contexto de la
presente invencion significa que el gen o genes que codifican la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa que esta
(estan) presente(s) en el microorganismo esta (estan) inactivados de modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya
no llevan a la sintesis de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa funcional. La inactivacion se puede lograr
mediante muchas maneras diferentes conocidas en la técnica. La inactivacion se puede lograr, por ejemplo,
mediante la alteracion del gen o genes que codifican la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa o mediante
supresion limpia de dicho gen o genes a través de la introduccion de un marcador de seleccion. De manera
alternativa, el promotor del gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se puede mutar en una
manera que el gen o genes ya no se transcriba(n) como ARNm. Otras maneras para inactivar el gen o genes que
codifican la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa conocidas en la técnica son: expresar un polinucleétido que
codifica ARN que tiene una secuencia de nucleétido complementaria al transcrito del gen o genes de gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa de modo tal que el ARNm ya no se puede traducir en una proteina, expresar un
polinucledtido que codifica ARN que suprime la expresion de dicho gen o genes a través del efecto de ARN;;
expresar un polinucledtido que codifica ARN que tenga una actividad de cortar especificamente un transcrito de
dicho gen o genes; o expresar un polinucleétido que codifica ARN que suprime la expresion de dicho gen o genes a
través del efecto de co-supresién. Estos polinucleétidos se pueden incorporar en un vector, el cual se puede
introducir dentro del microorganismo mediante transformacion para lograr la inactivacion del gen o genes que
codifican la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

El término “inactivacion” en el contexto de la presente invencion significa preferentemente inactivacion completa, es
decir que el microorganismo no muestra actividad de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Esto significa en
particular que el microorganismo no muestra actividad de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa independiente de
las condiciones de crecimiento usadas.

Preferentemente, “inactivacion” significa que el gen o genes que codifican gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
los cuales estan presentes en el microorganismo se modifican genéticamente para evitar la expresion de la enzima.
Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante supresion del gen o partes del mismo en la que la supresion de partes
del mismo evita la expresion de la enzima, o mediante alteracion del gen ya sea en la region codificadora o en la
region de promotor en la que la alteracion tiene el efecto de que no se expresa proteina o que se exprese una
proteina disfuncional.

En una realizacion preferente, el microorganismo recombinante de la presente invencion es un microorganismo
recombinante que tiene una EMPP disminuida debido a una modificacion genética para reducir la actividad de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en comparacién con un microorganismo no modificado genéticamente. Esta
reduccion se logra mediante una modificacion genética del microorganismo. Esto se puede lograr por ejemplo,
mediante mutagénesis aleatoria o mutagénesis dirigida a sitio del promotor y/o la enzima y seleccion posterior de los
promotores y/o enzimas que tienen las propiedades deseadas o mediante secuencias de nucleétido
complementarias o efecto de ARNi como se describié anteriormente. Mas adelante se proporciona una descripcion
detallada de la modificacion genética de microorganismos.

En el contexto de la presente invencion, una “actividad reducida” significa que la expresion y/o la actividad de una
enzima, en particular de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, en el microorganismo modificado genéticamente
es por lo menos un 10 %, preferentemente por lo menos un 20 %. de manera mas preferente por lo menos un 30 %
o un 50 %, de manera incluso mas preferente por lo menos un 70 % o un 80 % y particularmente preferente por lo
menos un 90 % o un 100 % mas baja que en el microorganismo no modificado correspondiente. El experto en la
materia conoce bien algunos procedimientos para medir el nivel de expresion de una proteina dada en una célula.
En la técnica se conocen algunos ensayos para medir la actividad enzimatica reducida de una gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa.

El término "microorganismo"” en el contexto de la presente invencion se refiere a bacterias, asi como a hongos, tales
como levaduras, y también a algas y arqueas. En una realizacion preferente, el microorganismo es una bacteria. En
principio se puede usar cualquier bacteria. Las bacterias preferentes para su uso en el procedimiento de acuerdo
con la invencién son bacterias del género Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Pseudomonas, Zymomonas o
Escherichia. En una realizacion particularmente preferente la bacteria pertenece al género Escherichia e incluso mas
preferente a la especie Escherichia coli. En otra realizacidon preferente la bacteria pertenece a la especie
Pseudomonas putida o a la especie Zymomonas mobilis o a la especie Corynebacterium glutamicum.
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En otra realizacion preferente el microorganismo es un hongo, de manera mas preferente un hongo del género
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Aspergillus, Trichoderma, Kluyveromyces o Pichia y de manera incluso mas
preferente de la especie Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus niger, Trichoderma
reesei, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Pichia torula o Pichia utilis.

En una realizacion mas preferente, en la que el microorganismo recombinante es una bacteria, el gen o genes que
codifican el transportador de PTS dependiente de PEP se han inactivado. En el contexto de la presente invencién,
inactivacion significa que el gen o genes que codifican transportador de PTS dependiente de PEP que esta (estan)
presente(s) en el microorganismo se inactiva(n) de modo tal que éstos ya no se expresan y/o ya no llevan a la
sintesis de transportador de PTS dependiente de PEP funcional. La inactivacién del gen o genes que codifican el
transportador de PTS dependiente de PEP debe ser de tal manera que la bacteria ya no sea capaz de transportar
glucosa a través del transportador de PTS dependiente de PEP.

Los transportadores de PTS dependiente de PEP (por ejemplo provenientes de E. coli, B. subtilis) se conocen en la
técnica. Un ejemplo para la inactivacion del transportador de PTS dependiente de PEP se muestra en la seccion de
Ejemplos mas adelante.

La inactivacion se puede lograr mediante muchas maneras diferentes conocidas en la técnica. La inactivacion se
puede lograr, por ejemplo, mediante la alteracion del gen o genes que codifican el transportador de PTS
dependiente de PEP o mediante supresion limpia de dicho gen o genes a través de la introduccion de un marcador
de seleccion. De manera alternativa, el promotor del gen o genes que codifican el transportador de PTS dependiente
de PEP se puede mutar en una manera que el gen o genes ya no se transcriba(n) como ARNm. Otras maneras para
inactivar el gen o genes que codifican el transportador de PTS dependiente de PEP conocidas en la técnica son:
expresar un polinucleétido que codifica ARN que tiene una secuencia de nucleétido complementaria al transcrito del
gen o genes del transportador de PTS dependiente de PEP de modo tal que el ARNm ya no se puede traducir como
una proteina, expresar un polinucleétido que codifica ARN que suprime la expresion de dicho gen o genes a través
del efecto de ARNi; expresar un polinucleétido que codifica ARN que tenga una actividad de cortar especificamente
un transcrito de dicho gen o genes; o expresar un polinucleétido que codifica ARN que suprime la expresion de dicho
gen o genes a través del efecto de co-supresion. Estos polinucleétidos se pueden incorporar en un vector, el cual se
puede introducir dentro del microorganismo mediante transformacion para lograr la inactivacion del gen o genes que
codifican el transportador de PTS dependiente de PEP.

El término "recombinante” significa que el microorganismo de la presente invencion se modifica genéticamente de
modo tal que contenga una molécula de acido nucleico que codifica una enzima como se definié anteriormente en
comparacion con un microorganismo de tipo silvestre o no modificado o de modo tal que se haya eliminado un gen
que codifica una enzima como se definié anteriormente en comparacion con un microorganismo de tipo silvestre o
no modificado.

Una molécula de acido nucleico que codifica una enzima como se definié anteriormente se puede usar sola o como
parte de un vector.

Las moléculas de acido nucleico también pueden comprender secuencias para control de expresion ligadas en
forma operable al polinucledtido comprendido en la molécula de acido nucleico. La expresion "ligado en forma
operativa" o "ligado en forma operable”, tal como se usa a través de toda la presente descripcion, se refiere a un
enlace entre una o mas secuencias de control de expresion y la region codificadora en el polinucledtido que se va a
expresar de tal manera que la expresion se logra bajo condiciones compatibles con la secuencia de control de
expresion.

Expresion comprende transcripcion de la secuencia de ADN heterdloga, preferentemente como un ARNm
susceptible de traduccion. Los expertos en la materia conocen bien algunos elementos reguladores que aseguran la
expresion en hongos asi como en bacterias. Estos abarcan promotores, incrementadores, sefiales de terminacion,
sefiales para eleccion de blanco y similares. Los ejemplos se dan mas adelante en conexion con las explicaciones
concernientes a los vectores.

Algunos promotores para uso en conexion con la molécula de acido nucleico pueden ser homdlogos o heterdlogos
con respecto a su origen y/o con respecto al gen que se va a expresar. Algunos promotores apropiados son por
ejemplo promotores que se prestan por si mismos a la expresion constitutiva. Sin embargo, también se pueden usar
promotores que solamente se activan en un punto en el tiempo determinado por influencias externas. En este
contexto se pueden usar promotores artificiales y/o quimicamente inducibles.

Los vectores también pueden comprender secuencias de control de expresion ligadas en forma operable a dichos
polinucleétidos contenidos en los vectores. Estas secuencias de control de expresion pueden ser adecuadas para
asegurar la transcripcion y sintesis de un ARN susceptible de traduccién en bacterias u hongos.

Ademas, es posible insertar diferentes mutaciones dentro de los polinucleétidos usando procedimientos usuales en
biologia molecular (véase por ejemplo Sambrook y Russell (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH
Press, Cold Spring Harbor, NY, EE.UU.), lo que lleva a la sintesis de polipéptidos que posiblemente tienen
propiedades biolégicas modificadas. La introduccion de mutaciones puntuales es concebible en posiciones en las
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que una modificacion de la secuencia de aminoacido por ejemplo influye en la actividad bioldgica o la regulacion del
polipéptido.

Asimismo, se pueden preparar mutantes que posean una especificidad modificada para substrato o producto.
Preferentemente, dichos mutantes muestran una actividad incrementada. De manera alternativa, se pueden preparar
mutantes cuya actividad catalitica se elimine sin perder actividad de unién al substrato.

Asimismo, la introduccién de mutaciones dentro de los polinucleétidos que codifican una enzima como se definid
anteriormente permite que se reduzca o se incremente la tasa de expresion del gen y/o la actividad de las enzimas
codificadas por dichos polinucleétidos.

Para modificar genéticamente las bacterias u hongos, los polinucleétidos que codifican una enzima como se definié
anteriormente o partes de estas moléculas se pueden introducir dentro de plasmidos que permiten la mutagénesis o
modificacion de secuencia mediante recombinacion de secuencias de ADN. Algunos procedimientos convencionales
(véase Sambrook y Russell (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press. Cold Spring Harbor, NY,
EE.UU.) permiten que se puedan efectuar intercambios de bases o que se agreguen secuencias naturales o
sintéticas. Algunos fragmentos de ADN se pueden conectar entre si aplicando adaptadores y enlazadores a los
fragmentos. Asimismo, se pueden usar medidas de ingenieria que proporcionen sitios de restriccion apropiados o
que eliminen ADN o sitios de restriccion sobrantes. En aquellos casos, en los que son posibles inserciones,
supresiones o sustituciones, se pueden usar mutagénesis in vitro, "reparacion de cebador", restriccion o ligacion. En
general, como procedimientos de analisis se realizan un analisis de secuencia, analisis de restriccion y otros
procedimientos de bioquimica y biologia molecular.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion se puede producir un microorganismo recombinante modificando
genéticamente hongos o bacterias que comprende introducir los polinucledtidos, moléculas de acido nucleico o
vectores descritos anteriormente dentro de un hongo o bacteria.

La invencion se refiere a microorganismos recombinantes, en particular bacterias y hongos, modificados
genéticamente con los polinucleétidos, moléculas de acido nucleico o vectores descritos anteriormente o que se
pueden obtener mediante el procedimiento mencionado anteriormente para producir bacterias u hongos modificados
genéticamente, y a células derivadas de dichas bacterias u hongos transformados y que contienen un polinucledétido,
molécula de acido nucleico o vector como se definidé anteriormente. En una realizacién preferente la célula
hospedadora esta genéticamente modificada de tal manera que ésta contiene al polinucleétido integrado de manera
estable en el genoma.

El polinucledtido se expresa para llevar a la produccién de un polipéptido que tiene cualquiera de las actividades
descritas anteriormente. Una revision de los diferentes sistemas de expresion esta contenida por ejemplo en
Methods in Enzymology 153 (1987), 385-516, en Bitter y col. (Methods in Enzymology 153 (1987), 516-544) y en
Sawers y col. (Applied Microbiology and Biotechnology 46 (1996), 1-9), Billman-Jacobe (Current Opinion in
Biotechnology 7 (1996), 500-4), Hockney (Trends in Biotechnology 12 (1994), 456-463), Griffiths y col., (Methods in
Molecular Biology 75 (1997), 427-440). Una revision de los sistemas de expresion en levadura es dada por ejemplo
por Hensing y col. (Antonie van Leuwenhoek 67 (1995), 261-279), Bussineau y col. (Developments in Biological
Standardization 83 (1994), 13-19), Gellissen y col. (Antonie van Leuwenhoek 62 (1992), 79-93, Fleer (Current
Opinion in Biotechnology 3 (1992), 486-496), Vedvick (Current Opinion in Biotechnology 2 (1991), 742-745) y
Buckholz (Bio/Technology 9 (1991), 1067-1072).

En la bibliografia se han descrito ampliamente algunos vectores de expresion. Como regla, estos contienen no
solamente un gen marcador de seleccidon y un origen de replicacion que asegura la replicacion en el hospedador
seleccionado, sino también un promotor bacteriano o viral, y en la mayoria de los casos una sefial de terminacion
para transcripcion. Entre el promotor y la sefial de terminacioén hay en general por lo menos un sitio de restriccion o
un polienlazador el cual permite la insercién de una secuencia de ADN codificadora. La secuencia de ADN que
controla de manera natural la transcripcion del gen correspondiente se puede usar como la secuencia de promotor,
si ésta es activa en el organismo hospedador seleccionado. Sin embargo, esta secuencia también se puede
intercambiar por otras secuencias de promotor. Es posible usar promotores que aseguren la expresion constitutiva
del gen y promotores inducibles que permiten un control deliberado de la expresion del gen. Las secuencias de
promotor bacterianas y virales que poseen estas propiedades son descritas en detalle en la bibliografia. Las
secuencias reguladoras para la expresion en microorganismos (por ejemplo E. coli, S. cerevisiae) son descritas en
forma suficiente en la bibliografia. Los promotores que permiten una expresion particularmente alta de una
secuencia corriente abajo son por ejemplo el promotor T7 (Studier y col., Methods in Enzymology 85 (1990), 60-89),
lacUV5, trp, trp-lacUV5 (DeBoer y col., en Rodriguez y Chamberlin (Eds), Promoters, Structure and Function:
Praeger, New York, (1982), 462-481; DeBoer y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983), 21-25), Ip1, rac (Boros y col.,
Gene 42 (1986), 97-100). Algunos promotores inducibles se usan preferentemente para la sintesis de polipéptidos.
Estos promotores con frecuencia llevan a rendimientos de polipéptido mas altos que los promotores constitutivos.
Con el fin de obtener una cantidad éptima de polipéptido, con frecuencia se usa un procedimiento de dos etapas.
Primero, las células hospederas se cultivan bajo condiciones dptimas hasta una densidad celular relativamente alta.
En la segunda etapa, se induce la transcripcion dependiendo del tipo de promotor usado. En este sentido, un
promotor tac es particularmente apropiado el cual puede ser inducido por lactosa o IPTG (=isopropil-B-D-
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tiogalactopirandsido) (deBoer y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 21-25). Las sefiales de terminacion para
la transcripciéon también se describen en la bibliografia.

La transformacion de la célula hospedadora con un polinucleétido o vector de acuerdo con la invencién se puede
llevar a cabo usando procedimientos convencional, como por ejemplo los descritos en Sambrook y Russell (2001),
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press, Cold Spring Harbor, NY, EE.UU.; Methods in Yeast Genetics,
A Laboratory Course Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990. La célula hospedadora se cultiva en
medio nutritivo que satisfaga los requerimientos de la célula hospedadora particular usada, en particular con
respecto al valor de pH, temperatura, concentracién de sal, aireacién, antibiéticos, vitaminas, elementos traza, etc.

En otro aspecto de la presente invencion, el microorganismo recombinante también se caracteriza porque es capaz
de convertir acetil-CoA en acetona. Algunos procedimientos para proporcionar dicho microorganismo recombinante
se describen por ejemplo en el documento de patente EP 2 295 593. La expresion "que es capaz de convertir acetil-
CoA en acetona" en el contexto de la presente invencion significa que el organismo/microorganismo tiene la
capacidad de producir acetona dentro de la célula debido a la presencia de enzimas que proporcionan actividades
enzimaticas que permiten la produccion de acetona a partir de acetil-CoA.

La acetona es producida por ciertos microorganismos, tales como Clostridium acetobutylicum, Clostridium
beijerinckii, Clostridium cellulolyticum, Bacillus polymyxa y Pseudomonas putida. La sintesis de acetona se
caracteriza de manera mas adecuada en Clostridium acetobutylicum. Esta empieza con una reaccion (etapa de
reaccion 1) en la que dos moléculas de acetil-CoA se condensan como acetoacetil-CoA. Esta reaccion es catalizado
por acetil-CoA acetiltransferasa (EC 2.3.1.9). La acetoacetil-CoA después se convierte en acetoacetato por una
reaccién con acido acético o acido butirico que da como resultado también la produccion de acetil-CoA o butiril-CoA
(etapa de reaccion 2). Esta reaccidon es catalizado por ejemplo por acetoacetilCoA transferasa (EC 2.8.3.8). La
acetoacetilCoA transferasa es conocida a partir de varios organismos, por ejemplo a partir de E. coli en la que ésta
es codificada por el gen atoAD o a partir de Clostridium acetobutylicum en el que ésta es codificada por el gen ctfAB.
Sin embargo, también otras enzimas pueden catalizar esta reaccion, por ejemplo 3-oxoacido CoA transferasa (EC
2.8.3.5) o succinato CoA ligasa (EC 6.2.1.5).

Por ultimo, el acetoacetato se convierte en acetona mediante una etapa de descarboxilacién (etapa de reaccién 3)
catalizado por la acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4).

Las etapas de reaccion 1 y 2 descritas anteriormente y las enzimas que los catalizan no son caracteristicos para la
sintesis de acetona y se pueden encontrar en varios organismos. En contraste, la etapa de reaccién 3 que se
cataliza por la acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4) se encuentra solamente en aquellos organismos que son
capaces de producir acetona.

En una realizacion preferente el microorganismo recombinante de la presente invencidon es un microorganismo, el
cual de manera natural tiene la capacidad de producir acetona. Por lo tanto, preferentemente el microorganismo
pertenece al género Clostridium, Bacillus o Pseudomonas, de manera mas preferente a la especie Clostridium
acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium cellulolyticum, Bacillus polymyxa o Pseudomonas putida.

En otra realizacion preferente, el microorganismo recombinante de la presente invencidon es un microorganismo,
obtenido a partir de un organismo/microorganismo el cual de manera natural no produce acetona pero que se ha
modificado genéticamente para que produzca acetona, es decir introduciendo el gen o genes necesarios para
permitir la produccion de acetona en el microorganismo. En principio cualquier microorganismo se puede modificar
genéticamente de esta manera. Las enzimas responsables para la sintesis de acetona se han descrito
anteriormente. Los genes que codifican las enzimas correspondientes se conocen en la técnica y se pueden usar
para modificar genéticamente un microorganismo dado para que produzca acetona. Como se describio
anteriormente, las etapas de reaccion 1y 2 de la sintesis de acetona ocurren de manera natural en la mayoria de los
organismos. Sin embargo, la etapa de reaccion 3 es caracteristica y crucial para la sintesis de acetona. Por lo tanto,
en una realizacion preferente, se modifica un organismo modificado genéticamente obtenido a partir de un
microorganismo que de manera natural no produce acetona para que contenga una secuencia de nucleétido que
codifica una enzima que cataliza la conversion de acetoacetato en acetona mediante descarboxilacion, por ejemplo
una acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4). En la técnica se conocen algunas secuencias de nucledétido
provenientes de diversos organismos que codifican esta enzima, por ejemplo el gen adc proveniente de Clostridium
acetobutylicum (numeros de referencia Uniprot P23670 y P23673), Clostridium beijerinckii (Clostridium MP;
Q9RPK?1), Clostridium pasteurianum (numero de referencia Uniprot P81336), Bradyrhizobium sp. (cepa BTAi1/ATCC
BAA-1182; numero de referencia Uniprot ASEBUY), Burkholderia mallei (ATCC 10399 A9LBSO0), Burkholderia mallei
(numero de referencia Uniprot ASBMAE3), Burkholderia mallei FMH A5XJB2, Burkholderia cenocepacia (nimero de
referencia Uniprot AO0B471), Burkholderia ambifaria (nimero de referencia Uniprot QOb5P1), Burkholderia
phytofirmans (nimero de referencia Uniprot B2T319), Burkholderia spec. (nimero de referencia Uniprot Q382U0),
Clostridium botulinum (numero de referencia Uniprot B2TLN8), Ralstonia pickettii (ndmero de referencia Uniprot
B2UIG?7), Streptomyces nogalater (numero de referencia Uniprot Q9EYI7), Streptomyces avermitilis (niUmero de
referencia Uniprot Q82NF4), Legionella pneumophila (numero de referencia Uniprot Q5ZXQ9), Lactobacillus
salivarius (numero de referencia Uniprot Q1WVGS5), Rhodococcus spec. (nimero de referencia Uniprot Q0S7W4),
Lactobacillus plantarum (nimero de referencia Uniprot Q890G0), Rhizobium leguminosarum (nimero de referencia
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Uniprot Q1M911), Lactobacillus casei (numero de referencia Uniprot Q03B66), Francisella tularensis (nUmero de
referencia Uniprot QOBLC9), Saccharopolyspora erythreae (numero de referencia Uniprot A4FKR9). Korarchaeum
cryptofilum (ndmero de referencia Uniprot B1L3NG6), Bacillus amyloliquefaciens (numero de referencia Uniprot
A7Z8K8), Cochliobolus heterostrophus (numero de referencia Uniprot Q8NJQ3), Sulfolobus islandicus (nimero de
referencia Uniprot C3ML22) y Francisella tularensis subsp. holarctica (cepa OSU18).

De manera mas preferente, el microorganismo se modifica genéticamente para que se transforme con una molécula
de acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reaccién 2 de la sintesis de acetona
mencionada anteriormente, es decir la conversion de acetoacetil-CoA en acetoacetato.

Incluso de manera mas preferente, el microorganismo se modifica genéticamente para que sea transformado con
una molécula de acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reaccién 1 de la sintesis de
acetona mencionada anteriormente, es decir la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetatil-CoA.

En una realizacién particularmente preferente el microorganismo se modifica genéticamente para que se transforme
con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reaccién 1 de la
sintesis de acetona mencionada anteriormente y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima que
puede catalizar la etapa de reaccién 2 de la sintesis de acetona mencionada anteriormente o con una molécula de
acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reaccion 1 de la sintesis de acetona
mencionada anteriormente y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la
etapa de reaccion 3 mencionada anteriormente de la sintesis de acetona o con una molécula de acido nucleico que
codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reaccién 2 de la sintesis de acetona mencionada anteriormente
y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reaccién 3
mencionada anteriormente de la sintesis de acetona o con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima
que puede catalizar la etapa de reaccion 1 de la sintesis de acetona mencionada anteriormente y con una molécula
de acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la etapa de reaccién 2 de la sintesis de acetona
mencionada anteriormente y con una molécula de acido nucleico que codifica una enzima que puede catalizar la
etapa de reaccion 3 mencionada anteriormente de la sintesis de acetona.

Los procedimientos para preparar los microorganismos modificados genéticamente mencionados anteriormente se
conocen bien en la técnica. Por lo tanto, en términos generales, el microorganismo se transformé con una
construccion de ADN que permite la expresion de la enzima respectiva en el microorganismo. Dicha construccion
normalmente comprende la secuencia codificadora en cuestion ligada a secuencias reguladoras que permiten la
transcripcion y traduccion en la célula hospedadora respectiva, por ejemplo un promotor y/o incrementador y/o
terminador de transcripcion y/o sitios de unién a ribosoma, etc. La técnica anterior ya describe microorganismos que
se han modificado genéticamente para que sean capaces de producir acetona. En particular los genes provenientes
de, por ejemplo, Clostridium acetobutylicum se han introducido en E. coli con lo cual se permite la sintesis de
acetona en E. coli, una bacteria que no produce acetona de manera natural (Bermejo y col., Appl. Environ. Microbiol.
64 (1998); 1079-1085; Hanai y col., Appl. Environ. Microbiol. 73 (2007), 7814-7818). En particular Hanai y col.
(mencionado anteriormente) muestran que es suficiente introducir una secuencia de acido nucleico que codifica una
acetoacetato descarboxilasa (tal como la que proviene de Clostridium acetobutylicum) con el fin de lograr la
produccion de acetona en E. coli lo que indica que las enzimas enddgenas en E. coli catalizan las etapas de
reaccion 1 y 2 mencionadas anteriormente (es decir los productos de expresion de los genes atoB y atoAD de E.
coli) son suficientes para proporcionar substrato para la produccién de acetona.

En otro aspecto de la presente invencion, el microorganismo recombinante también se caracteriza porque es capaz
de convertir acetil-CoA en acetona y convertir acetona en isobuteno. Algunos procedimientos para proporcionar
dicho microorganismo recombinante se describen por ejemplo en los documentos EP-A 2 295 593 (EP 09 17 0312),
WO 2010/001078 y EP 10 18 8001.

En otro aspecto de la presente invencion, el microorganismo recombinante se caracteriza porque es capaz de
convertir acetil-CoA en acetona y convertir acetona en propeno. Algunos procedimientos para proporcionar dicho
microorganismo recombinante se describen por ejemplo en Hanai y col., Appl. Environ. Microbiol. 73 (2007), 7814-
7818.

Un experto en la materia reconocera que algunas modificaciones genéticas adicionales a los microorganismos de la
presente invencion podrian llevar a mejoras en la eficacia mediante las cuales los microorganismos de la presente
invencion convierten el material de abastecimiento en producto. Por ejemplo, algunos microorganismos naturales
comunmente producen productos tales como formiato, acetato, lactato, succinato, etanol, glicerol, 2,3-butanodiol,
metilglioxal e hidrégeno; de los cuales todos podrian ser perjudiciales para la produccion de, por ejemplo, acetona,
isobuteno o propeno a partir de azlcares. La eliminacién o reduccién sustancial de dichos subproductos no
deseados se puede lograr mediante eliminacion o reduccién de las actividades de enzimas clave que llevan a su
produccion. Dichas actividades incluyen, pero no se limitan a, el grupo que consiste en:

- acetil-CoA + formiato = CoA + piruvato (por ejemplo, catalizado por la formiato C-acetiltransferasa, también
conocida como piruvato formiato-liasa (EC 2.3.1.54); para E. coli- pfiB, ID de Gen de NCBI: 945514);
- ATP + acetato = ADP + fosfato de acetilo (por ejemplo, catalizado por acetato quinasa (EC 2.7.2.1); para E. coli-
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ackA, ID de Gen de NCBI: 946775);

- (R)-lactato + NAD" = piruvato + NADH + H" (por ejemplo, catalizado por L-lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.28);
para E. coli- IdhA, ID de Gen de NCBI: 946315);

- fosfato + oxaloacetato = fosfoenolpiruvato + HCO3 (por ejemplo, catalizado por fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC
4.1.1.31); para E. coli- ppc, ID de Gen de NCBI: 948457);

- ATP + oxaloacetato = ADP + fosfoenolpiruvato + CO, (por ejemplo, catalizado por fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (ATP) (EC 4.1.1.49); para E. coli- pck, ID de Gen de NCBI: 945667);

- succinato + aceptor = fumarato + aceptor reducido (por ejemplo, catalizado por succinato deshidrogenasa (EC
1.3.99.1); para E. coli- que comprende frdA 'y frdB, ID de Gen de NCBI: 948667 y 948666, respectivamente);

- un 2-oxo carboxilato (por ejemplo piruvato) = un aldehido (por ejemplo acetaldehido + CO; (por ejemplo,
catalizado por piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1));

- acetaldehido + CoA + NAD" = acetil-CoA + NADH + H' (por ejemplo, catalizado por acetaldehido deshidrogenasa
(acetiladora) (EC 1.2.1.10); para E. coli- adhE, ID de Gen de NCBI: 945837);

- sn-glicerol 3-fosfato + NAD(P)" = glicerona fosfato + NAD(P)H + H" (por ejemplo, catalizado por glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa [NAD(P)+] (EC 1.1.1.94); para E. coli- gpsA, ID de Gen de NCBI: 948125);

- 2 piruvato = 2-acetolactato + CO- (por ejemplo, catalizado por acetolactato sintetasa (EC 2.2.1.6); para E. coli-
ilvH € ilvl, 1D de Gen de NCBI: 947267 y 948793, respectivamente);

- glicerona fosfato = metilglioxal + fosfato (por ejemplo, catalizado por metilglioxal sintetasa (EC 4.2.3.3); para E.
coli- mgsA, ID de Gen de NCBI: 945574); y

- formiato + H" = CO, + H, (por ejemplo, catalizado por formiato hidrogenoliasa (EC 1.2.1.2 junto con EC 1.12.1.2);
para E. coli- fdhF (EC 1.2.1.2), ID de Gen de NCBI: 948584).

Por lo tanto, en una realizacion preferente, el microorganismo de acuerdo con la invencion se caracteriza porque una
o mas de las actividades enzimaticas listadas anteriormente se eliminan o se reducen.

Un experto en la materia también reconoceria que las modificaciones genéticas a los elementos reguladores en los
microorganismos de la presente invencion podrian llevar a mejoras en la eficacia con las cuales los microorganismos
de la presente invencion convierten el material de abastecimiento en producto. Dentro de E. coli, dichas
modificaciones genéticas incluyen, pero no se limitan a, el grupo que consiste en:

- eliminar el gen fnr (ID de Gen de NCBI: 945908), un regulador global de crecimiento anaerdbico; y
- eliminar el gen rpoS (ID de Gen de NCBI: 947210), una ARN polimerasa, factor sigma S (sigma 38).

Por lo tanto, en otra realizacion preferente el microorganismo de acuerdo con la invencién muestra por lo menos una
de estas supresiones.

Un aspecto adicional de la presente invencion es el uso del microorganismo recombinante de la presente invencion
para la conversion de glucosa en acetil-CoA. La acetil-CoA (también conocida como acetil-Coenzima A) en la
estructura quimica es el tioéster entre la coenzima A (un tiol) y acido acético y es una molécula precursora
importante para la produccion de metabolitos utiles. La acetil-CoA después se puede convertir adicionalmente por el
microorganismo recombinante en metabolitos utiles tales como acido L-glutamico, L-glutamina, L-prolina, L-arginina,
L-leucina, succinato y polihidroxibutirato.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso del microorganismo recombinante de la presente invencion que es
capaz de convertir acetil-CoA en acetona para la conversion de glucosa en acetona.

Un aspecto adicional de la presente invencion es el uso del microorganismo recombinante de la presente invencion
que es capaz de convertir acetil-CoA en acetona y acetona en isobuteno para la conversion de glucosa en
isobuteno.

De nuevo un aspecto adicional de la presente invencion es el uso del microorganismo recombinante de la presente
invencion que es capaz de convertir acetil-CoA en acetona y acetona en propeno para la conversion de glucosa en
propeno.

Por consiguiente, la presente invenciéon también se refiere a un procedimiento para la producciéon de acetona y/o
isobuteno y/o propeno a partir de glucosa en el que el microorganismo recombinante mencionado anteriormente se
cultiva bajo condiciones que permitan la produccién de acetona y/o isobuteno y/o propeno y en el que se aislan la
acetona y/o isobuteno y/o propeno. Los microorganismos se cultivan bajo condiciones de cultivo apropiadas que
permitan que ocurran las reacciones enzimaticas. Las condiciones de cultivo especificas dependen del
microorganismo especifico empleado pero son bien conocidas por el experto en la materia. Las condiciones de
cultivo generalmente se eligen de tal manera que éstas permitan la expresion de los genes que codifican las
enzimas para las reacciones respectivas. El experto en la materia conoce varios procedimientos para mejorar y
afinar la expresion de ciertos genes en ciertas etapas del cultivo tal como la induccion de la expresion de genes
mediante inductores quimicos o mediante un cambio de temperatura.

En otra realizaciéon preferente el procedimiento de acuerdo con la invencidén comprende también la etapa de
recolectar los productos gaseosos, en particular isobuteno o propeno, mediante desgasificacion de la reaccion, es
decir recuperar los productos que desgasifican, por ejemplo, fuera del cultivo. Por lo tanto en una realizacion
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preferente, el procedimiento se realiza en presencia de un sistema para recolectar isobuteno o propeno bajo forma
gaseosa durante la reaccion.

De hecho, los alquenos cortos tales como isobuteno y propeno adoptan el estado gaseoso a temperatura ambiente y
presion atmosférica. El procedimiento de acuerdo con la invencion por lo tanto no requiere la extraccion del producto
a partir del medio de cultivo liquido, una etapa que siempre es muy costoso cuando se realiza a escala industrial. La
evacuacion y almacenamiento de los hidrocarburos gaseosos y su posible separacion fisica posterior y conversion
quimica se pueden efectuar de acuerdo con cualquier procedimiento conocido por el experto en la materia.

La presente invencion se describe adicionalmente por referencia a las siguientes figuras y ejemplos no limitantes.

La Figura 1 muestra dos esquemas para la produccion de acetil-CoA a partir de glucosa-6-fosfato a través de la ruta
de fosfocetolasa usando cualquiera o ambas actividades de fosfocetolasa EC 4.1.2.9y EC 4.1.2.22.

Ejemplos

PROCEDIMIENTOS GENERALES Y MATERIALES

En la técnica se conocen bien algunos procedimientos para las ligaciones y transformaciones. Las técnicas
apropiadas para uso en los siguientes ejemplos se pueden encontrar en Sambrook J., y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 Edicién, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989, y Sambrook J., mencionado anteriormente.

En la técnica se conocen bien algunos materiales y procedimientos apropiados para el mantenimiento y crecimiento
de los cultivos bacterianos. Algunas técnicas apropiadas para uso en los siguientes ejemplos se pueden encontrar
en Manual of Methods for General Bacteriology (Philipp Gerhardt, R.G.E. Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W,
Nester, Willis A. Wood, Noel R. Krieg y G. Briggs Philips, eds).

Todos los reactivos y materiales usados para el crecimiento y mantenimiento de las células bacterianas se obtienen
a partir de Sigma-Aldrich Company (St. Louis, MO) a menos que se especifique de otra manera.

TABLA 1: Plasmidos usados y construidos

Nombre del Descripcion
Plasmido
pKD46 Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol.

97, N° 12, pp. 6640-6645

pCP20 Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol.
97, N° 12, pp. 6640-6645

pGBE0687 El plasmido pGBEQ687 presenta un gen de resistencia a apramicina colocado bajo el control
de su propio promotor

pGBE0688 El plasmido pGBE0688 presenta un gen de resistencia a espectinomicina colocado bajo el
control de su propio promotor

pGBE0421 Plasmido de GeneArt® (Invitrogen) que codifica fosfocetolasa de L. lactis

pGBEO0123 Una version modificada del plasmido pUC18 (New England Biolabs) el cual contiene un Sitio
de Clonacion Multiple (MCS) modificado.

pGBE0457 Plasmido que permite la expresion de la fosfocetolasa de L. lactis

pGBEO0689 Fagémidos pBluescript Il, Agilent Technologies

pGBE0690 Genes ctfA y ctfB provenientes de Clostridium acetobutylicum clonados en pGBE0689

pGBE0691 Gen adc proveniente de Clostridium acetobutylicum clonado en pGBE0690

pGBE0051 pUC19, New England Biolabs

pGBE0692 Genes ctfA, ctfB y adc provenientes de Clostridium acetobutylicum clonados en pGBE0051

pGBE0693 Gen thl proveniente de Clostridium acetobutylicum clonado en pGBE0692

pGBE0124 Una version modificada del plasmido pSU18 (Borja Bartolomé, Yolanda Jubete, Eduardo

Martinez y Fernando de la Cruz, Gene, 1991, Vol. 102, Fasciculo 1, pp. 75-78)
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(continuacion)

Nombre del Descripcion

Plasmido

pGBE0096 Genes thli, ctfA, ctfBy adc provenientes de Clostridium acetobutylicum clonados en
pGBEO124

pGBE0928 Plasmido que permite la expresion de la fosfocetolasa de L. lactis

pGBE1020 Plasmido que permite la expresién de la fosfocetolasa de L. lactis y la produccion de
acetona

pGBE1021 Plasmido que permite la produccién de acetona

TABLA 2: Cepas usadas y construidas

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa

Genotipo

Cepa de origen
de la construccion

GBE0219 F-lambda-ilvG-rfb-50 rph-1 Escherichia coli K12 MG1655 de tipo
silvestre

GBEO0170 pKD46 GBE0129 Transformacioén de la cepa GBE0129
con el plasmido pKD46

GBE0329 pGBE0096 GBE0129 Transformacioén de la cepa GBE0129
con el plasmido pGBE0096

GBE0901 AptsHI::FRT GBEO0129

GBE0902 AptsHI::FRT pKD46 GBE0901 Transformacioén de la cepa GBE0901
con el plasmido pKD46

GBE0903 AptsHI:FRT Azwf_edd eda::aad” GBE0902

GBE0929 AptsHI::FRT GBE0901 Seleccion de la cepa GBE0901 en
medio MS con glucosa como la
fuente de carbono.

GBE1000 AptsHI:FRT Azwf_edd eda::aad” GBE0903. Seleccion de la cepa GBE0903 en
medio MS con glucosa como la
fuente de carbono.

GBE1001 AptsHI:FRT Azwf_edd eda::aad” GBE1000 Transformacioén de la cepa GBE1000

pKD46 con el plasmido pKD46

GBE1005_ AptsHI:FRT Azwf_edd eda::aad” GBE1001

pKD46 ApfkA:aac’

GBE1005 AptsHI:FRT Azwf_edd eda::aad” | GBE1005 pKD46. | Se ha verificado la pérdida del

ApfkA:aac’ plasmido pKD46.

GBE1005_ AptsHI:FRT Azwf_edd eda::aad’ GBE1005 Transformacioén de la cepa GBE1005

P ApfkA::aac” pCP20 con el plasmido pCP20

GBE1006 AptsHI::FRT Azwf_edd _eda::FRT GBE1005 p Se ha verificado la pérdida del

ApfkA::FRT plasmido pCP20.
GBE1010 AptsHI::FRT Azwf_edd _eda::FRT GBE1006 Transformacioén de la cepa GBE1006
ApfkA::FRT pKD46 con el plasmido pKD46

GBE1014_ AptsHI::FRT Azwf_edd eda::FRT GBE1010

pKD46 ApfkA::FRT ApfkB::aad”

GBE1014 AptsHI::FRT Azwf_edd eda::FRT | GBE1014_pKD46 | Se ha verificado la pérdida del

ApfkA:FRT ApfkB::aad”

plasmido pKD46.
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(continuacion)

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa | Genotipo Cepa de origen

de la construccion

GBE1283 AptsHI::FRT GBE0929 Cultivos sucesivos de la GBE0929 en
medio MS con glucosa como la
fuente de carbono.

GBE1284 AptsHI::FRT pKD46 GBE1283 Transformacioén de la cepa GBE1283
con el plasmido pKD46

GBE1287 AptsHI::FRT GBE1284
Azwf _edd eda::aad”

GBE1337 AptsHI::FRT GBE1287 Transformacioén de la cepa GBE1287
Azwf_edd eda::aad’ pKD46 con el plasmido pKD46

GBE1339 Azwf_edd eda::aac’ GBEO0170

GBE1340 Azwf_edd eda::aac’ pKD46 GBE1339 Transformacioén de la cepa GBE1339
con el plasmido pKD46

GBE1341_ Azwf_edd eda::aac” ApfkA::aad” GBE1340

pKD46

GBE1341 Azwf_edd eda:aac” ApfkA::aad” | GBE1341 _pKD46 | Se ha verificado la pérdida del
plasmido pKD46.

GBE1341 _p Azwf_edd eda::aac” ApfkA:aad” GBE1341 Transformacion de la cepa GBE1341

pCP20 con el plasmido pCP20

GBE1342 Azwf edd eda::FRT ApfkA::FRT GBE1341 _p Se ha verificado la pérdida del
plasmido pCP20.

GBE1343 Azwf _edd_eda::FRT ApfkA::FRT GBE1342 Transformacion de la cepa GBE1342

pKD46 con el plasmido pKD46

GBE1344 Azwf _edd eda::FRT ApfkA::FRT GBE1343

pKD46 ApfkB::aad®

GBE1344 Azwf edd eda::FRT ApfkA::FRT | GBE1344 pKD46 | Se ha verificado la pérdida del
ApfkB::aad® plasmido pKD46.

GBE1345 Azwf edd eda::FRT ApfkA::FRT GBE1344 Transformacion de la cepa GBE1344
ApfkB::aad” pGBE457 con ambos plasmidos pGBE96 y
pGBEO0096 pGBE457

GBE1346 pGBE0096 GBE0329 Adaptacioén de la cepa GBE0329 al
medio MS + glucosa (2 g/l) +
Cloranfenicol (25 ug/ml)

GBE1347 Azwf edd eda::FRT ApfkA::FRT GBE1345 Adaptacioén de la cepa GBE1345 al

ApfkB::aad” pGBE457 pGBE96 medio MS + glucosa (2 g/l) +
Cloranfenicol (25 ug/ml)

GBE1348 AptsHI::FRT pGBE96 GBE0929 Transformacioén de la cepa GBE0929
con ambos plasmidos pGBE96 y
pGBE457

GBE1349 AptsHI::FRT Azwf_edd eda::FRT GBE1014 Transformacioén de la cepa GBE1014
ApfkA:FRT ApfkB::aad” con ambos plasmidos pGBE96 y
pGBE457 pGBE0096 pGBE457

GBE1350 AptsHI::FRT pGBE96 GBE1348 Adaptacioén de la cepa GBE1348 al

medio MS + glucosa (2 g/l) +
Cloranfenicol (25 ug/ml)
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(continuacion)

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa

Genotipo

Cepa de origen
de la construccion

GBE1351 AptsHI::FRT Azwf_edd _eda::FRT GBE1349 Adaptacioén de la cepa GBE1349 al
ApfkA::FRT ApfkB::aad” medio MS + glucosa (2g/l) +
pGBE457 pGBE0096 Cloranfenicol (25 ug/ml)

GBE1353_ AptsHI::FRT GBE1337

pKD46 Azwf_edd eda::aad” ApfkA::aac’

GBE1353 AptsHI::FRT GBE1353 pKD46 | Se ha verificado la pérdida del
Azwf_edd eda::aad” ApfkA::aac’ plasmido pKD46.

GBE1353 p AptsHI::FRT GBE1353 Transformacioén de la cepa GBE1353
Azwf_edd eda::aad” ApfkA::aac’ con el plasmido pCP20
pCP20

GBE1368 AptsHI::FRT Azwf_edd _eda::FRT GBE1353 P Se ha verificado la pérdida del
ApfkA::FRT plasmido pCP20.

GBE1371 AptsHI::FRT Azwf_edd _eda::FRT GBE1368 Transformacioén de la cepa GBE1368
ApfkA::FRT pKD46 con el plasmido pKD46

GBE1420 AptsHI::FRT Azwf_edd eda::FRT GBE1371

pKD46 ApfkA:FRT ApfkB::aad”

GBE1420 AptsHI::FRT Azwf_edd eda::FRT| GBE1420 pKD46 | Se ha verificado la pérdida del
ApfkA::FRT ApfkB::aad” plasmido pKD46.

GBE1433 AptsHI:FRT Azwf::aad” GBE1284

GBE1436 AptsHI::FRT Azwf::aad” pKD46 GBE1433 Transformacion de la cepa GBE1433

con el plasmido pKD46

GBE1441_ AptsHI::FRT Azwf::aad” GBE1436

pKD46 ApfkA::aac’

GBE1441 AptsHI:FRT Azwf::aad” GBE1441_pKD46 | Se ha verificado la pérdida del
ApfkA::aac’ plasmido pKD46.

GBE1441 p AptsHI:FRT Azwf::aad” GBE1441 Transformacioén de la cepa GBE1441
ApfkA::aac” pCP20 con el plasmido pCP20

GBE1448 AptsHI::FRT Azwf::FRT GBE1441_p Se ha verificado la pérdida del
ApfkA::FRT plasmido pCP20.

GBE1449 AptsHI::FRT Azwf::FRT GBE1448 Transformacioén de la cepa GBE1448
ApfkA::FRT pKD46 con el plasmido pKD46

GBE1518_ AptsHI::FRT Azwf::FRT GBE1449

pKD46 ApfkA:FRT ApfkB:: aad”

GBE1518 AptsHI::FRT Azwf::FRT GBE1518_pKD46 | Se ha verificado la pérdida del
ApfkA:FRT ApfkB:: aad” plasmido pKD46.

GBE2252 AptsHI:FRT ApfkA::aad* GBE1284

pKD46

GBE2252 AptsHI::FRT ApfkA::aad” GBE2252 pKD46 | Se ha verificado la pérdida del

plasmido pKD46.

GBE2253 AptsHI:FRT ApfkA::aad* pKD46 GBE2252 Transformacion de la cepa GBE2252

con el plasmido pKD46

GBE2256 AptsHI:FRT ApfkA::aad” ApfkB:: GBE2253

pKD46 aac’

GBE2256 AptsHI::FRT ApfkA::aad® ApfkB:: | GBE2256_pKD46 | Se ha verificado la pérdida del

+
aac

plasmido pKD46.
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(continuacion)

FRT : objetivo de reconocimiento de FLP

Nombre de cepa

Genotipo

Cepa de origen
de la construccion

GBE2262 F-lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 GBE0129 Transformacioén de la cepa GBE0129
pGB1021 con plasmido pGB1021

GBE2263 Azwf edd eda::FRT ApfkA::FRT GBE1344 Transformacion de la cepa GBE1344
ApfkB::aad” pGB1020 con plasmido pGB1020

GBE2264 F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 GBE2262 Adaptacioén de la cepa GBE2262 al
pGB1021 medio MS + glucosa (2 g/l) +

ampicilina (100 ug/ml).

GBE2265 Azwf edd eda::FRT ApfkA::FRT GBE2263 Adaptacioén de la cepa GBE2263 al
ApfkB::aad” pGB1020 medio MS + glucosa (2 g/l) +

ampicilina (100 ug/ml).

GBE2266 AptsHI::FRT pGB1021 GBE1283 Transformacioén de la cepa GBE1283

con plasmido pGB1021

GBE2267 AptsHI::FRT Azwf_edd eda::FRT GBE1420 Transformacioén de la cepa GBE1420
ApfkA:FRT ApfkB::aad” con plasmido pGB1020
pGB1020

GBE2268 AptsHI::FRT pGB1021 GBE2266 Adaptacioén de la cepa GBE2266 al

medio MS + glucosa (2 g/l) +
ampicilina (100 ug/ml).

GBE2269 AptsHI::FRT Azwf_edd eda::FRT GBE2267 Adaptacioén de la cepa GBE2267 al
ApfkA::FRT ApfkB::aad” medio MS + glucosa (2 g/l) +
pGB1020 ampicilina (100 ug/ml).

GBE2270 AptsHI:FRT ApfkA::aad” ApfkB:: GBE2256 Transformacioén de la cepa GBE2256
aac’ pGB1020 con plasmido pGB1020

GBE2271 AptsHI::FRT Azwf::FRT GBE1518 Transformacioén de la cepa GBE1518
ApfkA:FRT ApfkB::aad” con plasmido pGB1020
pGB1020

GBE2272 AptsHI:FRT ApfkA::aad” ApfkB:: GBE2270 Adaptacioén de la cepa GBE2270 al
aac’ pGB1020 medio MS + glucosa (2 g/l) +

ampicilina (100 ug/ml).

GBE2273 AptsHI::FRT Azwf::FRT GBE2271 Adaptacioén de la cepa GBE2266 al

ApfkA::FRT ApfkB::aad”
pGB1020

medio MS + glucosa (2 g/l) +
ampicilina (100 ug/ml).

TABLA 3: Secuencias de regiones cromosomicas bacterianas, genes usados, regiones de plasmidos

Nombre Secuencia de nucledtidos Descripcion | SEC
ID
NO
secuencia de Aggctagactttagticcacaacactaaacctataagtiggggaaat | Laregion ) SQ
nucleétido FRT esta 0001
proveniente de la | @cagtgtaggctggagcetgcticgaagticctatactttctagagaata subrayada

cepa GBE0901,
desde los pares
de bases 2531736
hasta 2531870

ggaacticggaataggaactaaggaggataticatatg
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(continuacion)

Nombre

Secuencia de nucledtidos

Descripcion

Cassette de
resistencia a
espectinomicina

agagcggcecgocaccgegggaaaticctatactiictagagaatag
gaacticagctgatagaaacagaagccactiggagcaccicaaaa
acaccatcatacactaaatcagtaagtiggcagceatcacccgacge
actitgcgecgaataaatacctgtgacggaagatcacticgecagaat
aaataaatcctggtgtcoctgtigataccgggaageoctgggecaac
ttttgacgaaaatgagacgttgatcggcacgtaagaggticcaacttt
caccataatgaaataagatcactaccgggcegiatttttigagttatega
gattticaggagctaaggaagctacatatgagtgaaaaagtgeceg
ccgagatttcggtgeaactatcacaageactcaacgtcatcgggeg
ccactiggagtcgacatigetggecgtgeattigtacggetcegeact
ggatggcggattgaaaccgtacagigatattgatitgctggtgactgt
agctgcaccgctcaatgatgecgtgcggeaagccetgotegtegat
ctettggagotttcagettceoetggeccaaaacaaggeactccgege
cttggaagtgaccatcgtegtgcacagtgacategtacctiggegtta
tccggeccaggegggaactgcagitcggagagiggeagegecaaag
acatecttgegggeatcttegagecegecacaacegatictgactty
gcgattcigctaacaaaggcaaageaacatagegtcgictiggeag
gttcagcagcgaaggatctcttcagetcagtcecagaaagegatcta
ttcaaggcactggccgatactetgaagcetatggaactegecgecag
attgggcyggcgatgageggaatgtagtgcttacttigtctegtatetg
gtacaccgcagcaaccggceaagatcgegecaaaggatatigetge
cacttgggcaatggcacgcttgecagcicaacatcageccatootgt
tgaatgccaagegggctiatctigggecaagaagaagatiattigeoe
gctcgtgeggateaggtggeggegctcattaaaticgtgaagtatga
agcagttaaactgctiggtgeccagecaataagaagttcctatacttict
agagaataggaacttcqgcatgecacacaqeatatge

Las regiones
FRT estan
subrayadas

Cassette de
resistencia a
apramicina

agagcggcecgocaccgegggaagticctatactiictagagaatag
gaacttcgggttcatgtgeagetccatcagcaaaaggggatgataa
gittatcaccaccgactattigcaacagtgccegttgatcgtgetatgatce
gactgatgtcatcagcggtggagigcaatgtcgtgcaatacgaatgg
cgaaaagccgagctcatcggtcagcetictcaaccetiggggttaccec
cggeggtgtgotgetggtecacagetecticegtagogteecggecect
cgaagatgggecacttggactgatcgaggecctgegtgetgegetyg
gatccgggagggacgctcgicatgecctegtgatcaggteiggacy
acgagccgttcgatectgocacgtegeccgttacaccggaccitgga
gttgtctetgacacatictggegectgccaaatgtaaagogecagege
ccatccatttgeottigcggoageggogccacaggeagagcagatc
atctctgatecattgeccetgccacctcactegectgeaagecegate
geecgtgiccatgaactcgatgggceagatacttctectegacgtgag
acacgatgccaacacgacgcetgcatctigecgagtigatggeaaag
gttccctatggggtgecgagacacigeaccatictticaggatggeaa
gttggtacgegtegattatctegagaatgaceactgetgtgagegettt
gcettageggacagatggetcaaggagaagagecticagaagga
aggtccagtcggltcatgectttgctegattgateccgetcecgegacatt
gtggcgacagccctgggtcaacigggecgagatceegttgatcttect
gcatcecgecagaggegggatgecgaagaatgegatgeegetegec
_agtcgatiggctgagetcatgageggagaacgagatgacgtigga

Las regiones
FRT estan
subrayadas

SQ
0003

21




ES 2554 814 T3

(continuacion)
Nombre Secuencia de nucledtidos Descripcion | SEC
ID
NO
ggggcaagatcgegetgatigetggggeaacacgtggageggate
gaagattgtctttcttcagctegetgatgatatgetgacactcaatgee
gaaqgticctatacttictagagaataggaacticgcatgcacgeage
atatgc
MCS del AAGCTTGCGGCCGCGGGGTTAATTAACCTCCT Los sitios de | SQ
plasmido TAGTTTAAACCTAGGCATGCCTCTAGAGGATC restriccion | 0004
pGB0123 para Hindlll y

CCCGGGTACCGAGCTCGAAaCCTGCAGGAAT
TC

EcoRlI estan
subrayados.
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(continuacion)

Nombre

Secuencia de nucledtidos

Descripcion

SEC
ID
NO

Gen de
fosfocetolasa
optimizado de
Lactococcus lactis
flanqueado por
sitios de
restriccion de Pacl
y Notl

TTAATTAATGCATCATCACCACCATCACATGAC
CGAATATAACAGCGAAGCCTATCTGAAAAAACT
GGATAAATGGTGGCGTGCAGCAACCTATCTGG
GTGCAGGTATGATTTTTCTGAAAGAAAATCCGC
TGTTTAGCGTTACCGGCACCCCGATTAAAGCA
GAAAATCTGAAAGCCAATCCGATTGGTCATTG
GGGCACCGTTAGCGGTCAGACCTTTCTGTATG
CACATGCAAATCGCCTGATTAACAAATATAACC
AGAAAATGTTTTATATGGGTGGTCCGGGTCAT
GGTGGTCAGGCAATGGTTGTTCCGAGCTATCT
GGATGGTAGCTATACCGAAGCATATCCGGAAA
TTACCCAGGATCTGGAAGGTATGAGCCGTCTG
TTTAMMCGTTTTAGCTTTCCGGEGTGGTATTGET
AGCCACATGACCGCACAGACACCGGGTAGCC
TGCATGAAGGTGGTGAACTGGGTTATGTTCTG
AGCCATGCAACCGGTGCAATTCTGGATCAGCC
GGAACAAATTGCATTTGCAGTTGTTIGGTGATG
GTGAAGCAGAAACCGGTCCGCTGATGACCAG
CTGGCATAGCATCAAATTTATCAACCCGAAAAA
CGATGGTGCCATTCTGCCGATTCTGGATCTGA
ATGGCTTTAAAATCAGCAATCCGACCCTGTTIG
CACGTACCAGTGATGTTGATATCCGCAAATTIT
TCGAAGGTCTGGGTTATAGTCCGCGTTATATT
GAAAACGATGACATCCATGACTACATGGCCTA
TCATAAACTGGCAGCAGAAGTTTTTGACAAAG
CCATTGAAGATATCCATCAGATTCAGAAAGATG
CCCGTGAAGATAATCGCTATCAGAATGGTGAA
ATTCCGGCATGGCCGATTGTTATTGCACGTCT
GCCGAAAGGTTGGGGTGGTCCTCGTTATAATG
ATTGGAGCGGTCCGAAATTTGATGGTAAAGGT
ATGCCGATCGAACATAGCTTTCGTGCACATCA
GGTTCCGCTGCCGCTGAGCAGCAAALACATG
GGCACCCTGCCGGAATTTGTTAMMTGGATGAC
CAGCTATCAGCCGGAAACCCTGTTTAATGCAG
ATGGTAGCCTGAAMAGAAGAACTGCGCGATTTT
GCACCGAAAGGTGAAATGCGTATGGCAAGCAA
TCCGGTTACCAATGGTGGTGTTGATTATAGCA
ATCTGGTTCTGCCGGATTGGCAAGAATTTGCA
AATCCGATTAGCGAAAACAATCGTGGTAAACT
GCTGCCGGATACCAATGATAATATGGATATGA
ACGTGCTGAGCAAATATTTCGCCGAAATTGTTA
AACTGAACCCGACCCGTTITCGTCTGTTITGGT
CCGGATGAAACCATGAGCAATCGTTTTITGGGA
CGATGTTTAAAGTGACCAATCGTCAGTGGATGC
AGGTTATCAAAAATCCGAACGATGAGTTTATTA
GTCCGGAAGGTCGCATTATTGATAGCCAGCTG

Los sitios de
restriccion
para Pacl y
Notl estan
subrayados.

SQ
0005
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(continuacion)

Nombre

Secuencia de nucledtidos

Descripcion | SEC
ID
NO

AGCGAACATCAGGCAGAAGGTTGGCTGGAAG
GTTATACCCTGACCGGTCGTACCGGTGTTITT
GCAAGCTATGAAAGTTTTCTGCGTGTTGTTGAT
AGCATGCTGACCCAGCACTTTAAATGGATTCG
TCAGGCAGCAGATCAGAAATGGCGTCATGATT
ATCCGAGCCTGAATGTTATTAGCACCAGCACC
GTTTTTCAGCAGGATCATAATGGTTATACCCAT
CAAGATCCGGGTATGCTGACCCATCTGGCAGA
GAALAALMAGCGATTTTATTCGTCAGTATCTGCC
TGCAGATGGTAATACCCTGCTGGCCGTTTTIG
ATCGTGCATTTCAGGATCGCAGCAAAATTAAC
CATATTGTTGCAAGCAAACAGCCTCGTCAGCA
GTGGTTTACCAAAGAAGAAGCAGAAAAACTGG
CCACCGATGGTATTGCAACCATTGATTGGGCA
AGCACCGCAAAAGATGGTGAAGCCGTTGATCT
GGTTTTTGCAAGTGCCGGTGCAGAACCGACCA
TTGAAACCCTGGCAGCACTGCATCTGGTTAAT
GAAGTTTTTCCGCAGGCCAAATTTCGCTATGTT
AATGTTGTTGAACTGGGTCGTCTGCAGAAAAA
GAAAGGTGCACTGAATCAAGAACGCGAACTGA
GTGATGAAGAGTTCGAAAAATACTTTGGTCCG
AGCCGTACACCGGTTATTITTITGGTTTTCATGGC
TATGAAGATCTGATCGAGAGCATCTTTTATCAG
CGTGGTCATGATGGTCTGATTGTTCATGGTTAT
CGTGAAGATGGTGATATTACCACCACCTATGA
TATGCGTGTTTATAGCGAACTGGATCGTTTTCA
TCAGGCAATTGATGCAATGCAGGTTCTGTATG
TGAATCGTAAAGTTAATCAGGGTCTGGCCAAA
GCATTTATTGATCGTATGGAACGTACCCTGGT
GAAACATTTTGAAGTTACCCGTAATGAAGGCG
TTGATATTCCGGAATTTACCGAATGGGTTTGGA
GCGATCTGAAAAAGTAATGAGCGGCCGC

MCS del
plasmido
pGB0124

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAG
AGGCATGCCTAGGTTTAAACTAAGGAGGTTAA
TTAACCCCGCGGCCGCAAGCTT

SQ
0006

TABLA 4 Secuencia de cebador

Nombre

Secuencia Descripcion

SECID
N°:

0635

Ggtteaattcttectttagegge

incluye los genes ptsHI

Cebador para determinar la secuencia de | RC0001
la region cromosémica de E. coli que

0638

Ccgeaaaaacgacatccggoacg

incluye los genes ptsHI

Cebador para determinar la secuencia de | RC0002
la region cromosémica de E. coli que
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(continuacion)

Nombre Secuencia Descripcion SECID
Ne°:
0633 caaQtatamc[ggcuaagtacﬂgggﬁagttaa Cebador para supresién de los genes RCO0003
cttaaggagaatgacAGAGCGGCCGCC | ZWiedd eda
ACCGCGGG
0634 gcaaaaaaacyclacaaaaatgcocgatccte | Cebador para supresion de los genes RC0004
gatcgggeatttigactt GCATATGCTGCG | Zwiedd_eda
TGCATGCG
1036 Ccgeadttgegegetitteos Cebador para determinar la secuencia de | RC0005
la region cromosémica de E. coli que
incluye los genes zwf_edd_eda
1037 Ggtg atittcagty aggtetooce Cebador para determinar la secuencia de | RC0006
la region cromosémica de E. coli que
incluye los genes zwf_edd_eda
0629 agacttccggcaacagatticattttgecaticcaa Cebador para supresion del gen pfkA RC0007
agttcagaggtagtcAGAGCGGCCGCC
ACCGCGGG
0630 gctictgtcatogatttcagagtaaaggaatetge | Cebador para supresion del gen pfkA RC0008
ctttttccgaaatcaGCATATGCTGCGTG
CATGCG
0619 Ggegeteacgatettcgeacgegge Cebador para determinar la secuencia de | RC0009
la region cromosémica de E. coli que
incluye el gen pfkA
0620 Ccgecteatattoctgacaaagtgoge Cebador para determinar la secuencia de | RC0010
la region cromosémica de E. coli que
incluye el gen pfkA
0631 actttccgcetgatticggtgccagactgaaatecage Cebador para supresion del gen pfkB RC0011
ctataggaggaaatgAGAGCGGCCGCC
ACCGCGGG
0632 gttgccgacaggttggtgatgattcecccaatget | Cebador para supresion del gen pfkB RC0012
gggggaatgitittgGCATATGCTGCGT
GCATGCG
0621 Ccacagegaccagocagtogtatates Cebador para determinar la secuencia de | RC0013
la region cromosémica de E. coli que
incluye el gen pfkB.
0622 Geacttigggtaagoocogaaace Cebador para determinar la secuencia de | RC0014
la region cromosémica de E. coli que
incluye el gen pfkB.
pUCA1 Ceatltcaggetgegeaactg Cebador para determinar la secuencia del | RC0015
8 246 gen de fosfocetolasa proveniente de
Lactococcus lactis clonado en el
pGB0123.
pUC1 Gegegttggeogaticattaatge Cebador para determinar la secuencia del | RC0016
8 38 gen de fosfocetolasa proveniente de
00_rev Lactococcus lactis clonado en el

pGB0123.
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(continuacion)

Nombre Secuencia Descripcion SECID
Ne°:
Pkt CAATCCGACCCTETTTGCACETA, | Cebador para determinar la secuencia del | RC0017
lacto C gen de fosfocetolasa proveniente de
700 _dir Lactococcus lactis clonado en el
pGB0123.
Pkt _| GCTGCCGGATACCAATGATAATA | Cebador para determinar la secuencia del | RC0018
acto TGG gen de fosfocetolasa proveniente de
mil_dir Lactococcus lactis clonado en el
pGB0123.
Pkt_I CCATATTATCATTGGTATCCGGECA | Cebador para determinar la secuencia del | RC0019
acto GC gen de fosfocetolasa proveniente de
mil_rev Lactococcus lactis clonado en el
pGB0123.
0070 CCCGGGGGATCCAGAATTTAAAA | Cebador para amplificar los genes ctfA y | RC0020
ctfB provenientes de Clostridium
GGAGGGATT acetobutylicum cepa ATCC 824.
0071 CTOGAGGATATCAAGAATTCTTTT Cebador para amplificar los genes ctfA y | RC0021
TAAACAGCCATREOTC ctfB provenientes de Clostridium
acetobutylicum cepa ATCC 824.
1066 TGTAAAMACGACGGCCAGT Cebador general para determinacion de | RC0022
secuencia
1067 CAGGAAACAGCTATGACC Cebador general para determinacion de | RC0023
secuencia
0072 CTOCACGATATCAGGAAGGTGALC | Cebador para amplificar el gen adc RC0024
Y proveniente de Clostridium
TTTTATGTT GG acetobutylicum cepa ATCC 824.
0073 GCATGCEGTCCACATTAAAAAAATA | Cebador para amplificar el gen adc RC0025
proveniente de Clostridium
AGAGTTACC acetobutylicum cepa ATCC 824.
1068 CoTCACGOCAMMGTCTCAAGD Cebador para determinar la secuencia de | RC0026
los genes ctfA y ctfB
1069 GoCATGOOTOTAAGTTCATTOS Cebador para determinar la secuencia de | RC0027
los genes ctfA y ctfB
0074 CATGATWTMGGGGGGTACCAT Cebador para amplificar el gen thi RC0028
proveniente de Clostridium
ATGCATAAGTTTAA acetobutylicum cepa ATCC 824
0075 GTTATTTTTAAGGATCCTTTTTAG | Cebador para amplificar el gen thi RC0029
TTT proveniente de Clostridium
CAC TCTAGC acetobutylicum cepa ATCC 824
1070 GoCAGAAAGECAGALMCTETAG Cebador para determinar la secuencia del | RC0030
operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1071 TGGAAAGAATACGTECAGGEGE Cebador para determinar la secuencia del | RC0031
operoén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1072 GATTACGCCAAGCTTGCATGCC Cebador para determinar la secuencia del | RC0032
operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1073 CCGGCCTCATCTACAATACTACC Cebador para determinar la secuencia del | RC0033

operoén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
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(continuacion)

Nombre Secuencia Descripcion SECID
Ne°:
1074 CoCATTATTGCTOGGTCAACTES Cebador para determinar la secuencia del | RC0034
operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1516 TACTTTTTCAG Cebador para amplificar el gen de RCO0035
j::'\'{f': g {(33 g'IT f? gfﬁg gcﬁc C fosfocetolasa (YP_003354041.1)
proveniente de Lactococcus lactis.
1517 GeGGAATTCAGGAGGTETACTAG Cebador para amplificar el gen de RC0036
ATGCATCATCACCACCATCACAT fosfocetolasa (YP_003354041.1)
GACC proveniente de Lactococcus lactis.
1994 CCATAGCTCCACCCATACCAGAG Ceba’dor para determinar la secuencia del | RC0037
AGC operon de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1995 GOTATTATTACGTCAGCATCTCCT | Cebador para determinar la secuencia del | RC0038
GC operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1996 GCAGGCGAAGTTAATGGCGTGE Cebador para determinar la secuencia del | RC0039
operoén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1997 GATACGGGGTAACAGATAAACCA | Cebador para determinar la secuencia del | RC0040
™Te operoén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1998 CCCTTTCTGCCTTTAATTACTALCA, | Cebador para determinar la secuencia del | RC0041
GG operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1999 GCATCAGGATTAAATGACTGTGC Cebador para determinar la secuencia del | RC0042
AGC operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
2000 GGACTAGCGOCCATTCCAACTAT | Cebador para determinar la secuencia del | RC0043
TCC operoén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
2001 GCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGT Cebador para determinar la secuencia del | RC0044
AACGCC operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
2002 GCATTGCETGTACAAGAGTAACG | Cebador para determinar la secuencia del | RC0045
AG operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
2003 CCTGTCCAAGCTTCATGTACGG Cebador para determinar la secuencia del | RC0046
operén de acetona proveniente de
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824)
1109 GOGCAAGATCATCTTACCEETAAL | Cebador para supresion del gen zwf. RC0047
AATAACCATAAAGGATAAGCGCA
GATAGCATATGCTGCGTGCATGC
G
1110 CGCCTGTAACCGGAGCTCATAGG | Cebador para determinar la secuencia de | RC0048
G la region cromosémica de E. coli que
incluye el gen zwf.

Integraciéon cromosdmica para expresiones suprimidas de gen

Para integrar el ADN en una region especifica del cromosoma, se requieren homologia del ADN que se inserta al
sitio cromosoémico elegido como blanco y un marcador seleccionable. Es conveniente que el marcador se puede
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retirar facilimente después de la integracion. El sistema de FRT/Flp recombinasa proporciona un mecanismo para
retirar el marcador. Los sitios FRT son sitios de reconocimiento para las Flp recombinasas. Flp es una recombinasa
especifica de sitio, la cual corta el ADN intercalado de los sitios de reconocimiento repetidos directamente.

El casete de integracién que contiene los brazos homologos para el sitio cromosémico elegido como blanco y que
codifica un marcador seleccionable flanqueado por sitios FRT (Datsenko KA. y Wanner BL, Proceedings of the
National Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, N° 12, pp. 6640-6645) se transformé en las células objetivo que alojan
a pKD46 (Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, N° 12, pp.
6640-6645). Los integrantes exitosos se seleccionan cultivando las células en presencia del antibiético.
Posteriormente, pKD46 se cura a partir de las células y el plasmido de recombinasa se introduce después en los
integrantes para remocion del gen de antibidtico. Las cepas que contienen un casete de FRT se transformaron con
el plasmido pCP20 que codifica Flp recombinasa (Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National
Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, N° 12, pp. 6640-6645). Después de la remocién del marcador integrado, los
plasmidos de recombinasa se curan a partir de la cepa.

EJEMPLO 1: Construccion de la cepa GBE1014

La finalidad de esta seccidon es describir la construcciéon de una cepa de Escherichia coli, denominada GBE1014,
para lo cual la absorcion de glucosa dependiente de PEP se inactiva mediante supresion de los genes de transporte
de PTS, se habilita la absorcion de glucosa dependiente de ATP, la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) se
inactiva mediante supresion de los genes de la fosfofructoquinasa, y la ruta de fosfato de pentosa (PPP) se inactiva
mediante supresion del gen de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La construccion comienza con la cepa
GBE0901. GBEQ0901 es una cepa de Escherichia coli, (Migula) Castellani y Chalmers, MG1655 (ATCC N° 700926)
en la que la secuencia de nucleétido original, desde el pb 2531736 hasta 2533865 (base de datos de genoma del
NCBI), incluye los genes ptsH y ptsl, se reemplaza con SEC SQO0001. Esta supresion afecta al sistema de
fosfotransferasa dependiente de PEP (PTS), lo que da como resultado que la absorcion de glucosa dependiente de
PEP se inactive en la cepa GBE0901. La supresion de los genes ptsHI se verifica mediante PCR y los
oligonucleotidos 0635 y 0638 (dados como SEC RC0001 y RC0002, respectivamente) se usan como cebadores. El
producto de PCR de 0,4 Kpb resultante se sometié a determinacion de secuencia usando los mismos cebadores.

La cepa GBE0901 se cultivd en medio LB y las células GBE0901 se hicieron electrocompetentes. Las células
GBEQ901 electrocompetentes se transformaron con un plasmido denominado pKD46 (Datsenko KA. y Wanner BL.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol. 97, N° 12, pp. 6640-6645) y después se sembraron en
placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C. La
transformacion de las células GBE0901 con el plasmido pKD46 genero la cepa GBE0902. El plasmido pGBE0688
presenta un gen de resistencia a espectinomicina colocado bajo el control de su propio promotor. La secuencia de
este casete de resistencia se indica en la Tabla 3 (SEC SQ0002).

El plasmido pGBE0688 se us6 como un molde con los cebadores 0633 y 0634 (dados como SEC RCO0003 y
RCO0004, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,3 Kpb. Este producto de PCR de 1,3 Kpb se
transformoé en bacterias GBE0902 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré después en placas
LB que contenian espectinomicina (50 ug/ml) y se incubd durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBEQ0903. En la cepa GBE0903 se elimind la secuencia de ADN constituida por los genes zwf, edd, y eda. Estos
genes codifican respectivamente para una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, una 6-fosfogluconato deshidratasa, y
una 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa. Esta secuencia de ADN eliminada que incluye los genes zwf, edd, y
eda se reemplazé por un casete de resistencia a espectinomicina. Con el fin de confirmar la supresion eficaz de los
genes zwf, edd, y eda, se realiz6 una amplificacion con PCR con los cebadores 1036 y 1037 (dados como SEC
RC0005 y RC0006, respectivamente). Se obtuvo un producto de PCR final de 1,9 Kpb. Este producto de PCR de 1,9
Kpb se sometié a determinacion de secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1037.

La cepa GBE0903 se sembro después en placas LB, se incub6 a 37 °C y las colonias aisladas se sometieron a
identificacion sistematica en placas MS (Richaud C, Mengin-Leucreulx D., Pochet S., Johnson EJ., Cohen GN. y
Marliere P; The Journal of Biological Chemistry; 1993; Vol. 268; N° 36; pp. 26827-26835) con glucosa como la fuente
de carbono (2 g/l). Después de 48 horas de incubacion a 37 °C, las colonias se volvieron visibles y se transfirieron a
un medio liquido MS suministrado con glucosa (2 g/l). Esta incubacion durante la noche a 37 °C indujo la pérdida del
plasmido pKD46. Un aislado tenia un tiempo de duplicacion de 7 horas y se denominé GBE1000.

La cepa GBE1000 se hizo electrocompetente. Las células GBE1000 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46, y después se sembraron en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml). Las placas se
incubaron durante toda la noche a 30 °C. La transformacion de las células GBE1000 con el plasmido pKD46 genero
la cepa GBE1001.

El plasmido pGBEOQ687 presenta un gen de resistencia a apramicina colocado bajo el control de su propio promotor.
La secuencia de este casete de resistencia se indica en la Tabla 3 (SEC SQ0003).

El plasmido pGBE0687 se us6 como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y
RCO0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante
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se transformé en bacterias GBE1001 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 °C para generar una
nueva cepa denominada GBE1005_pKD46. En la cepa GB1005_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se
elimind y se reemplazo por el casete de resistencia a apramicina. Para confirmar que se producia la supresion del
gen pfkA, se realizd una amplificacion con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y
RCO0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometié a determinacion de secuencia con los
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE1005_pKD46
se sembrod en placas LB y se incubd durante toda la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se verificd
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a
30 °C, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante crecié en las placas LB incubadas a
37 °C y se denomind GBE1005. Las células GBE1005 no crecieron en las placas LB suministradas con ampicilina
(100 ug/ml).

El casete de espectinomicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes zwf_edd_eda y el casete
de apramicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes pfkA. Con el fin de cortar los casetes
resistentes que contenian los genes de resistencia a espectinomicina y apramicina, la cepa GBE1005 se transformé
con el plasmido pCP20 (Datsenko KA. y Wanner BL., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2000, Vol.
97, N° 12, pp. 6640-6645) para obtener la cepa GBE1005_p. Después de incubar durante toda la noche en placas
LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) a 30 °C, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrias en placas
LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 °C. Las colonias aisladas se
sembraron después en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 °C lo cual causo la pérdida del plasmido
pCP20. Después, con el fin de confirmar el corte efectivo de los dos casetes resistentes y la pérdida del plasmido
pCP20, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrias en placas LB que contenian espectinomicina (50
ug/ml), incubadas durante la noche a 37 °C, en placas LB que contenian apramicina (50 ug/ml), incubadas durante la
noche a 37 °C, en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 °C y en placas
LB, incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante crecié en las placas LB incubadas a 37 °C y se
denomin6 GBE1006. Las células GBE1006 no crecian en placas LB que contenian espectinomicina (50 ug/ml), en
placas LB que contenian apramicina (50 ug/ml), y en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1006 se hizo electrocompetente, y las células GBE1006 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenian ampicilina (100
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para obtener una nueva cepa denominada GBE1010. Se
generd un producto de PCR usando el plasmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleétidos 0631 y 0632
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE1010 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBE1014_pKD46. En la cepa GBE1014_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se elimind y la secuencia de
ADN eliminada se reemplazé con un casete que contiene el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar
que se producia la supresion del gen pfkB, se realiz6 una amplificacion con PCR con los cebadores 0621 y 0622
(dados como SEC RCO0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR de 2,2 Kpb final se sometié a
determinacion de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE1014_pKD46 se sembré en placas LB y las placas
se incubaron durante la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se confirmé sembrando las colonias aisladas
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), se incubaron durante la noche a 30 °C, y en placas LB
incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante que crecia en placas LB incubadas a 37 °C se denominé
GBE1014. Las células GBE1014 no crecian en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

EJEMPLO 2: Construccion de la cepa GBE0929

La cepa GBE0901 se sembr6 en placas LB a 37 °C y las colonias aisladas se sometieron a identificacion sistematica
en placas MS con glucosa como la fuente de carbono (2 g/l). Después de 48 horas de incubacién a 37 °C, las
colonias se volvieron visibles. Un aislado tenia un tiempo de duplicacion de 5 horas y se denominé GBE0929.

EJEMPLO 3: Construccion de la cepa GBE1344

La construccion comenzoé con la cepa denominada GBE0129. GBE0129 es una bacteria Escherichia coli MG1655
(ATCC N° 700926).

La cepa GBE0129 se cultiva en medio LB y las células GBEO129 se hicieron electrocompetentes. Las células
GBEO0129 electrocompetentes se transformaron con el plasmido pKD46, y después los transformantes se sembraron
en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C para
generar una nueva cepa denominada GBE0170.

Se gener6 un producto de PCR usando el plasmido pGBE0687 como un molde y los oligonucleétidos 0633 y 0634
(dados como SEC RC0003 y RC0004, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE0170 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
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contenian apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C. Esta incubacién provocé la
pérdida del plasmido pKD46 y llevé a la creacion de una nueva cepa denominada GBE1339. En la cepa GBE1339 la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa codificada por el gen zwf, la 6-fosfogluconato deshidratasa codificada por el gen
edd y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa codificada por el gen eda eran inactivas. Los genes secuenciales
zwf, edd, y eda se eliminaron y reemplazaron con un casete que contiene el gen de resistencia a apramicina. Para
confirmar que la supresion de los genes zwf, edd, y eda era eficaz, se realizé6 una amplificacion con PCR con los
cebadores 1036 y 1037 (dados como SEC RC0005 y RC0006, respectivamente). Este producto de PCR de 1,8 Kpb
se sometid a determinacion de secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1037.

La cepa GBE1339 se hizo electrocompetente, y las células GBE1339 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).
Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C para generar la cepa GBE1340. Se realizé un producto de
PCR usando el plasmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleétidos 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007
y RC0008, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante se transformé en bacterias
GBE1340 electrocompetentes y la mezcla de transformacién se sembré en placas LB que contenian
espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBE1341_pKD46. En la cepa GB1341_pKDA46 el gen pfka que codifica una fosfofructoquinasa es reemplazado por
el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar que la supresion del gen pfkA era eficaz, se realiz6 una
amplificacion con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y RC0010, respectivamente).
Este producto de PCR de 1,8 Kpb se someti6 a determinacion de secuencia con los mismos cebadores 0619 y 0620.
Con el fin de inducir la pérdida del plasmido pKD46 para la cepa GBE1341_pKD46, las células GBE1341_pKD46 se
sembraron en placas LB y se incubaron a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se verific6 sembrando las colonias
aisladas en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 °C y en placas LB
incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante que crecia en placas LB incubadas a 37 °C era GBE1341.
GBE1341 no crecia en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

Con el fin de cortar los casetes resistentes que contenian los genes de resistencia a apramicina y espectinomicina,
los cuales estan respectivamente localizados en los loci anteriores de los genes zwf edd _eda y pfkA, la cepa
GBE1341 se transformé con el plasmido pCP20 para obtener una nueva cepa denominada GBE1341_p. Después
de incubar durante toda la noche en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) a 30 °C, las colonias aisladas
se volvieron a sembrar por estrias en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) para otra incubacion
durante la noche a 30 °C. Las colonias aisladas se sembraron después en placas LB y se incubaron durante toda la
noche a 42 °C. Esta incubacion a 42 °C provoco la pérdida del plasmido pCP20. Eventualmente con el fin de
confirmar el corte de los dos casetes resistentes y la pérdida del plasmido pCP20, las colonias aisladas se volvieron
a sembrar por estrias en placas LB que contenian espectinomicina (50ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a
37 °C, en placas LB suministradas con apramicina (50 ug/ml) e incubadas durante toda la noche a 37 °C, en placas
LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) e incubadas durante toda la noche a 30 °C y en placas LB incubadas
durante la noche a 37 °C. La cepa generada que crecia en placas LB incubadas a 37 °C se denominé GBE1342. Las
células GBE1342 no crecian en placas LB suministradas con espectinomicina (50 ug/ml), en placas LB
suministradas con apramicina (50 ug/ml) y en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1342 se hizo electrocompetente, y las células GBE1342 se transformaron con el plasmido pKD46. Los
transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron
durante toda la noche a 30 °C para obtener la cepa GBE1343. Se realizé un producto de PCR y se us6 el plasmido
pGBE0688 como un molde y los oligonucledtidos 0631 y 0632 (dados como SEC RC0011 y RCO0012,
respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante se transformé en bacterias GBE1343
electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que contenian espectinomicina (50
ug/ml) seguido por una incubacion durante la noche a 37 °C. Se gener6 una nueva cepa y se denomino
GBE1344_pKD46. En la cepa GBE1344_pKD46 el gen pfkb que codifica una fosfofructoquinasa se elimin6 y se
reemplazoé con el casete de resistencia a espectinomicina. Para confirmar que la supresion del gen pfkB era eficaz,
se realiz6 una amplificacion con PCR con los cebadores 0621 y 0622 (dados como SEC RC0013 y RC0014,
respectivamente). El producto de PCR de 2,2 Kpb obtenido se sometié a determinacion de secuencia con los
mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE1344_pKD46 se sembr6 en placas LB y se incubo
durante toda la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se confirmé sembrando las colonias aisladas en
placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 °C y en placas LB
incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa generada que crecia en placas LB incubadas a 37 °C se denominé
GBE1344. Las células GBE1344 no crecian en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml).

EJEMPLO 4: Construccion del plasmido pGBE0457

La finalidad de esta seccién es describir la construcciéon de un plasmido que permita la expresion de la fosfocetolasa
YP_003354041.1 proveniente de Lactococcus lactis en cepas de E. coli.

El plasmido pGBE0123 es una version modificada del plasmido pUC18 (New England Biolabs) y contiene un Sitio de
Clonacién Mudltiple (MCS) modificado. EI MCS original de pUC18 (del sitio de restriccion Hindlll hasta el sitio de
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restriccion EcoRl) se reemplaza con la secuencia SQ0004 (Tabla 3). El plasmido pGB0123 permite la expresion de
dos proteinas recombinantes bajo el control del promotor Plac.

ID del gen de fosfocetolasa ID de la proteina fosfocetolasa Organismo de Plasmido de GeneArt®
8679043 YP_003354041.1 origen (Invitrogen) pGBE0421
lactis Lactococcus
subesp.

lactis KF147

El gen de fosfocetolasa de L. lactis se optimiz6 en cuanto a codon por GeneArt® (Invitrogen) para expresion 6ptima
en Escherichia coli. Ademas, se afiadié una marca His en la posicion 5' del gen y se afiadio un codén de detencion
adicional en la posicién 3' (SQ0005). La construccion de gen esta flanqueada por los sitios de restriccion Pacly Notl
y proporcionado dentro del plasmido pGBE0421.

Para el experimento de clonacion, los productos de PCR y los fragmentos de restriccion se purificaron en gel usando
el kit para extraccién en gel QlAquick (Qiagen). Las enzimas de restriccion y la ADN ligasa T4 (New England
Biolabs. Beverly, MA) se usaron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

El plasmido pGBEO0421 se digirié con las enzimas de restriccion Pacl y Notl para crear un producto de 2,6 Kpb. El
plasmido pGB0123 se digirié6 también con enzimas de restriccion, Pacl y Notl y se ligd al fragmento de restriccion de
2,6 Kpb. El plasmido resultante (pGBE0457) se sometid a determinacién de secuencia con los cebadores 1061,
1062, 1063, 1064 y 1065 (dados como SEC RC0015, RC0016, RC0017, RC0018 y RC0019 respectivamente).

La expresion de la fosfocetolasa proveniente de Lactococcus lactis se confirmé en un gel de proteina, después de
purificar la proteina recombinante usando una trampa de His (kit Protino Ni-IDA 1000, Macherey Nagel). La
purificacion se proces6 de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El ensayo enzimatico, con enzima
purificada, también se realizé con el fin de detectar la actividad de fosfocetolasa en dos sustratos diferentes: xilulosa-
5-fosfato y fructosa-6-fosfato. El procedimiento experimental es el mismo que el usado por Leo Meile y col., (Journal
of Bacteriology, Mayo de 2001, p.2929-2936), excepto que el pH de la solucion es 7,5 y se agrega 1 mM de MgCls.
Para este ensayo enzimatico, se afiadieron 10 pg de proteina purificada a los 75 pl de la reaccion. La actividad
especifica (umoles de acetil-P formado/minuto/mg de proteina) fue de 2815 pmoles/minuto/mg de proteina y 1941
pmoles/minuto/mg de proteina para D-xilulosa-5-fosfato y D-fructosa-6-fosfato, respectivamente.

EJEMPLO 5: Construccion del plasmido pGBE0096

La construccion de los plasmidos responsables de la produccion de acetona en E.coli se baso en la construccion de
plasmido descrita en Bermejo LL, Welker NE. y Papoutsakis ET., Applied and Environmental Microbiology, 1998. Vol.
64, N° 3, pp. 1076-1085.

Se encargo la cepa Clostridium acetobutylicum (ATCC 824). El ADN gendmico de esta cepa esta constituido por un
cromosoma bacteriano y un plasmido denominado pSOL1. Los genes ctfA y ctfB se amplificaron mediante PCR a
partir del plasmido pSOL1 con los cebadores 0070 y 0071 (dados como SEC RC0020 y RC0021, respectivamente).
Se introdujeron un sitio de restriccion BamH| en el extremo 5' del producto de PCR y un sitio de restriccion EcoRV en
el extremo 3' del producto de PCR. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante se digiri6 con las enzimas de
restriccion BamH| y EcoRV, después se ligd con el pGB0689 (fagémidos pBluescript Il, Agilent Technologies) el cual
se digirié también con las enzimas de restriccion, BamHl y EcoRV. El plasmido resultante (pGBE0690) se sometié a
determinacion de secuencia con los cebadores 1066 y 1067 (dados como SEC RC0022 y RC0023,
respectivamente).

El gen adc y el terminador de gen se amplificaron mediante PCR a partir del plasmido pSOL1 con los cebadores
0072 y 0073 (dados como SEC RC0024 y RC0025, respectivamente). La amplificacion mediante PCR permitio
insertar un sitio de restriccion EcoRV en el extremo 5' y un sitio de restriccion Sall en el extremo 3'. El producto de
PCR de 0,8 Kpb resultante se digirié con las enzimas de restriccion EcoRV y Sall. El plasmido pGBE0690 se digirio
también con las enzimas de restriccion, EcoRV y Sall y después se ligé con el producto de PCR de 0,8 Kpb. El
plasmido resultante (pGBE0691) se sometié a determinacion de secuencia con los cebadores 1066, 1067, 1068 y
1069 (dados como SEC RC0022, RC0023, RC0026 y RC0027, respectivamente).

El plasmido pGBE0691 se digirié con las enzimas de restriccion BamHl y Sall para crear un producto de 2,2 Kpb. El
fragmento de restriccion de 2,2 Kpb contenia los genes ctfA, ctfB y adc. El plasmido pGBE0051 (pUC19, New
England Biolabs) se digirié también con las enzimas de restriccion, BamHl y Sall y después se ligd con el fragmento
de restriccion de 2,2 Kpb. El plasmido resultante (pGBE0692) se sometié a determinacion de secuencia con los
cebadores 1066, 1067, 1068 y 1069 (dados como SEC RC0022, RC0023, RC0026 y RC0027, respectivamente).

El gen thl y su promotor thl correspondiente proveniente del ADN gendmico de Clostridium acetobutylicum (ATCC
824) se amplificaron mediante PCR con los cebadores 0074 y 0075 (dados como SEC RC0028 y RCO0029,
respectivamente). La amplificaciéon mediante PCR permitid insertar un sitio de restriccion Kpnl en el extremo 5'y un
sitio de restriccion BamHl| en el extremo 3'. El producto de PCR de 1,4 Kpb resultante se digirié con las enzimas de
restriccion Kpnl y BamHl|, y de igual manera para el plasmido pGBE0692. El plasmido pGBE0692 digerido se ligd con
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el producto de PCR de 1,4 Kpb. El plasmido resultante, pPGBE0693, se sometié a determinacién de secuencia con
los cebadores 1066, 1067, 1068, 1069, 1070, 1071, 1072, 1073 y 1074 (dados como SEC RC0022, RC0023,
RC0026 RC0027, RC0030, RC0031, RC0032, RC0033 y RC0034, respectivamente).

El plasmido pGBE0124 es una version modificada del plasmido pSU18 (Borja Bartolomé, Yolanda Jubete, Eduardo
Martinez y Fernando de la Cruz, Gene, 1991, Vol. 102, Fasciculo 1, pp. 75-78) y éste contiene un Sitio de Clonacion
Multiple (MCS) modificado. EI MCS original de pSU18 (desde el sitio de restriccion EcoRl hasta el sitio de restriccion
Hindlll) se reemplazé con la secuencia SEC SQ0006 (Tabla 3). El plasmido pGB0124 permite la expresion de dos
proteinas recombinantes bajo el control del promotor Plac. El plasmido pGBE0693 se digirid con las enzimas de
restriccion Kpnl y Sall para crear un producto de 3,5 Kpb. El plasmido pGBE0124 se digiri6 también con las enzimas
de restriccion Kpnl y Sall, y después se ligéo al fragmento de restriccion de 3,5 Kpb. El plasmido resultante
(pGBE0096) se sometid a determinacion de secuencia con los cebadores 1066, 1067, 1068, 1069, 1070, 1071,
1072, 1073 y 1074 (dados como SEC RC0022, RC0023, RC0026 RC0027, RC0030, RC0031, RC0032, RC0033 y
RC0034, respectivamente).

EJEMPLO 6: Produccion de acetona por las cepas GBE1346 y GBE1347
Descripcion de la transformacion del plasmido en cepas relevantes

La cepa GBEO0129 se hizo electrocompetente, y las células GBE0129 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pGBEO096. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenian cloranfenicol (25
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para generar la cepa GBE0329.

La cepa GBE1344 se hizo electrocompetente, y las células GBE1344 electrocompetentes se transformaron con
ambos plasmidos pGBE0457 y pGBE0096. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas
con ampicilina (100 ug/ml) y cloranfenicol (25 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C para
obtener la cepa GBE1345.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE0329 y GBE1345 se sometieron a identificacion sistematica en
placas MS que contenian glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml). Estas placas se
incubaron a 30 °C para obtener las cepas GBE1346 y GBE1347 respectivamente. Después de 4 dias de incubacion
a 30 °C, las colonias se transfirieron a medio MS liquido que contenia glucosa (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml) y se
incubaron 3 dias a 30 °C.

Descripcion de las condiciones de los matraces

Para los experimentos de fermentacion, se usé un medio MS con 200 mM de fosfato dipotasico en lugar de fosfato
dipotasico 50 mM. El medio resultante se denominé MSP.

Se inocularon 400 ml de medio MSP liquido que contenia glucosa (10 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml), ya sea con pre-
cultivo de la cepa GBE1346 o con pre-cultivo de la cepa GBE1347. La DOgqo inicial era 0,1. Los 400 ml de cultivo se
incubaron en frascos de 500 ml, sellados con una tapa roscada, a 30 °C, 70 rpm de velocidad. Se tomaron alicuotas
de 2 ml después de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 6 dias, 7 dias y 8 dias. Para las muestras de cada alicuota, los frascos se
abrieron durante 10 segundos.

Descripcion de procedimientos analiticos

Las alicuotas se filtraron y se determind la concentracién de glucosa con el kit de ensayo para glucosa (HK)
(GAHK20-1 KT, Sigma) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La concentracion de acetona se
determind mediante cromatografia de gas usando el cromatégrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente
programa:

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies)
- Separacion/no separacion del inyector: T° = 250 °C
- Horno:

> 80 °C durante 6 minutos

> 10 °C por minuto hasta 220 °C

© 220 °C durante 7 minutos

o Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrégeno)

- FID del detector: T° = 300 °C
Resultados

La relacion [acetona] producida (mM)/[glucosalconsumida (mM) es mas alta para la cepa GBE1347 que para la cepa
GBE1346.
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EJEMPLO 7: Produccion de acetona por las cepas GBE1350 y GBE1351
Descripcién de la transformacion del plasmido en cepas relevantes

La cepa GBE0929 se hizo electrocompetente, y las células GBE0929 electrocompetentes se transformaron con un
plasmido denominado pGBEO0096. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con
cloranfenicol (25 ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para obtener la cepa GBE1348.

La cepa GBE1014 se hizo electrocompetente, se transformé con ambos plasmidos pGBE0457 y pGBE0096. Los
transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y cloranfenicol (25
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para obtener la cepa GBE1349.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE1348 y GBE1349 se sometieron a identificacion sistematica en
placas MS que contenian glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml). Estas placas se
incubaron 4 dias a 30 °C para obtener la cepa GBE1350 y la cepa GBE1351 respectivamente. Las colonias aisladas
después se transfieren a medio MS liquido que contenia glucosa (2 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml). Las células
GBE1350 y GBE1351 se incubaron a 30 °C.

Descripcion de las condiciones de los matraces

Se inocularon 400 ml de medio MSP que contenia glucosa (10 g/l) y cloranfenicol (25 ug/ml) ya sea con pre-cultivo
de la cepa GBE1350 o con pre-cultivo de la cepa GBE1351. La DOeqo inicial era 0,1. Los 400 ml de cultivo se
incubaron en frascos de 500 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 °C, 170 rpm de velocidad. Se tomaron
alicuotas de 2 ml después de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 6 dias, 7 dias y 8 dias. Para las muestras de cada alicuota, las
frascos se abrieron durante 10 segundos.

Descripcion de procedimientos analiticos

Las alicuotas se filtraron y la concentracion de glucosa se determiné con el kit de ensayo para glucosa (HK)
(GAHK20-1 KT, Sigma) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La concentracion de acetona se
determind mediante cromatografia de gas usando el cromatégrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente
programa:

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies)
- Separacion/no separacion del inyector: T° = 250 °C
- Horno:

> 80 °C durante 6 minutos

> 10 °C por minuto hasta 220 °C

° 220 °C durante 7 minutos

o Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrégeno)

- FID del detector: T° = 300 °C
Resultados

La relacion [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) era mas alta para la cepa GBE1351 que para la
cepa GBE1350.
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EJEMPLO 8: Construccion del plasmido pGBE1020

La finalidad de esta seccién es describir la construcciéon de un plasmido que permita la expresion de la fosfocetolasa
YP_003354041.1 de Lactococcus lactis y que permita también la produccion de acetona en cepas de E. coli.

El gen de fosfocetolasa de L. lactis se amplificé mediante PCR a partir del plasmido pGBE0421 con los cebadores
1516 y 1517 (dados como SEC RC0035 y RC0036, respectivamente).

La amplificacion mediante PCR permitié insertar un sitio de restriccion EcoRl y un Sitio de Unién a Ribosoma (RBS)
en el extremo 5’ y un sitio de restriccion Kpnl en el extremo 3’. El producto de PCR de 2,5 Kpb resultante se digirié
con las enzimas de restriccion EcoRl y Kpnl. El plasmido pGBE0123 se digiri6 también con las enzimas de
restriccion, EcoRl y Kpnl y después se ligé con el producto de PCR de 2,5 Kpb. El plasmido resultante (pGBE0928)
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se sometio a determinacion de secuencia con los cebadores 1061, 1062, 1063, 1064 y 1065 (dados como SEC
RC0015, RC0016, RC0017, RC0018 y RC0019, respectivamente).

El plasmido pGBEO096 se digiri6 con las enzimas de restriccion Kpnl y Notl para crear un producto de 3,6 Kpb. El
plasmido pGBEQ0928 se digiri6 también con las enzimas de restriccion, Kpnl y Notl y se ligdé al fragmento de
restriccion de 3,6 Kpb. El plasmido resultante (pGBE1020) se sometié a determinacién de secuencia con los
cebadores 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002 y 2003 (dados como SEC RC0037, RC0038,
RC0039, RC0040, RC0041, RC0042, RC0043, RC0044, RC0045 y RC0046, respectivamente).

EJEMPLO 9: Construccion del plasmido pGBE1021

La finalidad de esta seccidon es describir la construccion de un plasmido que permita la produccién de acetona en
cepas de E. coli.

El plasmido pGBEQQ96 se digiri6 con las enzimas de restriccion Kpnl y Notl para crear un producto de 3,6 Kpb.

El plasmido pGBEO0123 se digiri6 también con las enzimas de restriccion, Kpnl y Notl y después se ligé con el
producto de PCR de 3,6 Kpb. El plasmido resultante () GBE1021) se someti¢ a determinacién de secuencia con los
cebadores 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002 y 2003 (dados como SEC RC0037, RC0038,
RC0039, RC0040, RC0041, RC0042, RC0043, RC0044, RC0045 y RC0046, respectivamente).

EJEMPLO 10: Produccion de acetona por las cepas GBE2264 y GBE2265
Descripcioén de la transformacion del plasmido en cepas relevantes

La cepa GBEO0129 se hizo electrocompetente, y las células GBE0129 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pGB1021. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) y
las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C para generar la cepa GBE2262.

La cepa GBE1344 se hizo electrocompetente, y las células GBE1344 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pGBE1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100
ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C para obtener la cepa GBE2263.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE2262 y GBE2263 se sometieron a identificacion sistematica en
placas MS que contenian glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y ampicilina (100 ug/ml). Estas placas se
incubaron a 30 °C para obtener las cepas GBE2264 y GBE2265, respectivamente. Después de 4 dias de incubacion
a 30 °C, las colonias se transfirieron a medio MS liquido que contenia glucosa (2 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron 3 dias a 30 °C.

Descripcion de las condiciones de los matraces

El medio MSP liquido (200 ml) que contenia glucosa (10 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y ampicilina (100 ug/ml),
se inocula ya sea con pre-cultivo de la cepa GBE2264 o con pre-cultivo de la cepa GBE2265. La DOgqg inicial era
0,1. Los 200 ml de cultivo se incubaron en frascos de 250 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 °C, 170 rpm
de velocidad. Las alicuotas (2 ml) se tomaron después de 1 dia, 2 dias, 4 dias, 5 dias y 6 dias. Para la muestra de
cada alicuota, el frasco se abrié durante 10 segundos.

Descripcion de procedimientos analiticos

Las alicuotas se filtraron y la concentracion de glucosa se determiné mediante analisis de HPLC usando el HPLC
Agilent (1260 Infinity) y una columna Hi-Plex (Agilent, PL1170-6830) con una columna de guardia (Agilent, PL Hi-
Plex H Guard Column, PL1170-1830).

- Volumen de inyeccion: 20 ul

- Composicion del disolvente: [H2SO4]: 5,5 mM
- Temperatura de las columnas: 65 °C

- RID (G1362A): temperatura ajustada: 35 °C

La acetona se extrajo de las alicuotas filtradas mezclando con acetato de metilo (1 volumen de acetato de metilo por
2 volumenes de alicuota filtrada). La concentracion de acetona se determiné mediante cromatografia de gas usando
el cromatégrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente programa:

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies)
- Inyector:

> Relacion de separacioén: 10
o T°=250°C

- Horno:
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> 50 °C durante 9 minutos

> 20 °C por minuto hasta 180 °C

> 180 °C durante 5 minutos

o Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrégeno)

- FID del detector: T° = 300 °C
Resultados

La relacion [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) es mas alta para la cepa GBE2265 que para la
cepa GBE2264.

EJEMPLO 11: Construcciéon de la cepa GBE1283

La cepa GBE0929 se sembrd en placas MS que contenian glucosa como la fuente de carbono (2 g/l). Una colonia
aislada se transfirié6 a medio MS liquido que contenia glucosa (2 g/l) y se incubé 3 dias a 30 °C. El medio MS liquido
(100 ml) que contenia glucosa (2 g/l) se inocula con pre-cultivo de la cepa GBE0929. La DOgq inicial era 0,1. Los
100 ml de cultivo se incubaron en un Erlenmeyer de 1 |, a 30 °C, 170 rpm de velocidad. Cuando la DOggo era
superior a 1, se tomaba una alicuota del cultivo y se usaba como inéculo para un cultivo nuevo (100 ml de cultivo
incubados en Erlenmeyer de 1 1, a 30 °C, 170 rpm de velocidad). La cepa GBE0929 se sub-cultivd 10 veces para
obtener la cepa GBE1283.

EJEMPLO 12: Construccion de la cepa GBE2256.

La cepa GBE1283 se cultivd en medio LB y las células GBE1283 se hicieron electrocompetentes. Las células
GBE1283 electrocompetentes se transformaron con el plasmido pKD46 y después se sembraron en placas LB que
contenian ampicilina (100 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C. La transformacion de las
células GBE1283 con el plasmido pKD46 generd la cepa GBE1284.

El plasmido pGBE0688 se us6 como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y
RC0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE1284 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 °C para generar una
nueva cepa denominada GBE2252 pKD46. En la cepa GB2252_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se
elimind y se reemplazoé por el casete de resistencia a espectinomicina. Para confirmar que se producia la supresion
del gen pfkA, se realiz6 una amplificacion con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y
RCO0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometié a determinacion de secuencia con los
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE2252_pKD46
se sembr6 en placas LB y se incubd durante toda la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se confirmé
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a
30 °C, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante crecioé en las placas LB incubadas a
37 °C y se denominé GBE2252. Las células GBE2252 no crecian en placas LB suministradas con ampicilina (100
ug/ml).

La cepa GBE2252 se hizo electrocompetente, y las células GBE2252 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenian ampicilina (100
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para obtener una nueva cepa denominada GBE2253.

Se gener6 un producto de PCR usando el plasmido pGBE0687 como un molde y los oligonucleétidos 0631 y 0632
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE2253 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBE2256_pKD46. En la cepa GBE2256_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se elimina y la secuencia de
ADN eliminada se reemplazé con un casete que contenia el gen de resistencia a apramicina. Para confirmar que se
producia la supresion del gen pfkB, se realizé6 una amplificacion con PCR con los cebadores 0621 y 0622 (dados
como SEC RC0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR final de 2,2 Kpb se sometié a determinacion
de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE2256_pKD46 se sembré en placas LB y las placas
se incubaron durante la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se confirmé sembrando las colonias aisladas
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 °C, y en placas LB
incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante que crecia en placas LB incubadas a 37 °C se denominé
GBE2256. Las células GBE2256 no crecian en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

EJEMPLO 13: Construccion de la cepa GBE1518
El plasmido pGBE0688 se us6 como un molde con los cebadores 0633 y 1109 (dados como SEC RCO0003 y
RC0047, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,3 Kpb. Este producto de PCR de 1,3 Kpb se
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transformoé en bacterias GBE1284 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré después en placas
LB que contenian espectinomicina (50 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBE1433. En la cepa GBE1433 se elimind la secuencia de ADN constituida por el gen zwf. Esta secuencia de ADN
eliminada que incluye el gen zwf se reemplaza por un casete de resistencia a espectinomicina. Con el fin de
confirmar la supresion eficaz del gen zwf, se realizé6 una amplificacion con PCR con los cebadores 1036 y 1110
(dados como SEC RCO0005 y RC0048, respectivamente). Se obtuvo un producto de PCR final de 1,5 Kpb. Este
producto de PCR de 1,5 Kpb se sometié a determinacién de secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1110.

La cepa GBE1433 se hizo electrocompetente. Las células GBE1433 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46, y después se sembraron en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml). Las placas se
incubaron durante toda la noche a 30 °C. La transformacion de las células GBE1433 con el plasmido pKD46 genero
la cepa GBE1436.

El plasmido pGBE0687 se us6 como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y
RCO0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE1436 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 °C para generar una
nueva cepa denominada GBE1441_pKD46. En la cepa GB1441_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se
elimind y se reemplazo por el casete de resistencia a apramicina. Para confirmar que se producia la supresion del
gen pfkA, se realizd una amplificacion con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y
RCO0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometié a determinacion de secuencia con los
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE1441_pKD46
se sembrod en placas LB y se incubd durante toda la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se verificd
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a
30 °C, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante crecio en las placas LB incubadas a
37 °C y se denomin6 GBE1441. Las células GBE1441 no crecian en placas LB suministradas con ampicilina (100
ug/ml).

El casete de espectinomicina estaba localizado en los loci correspondientes del gen zwf y el casete de apramicina
estaba localizado en los loci correspondientes del gen pfkA. Con el fin de cortar los casetes resistentes que
contenian los genes de resistencia a espectinomicina y apramicina, la cepa GBE1441 se transformé con el plasmido
pCP20 para obtener la cepa GBE1441_p. Después de incubar durante toda la noche en placas LB que contenian
ampicilina (100 ug/ml) a 30 °C, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrias en placas LB suministradas
con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 °C. Las colonias aisladas se sembraron
después en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 °C lo cual causa la pérdida del plasmido pCP20.
Después, con el fin de confirmar el corte efectivo de los dos casetes resistentes y la pérdida del plasmido pCP20, las
colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrias en placas LB que contenian espectinomicina (50 ug/ml),
incubadas durante la noche a 37 °C, en placas LB que contenian apramicina (50 ug/ml), incubadas durante la noche
a 37 °C, en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 °C y en placas LB,
incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante crecié en las placas LB incubadas a 37 °C y se denominé
GBE1448. Las células GBE1448 no crecian en placas LB que contenian espectinomicina (50 ug/ml), en placas LB
que contenian apramicina (50 ug/ml), y en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1448 se hizo electrocompetente, y las células GBE1448 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenian ampicilina (100
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para obtener una nueva cepa denominada GBE1449. Se
genera un producto de PCR usando el plasmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleétidos 0631 y 0632
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE1449 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBE1518_pKD46. En la cepa GBE1518 pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se elimind y la secuencia de
ADN eliminada se reemplazé con un casete que contenia el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar
que se producia la supresion del gen pfkB, se realiz6 una amplificaciéon con PCR con los cebadores 0621 y 0622
(dados como SEC RCO0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR de 2,2 Kpb final se sometié a
determinacion de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE1518_pKD46 se sembré en placas LB y las placas
se incubaron durante la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se confirmé sembrando las colonias aisladas
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 °C, y en placas LB
incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante que crecia en placas LB incubadas a 37 °C se denominé
GBE1518. Las células GBE1518 no crecian en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

EJEMPLO 14: Construccion de la cepa GBE1420

El plasmido pGBE0688 se us6 como un molde con los cebadores 0633 y 0634 (dados como SEC RCO0003 y
RCO0004, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,3 Kpb. Este producto de PCR de 1,3 Kpb se
transformoé en bacterias GBE1284 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré después en placas
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LB que contenian espectinomicina (50 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBE1287. En la cepa GBE1287 se elimino la secuencia de ADN constituida por los genes zwf, edd, y eda. Esta
secuencia de ADN eliminada que incluye los genes zwf, edd, y eda se reemplazé con un casete de resistencia a
espectinomicina. Con el fin de confirmar la supresion eficaz de los genes zwf, edd, y eda, se realizd6 una
amplificacion con PCR con los cebadores 1036 y 1037 (dados como SEC RC0005 y RC0006, respectivamente). Se
obtuvo un producto de PCR final de 1,9 Kpb. Este producto de PCR de 1,9 Kpb se sometié a determinacion de
secuencia con los mismos cebadores 1036 y 1037.

La cepa GBE1287 se hizo electrocompetente. Las células GBE1287 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46, y después se sembraron en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml). Las placas se
incubaron durante toda la noche a 30 °C. La transformacion de las células GBE1287 con el plasmido pKD46 genero
la cepa GBE1337.

El plasmido pGBE0687 se us6 como un molde junto con los cebadores 0629 y 0630 (dados como SEC RC0007 y
RC0008, respectivamente) para generar un producto de PCR de 1,2 Kpb. El producto de PCR de 1,2 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE1337 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian apramicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron después durante la noche a 37 °C para generar una
nueva cepa denominada GBE1353_pKD46. En la cepa GB1353_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkA, se
elimind y se reemplazo por el casete de resistencia a apramicina. Para confirmar que se producia la supresion del
gen pfkA, se realizd una amplificacion con PCR con los cebadores 0619 y 0620 (dados como SEC RC0009 y
RC0010, respectivamente). Este producto de PCR de 1,7 Kpb se sometié a determinacion de secuencia con los
mismos cebadores 0619 y 0620. Con el fin de confirmar la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE1353_pKD46
se sembré en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se verificd
sembrando las colonias aisladas en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a
30 °C, y en placas LB incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante crecio en las placas LB incubadas a
37 °C y se denominé GBE1353. Las células GBE1353 no crecian en placas LB suministradas con ampicilina (100
ug/ml).

El casete de espectinomicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes zwf_edd_eda y el casete
de apramicina estaba localizado en los loci correspondientes de los genes pfkA. Con el fin de cortar los casetes
resistentes que contenian los genes de resistencia a espectinomicina y apramicina, la cepa GBE1353 se transformé
con el plasmido pCP20 para obtener la cepa GBE1353 p. Después de incubar durante toda la noche en placas LB
que contenian ampicilina (100 ug/ml) a 30 °C, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrias en placas LB
suministradas con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 30 °C. Las colonias aisladas se
sembraron después en placas LB y se incubaron durante toda la noche a 42 °C lo cual causa la pérdida del plasmido
pCP20. Después, con el fin de confirmar el corte efectivo de los dos casetes resistentes y la pérdida del plasmido
pCP20, las colonias aisladas se volvieron a sembrar por estrias en placas LB que contenian espectinomicina (50
ug/ml), incubadas durante la noche a 37 °C, en placas LB que contenian apramicina (50 ug/ml), incubadas durante la
noche a 37 °C, en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 °C y en placas
LB, incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante crecié en las placas LB incubadas a 37 °C y se
denomin6 GBE1368. Las células GBE1368 no crecian en placas LB que contenian espectinomicina (50 ug/ml), en
placas LB que contenian apramicina (50 ug/ml), y en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).

La cepa GBE1368 se hizo electrocompetente, y las células GBE1368 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pKD46. Las células transformantes se sembraron después en placas LB que contenian ampicilina (100
ug/ml) y las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para obtener una nueva cepa denominada GBE1371. Se
genera un producto de PCR usando el plasmido pGBE0688 como un molde y los oligonucleétidos 0631 y 0632
(dados como SEC RC0011 y RC0012, respectivamente) como cebadores. El producto de PCR de 1,3 Kpb resultante
se transformé en bacterias GBE1371 electrocompetentes y la mezcla de transformacion se sembré en placas LB que
contenian espectinomicina (50 ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C para generar la cepa
GBE1420_pKD46. En la cepa GBE1420_pKD46 el gen de fosfofructoquinasa pfkB, se elimina y la secuencia de
ADN eliminada se reemplazé con un casete que contenia el gen de resistencia a espectinomicina. Para confirmar
que se producia la supresion del gen pfkB, se realiz6 una amplificacion con PCR con los cebadores 0621 y 0622
(dados como SEC RCO0013 y RC0014, respectivamente). Este producto de PCR de 2,2 Kpb final se sometié a
determinacion de secuencia usando los mismos cebadores 0621 y 0622.

Con el fin de inducir la pérdida del plasmido pKD46, la cepa GBE1420_pKD46 se sembré en placas LB y las placas
se incubaron durante la noche a 42 °C. La pérdida del plasmido pKD46 se confirmé sembrando las colonias aisladas
en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml), incubadas durante la noche a 30 °C, y en placas LB
incubadas durante la noche a 37 °C. La cepa resultante que crecia en placas LB incubadas a 37 °C se denominé
GBE1420. Las células GBE1420 no crecian en placas LB suministradas con ampicilina (100 ug/ml).
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EJEMPLO 15: Produccion de acetona por las cepas GBE2268 y GBE2269
Descripcion de la transformacion del plasmido en cepas relevantes

La cepa GBE1283 se hizo electrocompetente, y las células GBE1283 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pGB1021. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) y
las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para generar la cepa GBE2266.

La cepa GBE1420 se hizo electrocompetente, y las células GBE1420 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pGBE1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100
ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C para obtener la cepa GBE2267.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE2266 y GBE2267 se sometieron a identificacion sistematica en
placas MS que contenian glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y ampicilina (100 ug/ml). Estas placas se
incubaron a 30 °C para obtener las cepas GBE2268 y GBE2269 respectivamente. Después de 4 dias de incubacion
a 30 °C, las colonias se transfieren a medio MS liquido que contenia glucosa (2 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron 3 dias a 30 °C.

Descripcion de las condiciones de los matraces

Se inoculé6 medio MSP liquido (200 ml) que contenia glucosa (10 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y ampicilina
(100 ug/ml), ya sea con pre-cultivo de la cepa GBE2268 o con pre-cultivo de la cepa GBE2269. La DOgq inicial era
0,1. Los 200 ml de cultivo se incubaron en frascos de 250 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 °C, 170 rpm
de velocidad. Las alicuotas (2 ml) se tomaron después de 1 dia, 2 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias y 8 dias. Para
la muestra de cada alicuota, el frasco se abri6 durante 10 segundos.

Descripcion de procedimientos analiticos

Las alicuotas se filtraron y la concentracion de glucosa se determiné mediante analisis de HPLC usando el HPLC
Agilent (1260 Infinity) y una columna Hi-Plex (Agilent, PL1170-6830) con una columna de guardia (Agilent, PL Hi-
Plex H Guard Column, PL1170-1830).

- Volumen de inyeccion: 20 ul

- Composicion del disolvente: [H2SO4]: 5,5 mM
- Temperatura de las columnas: 65 °C

- RID (G1362A): temperatura ajustada: 35 °C

La acetona se extrajo de las alicuotas filiradas mezclando con acetato de metilo (1 volumen de acetato de metilo por
2 volumenes de alicuota filtrada). La concentracion de acetona se determiné mediante cromatografia de gas usando
el cromatégrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente programa:

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies)
- Inyector:

> Relacion de separacioén: 10
o T°=250°C

- Horno:

> 50 °C durante 9 minutos

> 20 °C por minuto hasta 180 °C

> 180 °C durante 5 minutos

o Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrégeno)

- FID del detector: T° = 300 °C
Resultados

La relacion [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) es mas alta para la cepa GBE2269 que para la
cepa GBE2268.

EJEMPLO 16: Produccion de acetona por las cepas GBE2272 y GBE2273
Descripcion de la transformacion del plasmido en cepas relevantes

La cepa GBE2256 se hizo electrocompetente, y las células GBE2256 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pGB1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) y
las placas se incubaron durante la noche a 30 °C para generar la cepa GBE2270.
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La cepa GBE1518 se hizo electrocompetente, y las células GBE1518 electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pGBE1020. Los transformantes se sembraron después en placas LB suministradas con ampicilina (100
ug/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 30 °C para obtener la cepa GBE2271.

Las colonias aisladas provenientes de las cepas GBE2270 y GBE2271 se sometieron a identificacion sistematica en
placas MS que contenian glucosa como la fuente de carbono (2 g/l) y ampicilina (100 ug/ml). Estas placas se
incubaron a 30 °C para obtener las cepas GBE2272 y GBE2273, respectivamente. Después de 4 dias de incubacion
a 30 °C, las colonias se transfirieron a medio MS liquido que contenia glucosa (2 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron 3 dias a 30 °C.

Descripcion de las condiciones de los matraces

Se inocularon medio MSP liquido (200 ml) que contenia glucosa (10 g/l), extracto de levadura (0,1 g/l) y ampicilina
(100 ug/ml), ya sea con pre-cultivo de la cepa GBE2272 o con pre-cultivo de la cepa GBE2273. La DOgq inicial era
0,1. Los 200 ml de cultivo se incubaron en frascos de 250 mililitros, sellados con una tapa roscada, a 30 °C, 170 rpm
de velocidad. Las alicuotas (2 ml) se toman después de 1 dia, 2 dias, 4 dias, 5 dias y 6 dias. Para la muestra de
cada alicuota, el frasco se abrié durante 10 segundos.

Descripcion de procedimientos analiticos

Se filtraron las alicuotas y la concentracion de glucosa se determind mediante analisis de HPLC usando el HPLC
Agilent (1260 Infinity) y una columna Hi-Plex (Agilent, PL1170-6830) con una columna de guardia (Agilent, PL Hi-
Plex H Guard Column, PL1170-1830).

- Volumen de inyeccion: 20 pl

- Composicion del disolvente: [H2SO4]: 5,5 mM
- Temperatura de las columnas: 65 °C

- RID (G1362A): temperatura ajustada: 35 °C

La acetona se extrajo de las alicuotas filtradas mezclando con acetato de metilo (1 volumen de acetato de metilo por
2 volumenes de alicuota filtrada). La concentracion de acetona se determiné mediante cromatografia de gas usando
el cromatégrafo de gases 450-GC (Bruker) y el siguiente programa:

- Columna: DB-WAX (123-7033, Agilent Technologies)
- Inyector:

> Relacion de separacién: 10
o T°=250°C

- Horno:

> 50 °C durante 9 minutos

> 20 °C por minuto hasta 180 °C

> 180 °C durante 5 minutos

o Flujo de la columna: 1,5 ml/minuto (Nitrégeno)

- FID del detector: T° = 300 °C
Resultados

La relacion [acetona] producida (mM)/[glucosa] consumida (mM) es mas alta para la cepa GBE2273 que para la
cepa GBE2272.
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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agageggeceg
agaaacagaa
cagcatcace
aataaataaa
aatgagacgt
tacegggegt
gaaaaagtge
cacttggagt
aaaccgtéca
cggcaagcce
cteegagect

gccaggeggyg

gageeegeca
gtegtettgy
ttcaaggcac
gageggaatg
gegccaaaqgq
atcetgttga
geggatcagyg
gecagecaat

tatge

<210> 3
<211> 1129
<212> ADN

ccacegegygy
gccactggag
cgacgcactt
tcctggtgte
tgatcggcac
attttttgag
cogecgagat
cgacgttgeot
gtgatattga
tgecteogtega
tggaagtgac

aactgcagtt

caaccgatte
caggttcage
tggecgatac
tagtgettac
atgttgctge
atgccaagceg
tggeggeget

aagaagttee

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétido

<400> 3
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aagtteoctat
cacctcaaaa
tgcgecgaat
cctgttgata
gtaagaggtt
ttatcgagat
tteggtgeaa
ggocegtgeat
tttgctgaty
tctettggag
catcgtegtyg

cggagagtgg

tgacttggey
agcgaaggat
tetgaageta
tttgtetegt
cacttgggea
ggcttatctt
cattaaattc

tatactttet

actttctaga
acaccatcat
aaatacctgt
cocgggaagec
ccaactttca
tttcaggage
ctatcacaag
ttgtacgget
actgtagctg
gtttecagett
cacagtgaca

cagocgcaaag

attctgctaa
ctettcaget
tggaactecge
atctggtaca
atggeacget
gggcaagaag
gtgaagtatg

agagaatagg
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gaataggaac
acactaaatc
gacggaagat
atgggecaac
ccataatgaa
taaggaagcet
cactcaacgt
coegeactgga
caccgctcaa
ccectggeca
tegtacctty

acatccttge

caaaggcaaa
cagteccaga
cgecagattg
cogeageaac
tgocageotea
aagattattt
aagcagttaa

aacttcgcat

ttcagctgat
agtaagttgg
cacttcgecag
ttttggegaa
ataagatcac
acatatgagt
categggege
tggcggatty
tgatgeegtg
aaacaaggca
gcgttateeg

gggeatette

gcaacatage
aagcgatcta
ggcgggegat
cggcaagatc
acatcagecc
gecogetogt
actgcttggt

gcacgcagea
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agagecggcecyg
tgtgcagete
tgeegttgat
tacgaatgge
ggtgtgetge
ggactgateg
tggtecaggte
ggagttgtct
gcetttgegg
cectecactege
cteggegtgg
ccctatggygy
tatctcgaga
aagagcctte
gacattgtgg
ccagaggegg
cggagaacga
gcggateggy
ttectatact
<210> 4

<211> 99
<212> ADN

ccaccgeggy
catcageaaa
cgtgetatga
gaaaagcoga
tggtccacag
aggccctgeg
tggacgacga
ctgacacatt
cageggggec
ctgeaagece
gacacgatgce
tgecgagaca
atgaccactg
agaaggaagg
cgacageect
gatgcgaaga
gatgacgttg
gattgtottt

ttetagagaa

<213> Secuencia artificial

<220>
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aagttcctat
aggggatgat
tcgactgatg
gctcatcggt
ctecttcegt
tgetgcgetg
geagttogat
ctggegeetg
acaggcagagqg
ggtcgocegt
caacacgacyqg
ctgcaceatt
ctgtgagcge
tccagteggt
gyggtcaacty
atgcgatgce
gaggggcaaqg
ctteageteg

taggaacttc

<223> Secuencia de nucleétido

<400> 4

actttctaga
aagtttatca
tecatcagegg
cagcttctea
agegtcogge
ggtccgggag
cetgecacgt
ccaaatgtaa
cagatcatct
gtccatgaac
ctgcatcttyg
cttcaggatg
tttgecttgg
catgecctttg
ggccgagatc
gctcgecagt
gtcgecgetga
ctgatgatat

gcatgecacge

gaataggaac
¢caccgacta
tggagtgcaa
accttggggt
cectecgaaga
ggacgctcgt
cgecegttac
agegcagege
ctgateccatt
tagatgggea
ccgagttgat
gcaagttggt
cggacaggty
cteggttgat
cgttgatctt
cgattggetg
ttgectggggc
gctgacgete

agcatatge

ttegggttea
tttgcaacag
tgtegtgeaa
tacceoeegge
tgggccactt
catgceocteg
accggacett
ccatecattt
goceatgeca
ggtacttetc
ggcaaaggtt

acgegtcogat

getoaaggag

ccgeteccge
cctgeatecy
agctcatgay
aacacgtgga

aatgccgaag

aagcttgegg cegeggggtt aattaaccte cttagtttaa acctaggeat gectcetagag

gatcecceggg taccgagete gaattacctg caggaattce

<210>5
<211> 2508
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétido

<400> 5
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ttaattaatg
aaaactggat
agaaaatcog
tecegattggt
cotgattaac
ggcaatggtt
ccaggatctg
tagecacatyg
tetgagecat
tggtgatggt
caacccgaaa
caatcegace
gggttatagt
actggcagcea
cegtgaagat
tctgccgaaa
taaaggtatg
caaaaacatg
cctgtttaat

aatgegtatg

cateatcace
aaatggtgge
ctgtttageg
cattggggoa
aaatataacc
gttccgaget
gaaggtatga
accgcacaga
geaaccggty
gaagcagaaa
aacgatggtg
ctgtttgeac
cegegttata
gaagtttttg
aatcgctate
ggttogggty
ccgatcgaac
ggcaccctge
gcagatggta

gcaagcaatc
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accatcacat
gtgcageaac
ttaceggeac
cegttagegy
agaaaatgtt
atctggatgyg
gecgtetgtt
caccgggtag
caattetgga
ccggtooget
ccattetgee
gtaccagtga
ttgaaaacga
acaaagoecat
agaatggtga
gtectegtta
atagettteg
cggaatttgt
gcctgaaaga

cggttaccaa

gaccgaatat
ctatetgggt
ccecgattaaa
tcagacecttt
ttatatgggt
tagotatace
tazacgtttt
cctgeatgaa
tcagececggaa
gatgaccage
gattctggat
tgttgatata
tgacatccat
tgaagatate
aattccggea
taatgattgg
tgcacatcayg
taaatggatyg
agaactgege

tggtggtgtt
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aacagcegaag
gcaggtatga
gcagaaaatc
ctgtatgcac
ggtcegggte
gaagcatate
agcttteegyg
ggtggtgaac
caaattgeat
tggeatagea
ctgaatggcet
cgcaaatttt
gactacatgg
catcagatte
tggeegattg
ageggtocga
gttcecgetge
accagctate
gattttgecac

gattatagea

cctatetgaa
tttttetgaa
tgaaagccaa
atgcaaatcyg
a;qqtggtca
cggaaattac
gtggtattgg
tgggttatgt
ttgecagttgt
tcaaatttat
ttaaaatcag
tcgaaggtet
cctatcataa
agaaagatgc
ttattgcacy
aatttgatgy
cgctgagcag
agceoggaaac
cgaaaggtga
atotggttet
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geeggattgy
ggataccaat
actgaacceog
ggagatgttt
gtttattagt
ttggetggaa
tetgagtgtt
tcagaaatgy
gcaggatcat
aaaaagcgat
tgatecgtgca
tcagcagtgg
tgattaggea
tgcagaaccy
ggocaaattt
actgaatcaa
tacaceggtt
gcgtggtcat
ctatgatatg
ggttotgtat
ggaacgtace
atttaccgaa
<210> 6

<211> 86
<212> ADN

caagaatttg
gataatatgg
acccgtttte
aaagtgacca
ccggaaggte
ggttatacec
gttgatageca
cgtecatgatt
aatggttata
tttattegte
tttcaggate
tttaccaaag
agcaccogoaa
accattgaaa
cgetatgtta
gaacgcegaac
atttttggtt
gatggtctga
cgtgtttata
gtgaategta
ctggtgaaac

tgggtttgga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétido

<400> 6
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caaatccgat
atatgaacgt
gtctgtttgg
ateoegteagtg
geattattga
tgaccggtcg
tgctgaccca
atccgagccﬁ
cccatcaaga
agtatectgec
gcagcaaaat
aagaagcaga
aagatggtga
ccctggecage
atgttgttga
tgagtgatga
ttcatggcta
ttgttecatgg
gegaactgga
aagttaatca
attttgaagt

gcgatctgaa

tagcgaaaac
gctgagcaaa
tccggatgaa
gatgcaggtt
tagccagetg
taccggtgtt
gcactttaaa
gaatgttatt
tecgggtaty
tgcagatggt
taaccatatt
aaaactggcc
agcecgttgat
actgecatctg
actgggtegt
agagttcgaa
tgaagatctg
ttatcgtgaa
tegtttteat
gggtetggee
tacccgtaat

aaagtaatga

aatcgtggta
tatttcgecg
accatgagca
atcaaaaatc
agegaacatc
tttgcaaget
tggattaegte
agcaccagca
ctgacceate
aataccctgce
gttgcaagca
accgatggta
ctggtttttg
gttaatgaag
ctgcagaaaa
aaatactttg
atcgagagca
gatggtgata
caggcaattg
aaagcattta
gaaggegttg

geggecge

aactgctgec
aaattgttaa
ategtttttg
cgaacgatga
aggcagaagg
atgaaagttt
aggcagcaga
cegtttttea
tggcagagaa
tggcogtttt
aacagcctcg
ttgcaaccat
caagtgccgg
tttttecgea
agaaaggtge
gtecgagegy
tecttttatea
ttaccaccac
atgcaatgca
ttgatcgtat

atattcegga

gaattegage toggtacecyg gggatoctcot agaggeatge ctaggtttaa actaaggagg

ttaattaace cegeggeege aagett

<210>7
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétido
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<400>7
ggttcaattc ttcctttagc ggc

<210> 8

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 8
ccgcaaaaac gacatccgge acg

<210>9

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 9

caagtatace ctggettaag tacegggtta gttaacttaz ggagaatgac agagcoggecy

ccaccgcegag

<210> 10

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 10

gcaaaaaaac getacaaaaa tgocegatcoe togatoggge attttgactt geatatgetg

cgtgcatgeg

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 11
ccgcactttg cgcegcttttc cc

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 12
ggtgattttc agtgaggtct cccc

<210> 13

ES 2554 814 T3
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<211>70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtido

<400> 13

agacttoegy caacagattt cattttgeat teccaaagiic agaggtagtc agagcggcceg 60

ccaccgeoggg 70

<210> 14

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 14
gecttectgtca toggtttcag ggtaaaggaa tetgectttt tecgaaatca gcatatgetg 60
cgtgeatgog 70

<210> 15

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 15
ggcgctcacg atcttcgcac gegge 25

<210> 16
<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 16
ccgcctcata ttgctgacaa agtgcge 27

<210> 17

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 17
actttccget gattcocggtge cagactgaaa tcagectata ggaggaaatg agageggeceg 60

ceacegegay 70

<210> 18
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<211>70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 18

gttgccgaca ggttggtgat gattcccocceca atgetggggg aatgtttttg geatatgetg

cgtgeatgeg

<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 19
ccacagcgac caggcagtgg tgtgtcc

<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 20
gcactttggg taagccccga aacc

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 21
ccattcaggc tgcgcaactg

<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 22
gcgcgttggce cgattcatta atge

<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido
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<400> 23
caatccgacc ctgtttgcac gtac 24

<210> 24

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 24
gctgecggat accaatgata atatgg 26

<210> 25

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 25
ccatattatc attggtatcc ggcage 26

<210> 26

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 26
cccgggggat ccagaattta aaaggaggga tt

<210> 27

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 27
ctcgaggata tcaagaattc tttttaaaca gccatgggtc

<210> 28

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 28
tgtaaaacga cggccagt 18

<210> 29

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtido

32

50

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2554 814 T3

<400> 29
caggaaacag ctatgacc 18

<210> 30

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 30
ctcgaggata tcaggaaggt gacttttatg ttaaagg 37

<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 31
gcatgcgtcg acattaaaaa aataagagtt acc 33

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 32
cctcacggca aagtctcaag c 21

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 33
gccatgggtc taagttcatt gg 22

<210> 34

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 34
catgatttta aggggggtac catatgcata agtttaa 37

<210> 35

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido
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<400> 35
gttattttta aggatccttt ttagcacttt tctage

<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 36
ggcagaaagg gagaaactgt ag

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 37
tggaaagaat acgtgcaggc gg

<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 38
gattacgcca agcttgcatg cc

<210> 39

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 39
ccggcctcat ctacaatact acc

<210> 40

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 40
cccattattg ctgggtcaac tcc

<210> 41

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido
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<400> 41
cccggtacct cattactttt tcagatcgcet ccaaaccc 38

<210> 42

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtido

<400> 42
ggggaattca ggaggtgtac tagatgcatc atcaccacca tcacatgacc

<210> 43

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 43
ccatagctcc acccatacca gagagce 26

<210> 44

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 44
gctattatta cgtcagcatc tectge 26

<210> 45

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 45
gcaggcgaag ttaatggegt gc 22

<210> 46

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 46
gatacggggt aacagataaa ccatttc 27

<210> 47

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido
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<400> 47
ccctttetge ctttaattac tacagg

<210> 48

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 48
gcatcaggat taaatgactg tgcagc

<210> 49

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 49
ggactagcgc ccattccaac tattcc

<210> 50

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 50
gctgcaaggc gattaagttg ggtaacgcc

<210> 51

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 51
gcattgcgtg tacaagagta acgag

<210> 52

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 52
cctgtccaag cttcatgtac gg

<210> 53

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido
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<400> 53

gogcaagate atgttaccgg taazataace ataaaggata agegoagata geatatgetg

cgtgeatgeg

<210> 54

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido

<400> 54
cgcctgtaac cggagctcat aggg 24
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REIVINDICACIONES
1. Un microorganismo recombinante caracterizado porque:

a) tiene actividad de fosfocetolasa;

b) (i) tiene una ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMPP) disminuida o inactivada por inactivacion del gen o
genes que codifica(n) fosfofructoquinasa o por estar modificado genéticamente para reducir la actividad de
fosfofructoquinasa en comparacion con un microorganismo no modificado genéticamente; o

(i) no posee actividad de fosfofructoquinasa;

y

c) (i) tiene una rama oxidativa disminuida o inactivada de la ruta de fosfato de pentosa (PPP) por inactivacion del
gen o genes que codifica(n) glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o por estar modificado genéticamente para reducir
la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en comparacién con un microorganismo no modificado
genéticamente; o

(i) no posee actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

2. El microorganismo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado también porque:
d) tiene actividad de fructosa-1,6-bisfosfato fosfatasa.

3. El microorganismo recombinante de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que la EMPP esta disminuida o inactivada
adicionalmente por inactivacion del gen o genes que codifica(n) gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa o por estar
modificado genéticamente para reducir la actividad de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa en comparacién con
un microorganismo no modificado genéticamente.

4. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que se ha modificado
genéticamente para que tenga una actividad de fosfocetolasa incrementada.

5. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en las que dicho
microorganismo es un hongo.

6. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en las que dicho
microorganismo es una bacteria.

7. El microorganismo recombinante de la reivindicacién 6, en el que el gen o genes que codifica(n) para el
transportador de PTS dependiente de PEP se ha/han inactivado.

8. El microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado también porque
éste:

€) es capaz de convertir acetil-CoA en acetona.

9. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 8, caracterizado también porque éste:
f) es capaz de convertir acetona en isobuteno.

10. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 8, caracterizado también porque éste:
g) es capaz de convertir acetona en propeno.

11. Uso del microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para la conversion de
glucosa en acetil-CoA.

12. Uso del microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para la conversion de
glucosa en acetona.

13. Uso del microorganismo recombinante de la reivindicacion 9 para la conversion de glucosa en isobuteno.
14. Uso del microorganismo recombinante de la reivindicacion 10 para la conversion de glucosa en propeno.
15. Un procedimiento de produccion de acetona a partir de glucosa que comprende las etapas de:

cultivar el microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 en un medio apropiado; y
opcionalmente recuperar dicha acetona a partir del medio de cultivo.

16. Un procedimiento de produccion de isobuteno a partir de glucosa que comprende las etapas de:

cultivar el microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 9 en un medio apropiado; y
opcionalmente recuperar dicho isobuteno.
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17. Un procedimiento de produccion de propeno a partir de glucosa que comprende las etapas de:

cultivar el microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 10 en un medio apropiado; y
opcionalmente recuperar dicho propeno.
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FIGURA 1

Esquema 1. Produccidn de acetil-CoA a partir de glucosa-B-fosfato a

traves de la ruta de fosfocetolasa, Caso representativa 1

1a.1 2 D-glucosa-6-fosfato = 2 D-fructosa-B-fosfato (EC 5.3.1.9)

1h.) D-fructosa-B-fosfato + fosfato = fosfato de acetilo + D-eritrosa-4-
fosfato + H; O (EC 4.1.2.22)

1c.) D-eritrosa-4-fosfato + D-fructosa-6-fosfato = sedoheptulosa-7-fosfato
+ D-gliceraldehido-3-fosfato (EC 2.2.1.2)

1d.)] Sedoheptulosa-7-fosfato + D-gliceraldehido-3-fosfato = D-ribosa-5-
fosfato + D-xilulosa-5-fosfato (EC 2.21.1)

1e.) D-ribosa-5-fosfato = D-ribulosa-5-fosfato (EC 5.3.1.8)

1f.7 D-ribulosa-5-fosfato = D-xilulosa-5-fosfato (EC 5.1.3.1)

1g.7 2 D-xilulosa-5-fosfato + 2 fosfato = 2 fosfato de acetilo + 2 D-
gliceraldehido-3-fosfato + 2 H;O (EC 4.1.2.22 v/o EC 4.1.2.9)

1h.) 3 fosfato de acetilo + 3 Colh =3 acetil-CoA + 3 fosfato (EC 2.3.1.8)

1.1 2 D-glucosa-B-fosfato + 3 CoA = 3 acetil-CoA + 2 D-gliceraldehido-3-
fosfato + 3 H;O

Esquema 2. Produccidn de acetil-CoA a partir de glucosa-B-fosfato a

traves de la ruta de fosfocetolasa, Caso representativo 2

2a.) 2 D-glucosa-B-fosfato = 2 D-fructosa-6B-fosfato (EC 5.3.1.9)

2b.) D-fructosa-B-fosfato + D-gliceraldehido-3-fosfato = D-xilulosa-5-
fosfato + D-eritrosa-4-fosfato (EC 2.2.1.1)
2c.) D.-eritrosa-4-fosfato + D-fructosa-B-fosfato = sedoheptulosa-7-

fosfato + D-gliceradehido-3-fosfato (EC 2.2.1.2)
2d.) Sedoheptulosa-7fosfato + D-gliceraldehido-3-fosfato = D-ribosa-5-
fosfato + D-xilulosa-5-fosfato (EC 2.2.1.1)

2e.) D-ribosa-5-fosfato = D-ribulosa-5fosfato (EC 5.3.1.6)
2f.) D-ribulosa-5-fosfato = D-.xilulosa-5-fosfato (EC 5.1.3.1)

2.7 3 D-xilulosa-5-fosfato + 3 fosfato = 3 fosfato de acetilo + 3 D-
gliceraldehido-3-fosfato + 3 H;O (EC 4.1.2.9 yvfo EC 4.1.2.22)
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2h.) 3 fosfato de acetilo + 3 CoA =3 acetil-CoA + 3 fosfato (EC 2.3.1.8)

23 2 D-glucosa-b-fosfato + 3 CoA = 3 acetil-CoA + 2 D-gliceraldehido-3-
fosfato + 3 H; O
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