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DESCRIPCION
Cetol-acido reductoisomerasa que utiliza NADH

Esta solicitud reivindica el beneficio de las aplicaciones provisionales de EE.UU. 61/015346, presentada el 20 de
diciembre de 2007, y 61/109297 presentada 29 de octubre 2008.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a la evolucién de proteinas. Especificamente, las enzimas cetol-acido reductoisomerasa han
evolucionado para utilizar el cofactor NADH en lugar del NADPH.

Antecedentes de la invencion

Las enzimas cetol-acido reductoisomerasa son de naturaleza ubicua y estan involucradas en la produccion de valina
e isoleucina, rutas que pueden afectar a la sintesis biolégica de isobutanol. El isobutanol se produce
especificamente del catabolismo de L-valina como un subproducto de la fermentaciéon de la levadura. Es un
componente de "aceite de fusel" que se forma como resultado del metabolismo incompleto de los aminoacidos por
las levaduras. Después de que el grupo amino de la L-valina se cosecha como fuente de nitrégeno, el a-ceto-acido
resultante es descarboxilado y se reduce a isobutanol por las enzimas de la ruta de Ehrlich (Dickinson, et al., J. Biol.
Chem. 273, 25752-25756, 1998).

La adicién de L-valina exdgena para la fermentacion aumenta el rendimiento de isobutanol, como se describe por
Dickinson et al., supra, en donde se informa de que se obtiene un rendimiento de isobutanol de 3 g/l proporcionando
L-valina en una concentracion de 20 g/l en la fermentacion. Ademas, se ha mostrado la produccién de n-propanol,
isobutanol y alcohol isoamilico mediante células de Zymomonas mobilis inmovilizadas en alginato de calcio (Oaxaca,
et al., Acta Biotechnol., 11, 523-532, 1991).

Se mostraba un incremento en el rendimiento de alcoholes C3-C5 a partir de hidratos de carbono cuando se
afiadian los aminoacidos leucina, isoleucina y/o valina al medio de crecimiento como fuente de nitrégeno (WO
2005040392).

Mientras que los procedimientos descritos anteriormente indican el potencial de la produccién de isobutanol a través
de medios bioldgicos estos procedimientos tienen un coste prohibitivo para la produccion de isobutanol escala
industrial. La biosintesis de isobutanol directamente a partir de azlcares seria econémicamente viable y
representaria un avance en la técnica. Sin embargo, hasta la fecha las Unicas enzimas cetol-acido reductoisomerasa
(KARI) conocidas son aquellas que unen NADPH en su forma nativa, reduciendo la eficiencia energética de la ruta.
Una KARI que uniera NADH seria beneficiosa y mejoraria la productividad de la ruta biosintética de isobutanol
mediante la capitalizacion de la NADH producido por las rutas glucoliticas existentes y otras metabdlicas en las
células microbianas mas habitualmente utilizadas. El descubrimiento de una enzima KARI que puede utilizar NADH
como cofactor en lugar de NADPH seria un avance en la técnica.

La evolucion de enzimas que tienen especificidad para el cofactor NADH en lugar de por el NADPH es conocida por
algunas enzimas y se conoce normalmente como "intercambio/conmutacion de cofactor". Véase, por ejemplo
Eppink, et al. J. Mol. Biol., (1999), 292, 87-96, que describe la conmutacion de la especificidad del cofactor de p-
hidroxibenzoato hidroxilasa (PHBH) dependiente estrictamente de NADPH a partir de Pseudomonas fluorescens
mediante mutagénesis dirigida al sitio; y Nakanishi, et al., J. Biol. Chem., (1997), 272, 2218-2222, que describe el
uso de mutagénesis dirigida al sitio en una carbonilo reductasa de pulmén de ratdon en la que Thr-38 fue sustituida
por Asp (T38D) dando como resultado una enzima que tiene un aumento de 200 veces en los valores K, para
NADP(H) y una disminucién correspondiente de mas de 7 veces en aquellos de NAD(H). La conmutacion del co-
factor de conmutacion se ha aplicado a una variedad de enzimas que incluyen monooxigenasas (Kamerbeek, et al,
Eur J, Biochem, (2004), 271, 2107-2116); deshidrogenasas; Nishiyama, et al., J. Biol. Chem, (1993), 268, 4656-
4660; Ferredoxin-NADP reductasa, Martinez-Julvez, et al.,, Biophys. Chem, (2005), 115, 219-224); vy
oxidorreductasas (US2004/0248250).

Rane et al., (Arch. Biochem. Biophys., (1997), 338, 83-89) comentan la conmutacion del cofactor de una cetol-acido
reductoisomerasa aislada de E. coli dirigiendo cuatro restos a la enzima para la mutagénesis (R68, K69, K75, y
R76); sin embargo, se duda de la eficacia de este procedimiento.

Aunque los procedimientos citados anteriormente sugieren que es posible, por lo general, conmutar la especificidad
del cofactor entre NADH y NADPH, los procedimientos son especificos de la enzima y los resultados impredecibles.
El desarrollo de un cetol-acido reductoisomerasa que tiene una alta especificidad por NADH en lugar de por NADPH
mejoraria enormemente su eficacia en la ruta biosintética de isobutanol, sin embargo, no se ha informado de tal
enzima KARI.

Los solicitantes han resuelto el problema planteado identificando una serie de enzimas cetol-acido reductoisomerasa
mutante que tienen una preferencia por unir NADH en lugar de NADPH.
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Compendio de la invencion

La invencion se refiere a un procedimiento para la evolucion de enzimas de cetol-acido reductoisomerasa (KARI)
desde unir el cofactor NADPH hasta unir NADH. El procedimiento implica la mutagénesis de ciertos restos
especificos en la enzima KARI de ellos para producir la conmutacién del co-factor.

Por consiguiente, la invencion proporciona una enzima cetol-acido reductoisomerasa como se expone en la ID de
SEC N°: 17 en donde

a) el resto 52 se muta; o
b) los restos 47, 50 y 52 se mutan; o

c) el resto 52 y al menos un resto seleccionado del grupo que consiste en 24, 33, 53, 61, 80, 115, 156, 165y 170 se
mutan; o

d) los restos 47, 50, 52 y al menos un resto seleccionado del grupo que consiste en 24, 33, 53, 61, 80, 115, 156, 165
y 170 se mutan; y

en donde dicha enzima cetol-acido reductoisomerasa tiene una preferencia por unir NADH en lugar de por NADPH,
y

en donde dicha mutacién es una sustitucion de aminoacidos.

En una realizacion de dicha invencién, la enzima comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la ID
de SEC N°: 29. También se describe en el presente documento una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante
que comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la ID de SEC N°: 29

Alternativamente, la invencién proporciona una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante que tiene la secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la ID de SEC N° 19, 24, 25, 26, 27, 28, 67, 68, 69 y 70.

También se describe en el presente documento una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante como se expone
en la ID de SEC N°: 17 que comprende al menos una mutaciéon en un resto seleccionado del grupo consistente en
24,33, 47, 50, 52, 53, 61, 80, 115, 156, 165y 170.

En una realizacién especifica, la invencion proporciona una enzima cetol-acido reductoisomerasa como se expone
en la ID de SEC N°: 17 en la que el resto en la posicion 52 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del
grupo que consiste en A, C, D, G, H, N, y S.

En algunas realizaciones,

a) el resto en la posicién 47 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
F,.G ILL,N,PeY;

b) el resto en la posicién 50 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
E,F,G,M,N,VyW;y

c) el resto en la posicion 52 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
G,H,N,yS.

En algunas realizaciones, en la enzima cetol-acido reductoisomerasa de la invencion

a) el resto en la posicién 156 tiene una sustitucion de aminoacidos de V;

=2

el resto en la posicion 165 tiene una sustituciéon de aminoacidos de M;

O

d

)

)

) el resto en la posicién 61 tiene una sustitucion de aminoacidos de F;

) el resto en la posicion 170 tiene una sustitucion de aminoacidos de A;
)

e) el resto en la posicidon 24 tiene una sustitucién de aminoacidos de F;
f) el resto en la posicién 33 tiene una sustitucion de aminoacidos de L;
g) el resto en la posicion 80 tiene una sustitucion de aminoacidos de I;
h) el resto en la posicion 115 tiene una sustitucion de aminoacidos de L; y

i) el resto en la posicion 53 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, H, |y
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En otra realizacion, la invencién proporciona un procedimiento para la evolucion de una enzima cetol-acido
reductoisomerasa que une NADPH a una forma que utiliza NADH que comprende:

a) proporcionar una enzima cetol-acido reductoisomerasa que utiliza NADPH que tiene una secuencia de
aminoacidos nativa especifica;

b) identificar un resto de conmutacién del cofactor en la enzima de a) basado en la secuencia de aminoacidos de la
enzima cetol-acido reductoisomerasa Pseudomonas fluorescens como se expone en la ID de SEC N°: 17 en la que
el resto de conmutacion del cofactor en la ID de SEC N°: 17 esta en la posicion 52;

c) crear una mutacion en el resto de conmutacion del cofactor identificado en b) para crear una enzima mutante en la
que dicha enzima mutante ligue NADH.

También se describe en el presente documento un procedimiento para la evoluciéon de una enzima cetol-acido
reductoisomerasa que une NADPH a una forma que utiliza NADH que comprende:

a) proporcionar una enzima cetol-acido reductoisomerasa que utiliza NADPH que tiene una secuencia de
aminoacidos nativa especifica;

b) identificar los restos de conmutacién del cofactor en la enzima de a) basado en la secuencia de aminoacidos de la
enzima cetol-acido reductoisomerasa Pseudomonas fluorescens como se expone en la ID de SEC N°: 17 en la que
los restos de conmutacion del cofactor estan en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 24, 33, 47,
50, 52, 53, 61, 80, 115, 156, 165y 170;

c) crear mutaciones en al menos uno de los restos de conmutacion del cofactor de b) para crear una enzima mutante
en la que dicha enzima mutante ligue NADH.

En otra realizacion alternativa, la invencién proporciona un procedimiento para la producciéon de isobutanol, que
comprende:

a) proporcionar una célula anfitriona microbiana recombinante que comprende los siguientes constructos genéticos:

i) al menos un constructo genético que codifica una enzima acetolactato sintasa para la transformaciéon de
piruvato en acetolactato;

ii) al menos un constructo genético que codifica una enzima cetol-acido reductoisomerasa de la invencion;

iii) al menos un constructo genético que codifica una acetohidroxiacido deshidratasa para la transformacion de
2,3-dihidroxiisovalerato en a-cetoisovalerato (ruta de la etapa c);

iv) al menos un constructo genético que codifica una cetoacido descarboxilasa de cadena ramificada, para la
transformacion de a-cetoisovalerato en isobutiraldehido (ruta de la etapa d);

v) al menos un constructo genético que codifica un alcohol deshidrogenasa de cadena ramificada para la
transformacion de isobutiraldehido en isobutanol (ruta de la etapa e); y

b) cultivar la célula anfitriona de (a) en condiciones en las que se produzca iso-butanol.
Breve descripcion de las descripciones de las secuencias de las figuras

La invencion puede ser entendida mas completamente a partir de la siguiente descripcion detallada, las Figuras y las
descripciones de las secuencias que se adjuntan, que forman parte de esta solicitud.

Figura 1 - Muestra cuatro diferentes rutas de biosintesis de isobutanol. Las etapas marcadas "a", "b", "c", "d", "e", "f",
"g", "h", "i", "j" y "k" representan las transformaciones de substrato a producto que se describen a continuacion.

Figura 2 - Alineamiento multiple de secuencias (MSA) de enzimas KARI de diferentes fuentes. (a) MSA entre tres
enzimas KARI que requieren NADPH; (b) MSA entre PF5-KARI y otras enzimas KARI, con especificidad promiscua
de nucleétidos, donde MMCS5 - es de Methanococcus maripaludis C5; MMS2 - es de Methanococcus maripaludis S2;
MNSB - es de Methanococcus vanniellii SB; ilv5 - es de Saccharomyces cerevisiae ilvs; KARI-D1 - es de Sulfolobus
solfataricus P2 ilvC; KARI-D2 - es de Pyrobaculum aerophilum P2ilvC; y KARI-S1 es de Ralstonia solanacearum
GM11000 ivIC.

Figura 3 - Interaccion de bucle de union fosfato con NADPH basado en el modelado de homologia.

Figura 4 - Actividades KARI de mejor desempefio de la biblioteca C que utilizan cofactores NADH frente a NADPH.
La actividad y la desviacion estandar se derivaron de experimentos triples. La informacién de la mutacion es la
siguiente: C3A7 = R47Y/S50A/T52D/V53W; C3A10 = R47Y/S50A/T52G/V53W; C3B11 = R47F/S50A/T52D/V53W;
C3C8 = R47G/S50M/T52D/V53W; y C4D12 = R47C/S50MT52DN53W
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Figura 5 - (a) Actividades KARI de mejor desempefio de las bibliotecas E, F y G que utilizan cofactores NADH frente
a NADPH. (b) actividades KARI de control positivo frente a Pf5-ilvC de tipo silvestre que utilizan cofactores NADH.
La actividad y la desviacion estandar se derivaron de al menos tres experimentos paralelos. "Wt" representa el tipo
silvestre de Pf5-ilvC y "Neg" significa control negativo.

Los experimentos de las reacciones NADH y NADPH en (a) duraron 30 minutos; en (b) duraron 10 minutos.

Figura 6 - Actividades de mejor desempefio de la biblioteca H que utilizan cofactores NADH frente NADPH. La
actividad y la desviacion estandar se derivaron de experimentos ftriples. La informacion de la mutacion es la
siguiente: 24F9 = R47P/S50G/T52D; 68F10 = R47P/T52S; 83G10 = R47P/S50D/T52S; 39G4 = R47P/S50C/T52D;
91A9 = R47P/S50CT52D; y C3B11 = R47F/S50A/T52D/V53W

Figura 7 - Termoestabilidad de PF5-ilvC. La actividad restante de la enzima después de calentar a ciertas
temperaturas durante 10 min era el numero promedio de experimentos triples y se normalizé a la actividad medida a
temperatura ambiente.

Figura 8 - Alineamiento multiple de secuencias entre 5 moléculas KARI que existen en la naturaleza. Las posiciones
resaltadas en negrita y gris fueron identificados por PCR propensa a error y de las posiciones solo resaltadas en gris
fueron objeto de mutagénesis.

Figura 9 - Alineamiento de las veinticuatro secuencias KARI funcionalmente verificadas. El motivo GxGXX(G/A)
involucrado en la union de NAD(P)H se indica debajo del alineamiento.

Figura 10 - Un ejemplo del alineamiento de Pf5-KARI Pseudomonas fluorescens para el perfil HMM de KARI. Las
once posiciones que son responsables de conmutacién del co-factor estan en negrita y sombreadas en gris.

Tabla 9-es una tabla del perfil HMM de las enzimas KARI descritas en el Ejemplo 5. Los once posiciones en el perfil
HMM que representan las columnas en el alineamiento que corresponden a las once posiciones de conmutacion del
cofactor en Pf-5-KARI Pseudomonas fluorescens estan identificadas como posiciones 24, 33, 47, 50, 52, 53, 61, 80,
115, 156 y 170. Las lineas correspondientes a estas posiciones en el archivo de modelo se resaltan en amarillo. La
Tabla 9 se presenta adjunta electronicamente.

Las siguientes secuencias se ajustan a 37 C.F.R. 1.821-1.825 ("Requisitos para las solicitudes de patente que
contienen secuencias de nucleotidos y/o divulgaciones de secuencias de aminoacidos - las Reglas de Secuencias")
y son compatibles con la Norma ST.25 (1998) de la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) y los
requisitos del listado de secuencias de los de EPO y PCT (Reglas 5.2 y 49.5 (a-bis), y la Seccion 208 y el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas). Los simbolos y formato utilizados para los datos de secuencias de nucleétidos
y aminoacidos cumplen con las reglas establecidas en 37 CFR §1.822.

Tabla 1

Cebadores de oligonucledtidos utilizados en esta invencion

Cebadores de oligonucleétidos utilizados en esta invencion

ll\llj de SECUENCIA | SECUENCIA Descripcion

0.

1 TGATGAACATCTTCGCGTATTCGCCGTCCT Cebador inverso para el

vector pBAD

2 GCGTAGACGTGACTGTTGGCCTGNNTAAAGGCNN bCiEﬁgtde%; dgecto de
GGCTNNCTGGGCCAAGGCT GAAGCCCACGGCTTG

3 GCGTAGACGTGACTGTTGGCCTGNNTAAAGGCTCG bclgﬁgtde%; diErectO de
GCTACCGTTGCCAAGGCTGAAGCCCACGGCTTG

4 GCGTAGACGTGACTGTTGGCCTGCGTAAAGGCNNT Cebador directo de
GCTACCGTTGCCAAGGCTGAAGCCCACGGCTTG biblioteca F

5 GCGTAGACGTGACTGTTGGCCTGCGTAAAGGCTCG bCiﬁﬁgfe%; dgecto de
GCTNNTGTTGCCAAGGCTGAAGCCCACGGCTTG

6 GCGTAGACGTGACTGTTGGCCTGNNTAAAGGCNNT | Sepador directo de
GCTNNTGTTGCCAAGGCTGAAGCCCACGGCTTG

7 AAGATTAGCGGATCCTACCT Cebador de secuenciacion
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Cebadores de oligonucleétidos utilizados en esta invencion

ID de SECUENCIA | SECUENCIA Descripcion
No.
(directo)
8 AACAGCCAAGCTTTTAGTTC Cebador de secuenciacion
(inverso)
20 CTCTCTACTGTTTCTCCATACCCG pBAD_266-021308f
21 CAAGCCGTGGGCTTCAGCCTTGGCKNN PF5_53Mt022908r
22 CGGTTTCAGTCTCGTCCTTGAAG pBAD_866-021308
49 GCTCAAGCANNKAACCTGAAGG pBAD-405-C33_090808f
50 CCTTCAGGTTKNNTGCTTGAGC pBAD-427-C33_090808r
51 GTAGACGTGNNKGTTGGCCTG pBAD-435-T43_090808f
52 CAGGCCAACKNNCACGTCTAC pBAD-456-T43_090808r
53 CTGAAGCCNNKGGCNNKAAAGTGAC pBAD-484-
H59L61_090808f
54 GTCACTTTKNNGCCKNNGGCTTCAG pBAD-509-
H59L61_090808r
55 GCAGCCGTTNNKGGTGCCGACT pBAD-519-A71_090808f
56 AGTCGGCACCKNNAACGGCTGC pBAD-541-A71_090808r
57 CATGATCCTGNNKCCGGACGAG pBAD-545-T80_090808f
58 CTCGTCCGGKNNCAGGATCATG pBAD-567-T80_090808r
59 CAAGAAGGGCNNKACTCTGGCCT pBAD-608-A101_090808f
60 AGGCCAGAGTKNNGCCCTTCTTG pBAD-631-A101_090808r
61 GTTGTGCCTNNKGCCGACCTCG pBAD-663-R119_090808f
62 CGAGGTCGGCKNNAGGCACAAC pBAD-685-R119_090808r

Las secuencias adicionales utilizadas en la aplicacion se enumeran a continuacion. En esta divulgacion se utilizan
los nombres abreviados de los genes entre paréntesis.

ID de SEC N° 9: Methanococcus maripaludis C5-ilvC (MMC5) - Numero de Acceso al Banco de Genes
NC_009135.1 Region: 901034..902026

ID de SEC N° 10: es la Methanococcus maripaludis S2-ilvC (MMS2) - Numero de Acceso al Banco de Genes
NC_005791.1 Region: 645729..646721

ID de SEC N° 11: es la Methanococcus vannielii SB-ilv5 (MVSB) - Numero de Acceso al Banco de Genes
NZ_AAWX01000002.1 Regién: 302214..303206

ID de SEC N°: 12: es la Saccharomyces cerevisiae ilv5 (ilv5) - Nimero de Acceso al Banco de Genes NC_001144.4
Regioén: 838065..839252

ID de SEC N°: 13: es la Sulfolobus solfataricus P2 ilvC (KARI-D1) - Numero de Acceso al Banco de Genes
NC_002754.1 Region: 506253..507260

ID de SEC N°: 14: es la Pyrobaculum aerophilum str. IM2 ilvC (KARI-D2) - Nimero de Acceso al Banco de Genes
NC_003364.1 Region: 1976281..1977267

ID de SEC N°: 15: es la Ralstonia solanacearum GMI1000 ilvC (KARI-S1) - Numero de Acceso al Banco de Genes
NC_003295.1 Region: 2248264..2249280

ID de SEC N°: 16: es la Pseudomonas aeruginosa PAO1 ilvC - Numero de Acceso al Banco de Genes NC_002516
Regién: 5272455..5273471

ID de SEC N°: 17: es la Pseudomonas fluorescens PF5 ilvC - Niumero de Acceso al Banco de Genes NC_004129
Region: 6017379..6018395
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ID de SEC N°: 18: es la Spinacia oleracea ilvC (Spinach-KARI) - NUumero de Acceso al Banco de Genes NC_002516
Region: 1..2050.

ID de SEC N°: 19: es la secuencia de aminoacidos del mutante (Y24F/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/G170A) de la
proteina nativa ilvC de Pseudomonas fluorescens.

SEQ ID NO: 23 es la SEC de ADN del mutante (Y24F/R47Y/S50A/ T52D/V53A/L61 F/ G170A) de la proteina nativa
ilvC de Pseudomonas fluorescens.

ID de SEC N°: 24: es la SEC de aminoacidos de la ZB1 mutante (Y24F/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61 F/A156V)

ID de SEC N°: 25: es la SEC de aminoacidos de la ZF3 mutante (Y24F/C33L/R47YIS50A/T52D/V53A/L61F)

ID de SEC N°: 26: es la SEC de aminoacidos de la ZF2 mutante (Y24F/C33L/R47Y/S50AIT52D/V53A/L61 F/A156V)
ID de SEC N°: 27: es la SEC de aminoacidos de la ZB3 mutante (Y24F/C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/G170A)

ID de SEC N°: 28: es la SEC de aminoacidos del Z4B8 mutante
(C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A1L61F/T801I1A156V/G170A)

ID de SEC N°: 29: es una secuencia de aminoacidos de consenso que comprende todas las mutaciones puntuales
KARI verificadas experimentalmente basadas en la ID de SEC N°: 17.

ID de SEC N°: 30: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Natronomonas pharaonis DSM 2160

ID de SEC N°: 31: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

ID de SEC N°: 32: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
ID de SEC N 33: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Phaeospirilum molischianum

ID de SEC N°: 34: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4

ID de SEC N 35: es la secuencia de aminoacidos para KARI Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-1

ID de SEC N°: 36: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Campylobacter lari RM2100

ID de SEC N°: 37: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Marinobacter aquaeolei VT8

ID de SEC N°: 38: es la secuencia de aminoacidos para KARI Psychrobacter arcticus 273-4

ID de SEC N°: 39: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Hahella chejuensis KCTC2396

ID de SEC N 40: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Thiobacillus denitrificans ATCC25259

ID de SEC N 41: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Azotobacter vinelandii AvOP

ID de SEC N°: 42: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Pseudomonas syringae pv. syringae B728a
ID de SEC N°: 43: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000
ID de SEC N 44: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Pseudomonas putida KT2440

ID de SEC N 45: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Pseudomonas entomophila L48

ID de SEC N°: 46: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Pseudomonas mendocina ymp

ID de SEC N 47: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Bacillus cereus ATCC10987 NP_977840.1
ID de SEC N 48: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Bacillus cereus ATCC10987 NP_978252.1

ID de SEC N°: 63: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Escherichia coli-Numero de Acceso al Banco de
Genes P05793

ID de SEC N°: 64: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Marine Gamma Proteobacterium HTCC2207 -
Numero de Acceso al Banco de Genes ZP_01224863.1

ID de SEC N°: 65: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Desulfuromonas acetoxidans - Numero de Acceso
al Banco de Genes ZP_01313517.1

ID de SEC N°: 66: es la secuencia de aminoacidos para KARI de Pisum sativum (Pea) - Numero de Acceso al Banco
de Genes 082043
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ID de SEC N° 67: es la secuencia de aminoacidos para el mutante 3361 G8
(C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/T80I)

ID de SEC N°: 68: es la secuencia de aminoacidos del 2H10 mutante
(Y24F/C33L/R47Y/S50A/T52D/V531/L61F/T80I/A156V)

ID de SEC N°: 69: es la secuencia de aminoacidos del 1 D2 mutante
(Y24F/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/T801/A156V

ID de SEC N°: 70: es la secuencia de aminoacidos del 3F12 mutante
(Y24F/C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/T801/A156V).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a la generacion de enzimas KARI mutadas para usar NADH en lugar de NADPH.
Estas enzimas de co-factor conmutado funcionan de manera mas eficaz en los sistemas microbianos disefiados
para producir isobutanol. Isobutanol es un importante producto quimico industrial de entre los productos basicos con
una variedad de aplicaciones, donde su potencial como un combustible o un aditivo de combustible es
particularmente significativo. Aunque sélo un alcohol de cuatro carbonos, butanol tiene un contenido de energia
similar al de la gasolina y se puede mezclar con cualquier combustible fésil. Isobutanol esta favorecido como un
combustible o un aditivo del combustible, ya que produce sélo CO, y poco o ningun SOx o NOx cuando se quema en
un motor estandar de combustiéon interna. Ademas el butanol es menos corrosivo que el etanol, el aditivo de
combustible mas preferido hasta la fecha.

Las siguientes definiciones y abreviaturas se han de utilizar para la interpretacion de las reivindicaciones y de la
memoria descriptiva.

El término "invencién" o la expresion "presente invencion" como se utiliza en el presente documento esta destinado a
aplicarse en general a todas las realizaciones de la invencion descritas en las reivindicaciones como presentadas o
mas tarde modificadas y complementadas, o en la memoria descriptiva.

La expresion "ruta biosintética del isobutanol" se refiere a la ruta enzimatica para producir isobutanol. Rutas
biosintéticas de isobutanol preferidas se ilustran en la Figura 1 y se describen en el presente documento.

La expresion "ensayo de consumo de NADPH" se refiere a un ensayo enzimatico para la determinacion de la
actividad especifica de la enzima KARI, que implica medir la desaparicion del cofactor KARI, NADPH, de la reaccién
enzimatica.

"KARI" es la abreviatura de la enzima cetol-acido reductoisomerasa.

La expresion "proximidad cercana" cuando se refiere a la posicion de diversos restos de aminoacidos de una enzima
KARI con respecto al adenosil 2-fosfato de NADPH significa aminoacidos en el modelo tridimensional para la
estructura de la enzima que se encuentran a unos 4,5 A del atomo de fésforo del adenosil 2'-fosfato de NADPH
ligado a la enzima.

La expresion "Cetol-acido reductoisomerasa " (abreviado "KARI"), y "Acetohidroxiacido isomerorreductasa" se
utilizaran de forma intercambiable y se refieren a la enzima que tiene el nimero de la CE, EC 1.1.1.86 (Enzyme
Nomenclature 1992, Academic Press, San Diego). La cetol-acido reductoisomerasa cataliza la reaccién de (S)-
acetolactato a 2,3-dihidroxiisovalerato, como se describe mas completamente a continuacién. Estas enzimas estan
disponibles a partir de una serie de fuentes, que incluyen, pero no se limitan a E. coli con Numero de Acceso al
Banco de Genes NC-000913 REGION: 3955993..3957468, Vibrio cholerae con Numero de Acceso al Banco de
Genes NC-002505 REGION: 157441..158925, Pseudomonas aeruginosa con Numero de Acceso al Banco de
Genes NC-002516, (ID de SEC N°: 16) REGION: 5272455..5273471, y Pseudomonas fluorescens con Numero de
Acceso al Banco de Genes NC-004129 (ID de SEC N°: 17) REGION: 6017379..6018395. Como se utiliza en el
presente documento, la expresion "enzima cetol-acido reductoisomerasa de Clase I" significa la forma corta que
tiene tipicamente entre 330 y 340 restos de aminoacidos, y es distinta de la forma larga, llamada clase Il, que tiene
tipicamente aproximadamente 490 restos.

La expresion "acetolactato sintasa" se refiere a una enzima que cataliza la transformacién de piruvato en
acetolactato y CO». Acetolactato tiene dos estereoisomeros ((R)- y (S)-); la enzima prefiere el (S)-isémero, que se
produce mediante sistemas bioldgicos. Acetolactato sintasas preferidas son conocidas por el numero EC 2.2.1.6 9
(Enzyme Nomenclature 1992, Academic Press, San Diego). Estas enzimas estan disponibles a partir de una serie de
fuentes, que incluyen, pero no se limitan a Bacillus subtilis (N° en el Banco de Genes: CAB15618, 299122,
secuencia de aminoacidos NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica) y secuencia de nucleotidos NCBI,
respectivamente), Klebsiella pneumoniae (N° en el Banco de Genes: AAA25079 (ID de SEC N°: 2), M73842 (ID de
SEC N°: 1)), y Lactococcus lactis (N° en el Banco de Genes: AAA25161, L16975).

La expresion "acetohidroxiacido deshidratasa" se refiere a una enzima que cataliza la transformaciéon de 2,3-
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dihidroxi-isovalerato a a-cetoisovalerato. Las acetohidroxiacido deshidratasas preferidas son conocidas por el
numero EC 4.2.1.9. Estas enzimas estan disponibles a partir de en una amplia variedad de microorganismos, que
incluyen, pero no se limitan a E. coli (N° en el Banco de Genes: YP_026248, NC_000913, S. cerevisiae (N° en el
Banco de Genes: NP_012550, NC_001142), M. maripaludis (N° en el Banco de Genes: CAF29874, BX957219), y B.
subtilis (N° en el Banco de Genes: CAB14105, Z99115).

La expresion "oa-cetoacido descarboxilasa de cadena ramificada" se refiere a una enzima que cataliza la
transformacion de o-cetoisovalerato a isobutiraldehido y CO,. Las o-cetoacido descarboxilasas de cadena
ramificada preferidas son conocidas por el numero EC 4.1.1.72 y estan disponibles a partir de una serie de fuentes,
que incluyen, pero no se limitan a Lactococcus lactis (N° en el Banco de Genes: AAS49166, AY548760; CAG34226,
AJ746364, Salmonella typhimurium (N° en el Banco de Genes: NP-461346, NC-003197), y Clostridium
acetobutylicum (N° en el Banco de Genes: NP-149189, NC-001988).

La expresion "alcohol deshidrogenasa de cadena ramificada" se refiere a una enzima que cataliza la transformacion
de isobutiraldehido a isobutanol. Las alcohol deshidrogenasas de cadena ramificada preferidas son conocidas por el
numero EC 1.1.1.265, pero también pueden ser clasificadas bajo otras alcohol deshidrogenasas (especificamente,
EC 1.1.1.1 0 1.1.1.2). Estas enzimas utilizan NADH (nicotinamida adenina dinucleétido reducida) y/o NADPH como
donante de electrones y estan disponibles a partir de una serie de fuentes, que incluyen, pero no se limitan a S.
cerevisiae (N° en el Banco de Genes: NP-010656, NC-001136; NP-014051, NC-001145), E. coli (N° en el Banco de
Genes: NP-417484, y C. acetobutylicum (N° en el Banco de Genes: NP-349892, NC-003030).

La expresion "ceto acido deshidrogenasa de cadena ramificada" se refiere a una enzima que cataliza la
transformacién de a-cetoisovalerato a isobutiril-CoA (isobutiril-cofactor A), utilizando NAD" (nicotinamida adenina
dinucleotido) como aceptor de electrones. Las cetoacido deshidrogenasas de cadena ramificada preferidas son
conocidas por el numero EC 1.2.4.4. Estas cetoacido deshidrogenasas de cadena ramificada comprenden cuatro
subunidades, y las secuencias de todas las subunidades estan disponibles en una amplia variedad de
microorganismos, que incluyen, pero no se limitan a B. subtilis (N° en el Banco de Genes: CAB14336, Z99116;
CAB14335, 799116; CAB14334, 299116, y CAB14337, Z99116) y Pseudomonas putida (N° en el Banco de Genes:
AAAB5614, M57613; AAAB5615, M57613; AAAB5617, M57613, y AAA65618, M57613).

Los términos "keat" Y "Km" son conocidos por los expertos en la técnica y se describen en Enzyme estructure and
Mechanism, 22 ed. (Ferst; W.H. Freeman: NY, 1985; pag. 98-120). La expresion "k, @ menudo llamado el "nimero
de rotacion”, se define como el nimero maximo de moléculas de substrato transformadas a productos por sitio activo
por unidad de tiempo, o el nimero de veces que la enzima da la vuelta por unidad de tiempo. kcat = Vmax/[E],
donde [E] es la concentracion de la enzima (Ferst, supra). Los términos "rotacion total" y "nimero de rotacion total"
se utilizan en el presente documento para referirse a la cantidad de producto formado por la reaccién de una enzima
KARI con substrato.

La expresion "eficiencia catalitica" se define como la kea/Km de una enzima. La eficiencia catalitica se utiliza para
cuantificar la especificidad de una enzima por un substrato.

La expresion "molécula de acido nucleico aislada", "fragmento de acido nucleico aislado" y "construcciéon genética”
se usan de forma intercambiable y significara un polimero de ARN o ADN que es monocatenario o bicatenario, que
contiene opcionalmente, bases de nucledtidos sintéticas, no natural o alteradas. Un fragmento de acido nucleico
aislado en forma de un polimero de ADN puede estar compuesto de uno o mas segmentos de ADNc, ADN gendémico
o ADN sintético.

El término "aminoacido" se refiere a la unidad estructural quimica basica de una proteina o polipéptido. Las
siguientes abreviaturas se usan en el presente documento para identificar aminoacidos especificos:

Aminoacido Abreviaturas de tres letras Abreviaturas de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina Su H
Leucina Leu L
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Aminoacido Abreviaturas de tres letras Abreviaturas de una letra
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%

El término "Gen" se refiere a un fragmento de acido nucleico que es capaz de ser expresado como una proteina
especifica, incluyendo opcionalmente secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5' no codificantes) y que
siguen (secuencias 3' no codificantes) a la secuencia codificante. "Gen nativo" se refiere a un gen tal como se
encuentra en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que
no es un gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas en la
naturaleza. Por consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias
codificantes que se derivan de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de
la misma fuente, pero dispuestas de una manera diferente que la encontrada en la naturaleza. "Gen endégeno” se
refiere a un gen nativo en su localizacion natural en el genoma de un organismo. Un gen "foraneo" se refiere a un
gen que no se encuentra normalmente en el organismo anfitrién, pero que se introduce en el organismo anfitriéon por
transferencia génica. Los genes foraneos pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no nativo,
0 genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que ha sido introducido en el genoma por un procedimiento de
transformacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "Secuencia codificante" se refiere a una secuencia de
ADN que codifica una secuencia especifica de aminoacidos. "Secuencias reguladoras adecuadas" se refiere a
secuencias de nucledtidos localizadas aguas arriba (secuencias 5' no codificantes), dentro de, o aguas abajo
(secuencias 3' no codificantes) de una secuencia codificante, y que influyen en la transcripcion, en el procesamiento
del ARN o en la estabilidad, o en la traduccion de la secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras
pueden incluir promotores, secuencias lider de traduccion, intrones, secuencias de reconocimiento de
poliadenilacion, sitio de procesamiento del ARN, sitio de unién efector y estructura de bucle en horquilla.

La expresion "Promotor" se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresién de una secuencia
codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se encuentra en 3' a una secuencia promotora.
Los promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen nativo, o estar compuestos de diferentes elementos
derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN
sintéticos. Los expertos en la técnica entenderan que promotores diferentes pueden dirigir la expresion de un gen en
tejidos o tipos de células diferentes, o en diferentes etapas de desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones
ambientales o fisioldgicas. Los promotores que causan que un gen se exprese en la mayoria de los tipos de células
en la mayoria de veces se denominan comunmente "promotores constitutivos". Se reconoce ademas que, dado que
en la mayoria de los casos los limites exactos de las secuencias reguladoras no han sido completamente definidos,
fragmentos de ADN de diferentes longitudes puedan tener idéntica actividad promotora.

La expresion "unido operativamente" se refiere a la asociacidon de secuencias de acido nucleico en un Unico
fragmento de acido nucleico de modo que la funcion de una se ve afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor
estda unido operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de efectuar la expresion de esa
secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control de la transcripcion del promotor).
Las secuencias codificantes pueden unirse operativamente a secuencias reguladoras en orientacion sentido o
antisentido.

El término "expresion”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a la transcripcion y acumulacion estable
de derivados de ARN sentido (ARNm) o ARN antisentido derivados del fragmento de acido nucleico de la invencion.
Expresion también puede referirse a la traduccion de ARNm en un polipéptido.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "transformacién" se refiere a la transferencia de un
fragmento de acido nucleico en el genoma de un organismo anfitrion, dando como resultado una herencia
genéticamente estable. Organismos anfitrion que contienen los fragmentos de acido nucleico transformados se
denominan organismos "transgénicos" o "recombinantes" o "transformados".

Los términos "plasmido”, "vector" y "casete" se refieren a un elemento cromosémico extra que llevan a menudo
genes que no son parte del metabolismo central de la célula, y habitualmente en forma de fragmentos de ADN
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circulares de doble cadena. Tales elementos pueden ser secuencias de replicacion auténoma, secuencias que se
integran en el genoma, fago o secuencias de nucleétidos, lineales o circulares, de un ADN o ARN monocatenario o
bicatenario, derivadas de cualquier fuente, en el que una serie de secuencias de nucleétidos se han unido o
recombinado en una Unica construccion que es capaz de introducir un fragmento promotor y la secuencia de ADN en
un producto génico seleccionado junto con la secuencia no traducida 3' apropiada en una célula. "Casete de
transformacion” se refiere a un vector especifico que contiene un gen foraneo y que tiene elementos, ademas del
gen foraneo, que facilitan la transformacion de una célula anfitriona particular. "Casete de expresion" se refiere a un
vector especifico que contiene un gen foraneo y que tiene elementos, ademas del gen foraneo, que permiten una
realzada expresion de ese gen en un anfitrion foraneo.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "Degeneracion del codén" se refiere a la naturaleza en el
codigo genético que permite la variacion de la secuencia de nucleoétidos sin afectar la secuencia de aminoacidos de
un polipéptido codificado. El experto en la materia es muy consciente del "sesgo del codén" exhibido por una célula
anfitriona especifica en el uso de codones de nucleétidos para especificar un aminoacido dado. Por lo tanto, cuando
se sintetiza un gen para mejorar la expresion en una célula anfitriona, es deseable disefiar el gen de manera que su
frecuencia de uso de coddn se aproxime a la frecuencia de uso del codén preferida de la célula anfitriona.

La expresion "optimizado del codén" que se refiere a genes o regiones codificantes de moléculas de acido nucleico
para la transformacion de diversos anfitriones, se refiere a la alteracion de los codones en el gen o regiones
codificantes de las moléculas de acido nucleico para reflejar el uso de codones tipico del organismo anfitrion sin
alterar el polipéptido codificado por el ADN.

Técnicas estandar de ADN recombinante y de clonacion molecular utilizadas en el presente documento son bien
conocidas en la técnica y son descritas por Sambrook et al. (Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) (en
adelante "Maniatis"); y por Silhavy et al. (Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory Press Cold
Spring Harbor, NY, 1984); y por Ausubel, F.M. et al., (Current Protocols in Molecular Biology, publicado por Greene
Publishing Assoc. y Wiley-Interscience, 1987).

La presente invencion se refiere a una necesidad que surge en la produccién microbiana de isobutanol, donde la
enzima cetol-acido reductoisomerasa desempefia una funcién vital. Las enzimas cetol-acido reductoisomerasa de
tipo silvestre normalmente utilizan NADPH como su cofactor. Sin embargo, en la formacién de isobutanol un exceso
de NADH se produce por rutas metabdlicas auxiliares. La invencién proporciona enzimas KARI de Clase | mutantes
que han evolucionado para utilizar NADH como cofactor, superando el problema del cofactor y aumentando la
eficiencia de la ruta biosintética de isobutanol.

La produccion de isobutanol utiliza la ruta de la glucdlisis presente en el organismo anfitrién. Durante la produccion
de dos moléculas de piruvato a partir de glucosa durante la glucdlisis, existe una produccion neta de dos moléculas
de NADH a partir de NAD" por la reaccién de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Durante produccién posterior
de una molécula de isobutanol a partir de dos moléculas de piruvato, existe consumo neto de una molécula de
NADPH, por la reaccion de la KARI, y una molécula de NADH por la reaccion de isobutanol deshidrogenasa. La
reaccion global de la glucosa a isobutanol conduce asi a la produccion neta de una molécula de NADH y al consumo
neto de una molécula de NADPH. La intertransformacion de NADH con NADPH es generalmente lenta e ineficiente;
por ello, el NADPH consumido se genera por el metabolismo (por ejemplo, por la ruta del fosfato de pentosa) que
consume substrato en el proceso. Mientras tanto, la célula se esfuerza por mantener la homeostasis en la relacién
NAD*/NADH, lo que lleva al exceso de NADH producido en la produccién de isobutanol siendo consumido en la
reduccion excesiva de otros intermediarios metabdlicos; p. €j., mediante la produccion de lactato a partir de piruvato.
Por ello, el desequilibrio entre NADH producido y NADPH consumido por la ruta de isobutanol conduce a una
reduccioén en el rendimiento molar de isobutanol producido a partir de la glucosa de dos maneras: 1) la operacion
innecesaria de metabolismo para producir NADPH, y 2) reaccion excesiva de intermedios metabdlicos para
mantener homeostasis de NAD*/NADH. La solucién a este problema consiste es inventar una KARI que sea
especifica de NADH como su cofactor, de modo que ambas moléculas de NADH producidas en la glucdlisis sean
consumidas en la sintesis de isobutanol a partir de piruvato.

Enzimas de Cetol-acido reductoisomerasa (KARI)

Acetohidroxiacido isomerorreductasa o cetol-acido reductoisomerasa (KARI; EC 1.1.1.86) cataliza dos etapas en la
biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada y es una enzima clave en su biosintesis. KARI se encuentra en
diversos organismos y las comparaciones de las secuencias de aminoacidos entre especies han revelado que
existen 2 tipos de esta enzima: una forma corta (clase 1) que se encuentra en los hongos y en la mayoria de las
bacterias, y una forma larga (clase 1) tipica de las plantas.

Las KARI Clase | tienen tipicamente entre 330-340 restos de aminoacidos. Las enzimas KARI de forma larga tienen
alrededor de 490 restos de aminoacidos. Sin embargo, algunas bacterias tales como Escherichia coli poseen una
forma larga, en donde la secuencia de aminoacidos difiere apreciablemente de la que se encuentra en las plantas.
KARI esta codificada por el gen ilvC y es una enzima esencial en el crecimiento de E. coli y otras bacterias en un
medio minimo. Tipicamente KARI utiliza NADPH como cofactor y requiere un cation divalente tal como Mg** para su
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actividad. Ademas de utilizar acetolactato en la ruta valina, KARI también transforma acetohidroxibutanoato a
dihidroximetilpentanoato en la ruta de produccién de isoleucina.

Las KARI de Clase Il consisten, generalmente en un dominio N-terminal del resto 225 y un dominio C-terminal de
resto 287. El dominio N-terminal, que contiene el sitio de unién NADPH, tiene una estructura o/p y se asemeja a los
dominios encontrados en otras oxidorreductasas dependientes de piridina nucleétidos. EI dominio C-terminal
consiste casi en su totalidad de a-hélices y es de una topologia previamente desconocida.

La estructura cristalina de la enzima KARI de E. Coli a 2,6 A de resoluciéon ha sido resuelta (Tyagi, et al., Protein
Science, 14, 3089-3100, 2005). Esta enzima consiste en dos dominios, uno con estructura mixta a/f que es similar a
la encontrada en otras deshidrogenasas dependientes de piridina nucleétidos. El segundo dominio es principalmente
a-helicoidal y muestra una fuerte evidencia de la duplicacion interna. La comparacion de los sitios activos de KARI
de E. Coli, Pseudomonas aeruginosa, y espinaca mostraba que la mayoria de los restos en el sitio activo de la
enzima ocupan posiciones conservadas. Mientras que la KARI de E. Coli se cristalizaba como un tetramero, que es
probablemente la unidad probable biolégicamente activa, la KARI P. aeruginosa (Ahn, et al., J. Mol. Biol., 328, 505-
515, 2003) formaba un dodecamero y la enzima de la espinaca formaba un dimero. Las KARI conocidas son
enzimas lentas con un niimero de rotacion informado (keai) de 2 s” (Aulabaugh et al.; Biochemistry, 29, 2824-2830,
1990) o 0,12 s (Rane et al., Arch. Biochem. Biophys. 338, 83-89, 1997) para acetolactato. Los estudios han
demostrado que el control genético de la biosintesis de isoleucina-valina en E. coli es diferente de aquella en la Ps.
aeruginosa (Marinus, et al., Genetics, 63, 547-56, 1969).

Identificacion de sitios diana de aminoacidos para la conmutacién del cofactor

Se inform6 que los atomos de oxigeno del fosfato p2' del NADPH forman enlaces de hidrogeno con cadenas
laterales de Arg162, Ser165y Ser167 de la KARI de la espinaca (Biou V. et al The EMBO Journal, 16: 3405-3415,
1997). Se realizaron multiples alineamientos de secuencias, utilizando el vector NTI (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA),
con enzimas KARI de la espinaca, Pseudomonas aeruginosa (PAO-KARI) y Pseudomonas fluorescens (PF5-KARI).
Los sitios de union de NADPH se muestran en la Figura 2a. Los aminoacidos arginina, treonina y serina parecen
desempenar funciones similares en la formacion de enlaces de hidrégeno con los atomos de oxigeno de fosfato p2'
de NADPH en las enzimas de la KARI. Los estudios de Ahn et al (J. Mol Biol, 328: 505-515, 2003) habian
identificado tres sitios de unién de fosfato de NADPH (Arg47, Ser50 y Thr52) para Pseudomonas aeruginosa (PAO-
KARI) después de comparar su estructura con la de la KARI de la espinaca. Tomando como hipétesis que estos tres
sitios de union de fosfato de NADPH de las tres enzimas KARI utilizadas en la divulgaciéon se conservaran, Arg47,
Ser50 y Thr52 de PF5-KARI fueron direccionados como los sitios de unién fosfato para esta enzima. Esta hipdtesis
se confirmo, ademas, a través del modelado de homologia.

También se realizdéalineamiento multiple de secuencias entre PF5-ilvC y varias otras enzimas KARI con
especificidad de nucledtidos promiscua. Como se muestra en la Figura 2b, los aminoacidos de glicina (G50) y
triptéfano (W53), en otras enzimas KARI en la Figura 2b, siempre aparecen juntos como un par en las secuencias de
aquellas enzimas. Se asumid, por lo tanto, que el resto voluminoso de triptéfano 53 era importante en la
determinacion de la especificidad del nucleétido reduciendo el tamafio del bolsillo de unién de nucleétidos para
favorecer al nucleétido mas pequefio, NADH. La posicion 53 de PF5-ilvC fue, por lo tanto, elegida como diana para
la mutagénesis.

Varias genotecas de saturacion del sitio se prepararon conteniendo genes que codifican enzimas KARI mediante los
kits comercialmente disponibles para la generacion de mutantes. Los clones de cada biblioteca fueron cribados en
cuanto a la actividad KARI mejorada utilizando el ensayo de consumo de NADH descrito en el presente documento.
El cribado dio como resultado la identificacion de una serie de genes que tienen mutaciones que se pueden
correlacionar con la actividad KARI. La ubicacién de las mutaciones se identificaron utilizando la secuencia de
aminoacidos de la proteina PF5 ilvC Pseudomonas fluorescens (ID de SEC N° 17). Los mutantes que tienen
actividad KARI mejorada eran las que tenian mutaciones en las siguientes posiciones: 47, 50, 52 y 53. Las
mutaciones mas especificamente deseables incluian las siguientes sustituciones:

a) el resto en la posicidn 47 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
F.G, ILL,N,PeY;

b) el resto en la posicién 50 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
E,F,G,M,N,V, W,

c) el resto en la posicion 52 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
G,H,N, S;

d) el resto en la posicién 53 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, H, I,
W;

En otra realizacion, la mutagénesis adicional, utilizando PCR propensa a error, realizada en los mutantes
enumerados anteriormente identificé posiciones de mutacion como: 156, 165, 61, 170, 115 y 24. Mas
especificamente los mutantes deseables con menor K, para NADH contenia las siguientes sustituciones:
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e) el resto en la posicion 156 tiene una sustitucion de aminoacidos de V;
f) el resto en la posicién 165 tiene una sustitucion de aminoacidos de M;
g) el resto en la posicion 61 tiene una sustitucién de aminoacidos de F;
h) el resto en la posicion 170 tiene una sustituciéon de aminoacidos de A;
i) el resto en la posicion 24 tiene una sustitucion de aminoacidos de F; y
j) el resto en la posicion 115 tiene una sustitucion de aminoacidos de L.

En trabajos adicionales, se realizo el alineamiento multiple de secuencias de PF5-ilvC Pseudomonas fluorescens, de
ilvC1 y livC2 Bacillus cereus y de KARI de espinacas que permitié la identificacion de las posiciones 24, 33, 47, 50,
52, 53, 61, 80, 156 y 170 para posterior mutagénesis. Mas especificamente, se obtuvieron mutantes con mucha
menor Km para NADH. Estas mutaciones también se basan en la enzima KARI de Pseudomonas fluorescens, (ID de
SEC N°: 17) como una secuencia de referencia en la que la secuencia de referencia comprende al menos una
sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en:

k) el resto en la posicion 24 tiene una sustitucion de aminoacidos de fenilalanina;

1) el resto en la posicion 50 tiene una sustitucion de aminoacidos de alanina;

m) el resto en la posicion 52 tiene una sustitucion de aminoacidos de acido aspartico;
n) el resto en la posicion 53 tiene una sustitucion de aminoacidos de alanina;

0) el resto en la posicion 61 tiene una sustitucion de aminoacidos de fenilalanina;

p) el resto en la posicion 156 tiene una sustitucion de aminoacidos de valina;

q) el resto en la posicion 33 tiene una sustitucién de aminoacidos de leucina;

r) el resto en la posicion 47 tiene una sustitucion de aminoacidos de tirosina;

s) el resto en la posicion 80 tiene una sustitucion de aminoacidos de isoleucina;

t) el resto en la posicion 170 tiene una sustitucion de aminoacidos de la alanina.

La presente invencion incluye un polipéptido mutante que tiene actividad KARI, teniendo dicho polipéptido una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la ID de SEC N°: 24, 25, 26, 27 y 28.

Una secuencia de consenso para el ilvC mutante era generada a partir del alineamiento mdltiple de secuencias y se
proporciona como ID de SEC N° 29 que representa todas las mutaciones verificadas experimentalmente de la
enzima KARI basadas en la secuencia de aminoacidos de la enzima KARI aislada de Pseudomonas fluorescens, (ID
de SEC N°: 17)

Ademas la presente invencion describe posiciones de mutacion identificadas utilizando un perfil de Modelo Oculto de
Markov (HMM) construido basado en secuencias de 25 enzimas KARI Clase | y Clase Il funcionalmente verificadas.
El perfil HMM identificé las posiciones de mutacién 24, 33, 47, 50, 52, 53, 61, 80, 115, 156 y 170 (la numeracion se
basa en las secuencias de Pseudomonas fluorescens PF5 KARI). Por ello, el experto en la técnica comprendera que
las mutaciones en estas posiciones, asi como las comentadas anteriormente que han sido verificadas
experimentalmente daran lugar también a enzimas KARI que tienen la capacidad de unir NADH.

Cepas anfitrionas para ingenieria Kari

Dos cepas anfitrionas de E. coli TOP10, de Invitrogen y E. coli Bw25113 (AilvC, un gen desactivado ilvC), se
utilizaron para fabricar constructos que sobreexpresan la enzima KARI en esta divulgacion. En la cepa Bw25113,
todo el gen ilvC del cromosoma de E. Coli fue reemplazado por una casete de Kanamicina utilizando la tecnologia
de recombinacion de homologia rojo Lambda descrita por Kirill et al., (Kirill A. Datsenko y Barry L. Wanner, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU., 97, 6640-6645, 2000).

Homologia de modelado de PF5 KARI con substratos ligados

La estructura de PF5-KARI con NADPH ligado, acetolactato e iones magnesio fue construida basada en la
estructura cristalina de P. aeruginosa PAO1-KARI (PDB ID 1 NP3, Ahn H.J. et al, J. Mol. Biol., 328, 505-515, 2003),
que tiene el 92% de homologia de la secuencia aminoacidos con PF5 KARI. La estructura PAO1-KARI es un homo-
dodecamero y cada dodecamero consta de seis homo-dimeros con interfaz de dimero extensiva. El sitio activo de
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KARI se encuentra en esta interfaz dimero. El conjunto biolégico esta formado por seis homo-dimeros situados en
los bordes de un tetraedro dando como resultado un dodecamero muy simétrico de una simetria de 23 grupos
puntuales. Por simplicidad, sélo la unidad dimérica (monémero A y monémero B) fue construida para el modelo de
homologia de PF5-KARI en este estudio debido a que el sitio activo es en la interfaz del homo-dimero.

El modelo de dimero PF5-KARI fue construido en base a las coordenadas del monémero A y del mondémero B de
PAO1-KARI y la secuencia de PF5-KARI utilizando un visualizador PDB DeepView/Swiss (Guex, N. y Peitsch, MC
Electrophoresis 18: 2714-2723, 1997). Este modelo fue importado después para programar O (Jones, T.A. et al, Acta
Crystallogr. A 47, 110-119, 1991) en un sistema Silicon Graphics para su posterior modificacion.

La estructura de PAO1-KARI no tiene NADPH, substrato o inhibidor o magnesio en el sitio activo. Por lo tanto, la
estructura KARI de espinacas (PDB ID 1 yve, Biou V. et al., The EMBO Journal, 16: 3405-3415, 1997), que tiene
iones magnesio, NADPH e inhibidor (N-hidroxi-N-isopropiloxamato) en el sitio de unién del acetolactato, se utilizd
para modelar estas moléculas en el sitio activo. La KARI de plantas tiene homologia de secuencia muy pequefia con
PF5-KARI o con PAO1-KARI (identidad de aminoacidos < 20%), sin embargo, las estructuras en la region del sitio
activo de estas dos enzimas KARI son muy similares. Para superponer el sitio activo de estas dos estructuras KARI,
se utilizaron comandos LSQ_ext, LSQ_improve, LSQ_mol en el programa O para alinear el sitio activo de monémero
A de la espinaca KARI con el monémero A del modelo PF5 KARI. Las coordenadas de NADPH, dos iones magnesio
e inhibidor unido en el sitio activo de la espinaca KARI se extrajeron e incorporaron a la molécula A de PF5 KARI. Un
conjunto de las coordenadas de estas moléculas se generaron para el monémero B de PF5 KARI aplicando el
operador de transformacion de monémero A a monoémero B calculado por el programa.

Debido a que no hay NADPH en el sitio activo de la estructura cristalina PAO1 KARI, las estructuras de la region del
bucle de unidn de fosfato en el sitio de unién de NADPH (restos 44-45 en PAO1 KARI, 157-170 en Espinaca KARI)
son muy diferentes entre los dos. Para modelar la forma ligada NADPH, el modelo del bucle de unién de fosfato
PF5-KARI (44-55) fue sustituido por el de 1yve (157-170). Cualquier discrepancia de las cadenas laterales entre
estas dos se transformo en las de la secuencia de PF5-KARI utilizando el comando mutate_replace en el programa
0, y las conformaciones de las cadenas laterales sustituidas se ajustaron manualmente. El modelo completo PF5-
KARI dimérico ligado a NADPH/Mg/inhibidor fue mediante una vuelta de minimizacién de energia utilizando el
programa CNX (ACCELRYS San Diego CA, Burnger, A.T. y Warren, G.L., Acta Crystallogr., D 54, 905-921, 1998)
después de lo cual el inhibidor fue sustituido por el substrato, acetolactato (AL), en el modelo. La conformacion de
AL se ajustdé manualmente para favorecer la transferencia de hidruro de C4 de la nicotinamina de NADPH vy el
substrato. No se realizé ninguna minimizacion de energia adicional en este modelo (Coordenadas del modelo creado
para este estudio se adjuntan en un archivo de Word separado). Los restos en el bucle de unién a fosfato y sus
interacciones con NADPH se ilustran en la Figura 3.

Aplicacioén de un perfil de Modelo Oculto de Markov para la identificacion de posiciones de restos involucrados en la
conmutacion del cofactor en enzimas KARI

Los solicitantes han desarrollado un procedimiento para la identificacion de enzimas KARI y las posiciones de los
restos que estan involucradas en la conmutacion del cofactor NADPH por NADH. Para caracterizar estructuralmente
las enzimas KARI, se prepar6 un perfil de Modelo Oculto de Markov (HMM) como se describe en el Ejemplo 5
utilizando secuencias de aminoacidos de las 25 proteinas KARI con funcién verificada experimentalmente como se
indica en la Tabla 6. Estas KARI eran de Pseudomonas fluorescens Pf-5 (ID de SEC N°: 17), Sulfolobus solfataricus
P2 (ID de SEC N°: 13), Pyrobaculum aerophilum str. IM2 (ID de SEC N°: 14), Natronomonas pharaonis DSM 2160
(ID de SEC N°: 30), Bacillus subtilis subsp. subitilis str. 168 (ID de SEC N°: 31), Corynebacterium glutamicum ATCC
13032 (ID de SEC N°: 32), Phaeospririlum molischianum (ID de SEC N°: 33), Ralstonia solanacearum GMI1000 (ID
de SEC N°: 15), Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4 (ID de SEC N°: 34), Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-1 (ID de
SEC N°: 35), Campylobacter lari RM2100 (ID de SEC N°: 36), Marinobacter aquaeolei VT8 (ID de SEC N°: 37),
Psychrobacter arcticus 273-4 (ID de SEC N°: 38), Hahella chejuensis KCTC 2396 (ID de SEC N°: 39), Thiobacillus
denitrificans ATCC 25259 (ID de SEC N°: 40), Azotobacter vinelandii AvOP (ID de SEC N° 41), Pseudomonas
syringae pv. syringae B728a (ID de SEC N°: 42), Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 (ID de SEC N°: 43),
Pseudomonas putida KT2440 (proteina con ID de SEC N°: 44), Pseudomonas entomophila L48 (ID de SEC N°: 45),
Pseudomonas mendocina ymp (ID de SEC N°: 46), Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ID de SEC N°: 16), Bacillus
cereus ATCC 10987 (ID de SEC N°: 47), Bacillus cereus ATCC 10987 (ID de SEC N°: 48), y Spinacia oleracea (ID
de SEC N°: 18).

Ademas utilizando procedimientos descritos en esta solicitud, se pueden mencionar las secuencias de enzimas
KARI Clase Il tales como E. coli (ID de SEC N°: 63 - Numero de Acceso al Banco de Genes P05793), marine gamma
Proteobacterium HTCC2207 (ID de SEC N° 64 - Numero de Acceso al Banco de Genes ZP_01224863.1),
Desulfuromonas acetoxidans (ID de SEC N°: 65 - Numero de Acceso al Banco de Genes ZP_01313517.1) y Pisum
sativum (pea) (ID de SEC N°: 66 - Numero de Acceso al Banco de Genes 082043)

Este perfil HMM de las KARI se puede utilizar para identificar cualquier proteina relacionada KARI. Se espera que
cualquier proteina que coincida con el perfil HMM con un valor de E <107 utilizando programa de hmmsearch en el
paquete HMMER se espera que sea una KARI funcional, que puede ser una KARI bien Clase | o bien Clase Il. Las
secuencias que coinciden con el perfil HMM dado en el presente documento se analizan entonces para la ubicacién
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de las 12 posiciones en Pseudomonas fluorescens Pf-5 que conmutan el cofactor de NADPH por NADH. Los once
nodos, tal como se define en la secciéon de construccion del perfii HMM, en el perfii HMM que representan las
columnas del alineamiento que corresponden a las once posiciones de conmutacion del co-factor en Pseudomonas
fluorescens Pf-5 KARI se identifican como nodo 24, 33, 47, 50, 52, 53, 61, 80, 115, 156 y 170. Las lineas
correspondientes a estos nodos en el archivo del modelo son identificadas en la Tabla 9. Un experto en la técnica
podra identificar facilmente estas 12 posiciones en la secuencia de aminoacidos de una proteina KARI a partir del
alineamiento de la secuencia con el perfil HMM utilizando el programa de hmmsearch en el paquete HMMER.

Las enzimas KARI identificadas por este procedimiento, incluyen tanto las enzimas KARI de Clase | como de Clase
Il de fuentes naturales microbianas o de plantas. Cualquier KARI identificada por este procedimiento se puede
utilizar para la expresion heteréloga en las células microbianas.

Por ejemplo, cada uno de los fragmentos de acido nucleico que codifican KARI descrito en el presente documento
pueden utilizarse para aislar genes que codifican proteinas homologas. El aislamiento de genes homdlogos
utilizando protocolos dependientes de la secuencia es bien conocido en la técnica. Ejemplos de protocolos
dependientes de la secuencia incluyen, pero no se limitan a: 1) procedimientos de hibridaciéon de acido nucleico; 2)
procedimientos de amplificacion de ADN y de ARN, como se ejemplifica mediante diversos usos de tecnologias de
amplificacion de acidos nucleicos [por ejemplo, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), Mullis et al., patente de
EE.UU. No. 4.683.202; reaccion en cadena de la ligasa (LCR), Tabor, S. et al., Proc. Acad. Sci. EE.UU. 82: 1074
(1985); o amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA), Walker, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89: 392
(1992)]; y 3) procedimientos de construccion de bibliotecas y deteccion por complementariedad.

Aunque la homologia de secuencia entre las enzimas KARI de Clase | y Clase |l es baja, la estructura tridimensional
de ambas clases de enzimas, particularmente alrededor del sitio activo y de los dominios de unién a nucleétido esta
altamente conservada (Tygai, R., et al., Protein Science, 34: 399-408, 2001). Los restos de aminoacidos clave que
conforman el bolsillo de unién al substrato son altamente conservadas entre estas dos clases incluso aunque no
puedan alienarse bien en una simple comparacion de secuencias. Puede concluirse, por lo tanto, que los restos que
afectan a la especificidad del cofactor identificados en la KARI Clase | (p. €j., las posiciones 24, 33, 47, 50, 52, 53,
61, 80, 115, 156, y 170 de PF5 KARI) pueden hacerse extensibles a las enzimas KARI Clase II.

Rutas biosintéticas del isobutanol

Los microorganismos que utilizan hidratos de carbono emplean la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), la ruta
de Entner y Doudoroff y el ciclo de las pentosas fosfato como las rutas metabdlicas centrales, rutas metabdlicas que
proporcionan energia y precursores celulares para el crecimiento y el mantenimiento. Estas rutas tienen en comun el
intermedio gliceraldehido-3-fosfato y, en ultima instancia, se forma piruvato directamente o en combinacion con la
ruta de EMP. Posteriormente, piruvato se transforma en acetil-cofactor A (acetil-CoA) a través de una variedad de
medios. Acetil-CoA sirve como un intermedio clave, por ejemplo, en la generacién de acidos grasos, aminoacidos y
metabolitos secundarios. Las reacciones combinadas de transformacion de azucar en piruvato producen energia (p.
€j., adenosina-5'-trifosfato, ATP) y equivalentes de reduccion (por ejemplo, nicotinamida adenina dinucledtido
reducida, NADH, y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida, NADPH). NADH y NADPH se deben reciclar
a sus formas oxidadas (NAD* y NADP*, respectivamente). En presencia de aceptores de electrones inorganicos (p.
gj., 02, NOs" y SO4%), los equivalentes de reduccion se pueden usar para aumentar el conjunto de energia; como
alternativa, se puede formar un subproducto de carbono reducido.

Hay cuatro rutas potenciales para la producciéon de isobutanol a partir de fuentes de hidratos de carbono con
microorganismos recombinantes como se muestra en la Figura 1. Todas las rutas potenciales para la transformacion
de hidratos de carbono en isobutanol se han descrito en la solicitud de patente de EE.UU. de propiedad comun n°
11/586315.

La ruta preferida para la transformacion de piruvato a isobutanol consta de etapas enzimaticos "a", "b", "c", "d"y "e
(Figura 1) e incluye las siguientes transformaciones de substrato a producto:

a) de piruvato a acetolactato, catalizada, por ejemplo, por acetolactato sintasa,
b) de (S)-acetolactato a 2,3-dihidroxiisovalerato, catalizada, por ejemplo, por acetohidroxiacido isomeroreductasa,
c) de 2,3-dihidroxiisovalerato a a-cetoisovalerato, catalizada, por ejemplo, por acetohidroxiacido deshidratasa,

d) de a-cetoisovalerato a isobutiraldehido, catalizada, por ejemplo, mediante un cetoacido descarboxilasa de
cadena ramificada, y

e) isobutiraldehido a isobutanol, catalizada, por ejemplo, un alcohol deshidrogenasa de cadena ramificada.

Esta ruta combina enzimas implicadas en rutas bien caracterizadas para biosintesis de valina (piruvato a a-
cetoisovalerato) y el catabolismo de valina (a-cetoisovalerato a isobutanol). Dado que muchas enzimas de
biosintesis de valina también catalizan reacciones analogas en la ruta de la biosintesis de isoleucina, la especificidad
del substrato es una consideracién importante en la seleccion de las fuentes de genes. Por esta razon, los genes
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primarios de interés para la enzima acetolactato sintasa son los de Bacillus (alsS) y Klebsiella (budB). Estos
acetolactato sintasas particulares son conocidas por participar en la fermentacion butanodiol en estos organismos y
muestran una mayor afinidad por piruvato en lugar de cetobutirato (Gollop y otros, J. Bacteriol 172, 3444-3449,
1990); y (Holtzclaw et al., J. Bacteriol. 121, 917-922, 1975). Las etapas de las rutas segunda y tercera son
catalizadas por acetohidroxiacido reductoisomerasa y deshidratasa, respectivamente. Estas enzimas se han
caracterizado a partir de una serie de fuentes, tales como por ejemplo, E. coli (Chunduru et al, Biochemistry 28, 486-
493, 1989); y (Flint et al., J. Biol. Chem. 268, 14732-14742, 1993). Las dos etapas finales de la ruta preferida de
isobutanol se sabe que ocurren en levadura, que puede utilizar valina como fuente de nitrégeno vy, en el proceso,
secretar isobutanol. El a-cetoisovalerato se puede transformar en isobutiraldehido mediante una serie de enzimas
cetoacido descarboxilasa, tal como, por ejemplo, piruvato descarboxilasa. Para evitar la desviacion de piruvato
alejada de la produccion de isobutanol, se desea una descarboxilasa con afinidad por piruvato disminuida. Hasta el
momento, hay dos de tales enzimas conocidas en la técnica (Smit et al, Appl. Environ. Microbiol., 71, 303-311,
2005); y (de la Plaza et al., FEMS Microbiol. Lett., 238, 367-374, 2004). Ambas enzimas son de cepas de
Lactococcus lactis y tienen una preferencia de 50-200 veces por cetoisovalerato en lugar de por piruvato. Por ultimo,
en la levadura se han identificado una serie de aldehido reductasas, muchas de ellas con especificidad de substrato
superpuesta. Las conocidas por preferir substratos de cadena ramificada frente a acetaldehido incluyen, pero no se
limitan a alcohol deshidrogenasa VI (ADH6) e Yprip (Larroy et al, Biochem J. 361, 163-172, 2002); y (Ford et al.,
Yeast 19, 1087-1096, 2002), ambos de los cuales utilizan NADPH como donante de electrones. Una reductasa
dependiente de NADPH, YghD, activa con substratos de cadena ramificada también se ha identificado
recientemente en E. coli (Sulzenbacher et al., J. Mol. Biol. 342, 489-502, 2004).

Dos de las otras rutas potenciales para la produccién de isobutanol también contienen las tres etapas iniciales de
"a", "b" y "c" (Figura 1). Una ruta consiste en etapas enzimaticas "a", "b", "c", "f", "g", "e" (Figura 1). La etapa "f" que
contiene un "cetoacido deshidrogenasa de cadena ramificada", con un nimero EC 1.2.4.4. La etapa "g" que contiene
un "aldehido deshidrogenasa acilante" con unos ndmeros EC 1.2.1.10 y 1.2.1.57, ademas de una etapa "e" que
contiene el "alcohol deshidrogenasa de cadena ramificada". La otra ruta potencial consiste en las etapas "a", "b", "c",
"h", "i", ", “e” (Figura 1). El término "transaminasa" (etapa “h”) nimeros EC 2.6.1.42 y 2.6.1.66. La etapa "h" consiste
en bien una "valina deshidrogenasa" con numeros EC 1.4.1.8 y 1.4.1.9 o bien la etapa "i", una "valina
descarboxilasa" con un nimero EC 4.1.1.14. Por ultimo, la etapa "j" utilizara una " omega transaminasa " con un
numero EC 2.6.1.18 para generar isobutiraldehido que se reducira por la etapa "e" para producir isobutanol. Todas

las rutas potenciales para la transformacion de piruvato en isobutanol se representan en la Figura 1.

Ademas, una serie de organismos se sabe que producen butirato y/o butanol a través de un intermedio de butiril-
CoA (Diirre, et al, FEMS Microbiol Rev. 17, 251-262, 1995); y (Abbad-Andaloussi et al., Microbiology 142, 1149-
1158, 1996). Por lo tanto la produccién de isobutanol en estos organismos se llevara a cabo utilizando las etapas "k",
"g"y "e" mostradas en la Figura 1. La etapa "k" utilizara un "mutasa isobutiril CoA" con un nimero EC 5.4.99.13. La
siguiente etapa implicara utilizar el " aldehido deshidrogenasa acilante " con los nimeros EC 1.2.1.10 y 1.2.1.57 para
producir isobutiraldehido seguido por la etapa "e" enzimatica para producir isobutanol. Todas estas rutas se

describen completamente en la solicitud de patente de propiedad comun CL3243.

Por ello, en la provisién de multiples rutas recombinantes de piruvato a isobutanol, existe una serie de opciones para
cumplir con las etapas de transformacion individuales, y la persona experta en la técnica podra utilizar las
secuencias disponibles al publico para construir las rutas relevantes.

Anfitriones Microbianos para Produccion de Isobutanol

Los anfitriones microbianos para la produccion de isobutanol se pueden seleccionar de bacterias, cianobacterias,
hongos filamentosos y levaduras. El anfitrion microbiano utilizado para la produccion de isobutanol debe ser
tolerante a isobutanol manera que el rendimiento no esté limitado por la toxicidad del butanol. Los microbios que son
metabdlicamente activos a elevados niveles de titulacién de isobutanol no son bien conocidos en la técnica. Aunque
se han aislado mutantes tolerantes al butanol a partir de solventogénesis de Clostridia, poca informacioén hay
disponible sobre la tolerancia a butanol de otras cepas bacterianas potencialmente utiles. La mayoria de los estudios
sobre la comparacion de la tolerancia al alcohol en bacterias sugieren que butanol es mas toxico que etanol (de
Cavalho, et al., Microsc. Res. Tech. 64, 215-222, 2004) y (Kabelitz, et al., FEMS Microbiol. Lett. 220, 223-227, 2003,
Tomas, et al. J. Bacteriol. 186, 2006-2018, 2004) informan que el rendimiento de 1-butanol durante la fermentacion
en Clostridium acetobutylicum puede estar limitada por la toxicidad de 1-butanol. El efecto primario de 1-butanol en
Clostridium acetobutylicum es la interrupcion de las funciones de la membrana (Hermann et al., Appl. Environ.
Microbiol., 50, 1238-1243, 1985).

Los anfitriones microbianos seleccionados para la produccion de isobutanol deben ser tolerantes a isobutanol y
deberian ser capaces de transformar los hidratos de carbono en isobutanol. Los criterios para la seleccion de
anfitrionas microbianas adecuadas incluyen los siguientes: tolerancia intrinseca a isobutanol, alta tasa de utilizacion
de la glucosa, disponibilidad de las herramientas genéticas para la manipulacion de genes y capacidad para generar
alteraciones cromosomicas estables.

Cepas anfitrionas adecuadas con tolerancia a isobutanol se pueden identificar mediante el cribado basado en la
tolerancia intrinseca de la cepa. La tolerancia intrinseca de los microbios a isobutanol se puede medir determinando
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la concentracién de isobutanol que es responsable de la inhibicion del 50% de la tasa de crecimiento (ICso) cuando
se cultiva en un medio minimo. Los valores de ICso se pueden determinar utilizando procedimientos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los microbios de interés pueden ser cultivados en presencia de diversas cantidades de
isobutanol y la tasa de crecimiento controlada midiendo la densidad o6ptica a 600 nanometros. El tiempo de
duplicacién puede calcularse a partir de la parte logaritmica de la curva de crecimiento y utilizarse como una medida
de la tasa de crecimiento. La concentracion de isobutanol que produce una inhibicién del 50% del crecimiento se
puede determinar a partir de un grafico de la inhibicién porcentual del crecimiento frente a la concentracion de
isobutanol. Preferiblemente, la cepa anfitriona debe tener una ICsy para isobutanol de mas de aproximadamente
0,5%.

La anfitriona microbiana en la produccién de isobutanol también deberia utilizar la glucosa a una tasa elevada. La
mayoria de los microbios son capaces de utilizar hidratos de carbono. Sin embargo, ciertos microbios del ambiente
no pueden utilizar los hidratos de carbono con alta eficiencia y, por lo tanto, no serian anfitriones adecuados.

La capacidad de modificar genéticamente la anfitriona es esencial para la producciéon de cualquier microorganismo
recombinante. EI modo de la tecnologia de transferencia de genes puede ser por electroporacion, conjugacion,
transduccion o transformacion natural. Se dispone de una amplia gama de plasmidos conjugados anfitriones y
marcadores de resistencia a los medicamentos. Los vectores de clonacion se adaptan a las organismos anfitriones
basado en la naturaleza de los marcadores con resistencia a los antibiéticos que pueden funcionar en ese anfitrion.

El anfitrion microbiano también tiene que ser manipulado con el fin de desactivar las rutas que compiten en el flujo
de carbono eliminando varios genes. Esto requiere la disponibilidad tanto de transposones para desactivacion
directa como vectores de integracién cromosémica. Ademas, la anfitriona de produccion debe ser susceptible de
mutagénesis quimica por lo que se puede obtener mutaciones que mejoren la tolerancia intrinseca de isobutanol.

Basado en los criterios descritos anteriormente, anfitriones microbianos adecuados para la produccién de isobutanol
incluyen, pero no se limitan a miembros de los géneros Clostridium, Zymomonas, Escherichia, Salmonella,
Rhodococcus, Pseudomonas, Bacillus, Vibrio, Lactobacillus, Enterococcus, Alcaligenes, Klebsiella, Paenibacillus,
Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium, Pichia, Candida, Hansenula y Saccharomyces. Anfitriones
preferidos incluyen: Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus, Bacillus licheniformis, Paenibacillus macerans,
Rhodococcus erythropolis, Pseudomonas putida, Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium, Enterococcus
gallinarium, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae.

Construccién de un anfitrion de produccion

Organismos recombinantes que contienen los genes necesarios que codificaran la ruta enzimatica para la
transformacion de un substrato de carbono fermentable a isobutanol puede construirse utilizando técnicas bien
conocidas en la técnica. En la presente invencion, los genes que codifican las enzimas de una de las rutas de
biosintesis de isobutanol de la invencién, por ejemplo, acetolactato sintasa, acetohidroxiacido isomeroreductasa,
acetohidroxiacido deshidratasa, o-cetoacido descarboxilasa de cadena ramificada, y alcohol deshidrogenasa de
cadena ramificada, se pueden aislar de varias fuentes, como se describié anteriormente.

Los procedimientos de obtencion de los genes deseados a partir de un genoma bacteriano son frecuentes y bien
conocidos en la técnica de la biologia molecular. Por ejemplo, si se conoce la secuencia del gen, pueden crearse
genotecas adecuadas por digestion con endonucleasas de restriccion y se pueden cribar con sondas
complementarias a la secuencia del gen deseado. Una vez que se aisla la secuencia, el ADN puede ser amplificado
utilizando procedimientos estandares de amplificacion dirigida al cebador tal como la reaccién en cadena de la
polimerasa (patente de EE.UU. n° 4.683.202) para obtener cantidades de ADN adecuado para la transformacion
utilizando vectores apropiados. Las herramientas para la optimizacién de codones para la expresion en un anfitrién
heterélogo estan facilmente disponibles. Algunas herramientas para la optimizacién de codones estan disponibles
basadas en el contenido de GC del organismo anfitrion.

Una vez que se identifican los genes de la ruta relevante y se aislan pueden ser transformados en adecuados
anfitriones de expresién por medios bien conocidos en la técnica. Los vectores o casetes Utiles para la
transformacion de una variedad de células anfitrionas son comunes y disponibles comercialmente de comparias
tales como EPICENTRE® (Madison, WI), Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA), Stratagene (La Jolla, CA), y New England
Biolabs, Inc. (Beverly, MA). Tipicamente, el vector o casete contiene secuencias que dirigen la transcripcion y
traduccion del gen relevante, un marcador seleccionable, y secuencias que permiten la replicacion auténoma o la
integracion cromosoémica. Los vectores adecuados comprenden una region 5' del gen que alberga controles de
iniciacion de la transcripcion y una region 3' del fragmento de ADN que controla la terminacion de la transcripcion.
Ambas regiones de control se pueden derivar de genes homadlogos a la célula anfitriona transformada, aunque se
debe entender que tales regiones de control también se pueden derivar de genes que no son nativos para la especie
especifica escogida como anfitriona de produccion.

Regiones o promotores de control de la iniciacion, que son utiles para dirigir la expresion de las regiones codificantes
de la ruta relevante en la célula anfitriona deseada son numerosas y familiares para los expertos en la técnica.
Practicamente cualquier promotor capaz de conducir estos elementos genéticos es adecuado para la presente
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invencion incluyendo, pero sin limitarse a CYC1, HIS3, GAL1, GAL10, ADH1, PGK, PHO05, GAPDH, ADC1, TRP1,
URAS, LEU2, ENO, TPI (utiles para la expresion en Saccharomyces); AOX1 (util para la expresion en Pichia); y lac,
ara, tet, trp, IPL, IPR, T7, tac y trc (Utiles para la expresioén en Escherichia coli, Alcaligenes y Pseudomonas), asi
como los promotores amy, abr y npr, y diversos promotores de fagos utiles para la expresion en Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis y Paenibacillus macerans.

Regiones de control de terminaciéon también se pueden derivar de diversos genes nativos para los anfitriones
preferidos. Opcionalmente, un sitio de terminacion puede ser innecesario, sin embargo, es mas preferido si esta
incluido.

Ciertos vectores son capaces de replicarse en una amplia gama de bacterias anfitrionas y se pueden transferir por
conjugacion. Estan disponibles la secuencia completa y anotada de pRK404 y las de tres vectores relacionados,
pRK437, pRK442 y pRK442(H). Estos derivados han demostrado ser valiosas herramientas para la manipulacion
genética en bacterias Gram-negativas (Scott et al., Plasmid 50, 74-79, 2003). Varios derivados del plasmido de la
amplia gama de anfitriones Inc P4 plasmid RSF1010 también estan disponibles con promotores que pueden
funcionar en una gama de bacterias Gram-negativas. Los plasmidos pAYC36 y pAYC37 tienen promotores activos
junto con sitios de clonacion multiple para permitir la expresion de genes heterélogos en bacterias Gram-negativas.

También estan ampliamente disponibles herramientas para la sustitucion cromosémica de los genes. Por ejemplo,
una variante termosensible del replicon pWWV101 de una amplia gama de anfitrionas se ha modificado para construir
un plasmido pVE6002 que se puede utilizar para efectuar la sustitucion de genes en una gama de bacterias Gram-
positivas (Maguin et al., J. Bacteriol. 174, 5633-5638, 1992). Ademas, se dispone de transposomas in vitro para
crear mutaciones aleatorias en una variedad de genomas de fuentes comerciales tales como EPICENTRE®.

La expresion de una ruta de biosintesis de isobutanol en varios anfitrionas microbianas preferidas se describe con
mas detalle a continuacion.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en E. coli

Los vectores o casetes Utiles para la transformacion de E. coli son comunes y disponibles comercialmente de las
empresas enumeradas anteriormente. Por ejemplo, los genes de una ruta biosintética de isobutanol se pueden aislar
de diversas fuentes, clonado en un vector pUC19 modificado y transformado en E. coli NM522.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en Rhodococcus erythropolis

Una serie de vectores lanzadera E. coli-Rhodococcus estan disponibles para la expresion en R. erythropolis, que
incluyen, pero no se limitan a pRhBR17 y pDA71 (Kostichka et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 62, 61-68, 2003).
Ademas, una serie de promotores estan disponibles para la expresion génica heterdloga en R. erythropolis
(Nakashima et al., Appl. Environ. Microbiol. 70, 5557-5568, 2004 y Tao et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 68, 346-
354, 2005). La disrupcion de genes diana de los genes cromosomicos en R. erythropolis puede ser creada utilizando
el procedimiento descrito por Tao et al., supra, y Brans et al. (Appl. Environ. Microbiol. 66, 2029-2036, 2000).

Los genes heterdlogos requeridos para la produccion de isobutanol, como se describié anteriormente, pueden ser
clonado inicialmente en pDA71 o pRhBR71 y transformados en E. coli. Los vectores pueden después ser
transformados en R. erythropolis mediante electroporacion, como se describe por Kostichka et al., supra. Los
recombinantes pueden cultivarse en un medio sintético que contiene glucosa y la produccion de isobutanol se puede
seguir utilizando procedimientos conocidos en la técnica.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en B. subtilis

Los procedimientos para la expresion génica y la creacion de mutaciones en B. subtilis son también bien conocidos
en la técnica. Por ejemplo, los genes de una ruta biosintética de isobutanol se pueden aislar de diversas fuentes,
clonados en un vector pUC19 modificado y transformados en Bacillus subtilis BE1010. Ademas, los cinco genes de
una ruta biosintética de isobutanol se pueden dividir en dos operones para la expresion. Los tres genes de la ruta
(bubB, ilvD y kivD) pueden integrarse en el cromosoma de Bacillus subtilis BE1010 (Payne, et al., J. Bacteriol. 173,
2278-2282, 1991). Los dos genes restantes (lvC y bdhB) pueden clonarse en un vector de expresion y
transformarse en la cepa de Bacillus que lleva los genes de isobutanol integrados.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en B. licheniformis

La mayoria de los plasmidos y vectores lanzadera que se replican en B. subtilis pueden utilizarse para transformar
B. licheniformis por cualquier transformacion o electroporacion de protoplastos. Los genes requeridos para la
produccion de isobutanol se pueden clonar en plasmidos pBE20 o derivados de pBE60 (Nagarajan et al., Gene 114,
121-126, 1992). Los procedimientos para transformar B. licheniformis son conocidos en la técnica (Fleming et al.
Appl. Environ. Microbiol., 61, 3775-3780, 1995). Los plasmidos construidos para expresion en B. subtilis pueden ser
transformados en B. licheniformis para producir una anfitriona microbiana recombinante que produce isobutanol.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en Paenibacillus macerans
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Los plasmidos pueden construirse como se describid anteriormente para expresion en B. subtilis y se utilizaron para
transformar Paenibacillus macerans por transformacion de protoplastos para producir una anfitriona microbiana
recombinante que produce isobutanol.

Expresion de la ruta biosintética de isobutanol en Alcaligenes (Ralstonia) eutrophus

Los procedimientos para la expresion génica y la creacion de mutaciones en Alcaligenes eutrophus son conocidos
en la técnica (Taghavi et al., Appl. Environ. Microbiol., 60, 3585-3591, 1994). Los genes para una ruta biosintética de
isobutanol se pueden clonar en cualquiera de los vectores de amplia gama de anfitriones descritos anteriormente, y
electroporados para generar recombinantes que producen isobutanol. La ruta de poli(hidroxibutirato) en Alcaligenes
se ha descrito en detalle, una variedad de técnicas genéticas para modificar el genoma de Alcaligenes eutrophus es
conocido, y esas herramientas se pueden aplicar para la ingenieria de una ruta biosintética de isobutanol.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en Pseudomonas putida

Los procedimientos para la expresion génica en Pseudomonas putida son conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Ben-Bassat et al., patente de EE.UU. No. 6.586.229, que se incorpora en el presente documento como
referencia). Los genes de la ruta del butanol se pueden insertar en pPCU18 y este ADN ligado se puede someter a
electroporacion en células electrocompetentes Pseudomonas putida DOT-T1 C5aAR1 para generar recombinantes
que producen isobutanol.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en Saccharomyces cerevisiae

Los procedimientos para la expresion génica en Saccharomyces cerevisiae son conocidos en la técnica (p. €j.,
Methods in Enzymology, volumen 194, Guide to Yeast Genetics and Molecular and cell Biology, Part A, 2004,
Christine Guthrie y Gerald R. Fink, eds., Elsevier Académico Press, San Diego, CA). La expresion de genes en la
levadura requiere tipicamente un promotor, seguido por el gen de interés, y un terminador de la transcripcion. Se
puede utilizar una serie de promotores de levadura en la construccion de casetes de expresion para los genes que
codifican una ruta biosintética de isobutanol, que incluyen, pero no se limita a promotores constitutivos FBA, GPD,
ADH1 y GPM, y los promotores inducibles GAL1, GAL10, CUP1. Terminadores de la transcripcion adecuados
incluyen, pero no se limitan a FBAT, GPDt, GPMT, ERG10t, GAL1t, CYC1 y ADH1. Por ejemplo, promotores
adecuados, terminadores de la transcripcion, y los genes de una ruta biosintética de isobutanol se pueden clonar en
vectores lanzadera de E. coli-levadura.

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol de Lactobacillus plantarum

El género Lactobacillus pertenece a la familia Lactobacillales y muchos plasmidos y vectores utilizados en la
transformacion de Bacillus subtilis y Streptococcus pueden ser usados para lactobacillus. Ejemplos no limitantes de
vectores adecuados incluyen pAMB1 y sus derivados (Renault et al, Gene 183, 175-182, 1996); y (O'Sullivan et al,
Gene 137, 227-231, 1993.); pMBB1 y pHW800, un derivado de pMBB1 (Wyckoff et al, Appl Environ Microbiol 62,
1481-1486, 1996); pMG1, un plasmido conjugativo (Tanimoto et al, J. Bacteriol 184, 5800-5804, 2002); pNZ9520
(Kleerebezem et al, Appl Environ Microbiol 63, 4581-4584, 1997); pAM401 (Fujimoto et al, Appl Environ Microbiol 67,
1262-1267, 2001); y pAT392 (Arthur et al., Antimicrob. Agents Chemother. 38, 1899-1903, 1994). Varios plasmidos
de Lactobacillus plantarum también han sido informados (van Kranenburg R, et al. Appl. Environ. Microbiol. 71,
1223-1230, 2005).

Expresion de una ruta biosintética de isobutanol en varias especies de Enterococcus (E. faecium, E. gallinarium y E.
faecalis)

El género Enterococcus pertenece a la familia Lactobacillales y muchos plasmidos y vectores utilizados en la
transformacion de las especies Lactobacilli, Bacilli y Streptococci pueden ser utilizados para la especie
Enterococcus. Los ejemplos no limitantes de vectores adecuados incluyen pAMB1 y sus derivados (Renault et al.,
Gene 183, 175-182, 1996.); y (O'Sullivan et al, Gene 137, 227-231, 1993); pMBB1 y pHW800, un derivado de
pMBB1 (Wyckoff et al Appl Environ Microbiol 62, 1481-1486, 1996); pMG1, un plasmido conjugativo (Tanimoto et al,
J. Bacteriol 184, 5800-5804, 2002..); pNZ9520 (Kleerebezem et al., Appl Environ Microbiol 63, 4581-4584, 1997);
pAM401 (Fujimoto et al, Appl Environ Microbiol 67, 1262-1267, 2001); y pAT392 (Arthur et al., Antimicrob. Agents
Chemother. 38, 1899-1903, 1994). También pueden utilizarse los vectores de expresion para E. faecalis que utilizan
el gen nisA de Lactococcus (Eichenbaum et al., Appl. Environ. Microbiol., 64, 2763-2769, 1998). Ademas, pueden
utilizarse vectores para la sustitucion de genes en el cromosoma E. faecium (Nallaapareddy et al., Appl. Environ.
Microbiol., 72, 334-345, 2006).

Medios de Fermentacion

Los medios de fermentacion en la presente invencién deben contener substratos de carbono adecuados. Los
substratos adecuados pueden incluir, pero no se limitan a monosacaridos tales como glucosa y fructosa,
oligosacaridos tales como lactosa o sacarosa, polisacaridos tales como almidén o celulosa o mezclas de los mismos
y mezclas no purificadas a partir de materias primas renovables tales como permeato de suero de queso, licor de
maiz fermentado, melazas de remolacha azucarera y malta de cebada. Ademas, el substrato de carbono puede ser
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también substratos tal como diéxido de carbono, o metanol para el que se ha demostrado la transformacion
metabdlica en intermedios bioquimicos claves. Ademas de substratos de carbono uno y dos los organismos
metilotréficos son también conocidos por utilizar una serie de otros compuestos que contienen carbono tales como
metilamina, glucosamina y una variedad de aminoacidos para actividad metabdlica. Por ejemplo, se conoce la
levadura metilotréfica por utilizar el carbono de la metilamina para formar trehalosa o glicerol (Bellion et al., Microb.
Growth C1 Compd., [Int. Symp.], 7° (1993), 415-432. (eds): Murrell, J. Collin; Kelly, Don P. Publisher: intercept,
Andover, Reino Unido). Del mismo modo, diversas especies de Candida metabolizaran la alanina o el acido oleico
(Sulter et al., Arch. Microbiol., 153, 485-489, 1990). Por lo tanto, se contempla que la fuente de carbono utilizada en
la presente invencion puede abarcar una amplia variedad de substratos que contienen carbono y solamente estara
limitado por la eleccién del organismo.

Aunque se contempla que todos los substratos de carbono mencionados anteriormente y mezclas de los mismos
son adecuados en la presente invencion, los preferidos son los substratos de carbono glucosa, fructosa y sacarosa.

Ademas de una apropiada fuente de carbono, los medios de fermentacién deben contener adecuados minerales,
sales, cofactores, tampones y otros componentes, conocidos por los expertos en la técnica, adecuados para el
crecimiento de los cultivos y la promocion de la ruta enzimatica necesaria para la produccion de isobutanol.

Condiciones de cultivo

Normalmente las células se cultivan a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 25°C a 40°C, en un
medio apropiado. Medios de crecimiento adecuados en la presente invencién son medios comunes preparados
comercialmente, tales como el caldo de cultivo Luria Bertani (LB), Sabouraud Dextrosa (SD) o el caldo de cultivo
Yeast medium (YM). Otros medios de cultivo definidos o sintéticos también pueden utilizarse y el medio apropiado
para el cultivo del microorganismo particular sera conocido por el experto en la técnica de la microbiologia o de la
ciencia de la fermentacion. El uso de agentes conocidos para modular la represion del catabolito directa o
indirectamente, p. €j., adenosin-2',3'-monofosfato ciclica (CAMP), también se pueden incorporar en el medio de
fermentacion.

Los intervalos de pH adecuados para la fermentacion estan entre pH 5,0 y pH 9,0, donde se prefiere pH 6,0 a pH 8,0
para el estado inicial.

Las fermentaciones se pueden realizar en condiciones aerobias o anaerobias, donde se prefieren las condiciones
anaerobias o microaerobias.

Fermentaciones industriales por lote y en continuo

El presente proceso emplea un procedimiento de fermentacion por lotes. Una fermentacion por lotes clasica es un
sistema cerrado donde la composicién del medio se fija al comienzo de la fermentacion y no esta sujeta a
alteraciones artificiales durante la fermentacion. Por ello, al comienzo de la fermentacion el medio se inocula con el
organismo u organismos deseados, y se permite que la fermentacion tenga lugar sin afadir nada al sistema.
Tipicamente, sin embargo, una fermentacion "por lotes" es por lotes con respecto a la adicion de fuente de carbono y
a menudo se hacen intentos de controlar factores tales como el pH y la concentracidon de oxigeno. En los sistemas
por lotes las composiciones de metabolito y biomasa del sistema cambian constantemente hasta el momento en que
se detiene la fermentacion. Dentro de los cultivos por lotes, las células se moderan a través de una fase de latencia
estatica hasta una fase log de gran desarrollo y finalmente a una fase estacionaria donde la velocidad de crecimiento
disminuye o se detiene. Si no se tratan, las células en la fase estacionaria finalmente moriran. Las células en la fase
log son responsables en general de la mayor parte de la produccion del producto final o del intermedio.

Una variacion en el sistema por lotes estandar es el sistema de lote alimentado. Los procesos de fermentacion de
lote alimentado son también adecuados en la presente invencion y comprenden un tipico sistema por lotes con la
excepcion de que el substrato se afiade en incrementos a medida que progresa la fermentacion. Los sistemas de
lote alimentado son utiles cuando la represiéon de catabolito es apta para inhibir el metabolismo de las células y
donde es deseable tener cantidades limitadas de substrato en los medios. La medicidon de la concentracion de
substrato real en los sistemas de lote alimentado por lotes es dificil y por lo tanto se estima sobre la base de los
cambios de factores medibles tales como el pH, el oxigeno disuelto y la presion parcial de gases residuales tales
como CO,. Las fermentaciones por lotes y por lote alimentado son comunes y bien conocidas en la técnica y los
ejemplos se pueden encontrar en Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology,
Segunda Edicion (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA, o Deshpande, Mukund (Appl. Biochem.
Biotechnol., 36, 227, 1992).

Aunqgue la presente invencion se realiza en modo por lotes se contempla que el procedimiento seria adaptable a
procedimientos de fermentacion continua. La fermentacion continua es un sistema abierto donde se afiade un medio
de fermentacion definido continuamente a un biorreactor y una cantidad igual de medio acondicionado se elimina
simultaneamente durante el procesamiento. La fermentacion continua mantiene generalmente los cultivos a una alta
densidad constante donde las células estan principalmente en crecimiento en fase log.

La fermentacién continua permite la modulacién de un factor o de cualquier nimero de factores que afectan el

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2575413 T3

crecimiento celular o la concentracion de producto final. Por ejemplo, un procedimiento mantendra un nutriente
limitante tal como la fuente de carbono o el nivel de nitrdgeno a una tasa fija y permite que los otros parametros se
moderen. En otros sistemas, una serie de factores que afectan al crecimiento puede ser continuamente alterado
mientras la concentracion celular, medida por la turbidez media, se mantiene constante. Los sistemas continuos se
esfuerzan por mantener condiciones de crecimiento en estado estacionario y asi la pérdida celular debida al medio
que es retirado debe equilibrarse frente al crecimiento celular en la fermentacion. Los procedimientos de modulacién
de nutrientes y factores de crecimiento para los procesos de fermentacion continua asi como las técnicas para
maximizar la tasa de formacién de producto son bien conocidos en la técnica de la microbiologia industrial y una
variedad de procedimientos son detallados por Brock, supra.

Se contempla que la presente invencion puede ponerse en practica utilizando procesos bien por lotes, por lotes
alimentados o en continuo, y que cualquier modo conocido de fermentaciéon seria adecuado. Adicionalmente, se
contempla que las células pueden inmovilizarse en un substrato como catalizadores de células enteras y someterse
a condiciones de fermentacién para la produccién de isobutanol.

Procedimientos para el aislamiento del isobutanol del medio de fermentacion

El isobutanol producido biolégicamente puede ser aislado del medio de fermentacion utilizando procedimientos
conocidos en la técnica para fermentaciones acetona-butanol-etanol (ABE) (véase, por ejemplo, Durre, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 49, 639-648, 1998), y (Groot et al., Proceso. Biochem. 27, 61-75, 1992 y referencias en el
mismo). Por ejemplo, los soélidos pueden ser eliminados del medio de fermentacion por centrifugacion, filtracion,
decantacion y el isobutanol puede ser aislado del medio de fermentacién utilizando procedimientos tales como
destilacion, destilacion azeotrépica, extraccion liquido-liquido, adsorcion, extraccion de gas, evaporacion por
membrana o pervaporacion.

Ejemplos

La presente invencion se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos. Debe entenderse que estos Ejemplos,
aunque indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan solo a modo de ilustracion.

Procedimientos generales:

Las técnicas de ADN recombinante y de clonacion molecular estandares utilizadas en los Ejemplos son bien
conocidas en la técnica y se describen por Sambrook, J., Fritsch, EF y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, por T.J. Silhavy, M.L. Bennan
y L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York,
1984, y por Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. y Wiley-
Interscience, NY, 1987. Materiales y procedimientos adecuados para el mantenimiento y crecimiento de cultivos
bacterianos son bien conocidos en la técnica. Las técnicas adecuadas para utilizar en los siguientes ejemplos se
pueden encontrar en el Manual of Methods for General Bacteriology, Phillipp Gerhardt, RGE Murray, Ralph N.
Costilow, Eugene W. Nester, Willis A. Wood, Noel R. Krieg y G. Briggs Phillips, eds., American Society for
Microbiology, Washington, DC, 1994, o por Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial
Microbiology, Segunda Edicién, Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA, 1989. Todos los reactivos, las enzimas de
restriccion y los materiales utilizados para el crecimiento y mantenimiento de las células bacterianas se obtuvieron
de Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI), BD Diagnostic Systems (Sparks, MD.), Life Technologies (Rockville, MD.), o
Sigma Chemical Company (San Luis, MO), a menos que se especifique lo contrario.

El significado de las abreviaturas utilizadas es el siguiente: "A" significa Angstrom, "min" significa minuto (o minutos),
"h" significa hora (u horas), "ul" significa microlitro (o microlitros), "ng/ul" significa nanogramos por microlitro, "pmol/pl"
significa picomol por microlitro, "ml" significa mililitro (o mililitros), "I" significa litro (o litros), "g/I" significa gramo por
litro, "ng" significa nanogramo, "s" significa segundo (o segundos), "ml/min" significa mililitro por minuto (o por
minutos), "w/v" significa peso por volumen, "v/V" significa volumen por volumen, "nm" significa nanometro (o
nanometros), "mm" significa milimetro (o milimetros), "cm" significa centimetro (o centimetros) "mM" se refiere a
milimolar, "M" significa molar, "mmol" se refiere a milimol (o milimoles), "umol" significa micromol (o micromoles), "g"
significa gramo (o gramos), "ug" se refiere a microgramo (o microgramos), "mg" significa miligramo (o miligramos),
"g" se refiere a la constante de la gravitacion, "rpm" significa revoluciones por minuto, "HPLC" se refiere a
cromatografia liquida de alto rendimiento "MS" se refiere a espectrometria de masas, "HPLC/MS" se refiere a
cromatografia liquida de alto rendimiento/espectrometria de masas", AEDT" significa acido etilendiaminotetraacético,

"dNTP" significa desoxinucleétido trifosfato.

Los cebadores de oligonucleétidos utilizados en los siguientes Ejemplos se han descrito en el presente documento
(véase la Tabla 1)

Ensayo de cribado de alto rendimiento de genotecas

El cribado de alto rendimiento de las genotecas de enzimas KARI mutantes se realiz6 como se describe en el
presente documento: 10 x medio de congelacidon que contiene 554,4 g/l de glicerol, (NH4).SO4 68 mM, MgSO, 4
mM, citrato de sodio 17 mM, KH2PO4 132 mM, K;HPO,4 36 mM se prepard con agua pura molecular y esterilizada
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por filtracion. Se prepardé medio de congelacion diluyendo el medio de congelacion 10 veces con el medio LB. Una
alicuota (200 pl) del medio de congelacion se utilizo para cada pocillo de las placas de archivo de 96 pocillos (n° de
Catalogo 3370, Corning Inc. Corning, NY).

Se seleccionaron clones de las placas de agar LB y se inocularon en las placas de archivo de 96 pocillos que
contenian el medio de congelacién y se cultivaron durante la noche a 37°C sin agitacion. Las placas de archivo a
continuacion, se almacenaron a -80°C. La cepa E coli Bw25113 transformada con pBAD-HisB (Invitrogen) se utilizé
siempre como control negativo. Para las bibliotecas C, E, F y G, se utilizé6 T52D mutante de (PF5-ilvC) como control
positivo. El T52D mutante era un mutante de PF5-ilvC en el que la treonina en la posicién 52 se cambidé por acido
aspartico. Para biblioteca H, C3B11 mutante (R47F/S50A/T52D/v53W de PF5-ilvC) se utilizé6 como control positivo.

Los clones de placas de archivos se inocularon en los pocillos de 96 de profundidad. Cada pocillo contenia 3.0 ul de
células a partir de placas de archivos descongeladas, 300 ul de medio LB que contenia 100 mg/ml de ampicilina y
0,02% (peso/vol.) de arabinosa como inductor. Las células se cultivaron durante la noche a 37°C con 80% de
humedad con agitacion (900 rpm), se recogieron por centrifugacion (4.000 rpm, 5 min a 25°C). (centrifuga
Eppendorf, Brinkmann Instruments, Inc. Westbury, NY) y el sedimento celular se almacené a -20°C para su posterior
analisis.

El substrato de ensayo, (R,S)-acetolactato, se sintetiz6 como se describié por Aulabaugh y Schloss (Aulabaugh y
Schloss, Biochemistry, 29, 2824-2830, 1990): 1,0 g de éster etilico del acido 2-acetoxi-2-metil-3-oxobutirico (Aldrich,
Milwaukee, WI) se mezcldé con 10 ml de NaOH (1,0 M) y se agité a temperatura ambiente. Cuando el pH de la
solucién se hizo neutro, NaOH adicional se afiadié lentamente hasta que se mantuvo pH~8,0. Todos los otros
productos quimicos utilizados en el ensayo fueron adquiridos de Sigma.

La transformacion enzimatica de acetolactato a a,-dihidroxi-isovalerato por KARI fue seguido por la medicion de la
desaparicion del cofactor, NADPH o NADH, a partir de la reaccién a 340 nm utilizando un lector de placas (Molecular
Device, Sunnyvale, CA). La actividad se calculd utilizando el coeficiente de extincién molar de 6220 M'1cm'1, ya sea
para NADPH o NADH. Las soluciones madre utilizadas fueron: K;HPO4 (0,2 M); KH2PO4 (0,2 M); AEDT (0,5 M);
MgCl. (1,0 M); NADPH (2,0 mM); NADH (2,0 mM) y acetolactato (45 mM). Se prepararon 100 ml de la mezcla madre
del tampon de reaccion que contenia: 4,8 ml K;HPO4, KH2PO4 0,2 ml, 4,0 ml de MgCly, 0,1 ml de AEDT y 90,9 ml de
agua.

El sedimento celular congelado en placas de pocillos hondos y BugBuster se calentaron a temperatura ambiente
durante 30 min, al mismo tiempo. Cada pocillo de las placas de ensayo de 96 pocillos se llené con 120 pl de tampdn
de reaccion y 20 pl de NADH (2,0 mM), se afiadieron 150 ul de BugBuster a cada pocillo después de 30 min de
calentamiento y las células se suspendieron utilizando Genmate (Tecan Systems Inc. de San José, CA.) pipeteando
la suspension de células arriba y abajo (x 5). Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 20 min y
después se calentaron a 60°C durante 10 min. Los restos celulares y los precipitados de proteinas se separaron por
centrifugacion a 4.000 rpm durante 5 min a 25°C. Una alicuota (50 pl) del sobrenadante se transfirio a cada pocillo
de placas de ensayo de 96 pocillos, la solucién se mezclé y las burbujas se separaron por centrifugacion a 4.000
rpm a 25°C durante 1 min. La absorbancia a 340 nm se registré6 como fondo, a cada pocillo se afiadieron 20 ul de
acetolactato (4,5 mM, diluido con tampdn de reaccion) y se mezclaron con agitacion por el lector de placas. La
absorbancia a 340 nm fue recodificado a 0, y 60 minutos después de la adicién del substrato. Se utilizé la diferencia
en la absorbancia (antes y después de la adicion del substrato) para determinar la actividad de los mutantes. Los
mutantes con mayor actividad KARI en comparacion con el tipo silvestre fueron seleccionados para recribado.

Aproximadamente 5.000 clones fueron cribados para la biblioteca C y 360 de mejor desempefio fueron
seleccionados para volver a cribar. Aproximadamente 92 clones fueron cribados para la biblioteca E y 16 de mejor
desempefio fueron seleccionados para volver a cribar. Aproximadamente 92 clones fueron cribados para la
biblioteca F y 8 de mejor desempeiio fueron seleccionados para volver a cribar. Aproximadamente 92 clones fueron
cribados para la biblioteca G y 20 de mejor desempefio fueron seleccionados para volver a cribar. Aproximadamente
8.000 clones fueron cribados para la biblioteca H y 62 de mejor desempefio fueron seleccionados para volver a
cribar.

Para la biblioteca C, aproximadamente 360 de mejor desempefio se volvieron a cribar utilizando el mismo
procedimiento que para el cribado general. Entre ellos, se seleccionaron mas de 45 de mejor desempefio para volver
a cribar como se describe a continuacion.

Ensayo secundario de mutantes activos

Las células que contienen pBAD-ilvC y sus mutantes identificados por cribado de alto rendimiento se cultivaron
durante la noche, a 37°C, en 3,0 ml del medio LB que contiene 100 pg/ml de ampicilina y 0,02% (peso/vol.) de
arabinosa como el inductor mientras se agita a 250 rpm. Después, las células se recogieron por centrifugacion a
18.000 g durante 1 min a temperatura ambiente (micro-centrifuga modelo 1-15 de Sigma, Laurel, MD.). Los
sedimentos celulares se resuspendieron en 300 pl de BugBuster Master Mix (EMD Chemicals). La mezcla de
reaccion se incubd primero a temperatura ambiente durante 20 min y después se calentd a 60°C durante 10 min. Los
restos celulares y el precipitado de proteinas se eliminaron por centrifugaciéon a 18.000 g durante 5 min a
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temperatura ambiente.

El tampodn de reaccion (120 pl), preparado como se ha descrito anteriormente se mezcld con patrén bien de NADH o
bien de NADPH (20 wl) y el extracto de células (20 pl) en cada pocillo de una placa de ensayo 96 pocillos. La
absorbancia a 340 nm a 25°C se registré6 como absorbancia de fondo. A continuacion, 20 ul de acetolactato (4,5 mM,
se diluyeron con tampon de reaccion) se afiadié a cada pocillo y se mezclaron con agitacion por el lector de placas.
Se registré la absorbancia a 340 nm a 0 min, 2 min y 5 min después de la adicion de acetolactato. Se utilizo la
diferencia de absorbancia antes y después de afiadir el substrato para determinar la actividad de los mutantes. Los
mutantes con alta actividad se seleccionaron para la secuenciacion.

Se identificaron y secuenciaron (Fig. 4) cinco de mejor desempefio de la "Biblioteca C". El de mejor desempefio era
el mutante R47F/S50A/T52D/V53W, que invirti6 por completo la especificidad de los nucleétidos. Los de mejor
desempefio de las "Bibliotecas E, F y G" eran R47P, S50D y T52D respectivamente (Fig. 5). Para la "Biblioteca H",
se identificaron y secuenciaron 5 de los de mejor desempefio (Fig. 6) y el de mejor desempefio era
R47P/S50G/T52D, que también invirtié por completo la especificidad de los nucleétidos. Las enzimas que contienen
actividades superiores que el fondo se consideraron positivas.

Ensayo de la enzima KARI

La actividad de la enzima KARI se puede medir de forma rutinaria por oxidacion de NADH o de NADPH como se ha
descrito anteriormente, sin embargo para medir la formacion del producto 2,3-dihidroxi-isovalerato directamente, el
andlisis de la reaccion se realizaba mediante LC/MS.

La concentracion de proteinas del extracto celular crudo de células lisadas Bugbuster (como se describid
anteriormente) se midio utilizando el reactivo de ensayo de proteinas BioRad (BioRad Laboratories, Inc., Hercules,
CA 94547). Se afiadié un total de 0,5 microgramos de proteinas del extracto crudo a un tampdén de reacciéon que
consiste en HEPES-KOH 100 mM, pH 7,5, MgCl, 10 mM, glucosa-6-fosfato 1 mM (Sigma-Aldrich), 0,2 unidades de
glucosa Leuconostoc mesenteroides 6-fosfato deshidrogenasa (Sigma-Aldrich), y diversas concentraciones de
NADH o NADPH, hasta un volumen de 96 pl. La reaccion se inicid mediante la adicion de 4 pl de acetolactato hasta
una concentracion final 4 mM y un volumen final de 100 pl. Después del cronometrado de incubaciones a 30°C,
tipicamente entre 2 y 15 min, la reaccién se enfrié rapidamente mediante la adicion de 10 ul de AEDT 0,5 M, pH 8,0
(Life Technologies, Grand Island, NY 14072). Para medir la Ky de NADH, las concentraciones utilizadas fueron 0,03,
0,1,0,3,1, 3,y 10 mM.

Para analizar 2,3-dihidroxi-isovalerato, la muestra se diluyé 10 veces con agua, y se inyectaron 8,0 ul en un HPLC
Waters Acquity equipado con espectrometro de masas Waters SQD (Waters Corporation, Milford, MA). Las
condiciones cromatograficas fueron: caudal (0,5 ml/min), en una columna HSS T3 de Waters Acquity (2,1 mm de
diametro, 100 mm de longitud). EI tampdn A consistia en 0,1% (v/v) en agua, el tampon B era acido formico al 0,1%
en acetonitrilo. La muestra se analizé utilizando 1% de tampdn B (en tampon A) durante 1 min, seguido por un
gradiente lineal de 1% de tampon B en 1 min hasta 75% de tampdén B en 1,5 min. El producto de reaccion, 2,3-
dihidroxi-isovalerato, fue detectado por ionizaciéon a m/z = 133, utilizando el dispositivo de ionizacién electrospray de
-30 V de voltaje de cono. La cantidad de producto 2,3-dihidroxiisovalerato se calculé por comparaciéon con un molde
auténtico.

Para calcular la Ky para NADH, los datos de velocidad para la formacion de DVIH eran representados graficamente
en el Kaleidagraph (Synergy Software, Reading, PA.) y se ajustaron a la ecuacion de Michaelis_Menton de un solo
substrato, suponiendo que se satura la concentracion de acetolactato.

Ejemplo 1
Construccion de Genotecas de Saturacion del Sitio

Se construyeron siete genotecas (Tabla 2) utilizando dos etapas: 1) sintesis de MegaCebadores utilizando
oligonucledtidos sintetizados comercialmente descritos en la Tabla 1; y 2) construccion de genes mutados utilizando
los MegaCebadores obtenidos en la etapa 1. Estos cebadores se prepararon utilizando polimerasa Pfu-Ultra de alta
fidelidad (Stratagene, La Jolla, CA) para un par de cebadores que contienen un cebador directo y uno inverso. Los
moldes de las bibliotecas C, E, F, G y H fueron el tipo silvestre de PF5_ilvc. Los moldes de ADN para la biblioteca N
fueron los mutantes que tienen actividad NADH detectable desde la biblioteca C, mientras que los de la biblioteca O
eran aquellos mutantes que tienen actividad NADH detectable desde la biblioteca H. Una mezcla de reacciéon de 50
ul contenia: 5,0 ul de 10 veces tampodn de reaccion suministrado con la Pfu-Ultra polimerasa (Stratagene), 1,0 ul de
50 ng/l de molde, 1,0 pl cada uno de 10 pmol/pl de cebadores directo e inverso, 1,0 ul de 40 mM de mezcla ANTP
(Promega, Madison, WI), 1,0 ul de Pfu-Ultra ADN polimerasa (Stratagene) y 39 ul de agua. La mezcla se colocé en
un tubo de 200 ul de pared delgada para la reaccién de PCR en un equipo de gradiente Mastercycler (Brinkmann
Instruments, Inc. Westbury, NY). Las siguientes condiciones se usaron para la reaccion PCR: La temperatura de
partida fue de 95°C durante 30 s seguido por 30 ciclos de calentamiento/enfriamiento. Cada ciclo consistia en 95°C
durante 30 segundos, 54°C durante 1 min y 70°C durante 2 min. A la finalizacion del ciclo de temperatura, las
muestras se mantuvieron a 70°C durante 4 minutos mas, y después se mantuvieron a la espera de la recuperacion
de la muestra a 4°C. El producto de PCR fue limpiado utilizando un kit de limpieza de ADN (n° de Catalogo D4003,
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Zymo Research, Orange, CA) segun lo recomendado por el fabricante.

Tabla 2 - Genotecas

Nombre de la biblioteca Patrones Posicion o posiciones de | Cebadores usados
direccionamiento de Pf5_ilvC

C PF5_ilve 47,50, 52y 53 ID de SEC N°:

E PF5_ilve 47 ID de SEC N°:

F PF5_ilve 50 ID de SEC N°:

G PF5_ilve 52 ID de SEC N°:

H PF5_ilve 47,50y 52 ID de SEC N°:

N Buenos mutantes de la | 53 ID de SEC N°:
biblioteca C

(0] Buenos mutantes de la | 53 ID de SEC N°:
biblioteca H

Los MegaCebadores se utilizaron después para generar genotecas utilizando el kit de mutagénesis dirigida al sitio
QuickChange Il XL (n° de Catalogo 200524, Stratagene, La Jolla CA). Una mezcla de reaccién de 50 pl contenia: 5,0
ul de 10 veces tampén de reaccion, 1,0 pl de 50 ng/ul de molde, 42 pl de MegaCebador, 1.0 pl de mezcla dNTP 40
mM, 1,0 ul de Pfu-Ultra ADN polimerasa. Excepto por el MegaCebador y los moldes, todos los reactivos utilizados en
el presente documento fueron suministrados con el kit indicado anteriormente. Esta mezcla de reaccién se coloco en
un tubo de PCR de capacidad 200 pl de pared delgada y se utilizaron las siguientes reacciones para la PCR: La
temperatura de partida era de 95°C durante 30 s seguido por 25 ciclos de calentamiento/enfriamiento. Cada ciclo
consistia en 95°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 min y 68°C durante 6 min. A la finalizacion de los ciclos de
temperatura, las muestras se mantuvieron a 68°C durante 8 min mas, y después se mantuvieron a 4°C para el
procesamiento posterior. Enzima de restriccion Dpn | (1,0 pl) (suministrada con el kit anterior) se afiadia
directamente a la mezcla de reaccién terminada, la digestion enzimatica se realizé6 a 37°C durante 1 hora y el
producto de PCR se limpi6 utilizando un kit de limpieza de ADN (Zymo Research). El producto de PCR limpiado (10
ul) contenia genes mutados para una genoteca.

El producto de PCR limpiado fue transformado en una cepa electro-competente de E. coli Bw25113 (AilvC) utilizando
un BioRad Gene Pulser Il (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA). Los clones transformados fueron rayados sobre
placas con agar que contenian el medio Luria Broth y 100 ug/ml de ampicilina (n° de Catalogo L1004, Teknova Inc.
Hollister, CA) y se incubaron a 37°C durante la noche. Decenas de clones fueron escogidos al azar para la
secuenciacion de ADN para confirmar la calidad de la biblioteca.

Tabla 3

Lista de algunos mutantes que tienen actividades NADH identificadas desde las bibliotecas de saturacion

Mutante Posicién 47 Posicién 50 Posicién 52 Posicién 53
SD2 R47Y S50A T52H V53W
SB1 R47Y S50A T52G V53W
SE1 R47A S50W T52G V53W
SH2 R47N S50W T52N V53W
SB2 R47I T52G V53W
SG1 R47Y T52G V53W
SB3 R47G S50W T52G V53W
SE2 R47P S50E T52A V53W
SD3 R47L S50W T52G V53W
C2A6 R47I S50G T52D V53W
C3E11 R47A S50M T52D V53W
C3A7 R47Y S50A T52D V53W
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Lista de algunos mutantes que tienen actividades NADH identificadas desde las bibliotecas de saturacion
Mutante Posicién 47 Posicién 50 Posicién 52 Posicién 53
C3B11 R47F S50A T52D V53W

C4A5 R47Y S50A T52S V53W
C3B12 R47I T52D V53W
C4H7 R47I T52S V53W
C1D3 R47G S50M T52D V53W
C4D12 R47C S50W T52G V53W
C1G7 R47P S50G T52D V53W
C2F6 R47P S50V T52D V53W
C1C4 R47P S50E T52S V53W
6924F9 R47P S50G T52D
6881E11 R47P S50N T52C
6868F10 R47P T52S
6883G10 R47P S50D T52S
6939G4 R47P S50C T52D
11463D8 R47P S50F T52D
9667A11 R47N S50N T52D V53A
9675C8 R47Y S50A T52D V53A
9650E5 R47N S50W T52G V53H
9875B9 R47N S50N T52D V53W
9862B9 R47D S50W T52G V53W
9728G11 R47N S50W T52G V53W
11461D8 R47F S50A T52D V53A
11461A2 R47P S50F T52D V53l
Ejemplo 2

Construccién de bibliotecas de PCR propensas a error

Varias series de bibliotecas de PCR propensas a error (epPCR) se crearon utilizando el kit GeneMorph Il
(Stratagene) segun lo recomendado por el fabricante. Todas las bibliotecas epPCR se dirigen al N-terminal de
PF5_KARI. El cebador directo (ID de SEC N°: 20) y el cebador inverso (ID de SEC N°: 22) se utilizaron para todas
las bibliotecas ePCR.

Los moldes de ADN para cada biblioteca epPCR eran mutantes con relativamente buenas actividades NADH a partir
de la biblioteca anterior. Por ejemplo: los moldes de ADN para la n-ésima biblioteca epPCR eran mutantes con
buenas actividades de NADH a partir de la (n-1)-ésima biblioteca epPCR. Los moldes de la primera biblioteca
epPCR eran mutantes con relativamente buenas actividades de NADH a partir de bibliotecas de N y O. La tasa de
mutaciones de la biblioteca obtenida con este kit fue controlada mediante la cantidad de molde afiadido en la mezcla
de reaccion y el numero de ciclos de amplificacion. Tipicamente, se utilizé 1,0 ng de cada molde de ADN en 100 pl
de mezcla de reaccion. El numero de ciclos de amplificacién era de 70. Las condiciones siguientes se utilizaron para
la reaccion de PCR: La temperatura de partida era de 95°C durante 30 s seguido por 70 ciclos de
calentamiento/enfriamiento. Cada ciclo consistia en 95°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 min, y 70°C durante
2 min. Después de que los primeros 35 ciclos de calentamiento/enfriamiento terminaron, se afiadieron mas dNTP y
ADN polimerasa Mutazyme Il. El producto de PCR se limpié utilizando un kit de limpieza de ADN (n° de Catalogo
D4003, Zymo Research, Orange, CA) segun lo recomendado por el fabricante. El producto de PCR limpiado se traté
como megacebador y se introdujo en el vector utilizando el kit Quickchange como se describe en el Ejemplo 1. La
Tabla 4 siguiente enumera los mutantes KARI obtenidos y la mejora significativa observada en sus uniones NADH.
La Kq se redujo desde 1.100 puM para el C3B11 mutante hasta 50 pM para 12957G9 mutante.
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Tabla 4
Lista de algunos mutantes con sus valores de K, medidos
Mutante Posiciones de Mutacion NADH K, (M)
C3B11 R47F/S50A/T52D/V53W 1100
SB3 R47G/S50W/T52G/V53W 500
11518B4 R47N/S50N/T52D/V53A/A156V 141
11281G2 R47N/S50N/T52D/V53A/A156V/L165M 130
12985F6 R47Y/S50A/T52D/V53A/L61 F/A156V 100
13002D8 R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/A156V/G170A 68
12957G9 Y24F/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/G170A 50
12978D9 R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/Q115L/A156V 114

Ejemplo 3
Termoestabilidad de PF5-ilvC y sus mutantes

Las células que contienen pBAD-ilvC mutados se cultivaron durante la noche a 37°C en 25 ml de medio LB que
contenia 100 pg/ml de ampicilina'y 0,02% (peso/vol.) de inductor de arabinosa con agitacion a 250 rpm. Las células
se recogieron después por centrifugacion a 18.000-g durante 1 min a temperatura ambiente y los sedimentos
celulares se resuspendieron en 300 ul de BugBuster Master Mix (EMD Chemicals). La mezcla de reaccion se incubd
primero a temperatura ambiente durante 20 min y las alicuotas de esta mezcla de células (por ejemplo, 50 pl) se
incubaron a diferentes temperaturas (desde la temperatura ambiente hasta 75°C) durante 10 min. El precipitado se
separ6 por centrifugacion a 18.000-g durante 5 min a temperatura ambiente. La actividad remanente del
sobrenadante se analiz6 como se describid anteriormente. Como se muestra en la Figura 7, pBAD-ilvC era muy
estable con Tso igual a 68°C. (T50 es la temperatura a la cual el 50% de la proteina pierde su actividad después de 10
min de incubacion).

La termoestabilidad de PF5-ilvC permiti6 la destruccion de la mayoria de la otra actividad de oxidacion NADH no
KARI dentro de estas células, reduciendo el consumo de fondo de NADH y facilitando de este modo los ensayos de
actividad KARI. Este protocolo de tratamiento térmico se utilizé en todos los ensayos de cribado y re-cribado. Los
mutantes obtenidos de este modo eran todos termoestables que permitian una mas facil seleccién de los mutantes
deseables.

Ejemplo 4

Produccion estequiométrica de 2,3-dihidroxi-isovalerato por KARI durante el consumo de cofactores NADH o
NADPH

Ensayos de cribado y de rutina de la actividad KARI se basan en la disminucion de la absorcién de 340 nm asociada
con la oxidaciéon de NADPH o NADH de nucleétidos piridina. Para asegurar que esta métrica se acoplaba a la
formacién del otro producto de reaccion, la oxidacion del nucleétido de piridina y la formacién de 2,3-dihidroxi-
isovalerato se midieron en las mismas muestras.

La oxidacion de NADH o NADPH se midid6 a 340 nm en una cubeta de 1 cm longitud del trayecto en un
espectrofotometro modelo 8453 de Agilent (Agilent Technologies, Wilmington DEI.). El extracto celular crudo (0,1 ml)
preparado como se describié anteriormente, conteniendo bien PF5 KARI tipo silvestre o bien C3B11 mutante, se
afiadié a 0,9 ml de tampdn de K-fosfato (10 mM, pH 7,6), que contenia MgCl, 10 mM, y 0,2 mM de cualquiera
NADPH o NADH. La reaccion se inici6 mediante la adicion de acetolactato a una concentracion final de 0,4 mM.
Después de una disminucion de 10-20% en la absorcion (aproximadamente 5 min), 50 pl de la mezcla de reaccién
se retiraron rapidamente y se afaden a un tubo Eppendorf de 1,5 ml conteniendo 10 pl de AEDT 0,5 mM para
detener la reaccion y la disminucion de absorcion real para cada muestra se registro con precision. La produccién de
2,3-dihidroxi-isovalerato se midid y se cuantific6 mediante LC/MS como se describié anteriormente.

La relaciéon de acoplamiento se define por la relacion entre la cantidad de 2,3-dihidroxiisovalerato (DHIV) producido y
la cantidad de NADH o NADPH consumida durante el experimento. La relacién de acoplamiento para la enzima de
tipo silvestre (PF5-ilvC), utilizando NADPH, era de 0,98 DHIV/NADPH, mientras que para el mutante (C3B11),
utilizando NADH, era, en promedio, de alrededor de 1,10 DHIV/NADPH.
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Ejemplo 5

Identificacion de los aminoacidos implicados en la unién del cofactor en KARI para conmutar la especificidad del
cofactor utilizando herramientas bioinformaticas

Para descubrir si las secuencias KARI existentes en la naturaleza podrian proporcionar pistas para las posiciones de
aminoacidos que deberian ser objeto de mutagénesis, se realizé el alineamiento multiple de secuencias (MSA)
utilizando PF5-KARI, su cercano homodlogo PAO1_KARI y tres secuencias KARI con actividad NADH medible, es
decir, B. Cereus ilvC1 e ilvC2 y espinaca KARI (Fig. 8). Sobre la base del alineamiento multiple de secuencias, las
posiciones 33, 43, 59, 61, 71, 80, 101, y 119 fueron seleccionados para la mutagénesis de saturacion. Mutagénesis
de saturacion en todas estas posiciones se realizd simultaneamente utilizando el kit de mutagénesis dirigida al sitio
QuickChange Il XL (n° de Catalogo 200524, Stratagene, La Jolla CA) con el protocolo sugerido por el fabricante. El
material de partida para esta mutagénesis era un molde mixto consistente en mutantes ya identificados en la Tabla 4
y en el Ejemplo 2. Los cebadores utilizados se enumeran en la Tabla 5. La biblioteca de mutantes obtenidos de este
modo fueron nombrados biblioteca Z". Los mutantes con buena actividad NADH de esta biblioteca se identificaron
utilizando cribado de alto rendimiento y su actividad KARI y la K, para NADH se midieron como se describio
anteriormente. Estos mutantes (enumerados en la Tabla 6) poseen K, mucho menores para NADH en comparacion
con los moldes de los padres (Tabla 4). Se cre6 un megacebador utilizando cebadores (ID de SEC N°. 20y 58) y
mutaciones en las posiciones 156 y 170 fueron eliminadas. El cribado posterior de este conjunto de mutantes
identifico el mutante 3361 G8 (ID de SEC N°: 67) (Tabla 7). Los aciertos de la biblioteca Z fueron sometidos ademas
a mutagénesis de saturacion en la posicion 53 utilizando cebadores (ID de SEC N° 20 y 21), y el cribado posterior
identificod los mutantes restantes en la Tabla 7. Como se muestra en la Tabla 7, los nuevos mutantes poseian mucha
menor Ky, para NADH (p. €j., 4,0 a 5,5 uM) en comparacién con los mutantes enumerados en la Tabla 6 (p. gj., 14-40

uM).
Tabla 5

Cebadores para el Ejemplo 5

Posicion o Cebadores

Posiciones dirigidas

de Pi5_ilvC

33 pBAD-405-C33_090808f: GCTCAAGCANNKAACCTGAAGG (ID de SEC N°: 49)

pBAD-427-C33_090808r: CCTTCAGGTTKNNTGCTTGAGC (ID de SEC N°: 50)

43 pBAD-435-T43_090808f:GTAGACGTGNNKGTTGGCCTG (ID de SEC N°: 51)
pBAD-456-T43_090808r:CAGGCCAACKNNCACGTCTAC (ID de SEC N°: 52)

59y 61 pBAD-484-H59L61_090808f:CTGAAGCCNNKGGCNNKAAAGTGAC (ID de SEC N°: 53)
pBAD-509-H59L61_090808r:GTCACTTTKNNGCCKNNGGCTTCAG (ID de SEC N°: 54)

71 pBAD-519-A71_090808f: GCAGCCGTTNNKGGTGCCGACT (ID de SEC N°: 55)
pBAD-541-A71_090808r: AGTCGGCACCKNNAACGGCTGC (ID de SEC N°: 56)

80 pBAD-545-T80_090808f: CATGATCCTGNNKCCGGACGAG (ID de SEC N°: 57)
pBAD-567-T80_090808r: CTCGTCCGGKNNCAGGATCATG (ID de SEC N°: 58)

101 pBAD-608-A101_090808f: CAAGAAGGGCNNKACTCTGGCCT (ID de SEC N°: 59)
pBAD-631-A101_090808r: AGGCCAGAGTKNNGCCCTTCTTG (ID de SEC N°: 60)

119 pBAD-663-R119_090808f: GTTGTGCCTNNKGCCGACCTCG (ID de SEC N°: 61)
pBAD-685-R119_090808r: CGAGGTCGGCKNNAGGCACAAC (ID de SEC N°: 62)

Tabla 6
Lista de algunos mutantes con sus valores de K, medidos (las posiciones mutadas en esos mutantes se
identificaron mediante herramientas bioinformaticas)
Mutante Posiciones de la Mutacion NADH K, (M)
ZB1 Y24F/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/A156V (ID de SEC N°: 24) 40
ZF3 Y24F/C33L1R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F (ID de SEC N°: 25) 21
ZF2 Y24F/C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/A156V (ID de SEC N°: 26) 17
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Lista de algunos mutantes con sus valores de K, medidos (las posiciones mutadas en esos mutantes se
identificaron mediante herramientas bioinformaticas)

Mutante Posiciones de la Mutacion NADH K, (M)
ZB3 Y24F/C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/G170A (ID de SEC N°: 27) 17
Z4B8 C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/T80I/A156V (ID de SEC N°: 28) 14
Tabla 7
Los mutantes optimizados adicionalmente para mejorar la Ky, (para NADH)

Mutante Posiciones de la Mutacion NADH K, (M)
3361 G8 C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/T80I (SEQ ID NO: 67) 5.5

2H10 Y24F/C33L/R47Y/S50A/T52D/V53I/L61F/T801/A156V (SEQ ID NO : 68) 5.3

1D2 Y24F/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61F/T80I/A156V (SEQ ID NO: 69) 4.1

3F12 Y24F/C33L/R47Y/S50A/T52D/V53A/L61 F/T80I/A156V (SEQ ID NO: 70) 4.0

Analisis adicionales utilizando herramientas bioinformaticas se realizaron, por tanto, para expandir los sitios
mutacionales a otras secuencias KARI como se describe a continuacion.

Analisis de secuencias

Los miembros de la familia de proteinas de cetol-acido reductoisomerasa (KARI) fueron identificados a través de
busquedas BlastP de bases de datos disponibles al publico utilizando la secuencia de aminoacidos de
Pseudomonas fluorescens PF5 KARI (ID de SEC N°: 17) con los siguientes parametros de busqueda: valor de E =
10, tamario de la palabra = 3, Matriz = Blosum62, y apertura del Hueco = 11 y por extensién de hueco = 1, valor E de
corte de 10™. Se eliminaron las secuencias idénticas y las secuencias que eran mas cortas que 260 aminoacidos.
Ademas, también se eliminaron las secuencias que carecian del tipico motivo GxGXX(G/A) involucrado en la union
de NAD(P)H en el dominio N-terminal. Estos analisis dieron como resultado un conjunto de 692 secuencias de KARI.

Un perfil de HMM se generé a partir del conjunto de las enzimas KARI Clase | y Clase Il verificadas
experimentalmente a partir de diversas fuentes, como se describe en la Tabla 8. A continuacién se proporcionan los
detalles de construccién, calibracion, y busqueda con este perfil d¢ HMM. Cualquier secuencia que pueda ser
recuperada por la busqueda de HMM utilizando el perfil de HMM para KARI a un valor E por encima de 1E-3 se
considera un miembro de la familia KARI. Las posiciones en una secuencia KARI alineada con los siguientes en los
nodos del perfil de HMM (definidas a continuacion en la seccion de construccion del perfil de HMM) se reivindica de
que son responsables de la utilizacion de NADH: 24, 33, 47, 50, 52, 53, 61, 80, 115, 156, y 170 (la numeracion se
basa en las secuencias de Pseudomonas fluorescens PF5 KARI).

Preparacion del Perfil de HMM

Un grupo de secuencias KARI se expresaron en E. coli y se ha verificado que tienen actividad KARI Estas KARI se
enumeran en la Tabla 6. Las secuencias de aminoacidos de estas KARI funcionales verificadas experimentalmente
fueron analizadas utilizando el paquete de software HMMER (la teoria tras los perfiles HMM se describe en R.
Durbin, S. Eddy, A. Krogh y G. Mitchison, Biological sequence analysis: probabilistic models of proteins and nucleic
acids, Cambridge University Press, 1998; Krogh et al, 1994; J. Mol Biol. 235: 1501-1531), siguiendo la guia del
usuario que esta disponible de HMMER (Janelia Farm Research Campus, Ashburn, VA). La salida del programa de
software HMMER es un perfil de Modelo Oculto de Markov (perfil HMM) que caracteriza las secuencias de entrada.
Como se indica en la guia del usuario, los perfiles HMM son descripciones estadisticas del consenso de un
alineamiento multiple de secuencias. Utilizan las puntuaciones especificas de la posicion de los aminoacidos (o
nucledtidos) y las puntuaciones de la posicion especifica para la apertura y extension de una insercién o eliminacion.
En comparacién con otros procedimientos basados en el perfil, los HMM tienen una base probabilistica formal. Los
perfiles HMM para un gran nimero de familias de proteinas estan disponibles al publico en la base de datos PFAM
(Janelia Farm Research Campus, Ashburn, VA.).

El perfil HMM se construyé de la forma siguiente:
Etapa1. Construir un alineamiento de secuencia

Las 25 secuencias para las KARI funcionalmente verificada enumeradas anteriormente se alinearon utilizando
Clustal W (Thompson, J.D., Higgins, D.G., y Gibson T.J. (1994) Nuc Acid Res. 22: . 4673-4680) con los parametros
por defecto. El alineamiento se muestra en la Figura 9.
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Tabla 8

25 enzimas KARI verificadas experimentalmente

Numero Gl Acceso ID de SEC N°: Organismo

70732562 YP_262325.1 17 Pseudomonas fluorescens Pf-5

15897495 NP_342100.1 13 Sulfolobus solfataricus P2

18313972 NP_560639.1 14 Pyrobaculum aerophilum str. IM2
76801743 YP_326751.1 30 Natronomonas pharaonis DSM 2160
16079881 NP_390707.1 31 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
19552493 NP_600495.1 32 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
6225553 032414 33 Phaeospririlum molischianum

17546794 NP_520196.1 15 Ralstonia solanacearum GMI1000
56552037 YP_162876.1 34 Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4
114319705 YP_741388.1 35 Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-1

57240359 ZP_00368308.1 36 Campylobacter lari RM2100

120553816 YP_958167.1 37 Marinobacter aquaeolei VT8

71065099 YP_263826.1 38 Psychrobacter arcticus 273-4

83648555 YP_436990.1 39 Hahella chejuensis KCTC 2396

74318007 YP_315747.1 40 Thiobacillus denitrificans ATCC 25259
67159493 ZP_00420011.1 41 Azotobacter vinelandii AvOP

66044103 YP_233944 .1 42 Pseudomonas syringae pv. syringae B728a
28868203 NP_790822.1 43 Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000
26991362 NP_746787 .1 44 Pseudomonas putida KT2440

104783656 YP_610154.1 45 Pseudomonas entomophila L48
146306044 YP_001186509.1 46 Pseudomonas mendocina ymp

15599888 NP_253382.1 16 Pseudomonas aeruginosa PAO1
42780593 NP_977840.1 47 Bacillus cereus ATCC 10987

42781005 NP_978252.1 48 Bacillus cereus ATCC 10987

266346 Q01292 18 Spinacia oleracea

Etapa 2. Crear un perfil HMM

El programa hmmbuild se ha ejecutado en el conjunto de secuencias alineadas utilizando parametros por defecto. El
hmmbuild lee el archivo del alineamiento multiple de secuencias, construye un nuevo perfil HMM, y guarda el perfil
HMM para archivar. Utilizando este programa se generaba un perfil no calibrado a partir del alineamiento multiple de
secuencias para veinticuatro KARI verificadas experimentalmente como se describié anteriormente.

La siguiente informacion basada en la guia de usuario del software HMMER da alguna descripcion de la forma en
que el programa hmmbuild prepara un perfil HMM. Un perfil HMM es una maquina de estado lineal que consiste en
una serie de nodos, cada uno de los cuales corresponde aproximadamente a una posicion (columna) en el
alineamiento multiple de secuencias a partir del cual se construye. Si se ignoran los huecos, la correspondencia es
exacta, es decir, el perfil HMM tiene un nodo para cada columna en el alineamiento, y cada nodo puede existir en un
estado, un estado coincidente. La palabra "coincidente" en el presente documento implica que hay una posicion en
el modelo para cada posiciéon en la secuencia para ser alineada con el modelo. Los huecos se modelan mediante
estados de insercion (1) y de eliminacion (D) estados. Todas las columnas que contienen mas de una cierta fraccion
x de caracteres huecos seran asignadas como una columna de insercion. Por defecto, x se establece en 0,5. Cada
estado coincidente tiene un estado | y uno D asociados con él. HMMER llama a un grupo de tres estados (M/D/I) en
la misma posicién de consenso en el alineamiento de un "nodo".

Un perfil HMM tiene varios tipos de probabilidades asociadas con él. Un tipo es la probabilidad de transicion -- la
probabilidad de transicion de un estado a otro. También hay probabilidades de emisiones asociadas con cada
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estado coincidente, basada en la probabilidad de que un determinado resto exista en esa posiciéon en el
alineamiento. Por ejemplo, para una columna bastante bien conservada en un alineamiento, la probabilidad de
emisiones para el aminoacido mas comun puede ser 0,81, mientras que para cada uno de los otros 19 aminoacidos
puede ser 0,01.

Un perfil HMM esta completamente descrito en un archivo guardado con perfii HMMER2, que contiene todas las
probabilidades que se utilizan para parametrizar el HMM. Las probabilidades de emision de un estado coincidente o
un estado de insercion se almacenan como relaciones log-momios relativas a un modelo Null: logz (p_x)/(null_x).
Donde p_x es la probabilidad de un resto de aminoacido, en una posicién particular en el alineamiento, de acuerdo
con el perfil HMM y null_x es la probabilidad de acuerdo con el modelo Null. EI modelo Null es un simple modelo
probabilistico de un estado con un conjunto precalculado de probabilidades de emisiéon para cada uno de los 20
aminoacidos derivados de la distribucion de los aminoacidos en el SWISSPROT release 24. Las puntuaciones de la
transicion de estado también se almacenan como parametros log momios y son proporcionales a log. (t_x). Donde
t x es la probabilidad de transicion de transitar de un estado a otro estado.

Etapa 3. Calibrar el perfil HMM

El perfil HMM se leyé utilizando hmmcalibrate que anota un gran nimero de secuencias aleatorias sintetizadas con
el perfil (el numero por defecto de secuencias sintéticas utilizada es 5.000), se ajusta a una distribucion de valor
extremo (EVD) para el histograma de esas puntuaciones, y vuelve a guardar el archivo HMM incluyendo ahora los
parametros de EVD. Estos parametros de EVD (u y A) se utilizan para calcular los valores de E de las puntuaciones
de bits cuando el perfil se busca contra una base de datos de secuencias de proteinas. El hmmcalibrate escribe dos
parametros en el archivo HMM en una linea etiquetada "EVD": estos parametros son los parametros p (localizacion)
y A (escala) de una distribucion de valor extremo (EVD) que mejor se adapte a un histograma de las puntuaciones
calculadas sobre secuencias generadas al azar de aproximadamente la misma longitud y composicion del resto
como SWISS-PROT. Esta calibracion se hizo una vez para el perfil HMM.

El perfil HMM calibrado para el conjunto de secuencias KARI se proporciona adjunto a ello como un grafico Excel del
perfil HMM (Tabla 9). En la seccién principal del modelo empezando desde la linea de marca del HMM, el modelo
tiene tres lineas por cada nodo, para Inodos M (donde M es el nimero de estados coincidentes, como se determina
mediante la linea LENG). La primera linea informa de las puntuaciones log-momios de emision coincidente: la
relacion log-momios de emision de cada aminoacido desde ese estado y desde el modelo Null. El primer nimero es
el nimero de nodo (1..M). Los K siguientes numeran las puntuaciones de emisién coincidente, una por cada
aminoacido. El aminoacido con mayor puntuacién se indica entre paréntesis después del numero de nodo. Estas
puntuaciones log-momios se pueden transformar de nuevo en probabilidades HMM utilizando el la probabilidad del
modelo Null. El Ultimo numero de la linea representa el indice de la columna de alineamiento para este estado
coincidente. La segunda linea informa de las puntuaciones de emision del inserto, y la tercera linea informa de las
puntuaciones de transicion de estadoo M > M, M > |, M>D;I2>H, 1> ;D>M,D>D;B>M M-> E.

Etapa 4. Ensayar la especificidad y sensibilidad de los HMM del perfil construido

El perfil HMM se evalud utilizando hmmsearch, que lee un perfil HMM a partir de hmmfile y busca un archivo de
secuencia para coincidencias de secuencias significativamente similares. El archivo de secuencia buscado contenia
692 secuencias (véase en lo que antecede). Durante la busqueda, el tamafo de la base de datos (parametro Z) se
fijo en mil millones. Este ajuste del tamafio asegura que valores E significativos frente a la base de datos actual
seguiran siendo significativos en un futuro previsible. El punto de corte del valor E se fij6 en 10.

Una busqueda hmmer, utilizando hmmsearch, con el HMM perfil generado a partir del alineamiento de los veinticinco
KARI con la funcién verificada experimentalmente, hizo coincidentes las 692 secuencias con un valor de E <107,
Este resultado indica que los miembros de la familia KARI comparten una significativa similitud de secuencia. Se
utilizé una busqueda hmmer con un corte de valor de E de 10° para separar las KARI de otras proteinas.

Etapa 5. Identificar posiciones que son relevantes para la utilizacion de NAD(P)H.

Once posiciones se han identificado en KARI de Pseudomonas fluorescens Pf-5 que conmuta el cofactor NADPH
por NADH. Dado que las secuencias KARI comparten significativa similitud de secuencias (como se describio
anteriormente), se puede razonar que las posiciones homologas en la alineamiento de secuencias KARI deben
contribuir a la misma especificidad funcional. EI HMM perfil para enzimas KARI se ha generado a partir del
alineamiento multiple de secuencias que contiene la secuencia de Pseudomonas fluorescens Pf-5 KARI. Las once
posiciones en el perfil HMM que representan las columnas del alineamiento que corresponden a las once posiciones
de conmutacién del cofactor en Pseudomonas fluorescens Pf-5 KARI se identifican como las posiciones 24, 33, 47,
50, 52, 53, 61, 80, 115, 156 y 170. Las lineas correspondientes a estas posiciones en el archivo del modelo se
resaltan en amarillo en la tabla 9.

Para cualquier secuencia de consulta, hmmsearch se utiliza para buscar el perfii HMM para KARI frente a la
secuencia de consulta y el alineamiento de la consulta con el HMM se registra en el archivo de salida. En la seccién
de alineamiento de la salida, la linea superior es el consenso HMM. El aminoacido mostrado para el consenso es el
aminoacido de mayor probabilidad en esa posicién de acuerdo con el HMM (no necesariamente el aminoacido de
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puntuacion mas alta). La linea central muestra letras de coincidencia "exacta" con el resto de mayor probabilidad en
el HMM, o un "+" cuando la coincidencia tiene una puntuacion positiva. La tercera linea muestra la propia secuencia.
Las posiciones en la secuencia de consulta que se consideran como relevantes para la conmutacién del cofactor se
identifican como aquellas que estan alineadas con estos once nodos en el perfii HMM como se describid
anteriormente. Un ejemplo del alineamiento de Pseudomonas fluorescens Pf-5 KARI con el perfil HMM de KARI se
muestra en la Figura 10 y las once posiciones que son responsables de la conmutacion del cofactor estan
sombreadas en gris.
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HMMER2.0 [2.2 g]

NOMBRE de las KARI verificadas
funcionalmente

LENG 354
ALPH Amino

MAPA “yes”

COM hmmbuild-n KARI verificadas
funcionalmente exp-KARIL.hmm exp-
KARI_mod.aln

COM hmmcalibrate exp-KARl.hmm

NSEQ 25
FECHA Lun Dic 8 17: 34: 51
2008

XT -8455 -1000 -1000 -8455 4 --8455 -
4-4

NULT -4 -8455

NULE 595 -1558 85 338-294 453-1158
197 249 902-1085-142-21-313 45 531
201 384-1 998-644

EVD -333.712708 0.110102

ES 2575413 T3

Tabla 9

Versién del formato de archivo: un identificador unico para este formato de archivo de guardar.
Nombre del perfil HMM

Longitud del modelo: el nimero de estados coincidentes en el modelo.

Alfabeto de simbolos: Esto determina el alfabeto de simbolos y el tamafio de las distribuciones de
probabilidad de emisién de simbolos. IAmino, el tamafio del alfabeto se establece en 20 y el alfabeto de
simbolos a "ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY" (orden alfabético).

Marca de anotaciéon del mapa: Si se establece en “yes”, cada linea de datos para el estado
coincidente/columna de consenso en la seccion principal del archivo es seguido de un numero extra.
Este numero da el indice de la columna del alineamiento de la que se producia el estado coincidente.
Esta informacién proporciona un "mapa" de los estados coincidentes (1..M) sobre las columnas del
alineamiento (1..alen). Se utiliza para alinear rapidamente el modelo de vuelta al alineamiento original,
p. €j., cuando se utiliza hmmalign-mapali.

Linea de comandos para cada comando HMMER que modifica el archivo de guardar: Esto significa que
hmmbuild (parametros por defecto) se aplicaba para generar el archivo de guardar.

Linea de comandos para cada comando HMMER que modifica el archivo de guardar: Esto significa que
hmmcalibrate (parametros por defecto) se aplicaba al archivo de guardar.

Numero de secuencia: el nUmero de secuencias en las que era entrenado el HMM
Fecha de creacién: Cuando fue generado el archivo de guardar.

Ocho transiciones "especiales" para el control de partes de partes especificas del algoritmo del modelo
Plan7. La probabilidad Null utilizada para transformarlos de vuelta a las probabilidades del modelo es
1,0. El orden de los ocho campos es N>B, N>N, E>C, E>J, C>T, C>C, J2B, J>J.

La distribucién de probabilidad de transicién para el modelo Null (estado G Unico).

Los parametros de distribucién de valor extremo p y lambda, respectivamente; ambos valores puntuales
flotantes. Estos valores se establecen cuando se calibra el modelo con hmmcalibrate. Se utilizan para
determinar valores E de las puntuaciones de bits.
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También se describe en el presente documento el objeto de las reivindicaciones de la solicitud internacional tal como
fue presentada:

1. Una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante que comprende la secuencia de aminoacido como se expone
en la ID de SEC N°: 29.

2. Una molécula de acido nucleico que codifica la enzima cetil-acido reductoisomerasa mutante de la reivindicacion

1.

3. Una molécula de acido nucleico que codifica una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante que tiene la
secuencia de acido nucleico como se expone en la ID de SEC N°: 23.

4. Una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante codificada por la molécula de acido nucleico de la
reivindicacion 3.

5. Una célula recombinante que comprende la enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante de la reivindicacion 1.

6. Una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante como se expone en la ID de SEC N°.:

17 que comprende al

menos una mutacion en un resto seleccionado del grupo consistente en 24, 33, 47, 50, 52, 53, 61, 80, 115, 156, 165

y 170.

7. Una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que:
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a) el resto en la posicion 47 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
F,.G, ILL,N,PeY;

b) el resto en la posicion 50 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
E,F,G,M,N,VyW,;

c) el resto en la posicion 52 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
G,H,N,yS;

d) el resto en la posicion 53 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, H, |,
W;

e) el resto en la posicion 156 tiene una sustitucion de aminoacidos de V;
f) el resto en la posicidon 165 tiene una sustitucion de aminoacidos de M;
g) el resto en la posicion 61 tiene una sustitucion de aminoacidos de F;
h) el resto en la posicién 170 tiene una sustitucion de aminoacidos de A;
i) el resto en la posicidon 24 tiene una sustitucion de aminoacidos de F;
j) el resto en la posicion 33 tiene una sustitucion de aminoacidos de L;
k) el resto en la posicion 80 tiene una sustitucion de aminoacidos de I; y
1) el resto en la posicién 115 tiene una sustitucién de aminoacidos de L.

8. Una molécula de acido nucleico que codifica la enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante de la reivindicacion
6.

9. Un procedimiento para la evolucién para la evolucién de una enzima cetol-acido reductoisomerasa que une
NADPH a una forma que utiliza NADH que comprende:

a) proporcionar una enzima cetol-acido reductoisomerasa que utiliza NADPH que tiene una secuencia de
aminoacidos nativa especifica;

b) identificar los restos de conmutacién del cofactor en la enzima de a) basado en la secuencia de aminoacidos de la
enzima cetol-acido reductoisomerasa Pseudomonas fluorescens como se expone en la ID de SEC N°: 17 en la que
los restos de conmutacion del cofactor estan en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 24, 33, 47,
50, 52, 53, 61, 80, 115, 156, 165y 170;

c) crear mutaciones en al menos uno de los restos de conmutacion del cofactor de b) para crear una enzima mutante
en la que dicha enzima mutante ligue NADH.

10. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que:

a) el resto en la posicion 47 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
F,.G, ILL,N,PeY;

b) el resto en la posicidn 50 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
E,F,G,M,N,VyW,;

c) el resto en la posicidn 52 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
G,H,N,yS;

d) el resto en la posiciéon 53 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, H, 1,
W;

e) el resto en la posicidon 156 tiene una sustitucion de aminoacidos de V;
f) el resto en la posicion 165 tiene una sustitucion de aminoacidos de M;
g) el resto en la posicion 61 tiene una sustitucion de aminoacidos de F;
h) el resto en la posicién 170 tiene una sustitucién de aminoacidos de A;
i) el resto en la posicién 24 tiene una sustitucion de aminoacidos de F;

j) el resto en la posicion 33 tiene una sustitucion de aminoacidos de L;
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k) el resto en la posicion 80 tiene una sustitucion de aminoacidos de |; y
1) el resto en la posicion 115 tiene una sustitucion de aminoacidos de L.

11. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que la enzima cetol-acido reductoisomerasa tiene la secuencia de
aminoacidos como se expone en la ID de SEC N°: 29.

12. Un procedimiento para la produccién de isobutanol, que comprende:
a) proporcionar una célula anfitriona microbiana recombinante que comprende las siguientes constructos genéticos:

i) al menos un constructo genético que codifica una enzima acetolactato sintasa para la transformacion de
piruvato en acetolactato;

ii) al menos un constructo genético que codifica una enzima cetol-acido reductoisomerasa de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

iii) al menos un constructo genético que codifica una acetohidroxiacido deshidratasa para la transformacion de
2,3-dihidroxi-isovalerato en o-ceto-isovalerato (ruta de la etapa c);

iv) al menos un constructo genético que codifica una cetoacido descarboxilasa de de cadena ramificada, para la
transformacion de a-cetoisovalerato en isobutiraldehido (ruta de la etapa d);

v) al menos un constructo genético que codifica una alcohol deshidrogenasa de cadena ramificada para la
transformacion de isobutiraldehido a isobutanol (ruta de la etapa e); y

b) cultivar la célula anfitriona de a) en condiciones donde se produce iso-butanol.

13. Un procedimiento para la evoluciéon e identificacion de una enzima cetol-acido reductoisomerasa que une
NADPH a una forma que utiliza NADH que comprende:

a) proporcionar una enzima cetol-acido reductoisomerasa que utiliza NADPH que tiene una secuencia de
aminoacidos nativa especifica;

b) identificar los restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos nativa cuyas cadenas laterales estan en
cercana proximidad a la adenosil 2'-fosfato de NADPH como objetivos de mutagénesis;

c) crear una biblioteca de enzimas cetol-acido reductoisomerasa mutantes a partir de la enzima cetol-acido
reductoisomerasa de clase | de la etapa a), que tienen al menos una mutaciéon en al menos uno de los sitios
objetivos de mutagénesis de la etapa (b); y

d) cribar la biblioteca de enzimas cetol-acido reductoisomerasa mutantes de la etapa c) para identificar enzimas
cetol-acido reductoisomerasa mutantes que unen NADH.

14. Una enzima cetol-acido reductoisomerasa mutante que tiene la secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en la ID de SEC N°: 19, 24, 25, 26, 27, 28, 67, 68, 69, and 70.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> E. I. du Pont de Nemours and Company
<120> Cetol-acido reductoisomerasa que une NADH
<130> CL4165

<140> CL4165
<141> 13-12-2007

<160> 70

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 30

<212> ADN

<213> Cebador inverso para el vector pBAD

<400> 1

tgatgaacat cttcgcgtat tcgeegtect 30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gcgtagacgt gactgttgge ctgnntaaag gennggcetnn ctgggccaag gctgaagccce

2

68

ADN

secuencia artificial

Cebador directo de biblioteca G

caracteristica_nueva
(24)..(25)
nesa,c,g,ot

caracteristica_nueva
(33)..(34)
nesa,c,g,ot

caracteristica_nueva
(39)..(40)
nesa,c,g,ot

2

acggcttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gcgtagacgt gactgttggce ctgnntaaag gctcggctac cgttgccaag gctgaagcecce

3

68

ADN

secuencia artificial

Cebador directo de biblioteca E

caracteristica_nueva
(24)..(25)
nesa,c,g,ot

3

acggcettg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gcgtagacgt gactgttgge ctgcgtaaag genntgctac cgttgccaag gcectgaagcecce

4
68

ADN

secuencia artificial

Cebador directo de biblioteca F

caracteristica_nueva
(33)..(34)
nesa,c,g,ot

4

acggcttg

<210>
<211>

5
68
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59

60

68

60

68

60

68



10

15

20

25

30

35

40

45

<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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ADN
secuencia artificial

Cebador directo de biblioteca G

caracteristica_nueva
(39)..(40)
nesa,c,g,ot

5

gcgtagacgt gactgttgge ctgegtaaag getcggetnn tgttgecaag getgaagece

acggcttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

6

68

ADN

secuencia artificial

Cebador directo de biblioteca H

caracteristica_nueva
(24)..(25)
nesa,c,g,ot

caracteristica_nueva
(33)..(34)
nesa,c,g,ot

caracteristica_nueva
(39)..(40)
nesa,c,g,ot

6

gcgtagacgt gactgttgge ctgnntaaag genntgetnn tgttgccaag gcectgaagceccce

acggcttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

20

ADN

secuencia artificial

Cebador de secuenciacion (directo)

7

aagattagcg gatcctacct 20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

20

ADN

secuencia artificial

Cebador de secuenciacion (inverso)

8

aacagccaag cttttagttc 20

60

60

68

60

68



<210> 9
<211> 330
<212> PRT
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<213> Methanococcus maripaludis

<400> 9

Met Lys Val Phe
1

Lys Thr Ile Ala
20

Leu Asn Met Lys
35

Asn Gly Ala Ser

Tyr Asp Ser Asp Phe Lys Leu Asp Ala Leu Lys Glu
5 10 15

Val Ile Gly Tyr Gly Ser Gln Gly Arg Ala Gln Ser
25 30

Asp Ser Gly Leu Asn Val Val Val Gly Leu Arg Lys
40 45

Trp Glu Asn Ala Lys Ala Asp Gly His Asn Val Met
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Thr

65

Pro

Leu

Tyr

Pro

Gly

145

Phe

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Lys

Gly

Ala

Glu

50

Ile

Asp

Lys

Gly

Lys

130

Val

Asp

Val

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Gly

Met

Phe
290

Glu

Glu

Glu

Phe

115

Ser

Pro

Ile

Ile

Gln

195

Glu

Thr

Phe

Leu

Lys

275

Val

Glu

Leu

Gly

100

Ile

Pro

Gly

val

Gln

180

Ala

Thr

Cys

Lys

Thr

260

Glu

Leu

Ala

Gln

85

Lys

Val

Gly

Leu

Ser

165

Thr

Val

Leu

His

Asn

245

Arg

Ile

Glu

Ala

70

Ala

Thr

Pro

Lys

Ile

150

Ala

Thr

Leu

Val

Glu

230

Met

Arg

Leu

Lys

55

Glu

Glu

Leu

Pro

Met

135

Cys

Met

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Trp

Ser

Lys

Gln
295
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Lys

Val

Ser

Lys

120

Val

Ile

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Asn

Arg

Glu

280

Val

Ala

Tyr

Phe

105

Gly

Arg

Glu

Lys

Glu

185

Gly

Gly

Leu

Asp

Ile

265

Ile

Asn

Asp

Glu

90

Ser

vVal

Arg

Ile

Gly

170

Glu

Val

Tyr

Ile

Val

250

Val

Gln

His

Ile

75

Ser

His

Asn

Thr

Asp

155

Ile

Thr

Thr

Ala

val

235

Ser

Thr

Asp

Ala

62

60

Ile

Gln

Gly

Val

Tyr

140

Ala

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Ala

Gly

His
300

His

Ile

Phe

vVal

125

Glu

Thr

Leu

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Thr

Asp

Arg

285

Leu

Ile

Lys

Asn

110

Leu

Glu

Asn

Ser

Asp

190

Ile

Met

Ile

Ala

Ser

270

Phe

Lys

Leu

Pro

95

Ile

Val

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Lys

Thr

Ala

Ile

80

Tyr

His

Ala

Phe

Ala

160

Ala

Phe

Ala

Tyr

Gln

240

Tyr

Ala

Lys

Met
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Arg Arg Ile Glu Gly Asp Leu Gln Ile Glu Glu Val Gly Ala Lys Leu
305 310 315 320

Arg Lys Met Cys Gly Leu Glu Lys Glu Glu
325 330

<210> 10

<211> 330

<212> PRT

<213> Methanococcus maripaludis

<400> 10

Met Lys Val Phe Tyr Asp Ser Asp Phe Lys Leu Asp Ala Leu Lys Glu
1 5 10 15

Lys Thr Ile Ala Val Ile Gly Tyr Gly Ser Gln Gly Arg Ala Gln Ser
20 25 30

Leu Asn Met Lys Asp Ser Gly Leu Asn Val Val Val Gly Leu Arg Lys
35 40 45

Asn Gly Ala Ser Trp Asn Asn Ala Lys Ala Asp Gly His Asn Val Met

Thr Ile Glu Glu Ala Ala Glu Lys Ala Asp Ile Ile His TIle Leu Ile
65 70 75 80

Pro Asp Glu Leu Gln Ala Glu Val Tyr Glu Ser Gln Ile Lys Pro Tyr
85 90 95

Leu Lys Glu Gly Lys Thr Leu Ser Phe Ser His Gly Phe Asn Ile His
100 105 110

Tyr Gly Phe Ile Val Pro Pro Lys Gly Val Asn Val Val Leu Val Ala
115 120 125

Pro Lys Ser Pro Gly Lys Met Val Arg Arg Thr Tyr Glu Glu Gly Phe
130 135 140

Gly Val Pro Gly Leu Ile Cys Ile Glu Ile Asp Ala Thr Asn Asn Ala
145 150 155 160

Phe Asp Ile Val Ser Ala Met Ala Lys Gly Ile Gly Leu Ser Arg Ala
165 170 175

Gly Val Ile Gln Thr Thr Phe Lys Glu Glu Thr Glu Thr Asp Leu Phe
180 185 190
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Gly Glu

Gly Phe
210

Phe Glu
225

Lys Gly

Gly Gly

Ala Met

Glu Phe
290

Arg Arg
305

Arg Lys

<210> 11

Gln

195

Glu

Thr

Phe

Leu

Lys

275

Leu

Leu

Met

<211> 330
<212> PRT

<213>

<400> 11

Ala

Thr

Cys

Lys

Thr

260

Glu

Leu

Glu

Cys

Met Lys Val Phe

1

Lys Thr

Leu Asn

Ile

Met
35

Ala
20

Lys

Asn Gly Ala Ser

50

Thr Ile
65

Glu

Glu

vVal

Leu

His

Asn

245

Arg

Ile

Glu

Gly

Gly
325

Tyr

Val

Asp

Trp

Ala

Leu

val

Glu

230

Met

Arg

Leu

Lys

Asp

310

Leu

Methanococcus vannielii

Asp

Ile

Ser

Glu

Ser
70

Cys

Glu

215

Leu

Trp

Ser

Arg

Gln

295

Leu

Glu

Ala

Gly

Gly

Asn

55

Lys
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Gly

200

Ala

Lys

Asn

Arg

Glu

280

val

Gln

Lys

Asp

Tyr

Leu

40

Ala

Lys

Gly

Gly

Leu

Asp

Ile

265

Ile

Ser

Ile

Glu

Ile

Gly

25

Asn

Lys

Ala

Val

Tyr

Ile

Val

250

Val

Gln

Tyr

Glu

Glu
330

Lys

10

Ser

Val

Asn

Asp

Thr

Ala

val

235

Ser

Thr

Asp

Ala

Glu
315

Leu

Gln

val

Asp

Ile
75

64

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Ala

Gly

His

300

val

Asp

Gly

val

Gly

Ile

Leu

205

Glu

Leu

Thr

Asp

Arg

285

Leu

Gly

Ala

Arg

Gly

45

His

His

Ile

Met

Ile

Ala

Ser

270

Phe

Lys

Ala

Leu

Ala

30

Leu

Glu

Ile

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Lys

Thr

Ser

Lys

Lys

15

Gln

Arg

Val

Leu

Ala

Tyr

Gln

240

Tyr

Ala

Lys

Met

Leu
320

Ser

Ser

Lys

Leu

Ile
80



Pro

Leu

Tyr

Pro

Gly

145

Phe

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Lys

Gly

Ala

Glu

Arg

305

Arg

<210>

Asp

Thr

Gly

Lys

130

val

Glu

Val

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Gly

Met

Phe

290

Arg

Lys

12

Glu

Glu

Phe

115

Ser

Pro

Thr

Ile

Gln

195

Glu

Thr

Phe

Leu

Lys

275

val

Leu

Met

<211> 349

Leu

Gly

100

Ile

Pro

Gly

Val

Gln

180

Ala

Thr

Cys

Lys

Thr

260

Glu

Leu

Glu

Cys

Gln

85

Lys

Ile

Gly

Leu

Ser

165

Thr

Val

Leu

His

Asn

245

Arg

Tle

Glu

Gly

Gly
325

Ala

Thr

Pro

Lys

Ile

150

Ala

Thr

Leu

Val

Glu

230

Met

Arg

Leu

Asn

Glu

310

Leu

Glu

Leu

Pro

Met

135

Cys

Met

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Trp

Ser

Lys

Gln

295

Leu

Glu
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val

Ser

Lys

120

val

Ile

Ala

Arg

Gly

200

Ala

Lys

His

Arg

Glu

280

Ala

Gln

Lys

Tyr

Phe

105

Gly

Arg

Glu

Lys

Glu

185

Gly

Gly

Leu

Asp

Ile

265

Ile

Lys

Ile

Asp

Glu

90

Ser

Val

Lys

val

Gly

170

Glu

Val

Tyr

Ile

Val

250

Val

Gln

Met

Glu

Glu
330

Ser

His

Asn

Thr

Asp

155

Ile

Thr

Thr

Ser

Val

235

Ser

Thr

Asp

Ala

Glu
315

65

Gln

Gly

Val

Tyr

140

Ala

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Ala

Gly

His

300

val

Ile

Phe

Val

125

Glu

Thr

Leu

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Thr

Asp

Arg

285

Leu

Gly

Lys

Asn

110

Leu

Glu

Asn

Ser

Asp

190

Ile

Met

Ile

Ala

Ser

270

Phe

Lys

Ser

Pro

95

Ile

Val

Gly

Thr

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Lys

Thr

Ala

Lys

Tyr

His

Ala

Phe

Ala

160

Ala

Phe

Ala

Tyr

Gln

240

Tyr

Ala

Lys

Met

Leu
320



<212>

<400>

PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

12

Met Leu Lys

1

Arg

Thr

Asn

Gly

65

Asn

Asn

Pro

Pro

val

145

Phe

Val

Gly

Asp

Ala

Phe

Leu

50

Ala

Leu

Leu

Leu

Val

130

Ile

Lys

Thr

Ser

Leu
210

Asp

Ala

35

Arg

Ser

Phe

Leu

Leu

115

Phe

Leu

Glu

Gly

Gly

195

Tyr

Gln

Trp

20

Leu

Asp

Trp

Thr

Ser

100

Thr

Lys

val

Gly

Lys

180

Tyr

Gly

Ile

Pro

Ile

Asn

Lys

val

85

Asp

Lys

Asp

Ala

Arg

165

Ala

val

Glu

Asn

Arg

Gly

Gly

Ala

70

Glu

Ala

Gly

Leu

Pro

150

Gly

His

Tyr

Arg

Phe

Glu

Tyr

Leu

55

Ala

Asp

Ala

Lys

Thr

135

Lys

Ile

Glu

Gln

Gly
215
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Gly

Lys

Gly

40

Asn

Ile

Ala

Gln

Thr

120

His

Gly

Asn

Lys

Thr
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Asp

Lys

Asn

Lys

130

Ile

Asn

Ile

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Glu

Met

Leu

35

Ala

Ala

Glu

Lys

Gln

115

Ala

Pro

Val

Ile

Gln

195

Glu

Cys

Ile

Tyr

Arg

Lys

Asp

Ala

Phe

Gly

100

Val

Pro

Asp

Ala

Glu

180

Ala

Thr

Leu

Ala

Val

260

Asn

Asp

Ala

Ala

Gln

85

Ala

vVal

Gly

Leu

Leu

165

Thr

vVal

Leu

His

Asn

245

Thr

Ala

Ser

Ala

Vval

70

Ser

Thr

Pro

His

Ile

150

Ser

Thr

Leu

val

Glu

230

Met

Gly

Leu

Gly

Lys

55

Ala

Gln

Leu

Arg

Thr

135

Ala

Tyr

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Asn

Pro

Lys

ES 2575413 T3

Val

40

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

120

Val

Ile

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Tyr

Glu

Arg

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Tyr

Ala

Asp

185

Gly

Gly

Leu

Ser

Val

265

Ile

vVal

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Ser

Gln

Ala

170

Glu

Thr

Tyr

Ile

Ile

250

Ile

Gln

Thr

His

Leu

75

Asn

His

Asp

Glu

Asp

155

Vval

Thr

Val

Ala

Val

235

Ser

Asn

Asp

85

Val

Gly

Val

Glu

Gly

Val

Phe

140

Ala

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Ala

Gly

Gly

45

Phe

Met

Ile

Phe

Ile

125

Val

Ser

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Asn

Glu

Glu

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

110

Met

Lys

Gly

Gly

Asp

190

Val

Met

Met

Ala

Ser

270

Tyr

Tyr

val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Arg

Ala

Lys

Thr

Thr

Asn

His

Ala

Gly

Ala

160

Thr

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Tyr

Gln

Lys
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ES 2575413 T3

280

Met Phe Ile Ser Glu Gly Ala Thr Gly Tyr

290

295

Arg Arg Asn Asn Ala Ala His Gly Ile

305

310

Arg Ser Met Met Pro Trp Ile Gly Ala

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asn

28

338
PRT
secuencia artificial

325

constructo sintético del mutante de ilcV

28

Met Lys Val Phe

1

Lys

Leu

Gly

Asp

Pro

Ile

Tyr

Pro

Lys

Asn

Ala

50

Vval

Asp

Lys

Asn

Lys
130

Val

Leu

35

Ala

Ala

Glu

Lys

Gln

115

Ala

Ala

20

Lys

Asp

Ala

Phe

Gly

100

val

Pro

Tyr Asp

Ile Ile

Asp Ser

Ala Ala

Ala Vval

70

Gln Ser

85

Ala Thr

Val Pro

Gly His

Lys

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Gln

Leu

Arg

Thr
135

Asp

Tyr

Val

40

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

120

Val

Cys

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Glu

Asn
330

Asp

10

Ser

Val

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Lys

Leu

Gln

Thr

His

Leu

75

Asn

His

Asp

Glu

86

Ser
300

Ile

Ile

Ser

Gly

val

Gly

60

val

Glu

Gly

Val

Phe
140

285

Met

Thr

Ala

Gly Glu Gln

Val

Ile

His

Gly

45

Phe

Met

Ile

Phe

Ile

125

Val

Asp

Ile

Ala

30

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

110

Met

Lys

Lys
335

Gln

15

Gln

Tyr

Val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Lys

Leu

320

Ala

Gly

Ala

Lys

Thr

Ile

80

Asn

His

Ala

Gly



10

Gly

145

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Gly

Gly

ES 2575413 T3

Ile Pro Asp Leu Ile Ala Ile Tyr Gln Asp
150 155

Asn Val Ala Leu Ser Tyr Ala Ala Ala Val
165 170

Ile Ile Glu Thr Thr Phe Lys Asp Glu Thr
180 185

Glu Gln Ala Val Leu Cys Gly Gly Thr Vval
195 200

Phe Glu Thr Leu Val Glu Ala Gly Tyr Ala
210 215

Glu Cys Leu His Glu Leu Lys Leu Ile Val
230 235

Gly Ile Ala Asn Met Asn Tyr Ser Ile Ser
245 250

Glu Tyr Val Thr Gly Pro Glu Val Ile Asn
260 265

Ala Met Arg Asn Ala Leu Lys Arg Ile Gln Asp
275 280
Met Phe Ile Ser Glu Gly Ala Thr Gly Tyr Pro
290 295
Arg Arg Asn Asn Ala Ala His Gly Ile Glu Ile
305 310 315
Arg Ser Met Met Pro Trp Ile Gly Ala Asn Lys
325 330

Lys Asn

<210> 29

<211> 338

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>

<221> caracteristica_nueva
<222> (24)..(24)

<223> Xaa =Tyr o Phe

<220>
<221> caracteristica_nueva
<222> (33)..(33)

87

Vval

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Ala

Gly

Ser

300

Ile

Ile

Ser

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Asn

Glu

Glu

285

Met

Gly

val

Gly

Gly

Asp

190

Val

Met

Met

Ala

Ser

270

Tyr

Thr

Glu

Asp

Asn

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Arg

Ala

Ala

Gln

Lys
335

Ala

160

Thr

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Tyr

Gln

Lys

Lys

Leu

320

Ala



10

15

20

25

30

35

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Xaa =Cys o Leu

caracteristica_nueva
(47)..(47)
Xaa =Argo Tyr

caracteristica_nueva
(50)..(50)
Xaa = Sero Ala

caracteristica_nueva
(52)..(52)
Xaa = Thr o Asp

caracteristica_nueva
(53)..(53)
Xaa =Val o Ala

caracteristica_nueva
(61)..(61)
Xaa = Leu o Phe

caracteristica_nueva
(80)..(80)
Xaa =Throlso

caracteristica_nueva
(156)..(156)
Xaa = Ala o Val

caracteristica_nueva
(170)..(170)
Xaa = Gly o Ala

29

ES 2575413 T3

Met Lys Val Phe Tyr Asp Lys Asp Cys Asp Leu Ser Ile Ile Gln Gly

1

5

10 15

Lys Lys Val Ala Ile Ile Gly Xaa Gly Ser Gln Gly His Ala Gln Ala

20

25 30

Xaa Asn Leu Lys Asp Ser Gly Val Asp Val Thr Val Gly Leu Xaa Lys

35

45

88



Gly

Asp

65

Pro

Ile

Tyr

Pro

Gly

145

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Gly

Gly

Ala

Met

Xaa

50

Val

Asp

Lys

Asn

Lys

130

Ile

Asn

Ile

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Glu

Met

Phe
290

Ala

Ala

Glu

Lys

Gln

115

Ala

Pro

Val

Ile

Gln

195

Glu

Cys

Ile

Tyr

Arg

275

Ile

Xaa

Ala

Phe

Gly

100

val

Pro

Asp

Ala

Glu

180

Ala

Thr

Leu

Ala

val

260

Asn

Ser

Xaa

Ala

Gln

85

Ala

val

Gly

Leu

Leu

165

Thr

val

Leu

His

Asn

245

Thr

Ala

Glu

Ala

Val

70

Ser

Thr

Pro

His

Ile

150

Ser

Thr

Leu

Val

Glu

230

Met

Gly

Leu

Gly

Lys

55

Ala

Gln

Leu

Arg

Thr

135

Ala

Tyr

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Asn

Pro

Lys

Ala
295

ES 2575413 T3

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

120

Val

Ile

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Tyr

Glu

Arg

280

Thr

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Tyr

Ala

Asp

185

Gly

Gly

Leu

Ser

val

265

Ile

Gly

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Ser

Gln

Xaa

170

Glu

Thr

Tyr

Ile

ITle

250

Ile

Gln

Tyr

His

Leu

75

Asn

His

Asp

Glu

Asp

155

vVal

Thr

Val

Ala

Val

235

Ser

Asn

Asp

Pro

89

Gly

60

Val

Glu

Gly

val

Phe

140

Xaa

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Ala

Gly

Ser
300

Xaa

Met

Ile

Phe

Ile

125

Val

Ser

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Asn

Glu

Glu

285

Met

Lys

Ile

Glu

Ala

110

Met

Lys

Gly

Gly

Asp

190

vVal

Met

Met

Ala

Ser

270

Tyr

Thr

Val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Arg

Ala

Ala

Thr

Xaa

80

Asn

His

Ala

Gly

Ala

160

Thr

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Tyr

Gln

Lys

Lys
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Arg Arg Asn Asn Ala Ala His Gly Ile Glu Ile Ile Gly Glu Gln Leu
305 310 315 320

Arg Ser Met Met Pro Trp Ile Gly Ala Asn Lys Ile Val Asp Lys Ala
325 330 335

Lys Asn

<210> 30

<211> 331

<212> PRT

<213> Natronomonas pharaanis

<400> 30

Met Thr Asp Ala Thr Ile Tyr Tyr Asp Asp Asp Ala Glu Ser Thr Val
1 5 10 15

Leu Asp Asp Lys Thr Val Ala Val Leu Gly Tyr Gly Ser Gln Gly His
20 25 30

Ala His Ala Gln Asn Leu Asp Asp Ser Gly Val Asp Val Val Val Gly
35 40 45

Leu Arg Glu Asp Ser Ser Ser Arg Ser Ala Ala Glu Ala Asp Gly Leu
50 55 60

Asp Val Ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Glu Gln Ala Asp Leu Val Ser
65 70 75 80

Val Leu Val Pro Asp Thr Val Gln Pro Ala Val Tyr Glu Gln Ile Glu

Asp Val Leu Gln Pro Gly Asp Thr Leu Gln Phe Ala His Gly Phe Asn
100 105 110

Ile His Tyr Gly Gln Ile Glu Pro Ser Glu Asp Val Asn Val Thr Met
115 120 125

Val Ala Pro Lys Ser Pro Gly His Leu Val Arg Arg Asn Tyr Glu Asn
130 135 140

Asp Glu Gly Thr Pro Gly Leu Leu Ala Val Tyr Gln Asp Pro Ser Gly
145 150 155 160

Glu Ala His Asp Leu Gly Leu Ala Tyr Ala Lys Ala Ile Gly Cys Thr
165 170 175

90



Arg Ala Gly

Leu Phe Gly
195

Lys Thr Gly
210

Ala Tyr Phe
225

Tyr Glu Gly

Glu Tyr Gly

Arg Glu Lys
275

Ala Arg Glu
290

Gln Leu Arg
305

Asp Leu Arg

<210> 31
<211> 342
<212> PRT
<213> Bacillus

<400> 31

Met Val Lys
1

Gly Lys Thr

Ala Leu Asn
35

Gln Gly Lys
50

val

180

Glu

Tyr

Glu

Gly

Gly

260

Met

Trp

Ala

Ala

val

Gln

Glu

Cys

Asn

245

Leu

Glu

Ile

Ala

Leu
325

Glu

Ala

Thr

Leu

230

Ser

Thr

Glu

Ser

Glu

310

Phe

Thr

Val

Leu

215

Asn

Glu

Arg

Val

Glu

295

Lys

Ala

subtilis subsp. subtilis

val

Val

20

Leu

Ser

Tyr

5

Ala

Lys

Phe

Tyr

Val

Glu

Thr

Asn

Ile

Ser

Gln
55

ES 2575413 T3

Thr

Leu

200

val

Glu

Met

Gly

Leu

280

Asn

Asn

Trp

Gly

Gly

Gly

40

Ala

Phe

185

Cys

Asp

Leu

Trp

Asp

265

Glu

Gln

His

Gly

Asp

Tyr

25

val

Gln

Arg

Gly

Ala

Lys

Asp

250

Arg

Glu

Ala

Asp

Asp
330

Ile

10

Gly

Asp

Glu

Glu

Gly

Gly

Leu

235

Ser

Ile

val

Gly

Ile

315

Asp

Lys

Ser

Val

Asp

91

Glu

Val

Tyr

220

Ile

Vval

val

Gln

Arg

300

Glu

Glu

Gln

Ile

Gly

Thr

Thr

205

Ser

val

Ser

Asp

Asn

285

Pro

Ala

Asn

Gly

val

45

His

Glu

190

Ser

Pro

Asp

Asp

Asp

270

Gly

Ser

Val

val

His

30

Gly

Lys

Thr

Leu

Glu

Leu

Thr

255

His

Thr

Tyr

Gly

Leu

15

Ala

val

Val

Asp

Val

Met

Met

240

Ala

Ala

Phe

Lys

Glu
320

Ala

His

Arg

Phe



Ser

65

Pro

Leu

Phe

Pro

Gly

145

Arg

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Glu

Gly

Ser

Glu

Asn

vVal

Asp

Thr

His

Lys

130

Val

Asp

val

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Asp

Met

Trp

290

Ala

Lys

Glu

Ala

Gln

115

Gly

Pro

Lys

Leu

Gln

195

Glu

Cys

Leu

Phe

Lys

275

Ile

Ser

Glu

Gln

Gly

100

Ile

Pro

Ala

Ala

Glu

180

Ala

Thr

Leu

Ala

vVal

260

Glu

Val

Glu

Ala

Gln

85

Lys

val

Gly

Leu

Leu

165

Thr

val

Leu

His

Gly

245

Ser

Val

Glu

Asn

Ala

70

Gln

Ser

Pro

His

Phe

150

Ala

Thr

Leu

Thr

Glu

230

Met

Gly

Leu

Asn

Glu

Ala

Lys

Leu

Pro

Leu

135

Ala

Tyr

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Arg

Pro

Lys

Gln

295

His

ES 2575413 T3

Gln

val

Val

Ala

120

Vval

Ile

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Tyr

Arg

Asp

280

val

Gln

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Tyr

Lys

Glu

185

Gly

Gly

Leu

Ser

vVal

265

Ile

Asn

Ile

Glu

Glu

90

Ala

Val

Arg

Gln

Gly

170

Glu

Leu

Tyr

Ile

Ile

250

Val

Gln

Arg

Glu

Ile

75

Ala

His

Asp

Thr

Asp

155

Ile

Thr

Ser

Gln

vVal

235

Ser

Asp

Asn

Pro

Val

92

Ile

Glu

Gly

val

Tyr

140

val

Gly

Glu

Ala

Pro

220

Asp

Asp

Ala

Gly

Arg

300

val

Met

Ile

Phe

Phe

125

Glu

Thr

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Thr

Lys

Thr

285

Phe

Gly

vVal

Lys

Asn

110

Leu

Gln

Gly

Ala

Asp

190

val

Leu

Met

Ala

vVal

270

Phe

Asn

Arg

Leu

Asp

95

val

Vval

Gly

Glu

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Gln

255

Lys

Ala

Ala

Lys

Leu

80

Glu

His

Ala

Ala

Ala

160

Ala

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Trp

Glu

Lys

Ile

Leu



305

310
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315

320

Arg Glu Met Met Pro Phe Val Lys Gln Gly Lys Lys Lys Glu Ala Val

325

Val Ser Val Ala Gln Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32

338
PRT
Corynebacterium glutamicun

32

Met Ala Ile

1

Gln

His

Arg

Val

65

Leu

Pro

Ile

vVal

Gly

145

Thr

Arg

Gly

Ser

Glu

50

Lys

Ala

Asn

His

Ala

130

Lys

Ala

Ala

Arg

Gln

35

Gly

Thr

Pro

Leu

Phe

115

Pro

Gly

Gln

Gly

340

Glu

Lys

20

Asn

Ser

Thr

Asp

Asn

100

Asp

Lys

val

Ala

Val

Leu

val

Leu

Lys

Ala

Thr

85

Ala

Leu

Gly

Pro

Leu

165

Ile

Leu

Ala

Arg

Ser

Glu

70

Ser

Gly

Ile

Pro

Cys

150

Thr

Pro

Tyr

Ile

Asp

Ala

55

Ala

Gln

Asp

Lys

Gly

135

Leu

Leu

Thr

Asp

val

Ser

40

Glu

Ala

Ala

Ala

Pro

120

His

Ile

Ser

Thr

Ala

Gly

25

Gly

Lys

Ala

Glu

Leu

105

Ala

Leu

Ala

Tyr

Phe

330

Asp

10

Tyr

Val

Ala

Trp

Ile

90

Leu

Asp

Val

Val

Ala

170

Glu

Ala

Gly

Glu

Lys

Ala

75

Phe

Phe

Asp

Arg

Asp

155

Ala

Ala

93

Asp

Ser

vVal

Glu

60

Asp

Thr

Gly

Ile

Arg

140

Gln

Ala

Glu

Leu

Gln

val

45

Ala

Val

Asn

His

Ile

125

Gln

Asp

Ile

Thr

Ser

Gly

30

Ile

Gly

Ile

Asp

Gly

110

Val

Phe

Pro

Gly

Val

335

Leu

15

His

Gly

Phe

Met

Ile

95

Leu

Gly

Val

Thr

Gly

175

Thr

Ile

Ala

Leu

Glu

Leu

80

Glu

Asn

Met

Asp

Gly

160

Ala

Asp



10

Leu

Lys

Ala
225

Phe

Glu

Lys

Thr

Gly
305

Lys

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2575413 T3

180 185 190

Phe Gly Glu Gln Ala Val Leu Cys Gly Gly Thr Glu Glu Leu Val
195 200 205

Val Gly Phe Glu Val Leu Thr Glu Ala Gly Tyr Glu Pro Glu Met
210 215 220

Tyr Phe Glu Val Leu His Glu Leu Lys Leu Ile Val Asp Leu Met
230 235 240

Glu Gly Gly Ile Ser Asn Met Asn Tyr Ser Val Ser Asp Thr Ala
245 250 255

Phe Gly Gly Tyr Leu Ser Gly Pro Arg Val Ile Asp Ala Asp Thr
260 265 270

Ser Arg Met Lys Asp Ile Leu Thr Asp Ile Gln Asp Gly Thr Phe
275 280 285

Lys Arg Leu Ile Ala Asn Val Glu Asn Gly Asn Thr Glu Leu Glu
290 295 300

Leu Arg Ala Ser Tyr Asn Asn His Pro Ile Glu Glu Thr Gly Ala
310 315 320

Leu Arg Asp Leu Met Ser Trp Val Lys Val Asp Ala Arg Ala Glu
325 330 335

Ala

33

339

PRT

Phaeospririlum molischianum

caracteristica_nueva
(310)..(310)
Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

33

Met Arg Val Tyr Tyr Asp Arg Asp Ala Asp Val Asn Leu Ile Lys Ser

1

Lys

5 10 15

Lys Val Ala Val Ile Gly Tyr Gly Ser Gln Gly His Ala His Val
20 25 30

94



Leu

Pro

Leu

65

Thr

Asn

His

Ala

Gly

145

Ala

Ser

Phe

Tyr

Tyr

225

Glu

Tyr

Ala

Asn

Gly

Thr

Pro

Leu

Phe

Pro

130

Gly

Leu

Gly

Gly

Gly

210

Phe

Gly

Gly

Glu

Leu

35

Ser

Pro

Asp

Lys

Lys

115

Lys

Val

Glu

Ile

Glu

195

Phe

Glu

Gly

Asp

Met
275

Arg

Ala

Ala

Glu

Pro

100

Leu

Gly

Pro

Leu

Ile

180

Gln

Glu

Cys

Ile

Tyr

260

Lys

Asp

Ser

Glu

Leu

85

Gly

Ile

Pro

Cys

Ala

165

Glu

Val

Thr

Leu

Ala

245

Val

Arg

Ser

Ile

Ala

70

Gln

Ala

Glu

Gly

Leu

150

Leu

Thr

vVal

Leu

His

230

Asn

Thr

val

Gly

Lys

55

Ala

Ala

Ala

Ala

His

135

Val

Ser

Thr

Leu

Val

215

Glu

Met

Gly

Leu

ES 2575413 T3

Val

40

Lys

Ala

Asp

Leu

Arg

120

Thr

Ala

Tyr

Phe

Cys

200

Glu

Val

Arg

Ser

Ala
280
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145 150 155 160

Asn Ala Lys Asn Leu Ala Leu Ser Tyr Ala Ser Ala Ile Gly Gly Gly
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Arg Thr Gly Ile Ile Glu Thr Thr Phe Lys Ala Glu Thr Glu Thr Asp
180 185 190

Leu Phe Gly Glu Gln Ala Val Leu Cys Gly Gly Leu Ser Ala Leu Ile
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Gln Ala Gly Phe Glu Thr Leu Val Glu Ala Gly Tyr Glu Pro Glu Met
210 215 220

Ala Tyr Phe Glu Cys Leu His Glu Met Lys Leu Ile Val Asp Leu Ile
225 230 235 240

Tyr Gln Gly Gly Ile Ala Asp Met Arg Tyr Ser Val Ser Asn Thr Ala
245 250 255

Glu Tyr Gly Asp Tyr Ile Thr Gly Pro Lys Ile Ile Thr Lys Glu Thr
260 265 270

Lys Glu Ala Met Lys Gly Val Leu Lys Asp Ile Gln Asn Gly Ser Phe
275 280 285

Ala Lys Asp Phe TIle Leu Glu Arg Arg Ala Asn Phe Ala Arg Met His
290 295 300

Ala Glu Arg Lys Leu Met Asn Asp Ser Leu Ile Glu Lys Thr Gly Arg
305 310 315 320

Glu Leu Arg Ala Met Met Pro Trp Ile Ser Ala Lys Lys Leu Val Asp
325 330 335

Lys Asp Lys Asn
340

<210> 37

<211> 338

<212> PRT

<213> Marinobacter aquaeolei

<400> 37

Met Gln Val Tyr Tyr Asp Lys Asp Cys Asp Leu Ser Ile Ile Gln Gly
1 5 10 15

Lys Lys Val Ala Ile Leu Gly Phe Gly Ser Gln Gly His Ala His Ala
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1

Arg

Asn

Gly

Ser

65

Pro

Ile

Tyr

Pro

Met Arg Asn Ala Leu
275

Phe Ile Ala Glu Gly
290

Arg Asn Asn Ala Ala
310

Ser Met Met Pro Trp
325

Asn

40

338

PRT

Thiobacillus denitrificans

40

Lys Val Tyr Tyr Asp

Lys Val Ala Ile Val
20

Asn Leu Lys Asp Ser
35

Ser Ala Ser Ala Lys
50

Val Pro Glu Ala Val
70

Asp Glu Phe Gln Ser
85

Lys Gln Gly Ala Thr
100

Asn Gln Val Val Pro
115

Lys Ala Pro Gly His
130

Lys

Ala

295

His

Ile

Lys

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Arg

Leu

Arg

Thr
135
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Arg

280

His

Pro

Ala

Asp

Tyr

val

40

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

120

val

Ile

Asn

Ile

Ser

Ala

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Gln

Tyr

Glu

Asn
330

Asp

10

Ser

Val

Asn

Asp

Arg

90

Ala

Leu

Ser

Asp

Pro

Gln

315

Lys

Leu

Gln

Thr

Ala

Leu

75

Asp

His

Asp

Glu

105

Gly

Ser

300

Val

Ile

Ser

Gly

val

Gly

val

Glu

Gly

val

Phe
140

Glu

285

Met

Gly

val

Leu

His

Ala

45

Leu

Met

Ile

Phe

Ile

125

vVal

Tyr

Thr

Glu

Asp

Ile

Ala

30

Leu

Thr

Ile

Glu

Ser

110

Met

Lys

Ala

Ala

Lys

Lys
335

Lys

15

His

Arg

Val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Lys

Tyr

Leu

320

Ser

Gln

Ala

Pro

Lys

Thr

80

Asn

His

Ala

Gly



Gly

145

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Gly

Gly

Ala

Arg

Arg

305

Arg

Lys

Ile

Glu

Ile

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Glu

Met

Phe

290

Arg

Ser

Asn

<210> 41
338
PRT
Azotobacter vinelandii

<211>
<212>
<213>

<400> M1

Pro

Thr

Ile

Gln

195

Asp

Cys

Ile

Tyr

Lys

275

Ile

Asn

Met

Asp

Ala

Glu

180

Ala

Thr

Leu

Ala

val

260

Glu

Leu

Asn

Met

Leu

Leu

165

Thr

Val

Leu

His

Asn

245

Thr

Cys

Glu

Ala

Pro
325

Ile

150

Ser

Thr

Leu

Val

Glu

230

Met

Gly

Leu

Gly

Ala

310

Trp

Ala

Tyr

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Asn

val

Ala

Gln

295

His

Ile
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Ile

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Tyr

Lys

Asn

280

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ser

Asp

185

Gly

Gly

Leu

Ser

vVal

265

Ile

Asn

Ile

Ala

Gln

Ala

170

Glu

Ala

Tyr

Ile

Ile

250

Ile

Gln

Tyr

Glu

Asn
330

Asp

155

Ile

Thr

Val

Ala

Val

235

Ser

Asn

Asn

Pro

vVal

315

Lys

Ala

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Glu

Gly

Glu

300

Val

Leu

Ser

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Asn

Gln

Ala

285

Met

Gly

val

Gly

Gly

Asp

190

Val

Met

Met

Ala

Ser

270

Tyr

Thr

Ala

Asp

Lys

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Arg

Ala

Ala

Lys

His
335

Ala

160

Thr

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Tyr

Ala

Lys

Trp

Leu

320

Ser

Met Lys Val Tyr Tyr Asp Lys Asp Cys Asp Leu Ser Ile Ile Gln Ser

1

5

10

106

15



Lys

Cys

Gly

Ser

65

Pro

Leu

Tyr

Pro

Gly

145

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Gly

Gly

Lys

Asn

Ser

50

Val

Asp

Lys

Asn

Lys

130

Ile

Asn

Ile

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Glu

Val

Leu

35

Ala

Lys

Glu

Lys

Gln

115

Ala

Pro

Leu

Ile

Gln

195

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ala

20

Lys

Ser

Asp

Phe

Gly

100

Val

Pro

Asp

Ala

Glu

180

Ala

Thr

Leu

Ala

val
260

Ile

Asp

vVal

Ala

Gln

85

Ala

Val

Gly

Leu

Leu

165

Thr

Val

Leu

His

Asn

245

Thr

Ile

Ser

Ala

val

70

Gly

Thr

Pro

His

Ile

150

Ser

Thr

Leu

val

Glu

230

Met

Gly

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Arg

Leu

Arg

Thr

135

Ala

Tyr

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Asn

Pro
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Tyr

val

40

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

120

val

Val

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Tyr

Glu

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Tyr

Cys

Asp

185

Gly

Gly

Leu

Ser

val
265

Ser

Val

Ala

Asp

Lys

90

Ala

Leu

Ser

Gln

Gly

170

Glu

Cys

Tyr

Ile

Ile

250

Ile

Gln

Tyr

His

vVal

75

Asp

His

Asp

Glu

Asp

155

Val

Thr

val

Ala

vVal

235

Ser

Asn

107

Gly

val

Gly

val

Glu

Gly

val

Phe

140

Ala

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Glu

His

Gly

45

Leu

Met

Ile

Phe

Ile

125

Val

Ser

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Asn

Gln

Ala

30

Leu

Thr

Ile

Glu

Ser

110

Met

Arg

Gly

Gly

Asp

190

val

Met

Met

Ala

Ser
270

His

Arg

Val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Phe

Glu

255

Arg

Ala

Ala

Lys

Thr

80

Asn

His

Ala

Gly

Ala

160

Thr

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Tyr

Gln



Ala

Met

Arg
305

Arg

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Lys

Cys

Gly

Asp

65

Pro

Leu

Tyr

Pro

Met Arg Asn Ala Leu
275

Phe Ile Thr Glu Gly

290
Arg Asn Asn Ala Ala
310
Thr Met Met Pro Trp
325
Asn
42
338
PRT
Pseudomonas syringae
42
Lys Val Phe Tyr Asp

5

Lys Val Ala Ile Ile
20

Asn Leu Lys Asp Ser
35

Ser Ala Thr Val Ala
50

Val Ala Ser Ala Val
70

Asp Glu Phe Gln Ser
85

Lys Lys Gly Ala Thr
100

Asn Gln Val Val Pro
115

Lys Ala Pro Gly His
130

Lys

Ala

295

His

Ile

Lys

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Gln

Leu

Arg

Thr
135
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Arg

280

Ala

Gln

Ala

Asp

Tyr

val

40

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

120

Val

Ile

Asn

Ile

Ala

Cys

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Gln

Tyr

Glu

Asn
330

Asp

10

Ser

Val

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Thr

Asp

Pro

Val

315

Lys

Leu

Gln

Thr

His

Leu

75

Asn

His

Asp

Glu

108

Gly

Ser

300

Val

Ile

Ser

Gly

Val

Gly

60

val

Glu

Gly

val

Phe
140

Glu

285

Met

Gly

vVal

Ile

His

Gly

45

Leu

Met

val

Phe

Ile

125

Val

Tyr

Thr

Glu

Asp

Ile

Ala

30

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

110

Met

Lys

Ala

Ala

Lys

Lys
335

Gln

15

Gln

Arg

Val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Lys

Tyr

Leu

320

Thr

Gly

Ala

Lys

Thr

Thr

80

Asn

His

Ala

Gly
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Gly Ile Pro Asp Leu Ile Ala Val Tyr Gln Asp Ala Ser Gly Asn Ala
145 150 155 160

Lys Asn Val Ala Leu Ser Tyr Ala Ser Gly Val Gly Gly Gly Arg Thr
165 170 175

Gly Ile Ile Glu Thr Thr Phe Lys Asp Glu Thr Glu Thr Asp Leu Phe
180 185 190

Gly Glu Gln Ala Val Leu Cys Gly Gly Thr Val Glu Leu Val Lys Ala
195 200 205

Gly Phe Glu Thr Leu Val Glu Ala Gly Tyr Ala Pro Glu Met Ala Tyr
210 215 220

Phe Glu Cys Leu His Glu Leu Lys Leu Ile Val Asp Leu Met Tyr Glu
225 230 235 240

Gly Gly Ile Ala Asn Met Asn Tyr Ser Ile Ser Asn Asn Ala Glu Tyr
245 250 255

Gly Glu Tyr Val Thr Gly Pro Glu Val Ile Asn Ala Glu Ser Arg Gln
260 265 270

Ala Met Arg Asn Ala Leu Lys Arg Ile Gln Asp Gly Glu Tyr Ala Lys
275 280 285

Met Phe Ile Ser Glu Gly Ala Thr Gly Tyr Pro Ser Met Thr Ala Lys
290 295 300

Arg Arg Asn Asn Ala Ala His Gly Ile Glu Ile Ile Gly Glu Lys Leu
305 310 315 320

Arg Ser Met Met Pro Trp Ile Ala Ala Asn Lys Ile Val Asp Lys Asp
325 330 335

Lys Asn

<210> 43

<211> 338

<212> PRT

<213> Pseudomonas syringae

<400> 43

Met Lys Val Phe Tyr Asp Lys Asp Cys Asp Leu Ser Ile Ile Gln Gly
1 5 10 15

109



Lys

Cys

Gly

Asp

65

Pro

Leu

Tyr

Pro

Gly

145

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Gly

Gly

Lys

Asn

Ser

50

val

Asp

Lys

Asn

Lys

130

Ile

Asn

Ile

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Glu

Val

Leu

35

Ala

Ala

Glu

Lys

Gln

115

Ala

Pro

vVal

Ile

Gln

195

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ala

20

Lys

Thr

Ser

Phe

Gly

100

Val

Pro

Asp

Ala

Glu

180

Ala

Thr

Leu

Ala

Val

Ile

Asp

Val

Ala

Gln

85

Ala

Val

Gly

Leu

Leu

165

Thr

val

Leu

His

Asn

245

Thr

Ile

Ser

Ala

Val

70

Ser

Thr

Pro

His

Ile

150

Ser

Thr

Leu

Val

Glu

230

Met

Gly

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Gln

Leu

Arg

Thr

135

Ala

Tyr

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Asn

Pro
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Tyr

val

40

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

120

Val

vVal

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Tyr

Glu

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Tyr

Ser

Asp

185

Gly

Gly

Leu

Ser

vVal

Ser

val

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Thr

Gln

Gly

170

Glu

Thr

Tyr

Ile

Ile

250

Ile

Gln

Thr

His

Leu

75

Asn

His

Asp

Glu

Asp

155

Val

Thr

vVal

Ala

Val

235

Ser

Asn

110

Gly

Val

Gly

Val

Glu

Gly

Val

Phe

140

Ala

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

Ala

His

Gly

45

Leu

Met

Val

Phe

Ile

125

Val

Ser

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Asn

Glu

Ala

30

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

110

Met

Lys

Gly

Gly

Asp

190

Vval

Met

Met

Ala

Ser

Gln

Arg

val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu

255

Arg

Ala

Lys

Thr

Thr

80

Asn

His

Ala

Gly

Ala

160

Thr

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Tyr

Gln



Ala Met

Met Phe

Arg Arg

305

Arg Ser

Lys Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

290

44

Arg Asn

275

Ile Thr

Asn Asn

Met

338
PRT
Pseudomonas putida

44

260

Met

Met Lys Val Phe

1

Lys

Cys

Gly

Asp

Pro

Ile

Tyr

Pro

Lys

Asn

Ser

50

val

Asp

Lys

Asn

Lys

vVal

Leu

35

Ala

Ala

Glu

Lys

Gln

115

Ala

Ala

20

Lys

Thr

Thr

Phe

Gly

100

Val

Pro

Ala Leu

Glu Gly

Ala Glu
310

Pro Trp
325

Tyr Asp
5

Ile Ile

Asp Ser

Val Ala

Ala Val

70

Gln Gly

85

Ala Thr

Val Pro

Gly His

Lys

Ala

295

His

Ile

Lys

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Ala

Leu

Arg

Thr
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Arg

280

Thr

Gly

Ala

Asp

Tyr

val

40

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

120

Val

265

Ile

Gly

Ile

Ala

Cys

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Gln

Tyr

Glu

Asn
330

Asp

10

Ser

Val

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Ser

Asp

Pro

Val

315

Lys

Leu

Gln

Thr

His

Leu

75

Asn

His

Asp

Glu

111

Gly

Ser

300

Ile

Ile

Ser

Gly

val

Gly

60

val

Glu

Gly

Val

Phe

Glu

285

Met

Gly

Val

Ile

His

Gly

45

Leu

Met

Ile

Phe

Ile

125

Val

270

Tyr

Thr

Glu

Asp

Ile

Ala

30

Leu

Lys

Ile

Glu

Ser

110

Met

Lys

Ala

Ala

Lys

Lys
335

Gln

15

Gln

Arg

vVal

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Lys

Lys

Leu

320

Asp

Gly

Ala

Lys

Ala

Thr

80

Asn

His

Ala

Gly
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130 135 140

Gly Ile Pro Asp Leu Ile Ala Ile Tyr Gln Asp Ala Ser Gly Asn Ala
145 150 155 160

Lys Asn Val Ala Leu Ser Tyr Ala Ser Gly Val Gly Gly Gly Arg Thr
165 170 175

Gly Ile Ile Glu Thr Thr Phe Lys Asp Glu Thr Glu Thr Asp Leu Phe
180 185 190

Gly Glu Gln Ala Val Leu Cys Gly Gly Thr Val Glu Leu Val Lys Ala
195 200 205

Gly Phe Glu Thr Leu Val Glu Ala Gly Tyr Ala Pro Glu Met Ala Tyr
210 215 220

Phe Glu Cys Leu His Glu Leu Lys Leu Ile Val Asp Leu Met Tyr Glu
225 230 235 240

Gly Gly Ile Ala Asn Met Asn Tyr Ser Ile Ser Asn Asn Ala Glu Tyr
245 250 255

Gly Glu Tyr Val Thr Gly Pro Glu Val Ile Asn Glu Glu Ser Arg Lys
260 265 270

Ala Met Arg Asn Ala Leu Lys Arg Ile Gln Asp Gly Glu Tyr Ala Lys
275 280 285

Met Phe Ile Ser Glu Gly Ala Thr Asn Tyr Pro Ser Met Thr Ala Lys
290 295 300

Arg Arg Asn Asn Ala Ala His Gly Ile Glu Ile Ile Gly Glu Gln Leu
305 310 315 320

Arg Ser Met Met Pro Trp Ile Ser Ala Asn Lys Ile Val Asp Lys Thr
325 330 335

Lys Asn

<210> 45

<211> 338

<212> PRT

<213> Pseudomonas entomophila

<400> 45
Met Lys Val Phe Tyr Asp Lys Asp Cys Asp Leu Ser Ile Ile Gln Gly

112



Lys

Cys

Gly

Asp

65

Pro

Ile

Tyr

Pro

Gly

145

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Gly

Lys

Asn

Ser

Val

Asp

Lys

Asn

Lys

130

Ile

Asn

Ile

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Vval

Leu

35

Ala

Ala

Glu

Lys

Gln

115

Ala

Pro

Val

Ile

Gln

195

Glu

Cys

Ile

Ala

20

Lys

Thr

Thr

Phe

Gly

100

Val

Pro

Asp

Ala

Glu

180

Ala

Thr

Leu

Ala

Ile

Asp

val

Ala

Gln

85

Ala

vVal

Gly

Leu

Leu

165

Thr

val

Leu

His

Asn
245

Ile

Ser

Ala

vVal

70

Gly

Thr

Pro

His

Ile

150

Ser

Thr

Leu

Val

Glu

230

Met

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Gln

Leu

Arg

Thr

135

Ala

Tyr

Phe

Cys

Glu

215

Leu

Asn
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Tyr

val

40

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

120

val

Ile

Ala

Lys

Gly

200

Ala

Lys

Tyr

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Arg

Tyr

Ser

Asp

185

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Val

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Ser

Gln

Gly

170

Glu

Thr

Tyr

Ile

Ile
250

Gln

Thr

His

Leu

75

Gln

His

Asp

Glu

Asp

155

vVal

Thr

val

Ala

Val

235

Ser

113

Gly

Ile

Gly

vVal

Glu

Gly

Val

Phe

140

Ala

Gly

Glu

Glu

Pro

220

Asp

Asn

His

Gly

45

Leu

Met

Ile

Phe

Ile

125

Val

Ser

Gly

Thr

Leu

205

Glu

Leu

Asn

Ala

30

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

110

Met

Lys

Gly

Gly

Asp

190

val

Met

Met

Ala

15

Gln

Arg

Val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Lys

Ala

Tyr

Glu
255

Ala

Lys

Thr

Thr

80

Asn

His

Ala

Gly

Ala

160

Thr

Phe

Ala

Tyr

Glu

240

Tyr



Gly

Ala

Met

Arg
305

Arg

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Lys

Cys

Gly

Asp

65

Pro

Ile

Tyr

Glu Tyr Val Thr Gly Pro
260

Met Arg Asn Ala Leu Lys
275

Phe Ile Ser Glu Gly Ala
290 295

Arg Asn Asn Ala Ala His
310

Ser Met Met Pro Trp Ile
325

Asn

46

338

PRT

Pseudomonas mendocina

46

Lys Val Tyr Tyr Asp Lys

Lys Val Ala Ile Ile Gly
20

Asn Leu Lys Asp Ser Gly
35

Ser Ala Thr Val Ala Lys
50 55

Val Ala Ser Ala Val Ala
70

Asp Glu Phe Gln Gly Gln
85

Lys Lys Gly Ala Thr Leu
100

Asn Gln Val Val Pro Arg
115
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Glu

Arg

280

Thr

Gly

Ser

Asp

Tyr

Val

40

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala
120

val

265

Ile

Asn

Ile

Ala

Cys

Gly

25

Asp

Glu

Ala

Tyr

Phe

105

Asp

Ile

Gln

Tyr

Glu

Asn
330

Asp

10

Ser

Val

Ala

Asp

Lys

90

Ser

Leu

Asn

Asp

Pro

Ile

315

Lys

Leu

Gln

Thr

His

Leu

75

Asn

His

Asp

114

Glu

Gly

Ser

300

Ile

Ile

Ser

Gly

Ile

Gly

60

vVal

Glu

Gly

Val

Glu

Glu

285

Met

Gly

Val

Ile

His

Gly

45

Leu

Met

Ile

Phe

Ile
125

Ser

270

Tyr

Thr

Glu

Asp

Ile

Ala

30

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

110

Met

Arg

Ala

Ala

Gln

Lys
335

Gln

15

Gln

Arg

Val

Leu

Pro

95

Ile

Ile

Lys

Lys

Lys

Leu

320

Thr

Gly

Ala

Lys

Thr

Thr

80

Asn

His

Ala



Pro

Gly
145

Lys

Gly

Gly

Gly

Phe

225

Gly

Gly

Ala

Met

Arg

305

Arg

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

130

Ile

Asn

Ile

Glu

Phe

210

Glu

Gly

Glu

Met

Phe

290

Arg

Ala

Asn

47

Ala

Pro

vVal

Ile

Gln

195

Glu

Cys

Ile

Tyr
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REIVINDICACIONES
1. Una enzima cetol-acido reductoisomerasa como se expone en la ID de SEC N°: 17, en la que
a) el resto 52 se muta; o
b) los restos 47, 50 y 52 se mutan; o

c) el resto 52 y al menos un resto seleccionado del grupo que consiste en 24, 33, 53, 61, 80, 115, 156, 165y 170 se
mutan; o

d) los restos 47, 50, 52 y al menos un resto seleccionado del grupo que consiste en 24, 33, 53, 61, 80, 115, 156, 165
y 170 se mutan; y

en la que dicha enzima cetol-acido reductoisomerasa en el que dicha enzima cetol-acido reductoisomerasa tiene una
preferencia por la unién NADH en lugar de por NADPH, y en donde dicha mutacion es una sustitucion de
aminoacidos.

2. La enzima cetol-acido reductoisomerasa segun la reivindicacion 1, en la que el resto en la posicién 52 tiene una
sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D, G, H, Ny S.

3. La enzima cetol-acido reductoisomerasa segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que:

a) el resto en la posicion 47 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
F,.G, ILL,N,PeY;

b) el resto en la posicion 50 tiene una sustitucién de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
E,F,G,M,N,V,W;y

c) el resto en la posicion 52 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, C, D,
G,H,NyS.

4. La enzima cetol-acido reductoisomerasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que:

a) el resto en la posiciéon 156 tiene una sustitucion de aminoacidos de V;

=2

el resto en la posicién 165 tiene una sustitucién de aminoacido de M;

c) elresto en la posicién 61 tiene una sustitucién de aminoacidos de F;

)
)
)
d) el resto en la posicion 170 tiene una sustitucion de aminoacidos de A;
e) el resto en la posicion 24 tiene una sustitucion de aminoacidos de F;
f) el resto en la posicidn 33 tiene una sustitucion de aminoacidos de L;
g) el resto en la posicion 80 tiene una sustitucion de aminoacidos de |;

h) el resto en la posicién 115 tiene una sustituciéon de aminoacidos de L; y

i) el resto en la posicién 53 tiene una sustitucion de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en A, H, |,

5. La enzima cetol-acido reductoisomerasa segun la reivindicacion 1, que comprende la secuencia de aminoacidos
como se expone en la ID de SEC N°: 29.

6. Una molécula de acido nucleico que codifica la enzima cetol-acido reductoisomerasa de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

7. Una célula recombinante que comprende la enzima cetol-acido reductoisomerasa de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

8. Un procedimiento para la evoluciéon de una enzima cetol-acido reductoisomerasa que une NADPH a una forma
que utiliza NADH que comprende:

a) proporcionar una enzima cetol-acido reductoisomerasa que utiliza NADPH que tiene una secuencia de
aminoacidos nativa especifica;

b) identificar un resto que conmuta el cofactor en la enzima de a) basado en la secuencia de aminoacidos de la
enzima cetol-acido reductoisomerasa Pseudomonas fluorescens como se expone en la ID de SEC N°: 17 en la que
el resto que conmuta el cofactor de la ID de SEC N°: 17 se encuentra en la posicion 52;
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c) crear una mutacion en el resto que conmuta el cofactor identificado en b) para crear una enzima mutante en
donde dicha enzima mutante une NADH.

9. El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que el resto en la posicién 52 tiene una sustitucién de aminoacidos
seleccionados del grupo que consisteen A, C, D, G, H, Ny S.

10. El procedimiento de la reivindicacion 8 en el que la enzima cetol-acido reductoisomerasa tiene la secuencia de
aminoacidos como se expone en la ID de SEC N°: 29.

11. Un procedimiento para la produccién de isobutanol, que comprende:
a) proporcionar una célula anfitriona microbiana recombinante que comprende las siguientes constructos genéticos:

i) al menos un constructo genético que codifica una enzima acetolactato sintasa para la transformacion de
piruvato en acetolactato;

ii) al menos un constructo genético que codifica una enzima cetol-acido reductoisomerasa de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5.

iii) al menos un constructo genético que codifica una acetohidroxiacido deshidratasa para la transformacion de
2,3-dihidroxi-isovalerato en o-ceto-isovalerato (ruta de la etapa c);

iv) al menos un constructo genético que codifica una cetoacido descarboxilasa de de cadena ramificada, para la
transformacion de a-cetoisovalerato en isobutiraldehido (ruta de la etapa d);

v) al menos un constructo genético que codifica una alcohol deshidrogenasa de cadena ramificada para la
transformacion de isobutiraldehido a isobutanol (ruta de la etapa e); y

b) cultivar la célula anfitriona de a) en condiciones donde se produce iso-butanol.

12. Un procedimiento para la evolucion e identificacion de una enzima cetol-acido reductoisomerasa que une
NADPH a una forma que utiliza NADH que comprende:

a) proporcionar una enzima cetol-acido reductoisomerasa que tiene la secuencia de aminoacidos de ID de SEC N¢:
17;

b) identificar los restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos cuyas cadenas laterales estan en cercana
proximidad a la adenosil 2'-fosfato de NADPH como objetivos de mutagénesis;

c) crear una biblioteca de enzimas cetol-acido reductoisomerasa mutantes a partir de la enzima de la etapa a), que
tienen una mutacion en el resto 52; y

d) cribar la biblioteca de enzimas cetol-acido reductoisomerasa mutantes de la etapa c) para identificar enzimas
cetol-acido reductoisomerasa mutantes que unen NADH.
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