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DESCRIPCION
Organismos para la produccién de 1,3-butanodiol
Antecedentes de lainvencion

La presente invencion se refiere en general a organismos que se producen de manera no natural que pueden
producir el producto quimico basico 1,3-butanodiol. El 1,3-butanodiol (1,3-BDO) es un diol de cuatro carbonos
producido de manera tradicional a partir de acetileno a través de su hidratacién. El acetaldehido resultante se
convierte entonces en 3-hidroxibutiraldehido que se reduce posteriormente para formar 1,3-BDO. En los Ultimos
afos, se ha reemplazado el acetileno por el etileno menos costoso como una fuente de acetaldehido. El 1,3-BDO se
usa comiUnmente como disolvente organico para agentes aromatizantes alimentarios. También se usa como
comonomero para resinas de poliéster y poliuretano y se emplea ampliamente como agente hipoglucémico. El 1,3-
BDO 6pticamente activo es un material de partida Gtil para la sintesis de compuestos biolégicamente activos y
cristales liquidos. Un uso comercial sustancial del 1,3-butanodiol es su deshidratacion posterior para dar 1,3-
butadieno (Ichikawa et al., J. of Molecular Catalysis A-Chemical, 256:106-112 (2006); Ichikawa et al., J. of Molecular
Catalysis A-Chemical, 231:181-189 (2005)), un producto petroquimico de 25 mil millones de libras/afio usado para
fabricar cauchos sintéticos (por ejemplo, neumaticos), latex y resinas. La dependencia de materias primas basadas
en el petréleo o bien para acetileno o bien para etileno justifica el desarrollo de una ruta basada en materias primas
renovables para dar 1,3-butanodiol y para dar butadieno.

Por tanto, existe la necesidad de desarrollar microorganismos y métodos de su uso para producir 1,3-BDO. La
presente invencion satisface esta necesidad y también proporciona ventajas relacionadas.

Kosaka et al. se refieren a la caracterizacion del operén sol en Clostridium saccharoperbutylacetonicum
(“Characterization of the sol operon in butanol-hyperproducing Clostridium saccharoperbutylacetonicum strain N1-4
and its degeneration mechanism.”, Biosci Biotechnol Biochem. enero de 2007; 71(1):58-68. Publicacion electrénica
del 7 de enero de 2007).

Matsuyuma et al. se refieren a una cepa de E. coli recombinante que expresa alcohol secundario deshidrogenasa
CpSADH de Candida parapsilosis (“Industrial production of (R)-1,3-butanediol by new biocatalysts”, Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, volumen 11, nimeros 4-6, 22 de enero de 2001, paginas 513-521)

Sumario de la invencion
La presente invencidn se define de la siguiente manera:

1. Un organismo microbiano que se produce de manera no natural que tiene una ruta de 1,3-butanodiol (1,3-BDO),
en el que dicho organismo microbiano comprende al menos un é&cido nucleico exégeno que codifica para 3-
hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido) expresada en una cantidad suficiente para producir 1,3-BDO.

2. El organismo microbiano que se produce de manera no natural del punto 1, en el que dicha 3-hidroxibutiril-CoA
reductasa (formacion de aldehido) esta codificada por uno o0 méas genes seleccionados del grupo que consiste en
acrl, sucD, bphG, bld, adhE, Msed_0709, mcr, asd-2, Saci_2370, Ald y eutE.

3. El organismo microbiano que se produce de manera no natural del punto 1 é 2, que comprende ademas al menos
un &cido nucleico exdégeno que codifica para una 3-hidroxibutiraldehido reductasa.

4. El organismo microbiano que se produce de manera no natural del punto 3, en el que dicha 3-hidroxibutiraldehido
reductasa esta codificada por uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en alrA, ADH2, yghD, bdh I,
bdh 11, adhA, 4hbd, adhl, P84067, mmsb, dhat y 3hidh.

5. El organismo microbiano que se produce de manera no natural de uno cualquiera de los puntos 1 a 4, que
comprende ademdas al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para una acetoacetil-CoA reductasa
(reduccidn de cetona).

6. El organismo microbiano que se produce de manera no natural del punto 5, en el que dicha acetoacetil-CoA
reductasa (reduccién de cetona) esta codificada por uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en thrA,
akthr2, hom6, homl, hom2, fadB, fadJ, Hbd2, Hbdl, hbd, HSD17B10, phbB, phaB, Msed_ 1423, Msed_0399,
Msed_0389, Msed_1993, adh, adhA, adh-A, mdh, IdhA, Idh y bdh.

7. El organismo microbiano que se produce de manera no natural de uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que
dicho organismo microbiano comprende dos, tres, cuatro, o cinco acidos nucleicos exdégenos, que codifican cada
uno para una enzima de la ruta de 1,3-BDO.

8. El organismo microbiano que se produce de manera no natural de uno cualquiera de los puntos 1 a 7, en el que
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dicho organismo microbiano que se produce de manera no natural estda en un medio de cultivo sustancialmente
anaerobio.

9. El organismo microbiano que se produce de manera no natural de uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que
dicho al menos un acido nucleico exdgeno es un acido nucleico heterélogo.

10. Un método para producir 1,3-BDO, que comprende cultivar un organismo microbiano que se produce de manera
no natural seglin uno cualquiera de los puntos 1 a 9, en condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente para
producir 1,3-BDO.

11. El uso del organismo microbiano que se produce de manera no natural segun uno cualquiera de los puntos 1 a
9, para producir 1,3-BDO, que comprende cultivar el organismo microbiano en condiciones y durante un periodo de
tiempo suficiente para producir 1,3-BDO.

12. El método del punto 10 o el uso del punto 11, que comprende ademas separar 1,3-BDO de otros componentes
en el cultivo.

13. El método o el uso del punto 12, en el que la separaciébn comprende extraccion, extraccion liquido-liquido
continua, pervaporacion, filtracion con membrana, separacion con membrana, dsmosis inversa, electrodialisis,
destilacion, cristalizacion, centrifugacion, filtracion extractiva, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de
exclusién molecular, cromatografia de absorcion o ultrafiltracion.

14. El método o el uso del punto 12 6 13, en el que la separacién comprende destilacion.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra rutas para 1,3-BDO a partir de alanina. Las enzimas son: A) AKP tiolasa, B) AKP
aminotransferasa o AKP oxidorreductasa (desaminacion), C) 2,4-dioxopentanoato descarboxilasa, D) 3-
oxobutiraldehido reductasa (reduccion de aldehido), E) AKP descarboxilasa, F) 4-aminobutan-2-ona amoniaco-liasa,
G) butenona hidratasa, H) 4-hidroxi-2-butanona reductasa, 1) AKP amoniaco-liasa, J) acrilato de acetilo
descarboxilasa, K) 4-aminobutan-2-ona aminotransferasa o 4-aminobutan-2-ona oxidorreductasa (desaminacion), L)
AKP deshidrogenasa, M) 2-amino-4-hidroxipentanoato aminotransferasa o 2-amino-4-hidroxipentanoato
oxidorreductasa (desaminacion), N) 2-oxo-4-hidroxipentanoato descarboxilasa, O) 3-oxobutiraldehido reductasa
(reduccion de cetona) y P) 3-hidroxibutiraldehido reductasa.

La figura 2 muestra rutas de acetoacetil-CoA a 1,3-butanodiol. Las enzimas son: A) acetoacetil-CoA reductasa
(formacion de aldehido, dependiente de CoA), B) 3-oxobutiraldehido reductasa (reduccion de cetona), C) 3-
hidroxibutiraldehido reductasa, D) acetoacetil-CoA reductasa (formacion de alcohol, dependiente de CoA), E) 3-
oxobutiraldehido reductasa (reduccion de aldehido), F) 4-hidroxi-2-butanona reductasa, G) acetoacetil-CoA
reductasa (reduccion de cetona), H) 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido) e I) 3-hidroxibutiril-CoA
reductasa (formacion de alcohol).

La figura 3 muestra rutas de 4-hidroxibutiril-CoA a 1,3-butanodiol. Las enzimas son: A) 4-hidroxibutiril-CoA
deshidratasa, B) crotonasa, C) 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formaciéon de aldehido), D) 3-hidroxibutiraldehido
reductasa y E) 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol).

La figura 4 muestra aldehido deshidrogenasas que muestran actividad significativa sobre 3-hidroxibutil-CoA.

La figura 5 muestra la actividad especifica de bld de Clostridium saccharoperbutylacetonicum sobre 3-hidroxibutiril-
CoA antes y después de la didlisis.

La figura 6 muestra concentraciones de 1,3-BDO cuando se afiadié 3-hidroxibutiraldehido como un sustrato y en las
muestras de control sin sustrato. Se muestran los nimeros de Gl para loas alcohol deshidrogenasas.

La figura 7 muestra concentraciones de 1,3-BDO cuando se afiadié 3-hidroxibutiril-CoA como un sustrato y en las
muestras de control sin sustrato. Se muestran los nimeros de Gl para las alcohol deshidrogenasas. El nimero de Gl
para la aldehido deshidrogenasa sometida a prueba conjuntamente es 163762382.

Descripcion detallada de la invencién

Esta invencion se refiere, en parte, a microorganismos que se producen de manera no natural que expresan genes
que codifican para enzimas que catalizan la produccién de 1,3-butanodiol (1,3-BDO). Las rutas para la produccién
de 1,3-butanodiol divulgadas en el presente documento se basan en tres precursores: (i) D-alanina, (ii) acetoacetil-
CoA vy (iii) 4-hidroxibutiril-CoA. La modificacion mediante ingenieria de manera satisfactoria de estas rutas conlleva la
identificacion de un conjunto apropiado de enzimas con suficiente actividad y especificidad, la clonacién de sus
genes correspondientes en un huésped de produccion, la optimizaciéon de las condiciones de fermentacion, y el
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ensayo para determinar la formacion de producto tras la fermentacion.

La conversion de alanina en 1,3-BDO puede lograrse mediante varias rutas en aproximadamente cinco etapas
enzimaticas tal como se muestra en la figura 1. En la primera etapa de todas las rutas (etapa A), se combinan
alanina y acetil-CoA mediante 2-amino-4-cetopentanoato tiolasa, una enzima altamente selectiva. El producto de
esta reaccién, 2-amino-4-oxopentanoato (AKP) entonces puede transaminarse, reducirse, descarboxilarse o
desaminarse tal como se muestra en la figura 1. Se comentan etapas de sintesis adicionales para la produccién de
1,3-BDO en detalle a continuacion. Se calcula que el rendimiento teérico de 1,3-BDO de cada una de estas rutas es
de aproximadamente 1,09 mol/mol de glucosa consumido.

La figura 2 expone mudltiples rutas para producir 1,3-BDO a partir de acetoacetil-CoA. Cada una de estas rutas a
partir de acetoacetil-CoA para dar 1,3-BDO utiliza tres equivalentes reductores y proporciona un rendimiento teérico
de 1 mol de 1,3-BDO por mol de glucosa consumido. También pueden usarse otros sustratos de carbono tales como
gas de sintesis para la produccion de acetoacetil-CoA. La gasificacion de glucosa para formar gas de sintesis dara
como resultado el méaximo rendimiento teérico de 1,09 moles de 1,3-BDO por mol de glucosa consumido,
suponiendo que se obtienen 6 moles de CO y 6 moles de H; a partir de glucosa

6CO + 6H,; > 1,091 C4H100, + 1,636 CO, + 0,545 H

El 4-hidroxibutiril-CoA es un metabolito de partida importante a partir del que pueden prepararse varios compuestos
utiles a nivel industrial, incluyendo 1,3-BDO tal como se muestra en la figura 3. Aunque 4-hidroxibutiril-CoA no es un
metabolito central altamente comdn, los solicitantes han descrito previamente métodos para modificar mediante
ingenieria cepas que sintetizan 4-hidroxibutiril-CoA en la solicitud de patente estadounidense n® 2009/0075351. La
ruta de 4-hidroxibutiril-CoA para dar 1,3-butanodiol tiene un rendimiento tedrico de 1,09 mol/mol de rendimiento de
producto suponiendo la glucosa como materia prima de hidratos de carbono.

Esta invencion también se refiere, en parte, a métodos para producir 1,3-BDO a través del cultivo de estos
organismos microbianos que se producen de manera no natural. La deshidratacién de 1,3-BDO producida por los
organismos y métodos descritos en el presente documento, proporciona una oportunidad para producir butadieno
renovable en pequefias instalaciones de uso final obviando la necesidad de transportar este producto quimico
inflamable y reactivo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “que se produce de manera no natural” cuando se usa con
referencia a un organismo microbiano o microorganismo de la invencion pretende significar que el organismo
microbiano tiene al menos una alteracion genética que no se encuentra normalmente en una cepa que se produce
de manera natural de la especie referenciada, incluyendo cepas de tipo natural de la especie referenciada. Las
alteraciones genéticas incluyen, por ejemplo, modificaciones que introducen acidos nucleicos expresables que
codifican para polipéptidos metabdlicos, otras adiciones de &cido nucleico, deleciones de acido nucleico y/u otra
perturbacién funcional del material genético microbiano. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, regiones
codificantes y fragmentos funcionales de las mismas, para polipéptidos heterélogos, homélogos o tanto heterélogos
como homélogos para la especie referenciada. Modificaciones adicionales incluyen, por ejemplo, regiones
reguladoras no codificantes en las que las modificaciones alteran la expresion de un gen u operon. Los polipéptidos
metabdlicos a modo de ejemplo incluyen enzimas o proteinas dentro de una ruta de biosintesis de 1,3-butanodiol.

Una modificacion metabdlica se refiere a una reaccién bioquimica que se altera con respecto a su estado que se
produce de manera natural. Por tanto, microorganismos que se producen de manera no natural pueden tener
modificaciones genéticas en acidos nucleicos que codifican para polipéptidos metabdlicos o, fragmentos funcionales
de los mismos. Se divulgan modificaciones metabdlicas a modo de ejemplo en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aislado” cuando se usa con referencia a un organismo
microbiano pretende significar un organismo que esta sustancialmente libre de al menos un componente con el que
el organismo microbiano referenciado se encuentra en la naturaleza. El término incluye un organismo microbiano del
que se retiran algunos o todos los componentes con los que se encuentra en su entorno natural. El término también
incluye un organismo microbiano del que se retiran algunos o todos los componentes con los que se encuentra en
entornos que se producen de manera no natural. Por tanto, un organismo microbiano aislado se separa parcial o
completamente de otras sustancias con las que se encuentra en la naturaleza o a medida que crece, se almacena o
subsiste en entornos que se producen de manera no natural. Los ejemplos especificos de organismos microbianos
aislados incluyen microbios parcialmente puros, microbios sustancialmente puros y microbios cultivados en un medio
que se produce de manera no natural.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “microbiano,” “organismo microbiano” o “microorganismo”
pretenden significar cualquier organismo que exista como célula microscopica que esté incluido dentro de los
dominios de las arqueas, bacterias o eucariotas. Por tanto, el término pretende englobar células u organismos
procariotas o eucariotas que tienen un tamafio microscopico e incluyen bacterias, arqueas y eubacterias de todas las
especies asi como microorganismos eucariotas tales como levaduras y hongos. El término también incluye cultivos
celulares de cualquier especie que pueda cultivarse para la produccion de un producto bioquimico.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “CoA” o “coenzima A” pretende significar un cofactor organico
0 grupo prostético (parte no proteica de una enzima) cuya presencia se requiere para la actividad de muchas
enzimas (la apoenzima) para formar un sistema enzimatico activo. La coenzima A funciona en determinadas
enzimas de condensacion, actla en la transferencia de grupo acetilo u otro grupo acilo y en la sintesis y oxidacién
de acidos grasos, oxidacion de piruvato y en otra acetilacion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente anaerobio” cuando se usa con referencia a
condiciones de crecimiento o cultivo pretende significar que la cantidad de oxigeno es menor de aproximadamente el
10% de saturacion para oxigeno disuelto en medios liquidos. El término también pretende incluir camaras selladas
de medio liquido o sélido mantenidas con una atmdsfera de menos de aproximadamente el 1% de oxigeno.

“Exdgeno” tal como se usa en el presente documento pretende significar que la molécula referenciada o la actividad
referenciada se introduce en el organismo microbiano huésped. La molécula puede introducirse, por ejemplo,
mediante la introduccién de un &cido nucleico codificante en el material genético del huésped tal como mediante
integracion en un cromosoma del huésped o como material genético no cromosdmico tal como un plasmido. Por
tanto, el término tal como se usa con referencia a la expresion de un &cido nucleico codificante se refiere a la
introduccion del acido nucleico codificante en una forma expresable en el organismo microbiano. Cuando se usa con
referencia a una actividad de biosintesis, el término se refiere a una actividad que se introduce en el organismo de
referencia huésped. La fuente puede ser, por ejemplo, un acido nucleico codificante homdlogo o heterdlogo que
expresa la actividad referenciada tras la introduccion en el organismo microbiano huésped. Por tanto, el término
“endbgeno” se refiere a una molécula o actividad referenciada que esté presente en el huésped. De manera similar,
el término cuando se usa con referencia a la expresion de un acido nucleico codificante se refiere a la expresion de
un &cido nucleico codificante contenido dentro del organismo microbiano. El término “heterélogo” se refiere a una
molécula o actividad derivada de una fuente distinta de la especie referenciada mientras que “homologo” se refiere a
una molécula o actividad derivada del organismo microbiano huésped. Por consiguiente, la expresion exégena de un
acido nucleico codificante de la invencion puede utilizar cualquier o ambos de un acido nucleico codificante
heterdlogo u homélogo.

Los organismos microbianos que se producen de manera no natural de la invencién pueden contener alteraciones
genéticas estables, lo que se refiere a microorganismos que pueden cultivarse durante mas de cinco generaciones
sin pérdida de la alteracion. Generalmente, las alteraciones genéticas estables incluyen modificaciones que
persisten mas de 10 generaciones, las modificaciones particularmente estables persistirdin mas de aproximadamente
25 generaciones, y mas particularmente, las modificaciones genéticas estables seran de mas de 50 generaciones,
incluyendo indefinidamente.

Los expertos en la técnica entenderdn que las alteraciones genéticas, incluyendo modificaciones metabdlicas
ejemplificadas en el presente documento, se describen con referencia a un organismo huésped adecuado tal como
E. coli y sus reacciones metabdlicas correspondientes o un organismo fuente adecuado para el material genético
deseado tal como genes para una ruta metabdlica adecuada. Sin embargo, dada la secuenciacion del genoma
completo de una amplia variedad de organismos y el alto nivel de conocimientos en el area de la gendmica, los
expertos en la técnica serdn capaces de aplicar facilmente las ensefianzas y directrices proporcionadas en el
presente documento esencialmente a todos los demés organismos. Por ejemplo, las alteraciones metabdlicas de E.
coli ejemplificadas en el presente documento pueden aplicarse inmediatamente a otras especies mediante la
incorporacion del mismo acido nucleico codificante o uno analogo de la especie distinta de la especie referenciada.
Tales alteraciones genéticas incluyen, por ejemplo, alteraciones genéticas de homologos de especie, en general, y
en particular, desplazamientos de genes ortélogos, paralogos o no ortélogos.

Un ort6logo es un gen o genes que estan relacionados mediante descenso vertical y son responsables de funciones
sustancialmente iguales o idénticas en diferentes organismos. Por ejemplo, epoxido hidrolasa de raton y epéxido
hidrolasa humana pueden considerarse ortologos para la funcién bioldgica de hidrélisis de epdxidos. Los genes
estan relacionados mediante descenso vertical cuando, por ejemplo, comparten similitud de secuencia de magnitud
suficiente como para indicar que son homologos, o relacionados mediante evolucion a partir de un ancestro comun.
Los genes también pueden considerarse ort6logos si comparten la estructura tridimensional pero no necesariamente
similitud de secuencia, de magnitud suficiente para indicar que han evolucionado a partir de un ancestro comuin en la
medida en que no puede identificarse similitud de secuencia primaria. Los genes que son ortélogos pueden codificar
para proteinas con similitud de secuencia de aproximadamente el 25% al 100% de identidad de secuencia de
aminoacidos. Los genes que codifican para proteinas que comparten una similitud de aminoacidos de menos del
25% también pueden considerarse que han surgido mediante descenso vertical si su estructura tridimensional
también muestra similitudes. Se considera que los miembros de la familia de enzimas de serina proteasas,
incluyendo activador del plasmindgeno tisular y elastasa, han surgido mediante descenso vertical a partir de un
ancestro comun.

Los ortélogos incluyen genes o sus productos génicos codificados que a través de, por ejemplo, evolucion, han
divergido en cuanto a la estructura o actividad global. Por ejemplo, cuando una especie codifica para un producto
génico que presenta dos funciones y cuando tales funciones se han separado en distintos genes en una segunda
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especie, se considera que los tres genes y sus productos correspondientes son ortélogos. Para la produccion de un
producto bioquimico, los expertos en la técnica entenderan que el gen ortélogo que alberga la actividad metabdlica
gue va a introducirse o perturbarse ha de elegirse para la construccién del microorganismo que se produce de
manera no natural. Un ejemplo de ortélogos que presentan actividades separables es cuando distintas actividades
se han separado en distintos productos génicos entre dos o mas especies o dentro de una sola especie. Un ejemplo
especifico es la separacion de la protedlisis de elastasa y la protedlisis del plasminégeno, dos tipos de actividad
serina proteasa, en distintas moléculas como el activador del plasmindgeno y la elastasa. Un segundo ejemplo es la
separacion de la actividad 5-3' exonucleasa de Mycoplasma y ADN polimerasa Ill de Drosophila. La ADN
polimerasa de la primera especie puede considerarse un ortélogo para cualquiera o ambas de la exonucleasa o la
polimerasa de la segunda especie y viceversa.

En cambio, los paralogos son homologos relacionados mediante, por ejemplo, duplicacion seguida por divergencia
evolutiva y tienen funciones similares o comunes, pero no idénticas. Los paralogos pueden originarse o derivar de,
por ejemplo, la misma especie o de una especie diferente. Por ejemplo, epéxido hidrolasa microsémica (ep6xido
hidrolasa 1) y ep6xido hidrolasa soluble (epéxido hidrolasa Il) pueden considerarse paralogos porque representan
dos enzimas distintas, coevolucionadas a partir de un ancestro comun, que catalizan distintas reacciones y tienen
distintas funciones en la misma especie. Los paralogos son proteinas de la misma especie con similitud de
secuencia significativa entre si que sugieren que son homélogas, o relacionadas a través de coevolucién a partir de
un ancestro comun. Los grupos de familias de proteinas pardlogas incluyen homélogos de HipA, genes de
luciferasa, peptidasas, y otros.

Un desplazamiento de gen no ort6logo es un gen no ortélogo de una especie que puede sustituir una funcién génica
referenciada en una especie diferente. La sustitucion incluye, por ejemplo, ser capaz de realizar sustancialmente la
misma funcion o una similar en la especie de origen en comparacion con la funcién referenciada en las diferentes
especies. Aunque generalmente podra identificarse un desplazamiento de gen no ortélogo como relacionado
estructuralmente con un gen conocido que codifica para la funcion referenciada, genes menos relacionados
estructuralmente pero funcionalmente similares y sus productos génicos correspondientes se encontraran todavia
sin embargo dentro del significado del término tal como se usa en el presente documento. La similitud funcional
requiere, por ejemplo, al menos cierta similitud estructural en el sitio activo o la region de unién de un producto
génico no ortélogo en comparacion con un gen que codifica para la funcién que trata de sustituirse. Por tanto, un gen
no ortélogo incluye, por ejemplo, un paralogo o un gen no relacionado.

Por tanto, en la identificacion y construccion de los organismos microbianos que se producen de manera no natural
de la invenciéon que tienen capacidad de biosintesis de 1,3-BDO, los expertos en la técnica entenderan con la
aplicacién de las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento a una especie particular que la
identificacion de modificaciones metabdlicas puede incluir la identificacion e inclusion o inactivacion de ortlogos. En
la medida en que estan presentes desplazamientos de genes no ortélogos y/o paralogos en el microorganismo
referenciado que codifica para una enzima que cataliza una reaccion metabdlica similar o sustancialmente similar,
los expertos en la técnica también pueden utilizar estos genes relacionados evolutivamente.

Pueden determinarse desplazamientos de genes ortélogos, paralogos y no ortdlogos mediante métodos que
conocen bien los expertos en la técnica. Por ejemplo, la inspeccion de secuencias de &cido nucleico o aminoacidos
para dos polipéptidos revelara similitudes e identidad de secuencia entre las secuencias comparadas. Basandose en
tales similitudes, un experto en la técnica puede determinar si la similitud es lo suficientemente alta como para
indicar que las proteinas estan relacionados a través de evolucién a partir de un ancestro comun. Algoritmos que
conocen bien los expertos en la técnica, tales como Align, BLAST, Clustal W y otros comparan y determinan una
similitud o identidad de secuencia en bruto, y también determinan la presencia o significacion de huecos en la
secuencia a los que puede asignarse un peso 0 una puntuacion. Tales algoritmos también se conocen en la técnica
y son aplicables de manera similar para determinar similitud o identidad de secuencia de nucleétidos. Se calculan
parametros para una similitud suficiente para determinar relacion basandose en métodos bien conocidos para
calcular similitud estadistica, o la posibilidad de hallar un emparejamiento similar en un polipéptido al azar, y la
significacion del emparejamiento determinado. Los expertos en la técnica también pueden optimizar visualmente una
comparacion informatica de dos 0 mas secuencias, si se desea. Puede esperarse que productos génicos o proteinas
relacionados tengan una alta similitud, por ejemplo, una identidad de secuencia del 25% al 100%. Proteinas que no
estan relacionadas pueden tener una identidad que es esencialmente la misma que se esperaria que se produjese
por casualidad, si se explora una base de datos de suficiente tamafio (aproximadamente el 5%). Las secuencias
entre el 5% y el 24% pueden representar o no suficiente homologia para concluir que las secuencias comparadas
estan relacionadas. Puede llevarse a cabo un analisis estadistico adicional para determinar la significacion de tales
emparejamientos dado el tamafio del conjunto de datos, para determinar la relevancia de estas secuencias.

Los parametros a modo de ejemplo para determinar relacion de dos o mas secuencias usando el algoritmo BLAST,
por ejemplo, pueden ser tal como se exponen a continuacion. En resumen, pueden realizarse alineaciones de
secuencias de aminoacidos usando BLASTP versién 2.0.8 (5 de enero de 1999) y los siguientes parametros: matriz:
0 BLOSUMG62; apertura de hueco: 11; extension de hueco: 1; x_caida: 50; valor esperado: 10,0; tamafio de palabra:
3; filtro: activado. Pueden realizarse alineaciones de secuencias de acido nucleico usando BLASTN versién 2.0.6 (16
de septiembre de 1998) y los siguientes parametros: emparejamiento: 1; desemparejamiento: -2; apertura de hueco:
5; extensién de hueco: 2; x_caida: 50; valor esperado: 10,0; tamafio de palabra: 11; filtro: desactivado. Los expertos
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en la técnica sabran qué modificaciones pueden realizarse a los parametros anteriores para o bien aumentar o bien
disminuir la rigurosidad de la comparacién, por ejemplo, y determinar la relacion de dos o mas secuencias.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona un organismo microbiano que se produce de manera no
natural que incluye un organismo microbiano que tiene una ruta de 1,3-butanodiol (1,3-BDO) con al menos un acido
nucleico exégeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido) expresada en una
cantidad suficiente para producir 1,3-BDO. La ruta de 1,3-BDO incluye una enzima seleccionada del grupo que
consiste en una 2-amino-4-cetopentanoato (AKP) tiolasa, una AKP deshidrogenasa, una 2-amino-4-
hidroxipentanoato aminotransferasa, una 2-amino-4-hidroxipentanoato oxidorreductasa (desaminacién), una 2-oxo-
4-hidroxipentanoato descarboxilasa, una 3-hidroxibutiraldehido reductasa, una AKP aminotransferasa, una AKP
oxidorreductasa (desaminacién), una 2,4-dioxopentanoato descarboxilasa, una 3-oxobutiraldehido reductasa
(reducciéon de cetona), una 3-oxobutiraldehido reductasa (reduccion de aldehido), una 4-hidroxi-2-butanona
reductasa, una AKP descarboxilasa, una 4-aminobutan-2-ona aminotransferasa, una 4-aminobutan-2-ona
oxidorreductasa (desaminacién), una 4-aminobutan-2-ona amoniaco-liasa, a butenona hidratasa, una AKP
amoniaco-liasa, una acrilato de acetilo descarboxilasa, una acetoacetil-CoA reductasa (formacién de aldehido,
dependiente de CoA), una acetoacetil-CoA reductasa (formacién de alcohol, dependiente de CoA), una acetoacetil-
CoA reductasa (reduccién de cetona), una 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido), una 3-
hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol), una 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa y una crotonasa.

Cualquier combinacion y cualquier numero de las enzimas mencionadas anteriormente puede introducirse en un
organismo microbiano huésped para completar una ruta de 1,3-BDO, tal como se ejemplifica en las figuras 1-3. Por
ejemplo, el organismo microbiano que se produce de manera no natural puede incluir uno, dos, tres, cuatro, cinco,
hasta todos los &cidos nucleicos en una ruta de 1,3-BDO, codificando cada acido nucleico para una enzima de la
ruta de 1,3-BDO. Tales &cidos nucleicos pueden incluir acidos nucleicos heterélogos, copias adicionales de genes
existentes y elementos reguladores génicos, tal como se explica adicionalmente a continuacion. Las rutas de los
organismos microbianos que se producen de manera no natural de la invenciéon también se modifican mediante
ingenieria de manera adecuada para cultivarse en un medio de cultivo sustancialmente anaerobio.

En algunas realizaciones los organismos microbianos que se producen de manera no natural que tienen una ruta de
1,3-BDO incluyen un conjunto de enzimas de la ruta de 1,3-BDO. Un conjunto de enzimas de la ruta de 1,3-BDO
representa un grupo de enzimas que pueden convertir alanina, acetoacetil-CoA o 4-hidroxibutiril-CoA en 1,3-BDO,
tal como se muestra en las figuras 1-3.

Los conjuntos a modo de ejemplo de enzimas de la ruta de 1,3-BDO para convertir acetoacetil-CoA en 1,3-BDO,
segun la figura 2 incluyen (I) (1) una acetoacetil-CoA reductasa (reduccion de cetona); (2) una 3-hidroxibutiril-CoA
reductasa (formacion de aldehido); y (3) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa;

Los conjuntos a modo de ejemplo de enzimas de la ruta de 1,3-BDO para convertir 4-hidroxibutiril-CoA en 1,3-BDO,
segun la figura 3 incluyen (n) (1) una 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa; (2) una crotonasa; (3) una 3-hidroxibutiril-
CoA reductasa (formacion de aldehido); y (4) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa.

La conversion de alanina en 1,3-BDO puede lograrse mediante varias rutas que implican aproximadamente cinco
etapas enzimaticas tal como se muestra en la figura 1. En la primera etapa de todas las rutas (etapa A), se
combinan alanina y acetil-CoA por 2-amino-4-cetopentanoato tiolasa, una enzima altamente selectiva. El producto
de esta reaccion, 2-amino-4-oxopentanoato (AKP) entonces puede transaminarse, reducirse, descarboxilarse o
desaminarse tal como se muestra en la figura 1.

En una ruta, AKP se convirti6 en 2,4-dioxopentanoato, un 2-cetoacido similar en cuanto a la estructura a alfa-
cetoglutarato, por una aminotransferasa u oxidorreductasa de desaminacion (etapa B). Luego se convierte 2,4-
dioxopentanoato en 3-oxobutiraldehido por una 2-cetoacido descarboxilasa (etapa C). La reduccién de los grupos
cetona y aldehido para dar sus alcoholes correspondientes proporciona 1,3-butanodiol. Estas reducciones pueden
producirse en cualquier orden para formar los productos intermedios 3-hidroxibutiraldehido (etapas O y P) o 4-
hidroxi-2-butanona (etapas D y H).

En otra ruta, el grupo 4-oxo de AKP se reduce en primer lugar para dar un alcohol secundario por AKP
deshidrogenasa (etapa L). El producto, 2-amino-4-hidroxipentanoato, se convierte luego en 2-0x0-4-
hidroxipentanoato (etapa M). El 2-cetoacido resultante se descarboxila para dar 3-hidroxibutiraldehido (etapa N). En
la etapa final de esta ruta el aldehido de 3-hidroxibutiraldehido se reduce para dar un alcohol primario por 3-
hidroxibutiraldehido reductasa, formando 1,3-butanodiol (etapa P).

AuUn otra ruta implica la descarboxilaciéon de AKP por una aminoacido descarboxilasa (etapa E). El producto de
descarboxilaciéon, 4-aminobutan-2-ona, puede o bien transaminarse o bien desaminarse de manera oxidativa para
dar 3-oxobutiraldehido (etapa K) o desaminarse para dar butenona (etapa F). Cuando se forma 3-oxobutiraldehido,
se usan dos etapas de reduccién de formacion de alcohol para formar 1,3-butanodiol, tal como se describi6
anteriormente (etapas O y P, o etapas D y H). El producto de desaminacion, butenona, se hidroliza luego para dar 4-
hidroxi-2-butanona (etapa G), que se reduce para dar 1,3-butanodiol por 4-hidroxi-2-butanona reductasa (etapa H).
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AUn otra ruta implica la desaminacién de AKP para dar acrilato de acetilo (etapa 1). El acrilato de acetilo se
descarboxila para dar butenona (etapa J), que luego se convierte en 1,3-butanodiol por butenona hidratasa (etapa
G) y 4-hidroxi-2-butanona reductasa (etapa H).

La figura 2 expone mudltiples rutas para producir 1,3-butanodiol a partir de acetoacetil-CoA. Una ruta a través de las
etapas A, B y C utiliza (i) acetoacetil-CoA reductasa de formacion de aldehido, dependiente de CoA para convertir
acetoacetil-CoA en 3-oxobutiraldehido (figura 2, etapa A), (ii) 3-oxobutiraldehido reductasa para reducir 3-
oxobutiraldehido para dar 3-hidroxibutiraldehido (figura 2, etapa B) y (iii) finalmente, 3-hidroxibutiraldehido reductasa
para formar 1,3-butanodiol (figura 2, etapa C).

Alternativamente, puede reducirse acetoacetil-CoA por la acetoacetil-CoA reductasa de formacién de aldehido para
formar 4-hidroxi-2-butanona (figura 2, etapa D). También puede formarse 4-hidroxi-2-butanona mediante la
reduccion de 3-oxobutiraldehido por la 3-oxobutiraldehido reductasa de reduccion de aldehido (figura 2, etapa E).
Eventualmente, puede reducirse 4-hidroxi-2-butanona para formar 1,3-BDO por 4-hidroxi-2-butanona reductasa
(figura 2, etapa F).

Aun otro conjunto de rutas de formaciéon de 1,3-BDO se basan en la reduccidon de acetoacetil-CoA para dar 3-
hidroxibutiril-CoA por la acetoacetil-CoA reductasa de reduccién de cetona (figura 2, etapa G). Esta enzima reduce la
funcion cetona en acetoacetil-CoA para dar un hidroxilo. Puede reducirse 3-hidroxibutiril-CoA por la 3-hidroxibutiril-
CoA reductasa de formacion de alcohol bifuncional para formar 1,3-butanodiol (figura 2, etapa I). Alternativamente,
puede reducirse en primer lugar para dar 3-hidroxibutiraldehido por la 3-hidroxibutiril-CoA reductasa de formacion de
aldehido (etapa H) y luego puede reducirse 3-hidroxibutiraldehido tal como se muestra en la etapa C.

Todavia en realizaciones adicionales, el organismo microbiano que se produce de manera no natural tiene un
conjunto de enzimas de la ruta de 1,3-BDO que incluye (1) una acetoacetil-CoA reductasa (reduccién de cetona); (2)
una 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formaciéon de aldehido); y (3) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa. Cualquier
numero de &cidos nucleicos que codifican para estas enzimas puede introducirse en un organismo microbiano
huésped que incluye uno, dos y hasta todos de los tres acidos nucleicos que codifican para estas enzimas. Cuando
se introducen uno o dos &cidos nucleicos exdgenos, tales acidos nucleicos pueden ser cualquier permutacion de los
tres &cidos nucleicos.

4-hidroxibutiril-CoA es un metabolito de partida importante a partir del que pueden prepararse varios compuestos
utiles a nivel industrial. Aunque 4-hidroxibutiril-CoA no es un metabolito central altamente comin, se han descrito
métodos para modificar mediante ingenieria cepas que sintetizan 4-hidroxibutiril-CoA en Burk et al. (documento US
20090075351). Un método a modo de ejemplo implica sintetizar 4-hidroxibutiril-CoA a partir de succinil-CoA
empleando genes que codifican para actividades semialdehido succinico deshidrogenasa (dependiente de CoA), 4-
hidroxibutirato deshidrogenasa, 4-hidroxibutirato cinasa y fosfotransbutirilasa.

La primera etapa en la ruta implica la deshidratacion de 4-hidroxibutiril-CoA (etapa A, figura 3) seguida por la
hidratacion de crotonoil-CoA para formar 3-hidroxibutiril-CoA (etapa B). Entonces 3-hidroxibutiril-CoA experimenta
dos etapas de reduccion para formar 1,3-butanodiol llevadas a cabo por cualquiera de las dos enzimas (etapas C y
D) o una sola enzima de funcion dual (etapa E).

En otras realizaciones, el organismo microbiano que se produce de manera no natural tiene un conjunto de enzimas
de la ruta de 1,3-BDO que incluye (1) una 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa; (2) una crotonasa; (3) una 3-
hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido); y (4) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa. Cualquier nimero
de acidos nucleicos que codifican para estas enzimas puede introducirse en un organismo microbiano huésped que
incluye, uno, dos, tres y hasta todos de los cuatro acidos nucleicos que codifican para estas enzimas. Cuando se
introducen uno, dos o tres acidos nucleicos exdgenos, tales acidos nucleicos puede ser cualquier permutacion de los
cuatro acidos nucleicos.

En una realizacién adicional, la invencion proporciona un organismo microbiano que se produce de manera no
natural que tiene una ruta de 1,3-BDO, en el que el organismo microbiano que se produce de manera no natural
comprende al menos un acido nucleico exdégeno que codifica para una enzima o proteina que convierte un sustrato
en un producto seleccionado del grupo que consiste en acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA, 3-hidroxibutiril-CoA
en 3-hidroxibutiraldehido y 3-hidroxibutiraldehido en 1,3-BDO, en el que la enzima o proteina es al menos 3-
hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido).

Por tanto, la invencién proporciona un organismo microbiano que se produce de manera no natural que contiene al
menos un acido nucleico exdégeno que codifica para una enzima o proteina, en el que la enzima o proteina convierte
los sustratos y productos de una ruta de 1,3-BDO que convierte acetoacetil-CoA en 1,3-BDO, tal como se ejemplifica
mediante las rutas mostradas en la figura 2, en el que la enzima o proteina es al menos 3-hidroxibutiril-CoA
reductasa (formacion de aldehido).

En una realizacién adicional, la invencién proporciona un organismo microbiano que se produce de manera no
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natural que tiene una ruta de 1,3-BDO, en el que el organismo microbiano que se produce de manera no natural
comprende al menos un acido nucleico exdégeno que codifica para una enzima o proteina que convierte un sustrato
en un producto seleccionado del grupo que consiste en 4-hidroxibutiril-CoA en crotonoil-CoA, crotonoil-CoA en 3-
hidroxibutiril-CoA, 3-hidroxibutiril-CoA en 3-hidroxibutiraldehido, y 3-hidroxibutiraldehido en 1,3-BDO, en el que la
enzima o proteina es al menos 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido).

Por tanto, la invencién proporciona un organismo microbiano que se produce de manera no natural que contiene al
menos un acido nucleico exdégeno que codifica para una enzima o proteina, en el que la enzima o proteina convierte
los sustratos y productos de una ruta de 1,3-BDO, convirtiendo la ruta 4-hidroxibutiril-CoA en 1,3-BDO, tal como se
ejemplifica mediante las rutas mostradas en la figura 3, en el que la enzima o proteina es al menos 3-hidroxibutiril-
CoA reductasa (formacion de aldehido).

La modificacion mediante ingenieria satisfactoria de cualquiera de estas rutas conlleva la identificacion de un
conjunto apropiado de enzimas con suficiente actividad y especificidad, la clonacién de sus genes correspondientes
en un huésped de produccién, la optimizacion de las condiciones de fermentacion, y el ensayo para determinar la
formacion de producto tras la fermentacion. Para modificar mediante ingenieria un huésped de produccion para la
produccion de cualquiera de los productos mencionados anteriormente, puede(n) expresarse una O MAas
secuencia(s) de ADN exdgeno en microorganismos. Ademas, los microorganismos pueden tener gen(es)
enddgeno(s) delecionado(s) funcionalmente. Estas modificaciones permitiran la produccion de 1,3-BDO usando
materias primas renovables.

A continuacién, se describen varios genes caracterizados bioquimicamente capaces de codificar para enzimas que
catalizan cada una de las etapas mostradas en las figuras 1, 2 y 3. Aunque se describe este método para E. coli, un
experto en la técnica puede aplicar estas ensefianzas a esencialmente cualquier otro organismo. Especificamente,
se enumeran genes que son nativos para E. coli ademas de genes en otros organismos que pueden aplicarse para
catalizar las transformaciones apropiadas cuando se clonan y expresan de manera apropiada.

La invencion se describe en el presente documento con referencia general a la reaccion metabdlica, reactante o
producto de la misma, o con referencia especifica a uno o mas &cidos nucleicos o genes que codifican para una
enzima asociada con o que cataliza, 0 una proteina asociada con, la reaccion metabdlica, el reactante o producto
referenciados. A menos que se establezca expresamente de otro modo en el presente documento, los expertos en la
técnica entenderan que la referencia a una reaccion también constituye la referencia a los reactantes y productos de
la reaccion. De manera similar, a menos que se establezca expresamente de otro modo en el presente documento,
la referencia a un reactante o producto también hace referencia a la reaccion, y la referencia a cualquiera de estos
constituyentes metabdlicos también hace referencia al gen o genes que codifican para las enzimas que catalizan o
proteinas implicadas en la reaccion, el reactante o producto referenciados. Asimismo, dados los campos bien
conocidos de la bioquimica metabdlica, enzimologia y genémica, la referencia en el presente documento a un gen o
acido nucleico codificante también constituye una referencia a la enzima codificada correspondiente y la reaccién
que cataliza o una proteina asociada con la reaccion asi como los reactantes y productos de la reaccion.

Todas las transformaciones representadas en las figuras 1-3 se clasifican en las 8 categorias generales de
transformaciones mostradas en la tabla 1. A continuacion se describen varios genes caracterizados
bioquimicamente en cada categoria. Se enumeran especificamente genes que pueden aplicarse para catalizar las
transformaciones apropiadas en las figuras 1-3 cuando se clonan y expresan de manera apropiada. Se proporcionan
adicionalmente genes a modo de ejemplo para cada una de las etapas en las figuras 1-3 a continuacién en las
tablas 35-37.

La tabla 1 muestra los tipos de enzima Utiles para convertir productos intermedios metabdlicos centrales comunes en
1,3-butanodiol. Los primeros tres digitos de cada etiqueta corresponden a los primeros tres digitos del nimero de la
Comisién de Enzimas que indican el tipo general de transformacion independiente de la especificidad de sustrato.

Tabla 1
ETIQUETA FUNCION
1l1l1la Oxidorreductasa (cetona en hidroxilo o aldehido en alcohol)
1l1l1lc Oxidorreductasa (2 etapas, acil-CoA en alcohol)
1.2.1b Oxidorreductasa (acil-CoA en aldehido)
14.1a Oxidorreductasa (desaminacion)
2.3.1.b Aciltransferasa
2.6.1.a Aminotransferasa
41.1.a Carboxi-liasa
42.1.a Hidro-liasa
43.1.a Amoniaco-liasa

Numerosas transformaciones en las figuras 1, 2 y 3 se clasifican en la categoria de oxidorreductasas que reducen
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un aldehido a alcohol. Por ejemplo, las etapas D y P en la figura 1 catalizadas por 3-oxobutiraldehido reductasa
(reduccién de aldehido) y 3-hidroxibutiraldehido reductasa, respectivamente, se clasifican en esta categoria. De
manera similar, las etapas C y E en la figura 2 catalizadas por 3-hidroxibutiraldehido reductasa y 3-oxobutiraldehido
reductasa (reduccion de aldehido), respectivamente, son también oxidorreductasas que convierten la funcionalidad
aldehido en alcohol.

Las rutas en la figura 3 implican oxidorreductasas tales como 3-hidroxibutiraldehido reductasa en la etapa D.

Los genes a modo de ejemplo que codifican para enzimas que catalizan la conversién de un aldehido en alcohol (es
decir, alcohol deshidrogenasa o de manera equivalente aldehido reductasa) incluyen alrA que codifica para una
alcohol de cadena media deshidrogenasa para C2-C14 (Tani et al., Appl. Environ. Microbiol., 66:5231-5235 (2000)),
ADH2 de Saccharomyces cerevisiae (Atsumi et al., Nature, 451:86-89 (2008)) yghD de E. coli que tiene preferencia
para moléculas mas largas que C3 (Sulzenbacher et al., J. of Molecular Biology, 342:489-502 (2004)) y bdh | 'y bdh 1l
de C. acetobutylicum que convierte butiraldehido en butanol (Walter et al., J. of Bacteriology, 174:7149-7158 (1992)).
El producto génico de yghD cataliza la reduccion de acetaldehido, malondialdehido, propionaldehido, butiraldehido y
acroleina usando NADPH como cofactor (Perez et al., J. Biol. Chem., 283:7346-7353 (2008)). Se ha demostrado que
el producto génico de adhA de Zymomonas mobilis tiene actividad sobre varios aldehidos incluyendo formaldehido,
acetaldehido, propionaldehido, butiraldehido y acroleina (Kinoshita et al., Appl. Microbiol. Biotechnol, 22:249-254
(1985)). Candidatos a aldehido reductasa adicionales estan codificados por bdh en C. saccharoperbutylacetonicum y
Cbei_1722, Cbei_2181 y Cbhei_2421 en C. beijerinckii.

Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de
ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 2.

Tabla 2
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
alrA BAB12273.1 9967138 Acinetobacter sp. cepa M-1
ADH2 NP_014032.1 6323961 Saccharomyces cerevisiae
yghD NP 417484.1 16130909 Escherichia coli
bdh | NP _349892.1 15896543 Clostridium acetobutylicum
bdh 11 NP_349891.1 15896542 Clostridium acetobutylicum
adhA YP_162971.1 56552132 Zymomonas mobilis
bdh BAF45463.1 124221917 Clostridium saccharoperbutylacetonicum
Cbei_1722 YP_ 001308850 150016596 Clostridium beijerinckii
Cbei_2181 YP 001309304 150017050 Clostridium beijerinckii
Chei_2421 YP_001309535 150017281 Clostridium beijerinckii

Enzimas que presentan actividad 3-hidroxibutiraldehido reductasa (EC 1.1.1.61) también se clasifican en esta
categoria. Tales enzimas se han caracterizado en Ralstonia eutropha (Bravo et al., J. Forensic Sci., 49:379-387
(2004)), Clostridium kluyveri (Wolff et al., Protein Expr. Purif., 6:206-212 (1995)) y Arabidopsis thaliana (Breitkreuz et
al., J. Biol. Chem., 278:41552-41556 (2003)). Aun otro gen es adhl de alcohol deshidrogenasa de Geobacillus
thermoglucosidasius (Jeon et al., J. Biotechnol., 135:127-133 (2008)). Pueden encontrarse datos relacionados con
las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de
registro de GenBank mostrados en la tabla 3.

Tabla 3
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
4hbd YP 726053.1 113867564 Ralstonia eutropha H16
4hbd L21902.1 146348486 Clostridium kluyveri DSM 555
4hbd Q94B07 75249805 Arabidopsis thaliana
adhl AAR91477.1 40795502 Geobacillus thermoglucosidasius M10EXG

Otra enzima a modo de ejemplo es 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa que cataliza la oxidacion reversible de 3-
hidroxiisobutirato para dar metilmalonato-semialdehido. Esta enzima participa en la degradacion de valina, leucina e
isoleucina y se ha identificado en bacterias, eucariotas y mamiferos. La enzima codificada por P84067 de Thermus
thermophilus HB8 se ha caracterizado estructuralmente (Lokanath et al., J. Mol. Biol, 352:905-917 (2005)). Se
demostré la reversibilidad de la 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa humana usando sustrato marcado
isotopicamente (Manning et al., Biochem J., 231:481-484 (1985)). Genes adicionales que codifican para esta enzima
incluyen 3hidh en Homo sapiens (Hawes et al., Methods Enzymol, 324:218-228 (2000)) y Oryctolagus cuniculus
(Hawes et al., citado anteriormente; Chowdhury et al., Biosci. Biotechnol Biochem., 60:2043-2047 (1996)), mmsB en
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida (Liao et al., patente estadounidense 20050221466) y dhat en
Pseudomonas putida (Aberhart et al., J. Chem. Soc., 6:1404-1406 (1979); Chowdhury et al., citado anteriormente;
Chowdhury et al., Biosci. Biotechnol Biochem., 67:438-441 (2003)). Pueden encontrarse datos relacionados con las
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registro de GenBank mostrados en la tabla 4.

ejemplo usando los siguientes nimeros de

Tabla 4
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
P84067 P84067 75345323 Thermus thermophilus
3hidh P31937.2 12643395 Homo sapiens
3hidh P32185.1 416872 Oryctolagus cuniculus
mmsB P28811.1 127211 Pseudomonas aeruginosa
mmsB NP_746775.1 26991350 Pseudomonas putida
dhat Q59477.1 2842618 Pseudomonas putida

Oxidorreductasas que convierten una funcionalidad cetona en el grupo hidroxilo correspondiente son también etapas
de sintesis en las rutas divulgadas. En particular, las reacciones L, O y H en la figura 1 catalizadas por AKP
deshidrogenasa, 3-oxobutiraldehido reductasa (reducciébn de cetona), 4-hidroxi-2-butanona reductasa
respectivamente son transformaciones de esta categoria. Las dos Gltimas transformaciones también se encuentran
en las etapas By F respectivamente en la figura 2. De manera similar, la acetoacetil-CoA reductasa en la etapa G de
la figura 2 reduce acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA.

La reduccion del grupo 4-oxo de 2-amino-4-oxopentanoato (AKP) por una deshidrogenasa proporciona 2-amino-4-
hidroxipentanoato (figura 1, etapa L). Esta reaccién es muy similar a la reduccion dependiente de NAD(P)H de
aspartato-semialdehido para dar homoserina catalizada por homoserina deshidrogenasa (EC 1,1.13). En muchos
organismos, incluyendo E. coli, la homoserina deshidrogenasa es un enzima bifuncional que también cataliza la
conversion dependiente de ATP de aspartato en aspartil-4-fosfato (Starnes et al., Biochemistry, 11:677-687 (1973)).
Los dominios funcionales son cataliticamente independientes y estan conectados por una region de unién (Sibilli et
al., J. Biol. Chem., 256:10228-10230 (1981)) y ambos dominios estan sujetos a inhibicién alostérica por treonina. El
dominio de homoserina deshidrogenasa de la enzima de E. coli, codificada por thrA, se separé del dominio de
aspartato cinasa, se caracterizd y se encontr6 que presentaba alta actividad catalitica e inhibiciéon reducida por
treonina (James et al., Biochemistry, 41:3720-3725 (2002)). Esto puede aplicarse a otras treonina cinasas
bifuncionales incluyendo, por ejemplo, hom1 de Lactobacillus plantarum (Cahyanto et al., Microbiology, 152:205-112
(2006)) y Arabidopsis thaliana. Las homoserina deshidrogenasas monofuncionales codificadas por hom6 en S.
cerevisiae (Jacques et al., Biochem. Biophys. Acta, 1544:28-41 (2001)) y hom2 en Lactobacillus plantarum
(Cahyanto et al., citado anteriormente) se han expresado y caracterizado funcionalmente en E. coli. Pueden
encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo
usando los siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 5.

Tabla 5
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl | ORGANISMO
thrA AAC73113.1 1786183 Escherichia coli K12
akthr2 081852 75100442 Arabidopsis thaliana
hom6 CAA89671 1015880 Saccharomyces cerevisiae
homl CAD64819 28271914 Lactobacillus plantarum
hom2 CAD63186 28270285 Lactobacillus plantarum

La acetoacetil-CoA reductasa (etapa G, figura 2) que cataliza la reduccion de acetoacetil-CoA para dar 3-
hidroxibutiril-CoA participa en la ruta de fermentacion de acetil-CoA para dar butirato en varias especies de Clostridia
y se ha estudiado en detalle (Jones et al., Microbiol. Rev., 50:484-524 (1986)). El enzima de Clostridium
acetobutylicum, codificada por hbd, se ha clonado y expresado funcionalmente en E. coli (Youngleson et al., J.
Bacteriol., 171:6800-6807 (1989)). Adicionalmente, subunidades de dos complejos de oxidacion de acidos grasos en
E. coli, codificados por fadB y fadJ, funcionan como 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasas (Binstock et al., Methods
Enzymol., 71C:403-411 (1981)). Aln otros genes que se demostrd6 que reducen acetoacetil-CoA para dar 3-
hidroxibutiril-CoA son phbB de Zoogloea ramigera (Ploux et al., Eur. J. Biochem., 174:177-182 (1988)) y phaB de
Rhodobacter sphaeroides (Alber et al., Mol. Microbiol., 61:297-309 (2006)). El primer gen es dependiente de
NADPH, se ha determinado su secuencia de nucleétidos (Peoples et al., Mol. Microbiol. 3:349-357 (1989)) y el gen
se ha expresado en E. coli. Estudios sobre la especificidad de sustrato con el gen condujeron a la conclusién que
podria aceptar 3-oxopropionil-CoA como sustrato ademas de acetoacetil-CoA (Ploux et al., citado anteriormente).
Genes adicionales incluyen Hbd1 (dominio C-terminal) y Hbd2 (dominio N-terminal) en Clostridium kluyveri (Hillmer y
Gottschalk, Biochim. Biophys. Acta 3334:12-23 (1974)) y HSD17B10 en Bos taurus (Wakil et al., J. Biol. Chem.,
207:631-638 (1954)). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos
génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 6.

11



5

10

15

20

25

30

35

ES 2593117 T3

Tabla 6
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
fadB P21177.2 119811 Escherichia coli
fadJ P77399.1 3334437 Escherichia coli
Hbd2 EDK34807.1 146348271 Clostridium kluyveri
Hbd1 EDK32512.1 146345976 Clostridium kluyveri
hbd P52041.2 Clostridium acetobutylicum
HSD17B10 002691.3 3183024 Bos taurus
phbB P23238.1 130017 Zoogloea ramigera
phaB YP_353825.1 77464321 Rhodobacter sphaeroides

Varias enzimas similares se han encontrado en otras especies de Clostridia y en Metallosphaera sedula (Berg et al.,

Archea. Science, 318:1782-1786 (2007)) tal como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7

Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO

Hbd NP 349314.1 NP _349314.1 Clostridium acetobutylicum
Hbd AAM14586.1 AAM14586.1 Clostridium beijerinckii
Msed_1423 YP_001191505 YP_001191505 Metallosphaera sedula
Msed_ 0399 YP_ 001190500 YP_001190500 Metallosphaera sedula
Msed_0389 YP 001190490 YP_ 001190490 Metallosphaera sedula
Msed_1993 YP 001192057 YP_ 001192057 Metallosphaera sedula

Una alcohol deshidrogenasa a modo de ejemplo que convierte una cetona en un grupo hidroxilo es la alcohol
deshidrogenasa secundaria que se mostré que convertia acetona en isopropanol en C. beijerinckii (Ismaiel et al., J.
Bacteriol, 175:5097-5105 (1993)) y T. brockii (Lamed et al., Biochem. J., 195:183-190 (1981); Peretz et al.,
Biochemistry, 28:6549-6555 (1989)). El producto génico de adhA de Pyrococcus furiosus, que presenta maxima
actividad sobre 2-pentanol y piruvaldehido, se mostr6 que tiene una especificidad muy amplia que incluye
isopropanol y acetona (Van der et al., Eur. J. Biochem., 268:3062-3068 (2001)). Aun otra alcohol deshidrogenasa
secundaria con actividad sobre isopropanol y acetona esta codificada por el producto génico de adh-A de
Rhodococcus ruber (Edegger et al., Chem. Commun. (Camb), 2402-2404 (2006); Kosjek et al., Biotechnol. Bioeng.,
86:55-62 (2004)). Estos genes junto con otros se enumeran a continuacion en la tabla 8.

Tabla 8
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
adh AAA23199.2 60592974 Clostridium beijerinckii NRRL B593
adh P14941.1 113443 Thermoanaerobacter brockii HTD4
adhA AAC25556 3288810 Pyrococcus furiosus
adh-A CAD36475 21615553 Rhodococcus ruber

Alternativamente, existen varias alcohol deshidrogenasas a modo de ejemplo que convierten una cetona en un
grupo funcional hidroxilo. Dos de tales enzimas de E. coli estan codificadas por malato deshidrogenasa (mdh) y
lactato deshidrogenasa (IdhA). Ademas, se ha mostrado que la lactato deshidrogenasa de Ralstonia eutropha
demuestra altas actividades sobre sustratos de diversas longitudes de cadena tales como lactato, 2-oxobutirato, 2-
oxopentanoato y 2-oxoglutarato (Steinbuchel et al., Eur. J. Biochem., 130:329-334 (1983)). La conversién de la
funcionalidad oxo en el grupo hidroxilo también puede estar catalizada por 2-ceto-1,3-butanodiol reductasa, una
enzima que se notifica que se encuentra en rata y en placenta humana (Suda et al., Arch. Biochem. Biophys.,
176:610-620 (1976); Suda et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 77:586-591 (1977)). Todas estas enzimas
pueden proporcionar una 3-oxobutiraldehido reductasa, y una 4-hidroxi-2-butanona reductasa. Una enzima adicional
para estas etapas es la 3-hidroxibutirato deshidrogenasa (bdh) mitocondrial de corazén humano que se ha clonado y
caracterizado (Marks et al., J. Biol. Chem. 267:15459-15463 (1992)). Esta enzima es una deshidrogenasa que
funciona sobre un 3-hidroxiacido. Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de
estos productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la
tabla 9.

Tabla 9
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
mdh AAC76268.1 1789632 Escherichia coli
IdhA NP_415898.1 16129341 Escherichia coli
Idh YP 725182.1 113866693 Ralstonia eutropha
bdh AAA58352.1 177198 Homo sapiens
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Varios organismos pueden catalizar la reduccién de 4-hidroxi-2-butanona para dar 1,3-butanodiol, incluyendo los
pertenecientes al género Bacillus, Brevibacterium, Candida y Klebsiella entre otros, tal como describieron
Matsuyama et al. (1995).

Varias transformaciones en las figuras 2 y 3 se basan en la reduccién en dos etapas de acil-CoA para dar el alcohol
correspondiente. Por ejemplo, las etapas D e | en la figura 2, que implican la acetoacetil-CoA reductasa (formacion
de alcohol, dependiente de CoA) y 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol) y la etapa E en la figura 3
que implica 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol), muestran una transformacion de este tipo.

Oxidorreductasas en dos etapas a modo de ejemplo que convierten una acil-CoA en alcohol incluyen las que
transforman sustratos tales como acetil-CoA en etanol (por ejemplo, adhE de E. coli (Kessler et al., FEBS. Lett.,
281:59-63 (1991)) y butiril-CoA en butanol (por ejemplo adhE2 de C. acetobutylicum (Fontaine et al., J. Bacteriol,
184:821-830 (2002)). Ademas de reducir acetil-CoA para dar etanol, la enzima codificada por adhE en Leuconostoc
mesenteroides se ha mostrado que oxida el compuesto de cadena ramificada isobutiraldehido para dar isobutiril-
CoA (Kazahaya et al., J. Gen. Appl. Microbiol, 18:43-55 (1972); Koo et al., Biotechnol. Lett., 27:505-510 (2005)).
Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de
ejemplo usando los siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 10.

Tabla 10
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
adhE NP 415757.1 16129202 Escherichia coli
adhE2 AAK09379.1 12958626 Clostridium acetobutylicum
adhE AAV66076.1 55818563 Leuconostoc mesenteroides

Otra enzima a modo de ejemplo puede convertir malonil-CoA en 3-HP. Una enzima dependiente de NADPH con
esta actividad se ha caracterizado en Chloroflexus aurantiacus donde participa en el ciclo de 3-hidroxipropionato
(Hugler et al., J. Bacteriol, 184:2404-2410 (2002); Strauss et al., Eur. J. Biochem., 215:633-643 (1993)). Esta
enzima, con una masa de 300 kDa, es altamente especifica de sustrato y muestra poca similitud de secuencia con
otras oxidorreductasas conocidas (Hugler et al., citado anteriormente). No se han mostrado enzimas en otros
organismos que catalicen esta reaccion especifica; sin embargo existen evidencias bioinformaticas de que otros
organismos pueden tener rutas similares (Klatt et al., Environ. Microbiol., 9:2067-2078 (2007)). Pueden deducirse
enzimas en otros organismos incluyendo Roseiflexus castenholzii, Erythrobacter sp. NAP1 y proteobacteria gamma
marina HTCC2080 por similitud de secuencia. Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada
uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank
mostrados en la tabla 11.

Tabla 11
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
mcr AAS20429.1 42561982 Chloroflexus aurantiacus
Rcas 2929 YP 001433009.1 156742880 Roseiflexus castenholzii
NAP1 02720 ZP 01039179.1 85708113 Erythrobacter sp. NAP1
MGP2080 00535 | ZP 01626393.1 119504313 Proteobacteria gamma marina HTCC2080

Pueden reducirse moléculas de acil-CoA de cadena mas larga por enzimas tales como la FAR de jojoba
(Simmondsia chinensis) que codifica para una acil graso-CoA reductasa de formacion de alcohol. Su sobreexpresion
en E. coli dio como resultado actividad FAR y la acumulaciéon de alcohol graso (Metz et al., Plant Physiology,
122:635-644 (2000)) (FAR, AAD38039.1, 5020215, Simmondsia chinensis).

Las rutas divulgadas en el presente documento implican numerosas transformaciones de tipo oxidorreductasa que
convierten una acil-CoA en un aldehido. Especificamente, las etapas A y H en la figura 2 catalizadas por acetoacetil-
CoA reductasa (formacion de aldehido) y 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido) y la etapa C de la
figura 3 que muestran la transformacion catalizada por 3-hidroxibutiril-CoA reductasa.

Varias acil-CoA deshidrogenasas son capaces de reducir una acil-CoA para dar su aldehido correspondiente. Los
genes a modo de ejemplo que codifican para tales enzimas incluyen el acrl de Acinetobacter calcoaceticus que
codifica para una acil graso-CoA reductasa (Reiser et al., J. of Bacteriology, 179:2969-2975 (1997)), la acil graso-
CoA reductasa de Acinetobacter sp. M-1 (Ishige et al., Appl. Environ. Microbiol, 68:1192-1195 (2002)) y una
succinato-semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA y NADP codificada por el gen sucD en Clostridium
kluyveri (Sohling et al., J. Bacteriol., 178:871-880 (1996)). SucD de P. gingivalis es otra succinato-semialdehido
deshidrogenasa (Takahashi et al., J. Bacteriol, 182:4704-4710 (2000)). La enzima acetaldehido deshidrogenasa de
acilacion en Pseudomonas sp, codificada por bphG, es alin otra enzima que se ha demostrado que oxida y acila
acetaldehido, propionaldehido, butiraldehido, isobutiraldehido y formaldehido (Powlowski et al., J. Bacteriol.,
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175:377-385 (1993)). Ademas de reducir acetil-CoA para dar etanol, la enzima codificada por adhE en Leuconostoc
mesenteroides se ha mostrado que oxida el compuesto de cadena ramificada isobutiraldehido para dar isobutiril-
CoA (Kazahaya et al., citado anteriormente; Koo et al., citado anteriormente). La butiraldehido deshidrogenasa
cataliza una reaccién similar, la conversion de butiril-CoA en butiraldehido, en organismos solventogénicos tales
como Clostridium saccharoperbutylacetonicum (Kosaka et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 71:58-61 (2007)). Se
encuentran candidatos a enzima aldehido deshidrogenasa adicionales en Desulfatibacillum alkenivorans, Citrobacter
koseri, Salmonella enterica, Lactobacillus brevis y Bacillus selenitireducens. Pueden encontrarse datos relacionados
con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de
registro de GenBank mostrados en la tabla 12.

Tabla 12
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
acrl YP_047869.1 50086359 Acinetobacter calcoaceticus
acrl AAC45217 1684886 Acinetobacter baylyi
acrl BAB85476.1 18857901 Acinetobacter sp. cepa M-1
sucD P38947.1 172046062 Clostridium Kluyveri
sucD NP_904963.1 34540484 Porphyromonas gingivalis
bphG BAA03892.1 425213 Pseudomonas sp
adhE AAV66076.1 55818563 Leuconostoc mesenteroides
bid AAP42563.1 31075383 Clostridium saccharoperbutylacetonicum
ald ACL06658.1 218764192 Desulfatibacillum alkenivorans AK-01
ald YP_001452373 157145054 Citrobacter koseri ATCC BAA-895
pduP NP_460996.1 16765381 Salmonella enterica Typhimurium
pduP ABJ64680.1 116099531 Lactobacillus brevis ATCC 367
BselDRAFT_1651 | ZP_02169447 163762382 Bacillus selenitireducens MLS10

Un tipo de enzima adicional que convierte una acil-CoA en su aldehido correspondiente es malonil-CoA reductasa
que transforma malonil-CoA en semialdehido maldnico. La malonil-CoA reductasa es una enzima clave en la fijacion
autotrofa de carbono mediante el ciclo de 3-hidroxipropionato en arqueobacterias termoaciddfilas (Berg et al., citado
anteriormente; Thauer, R.K., Science, 318:1732-1733 (2007)). La enzima utiliza NADPH como cofactor y se ha
caracterizado en Metallosphaera y Sulfolobus spp (Alber et al., J. Bacteriol, 188:8551-8559 (2006); Hugler et al.,
citado anteriormente). La enzima esta codificada por Msed_0709 en Metallosphaera sedula (Alber et al., citado
anteriormente; Berg et al., citado anteriormente). Un gen que codifica para una malonil-CoA reductasa de Sulfolobus
tokodaii se clono y expreso heterélogamente en E. coli (Alber et al., citado anteriormente). También se ha mostrado
gue esta enzima cataliza la conversién de metilmalonil-CoA en su aldehido correspondiente (2007). Aunque la
funcionalidad aldehido deshidrogenasa de estas enzimas es similar a la deshidrogenasa bifuncional de Chloroflexus
aurantiacus, existe poca similitud de secuencia. Ambas enzimas malonil-CoA reductasa tienen alta similitud de
secuencia con aspartato-semialdehido deshidrogenasa, una enzima que cataliza la reduccion y desfosforilacion
simultanea de aspartil-4-fosfato para dar aspartato-semialdehido. Pueden encontrarse genes adicionales por
homologia de secuencia con proteinas en otros organismos incluyendo Sulfolobus solfataricus y Sulfolobus
acidocaldarius y se han enumerado a continuacion. Aun otra enzima para aldehido deshidrogenasa de acilacion de
CoA es el gen ald de Clostridium beijerinckii (Toth et al., Appl. Environ. Microbiol., 65:4973-4980 (1999)). Se ha
notificado que esta enzima reduce acetil-CoA y butiril-CoA para dar sus aldehidos correspondientes. Este gen es
muy similar a eutE que codifica para acetaldehido deshidrogenasa de Salmonella typhimurium y E. coli (Toth et al.,
citado anteriormente). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos
génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 13.

Tabla 13
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
MSED_0709 YP_001190808.1 146303492 Metallosphaera sedula
mcr NP 378167.1 15922498 Sulfolobus tokodaii
asd-2 NP 343563.1 15898958 Sulfolobus solfataricus
Saci_2370 YP_256941.1 70608071 Sulfolobus acidocaldarius
Ald AAT66436 9473535 Clostridium beijerinckii
eutgE AAA80209 687645 Salmonella typhimurium
eute P77445 2498347 Escherichia coli

La desaminaciéon oxidativa de grupos amino para dar sus grupos oxo correspondientes esta catalizada por
oxidorreductasas de desaminacioén en la clase de EC 1.4.1. Tales enzimas utilizan NAD", NADP* o FAD" como
aceptor. Las enzimas en esta clase puede convertir 2-amino-4-oxopentanoato en 2,4-dioxopentanoato (figura 1,
etapa B), 2-amino-4-hidroxipentanoato en 2-oxo-4-hidroxipentanoato (figura 1, etapa M) y 4-aminobutan-2-ona en 3-
oxobutiraldehido (figura 1, etapa K). Oxidorreductasas a modo de ejemplo que actlan sobre sustratos similares
incluyen glutamato deshidrogenasa (desaminacion), codificada por gdhA, leucina deshidrogenasa (desaminacion),
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codificada por Idh, y aspartato deshidrogenasa (desaminacion), codificada por nadX. El producto génico de gdhA de
Escherichia coli (McPherson et al., Nucleic.Acids Res. 11:5257-5266 (1983); Korber et al., J.Mol.Biol. 234:1270-1273
(1993)), gdh de Thermotoga maritima (Kort et al., Extremophiles 1:52-60 (1997); Lebbink et al., J. Mol. Biol. 280:287-
296 (1998); Lebbink et al., J.Mol.Biol. 289:357-369 (1999)) y gdhAl de Halobacterium salinarum (Ingoldsby et al.,
Gene. 349:237-244 (2005)) catalizan la interconversion reversible de glutamato en 2-oxoglutarato y amoniaco, al
tiempo que favorecen NADP(H), NAD(H), o ambos, respectivamente. Se encuentran candidatos a gen de glutamato
deshidrogenasa adicionales en Bacillus subtilis (Khan et al., Biosci.Biotechnol Biochem. 69:1861-1870 (2005)),
Nicotiana tabacum (Purnell et al., Planta 222:167-180 (2005)), Oryza sativa (Abiko et al., Plant Cell Physiol 46:1724-
1734 (2005)), Haloferax mediterranei (Diaz et al., Extremophiles. 10:105-115 (2006)), Halobactreium salinarum
(Hayden et al., FEMS Microbiol Lett. 211:37-41 (2002)) y levaduras (Roca et al., Appl Environ. Microbiol 69:4732-
4736 (2003)). La enzima de Nicotiana tabacum se compone de subunidades alfa y beta codificadas por gdhl y gdh2
(Purnell et al., Planta 222:167-180 (2005)). El gen Idh gen Bacillus cereus codifica para la proteina LeuDH que
acepta una amplia gama de sustratos incluyendo leucina, isoleucina, valina y 2-aminobutanoato (Stoyan et al.,
J.Biotechnol 54:77-80 (1997); Ansorge et al., Biotechnol Bioeng. 68:557-562 (2000)). El gen nadX de Thermotoga
maritima que codifica para la aspartato deshidrogenasa esta implicado en la biosintesis de NAD (Yang et al.,
J.Biol.Chem. 278:8804-8808 (2003)). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de
estos productos génicos a modo de ejemplo usando the nimeros de registro de GenBank mostrados a continuacion
en la tabla 14.

Tabla 14
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl | ORGANISMO
gdhA P00370 118547 Escherichia coli
gdh P96110,4 6226595 Thermotoga maritima
gdhA1 NP_279651.1 15789827 Halobacterium salinarum
rocG NP_391659.1 16080831 Bacillus subtilis
gdhl AAR11534.1 38146335 Nicotiana tabacum
gdh2 AAR11535.1 38146337 Nicotiana tabacum
GDH Q852M0 75243660 Oryza sativa
GDH Q977U6 74499858 Haloferax mediterranei
GDH P29051 118549 Halobactreium salinarum
GDH2 NP_010066.1 6319986 Saccharomyces cerevisiae
Idh POA393 61222614 Bacillus cereus
nadX NP_229443.1 15644391 Thermotoga maritima

Se requiere una enzima con actividad 4-aminobutan-2-ona oxidorreductasa (desaminacion) para convertir 4-
aminobutan-2-ona en su aldehido correspondiente (figura 1, etapa K). Los candidatos a modo de ejemplo incluyen
3,5-diaminohexanoato deshidrogenasa (EC 1.4.1.11) vy lisina 6-deshidrogenasa (EC 1.4.1.18). La 3,5-
diaminohexanoato deshidrogenasa interconvierte 3-aminoacidos y 3-oxoacidos y se ha caracterizado en organismos
que fermentan lisina. El gen que codifica para 3,5-diaminohexanoato deshidrogenasa, kdd, se identificé
recientemente en Fusobacterium nucleatum (Kreimeyer et al., J Biol.Chem. 282:7191-7197 (2007)). La enzima se ha
purificado y caracterizado en otros organismos (Baker et al., J Biol. Chem. 247:7724-7734 (1972); Baker et al.,
Biochemistry 13:292-299 (1974)) pero los genes asociados con estas enzimas no se conocen. Pueden deducirse
candidatos en otros organismos secuenciados por homologia de secuencia. La lisina 6-deshidrogenasa, codificada
por los genes lysDH, cataliza la conversion de aminas primarias en sus aldehidos correspondientes. Esta enzima
cataliza de manera natural la desaminacion oxidativa reversible del grupo 6-amino de L-lisina para formar 2-
aminoadipato-6-semialdehido (Misono et al., J Bacteriol. 150:398-401 (1982)). Se encuentran enzimas a modo de
ejemplo en Geobacillus stearothermophilus (Heydari et al., Appl Environ. Microbiol 70:937-942 (2004)),
Agrobacterium tumefaciens (Hashimoto et al., J Biochem. 106:76-80 (1989); Misono y Nagasaki, J Bacteriol 150:398-
401 (1982)) y Achromobacter denitrificans (Ruldeekulthamrong et al., BMB.Rep. 41:790-795 (2008)). Pueden
encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo
usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 15.

Tabla 15
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
kdd AAL93966.1 19713113 Fusobacterium nucleatum
lysDH BAB39707 13429872 Geobacillus stearothermophilus
lysDH NP_353966 15888285 Agrobacterium tumefaciens
lysDH AAZ94428 74026644 Achromobacter denitrificans

La 2-amino-4-oxopentanoato (AKP) tiolasa o AKP tiolasa (AKPT) (etapa 1, figura 1) es una enzima dependiente de
fosfato de piridoxal que participa en la degradacion de ornitina en Clostridium sticklandii (Jeng et al., A. Biochemistry,
13:2898-2903 (1974); Kenklies et al., Microbiology, 145:819-826 (1999)). Una agrupacion de genes que codifica para
las subunidades alfa y beta de AKPT (or-2 (ortA) y or-3 (ortB)) se identificd recientemente y se caracterizaron las
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propiedades bioquimicas de la enzima (Fonknechten et al., J. Bacteriol., en impresion (2009)). La enzima es capaz
de actuar en ambos sentidos y reacciona con el isémero D de alanina. Puede realizarse modificacion mediante
ingenieria de enzimas para optimizar la funcion con L-alanina como sustrato. Se ha caracterizado AKPT de
Clostridium sticklandii pero su secuencia de proteina no se ha publicado ain. Se encuentran enzimas con alta
homologia de secuencia en Clostridium difficile, Alkaliphilus metalliredigenes QYF, Thermoanaerobacter sp. X514 y
Thermoanaerobacter tengcongensis MB4 (Fonknechten et al, citado anteriormente). Pueden encontrarse datos
relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los
siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 16.

Tabla 16
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
ortA (A) YP_001086914.1 126698017 Clostridium difficile 630
ortB (9) YP_001086915.1 126698018 Clostridium difficile 630
Amet 2368 () YP_001320181.1 150390132 Alkaliphilus metalliredigenes QYF
Amet_2369 (5) YP_001320182.1 150390133 Alkaliphilus metalliredigenes QYF
Teth514 1478 (o) | YP_001663101.1 167040116 Thermoanaerobacter sp. X514
Teth514 1479 (8 | YP_001663102.1 167040117 Thermoanaerobacter sp. X514
TTE1235 (@) NP_622858.1 20807687 Thermoanaerobacter tengcongensis MB4
thrC (5) NP_622859.1 20807688 Thermoanaerobacter tengcongensis MB4

La conversion de 2-amino-4-oxopentanoato (AKP) en 2,4-dioxopentanoato (etapa B, figura 1) se logra por 2-amino-
4-oxopentanoato aminotransferasa u oxidorreductasa (desaminacién). La seleccidon de una enzima apropiada para
esta transformacion depende de la estereoquimica del sustrato. Por ejemplo, si el sustrato esta en la configuracion
D, puede utilizarse una D-amino&cido aminotransferasa (EC 2.6.1.21), mientras que el estereocisomero L puede
utilizar una L-aminotransferasa tal como aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1).

La aspartato aminotransferasa transfiere un grupo amino de aspartato a alfa-cetoglutarato, formando glutamato y
oxaloacetato. El aspartato tiene estructura similar a 2-amino-4-oxopentanoato. Esta conversion esta catalizada, por
ejemplo, por los productos génicos de aspC de Escherichia coli (Yagi et al., FEBS Lett., 100:81-84 (1979); Yagi et
al., Methods Enzymol., 133:83-89 (1985)), AAT2 de Saccharomyces cerevisiae (Yagi et al., J. Biochem., 92:35-43
(1982)) y ASP5 de Arabidopsis thaliana (Kwok et al., J. Exp. Bot., 55:595-604 (2004); De la et al., Plant J., 46:414-
425 (2006); Wilkie et al., Protein Expr. Purif., 12:381-389 (1998)). Se ha mostrado que la enzima de Rattus
norvegicus transamina sustratos alternativos tales como acido 2-aminohexanodioico y acido 2,4-diaminobutirico
(Recasens et al., Biochemistry, 19:4583-4589 (1980)). Las aminotransferasas que actdan sobre otros sustratos de
tipo aminoacido también pueden catalizar esta transformacion. La valina aminotransferasa cataliza la conversion de
valina y piruvato en 2-cetoisovalerato y alanina. El gen de E. coli, avtA, codifica para una enzima de este tipo
(Whalen et al., J. Bacteriol., 150:739-746 (1982)). Este producto génico también cataliza la aminacién de o-
cetobutirato para generar o-aminobutirato, aunque el donador de amina en esta reaccién no se ha identificado
(Whalen et al., J. Bacteriol, 158:571-574 (1984)). Un candidato adicional es alfa-aminoadipato transaminasa (EC
2.6.1.39), una enzima que participa en la biosintesis y degradacion de lisina en algunos organismos. La enzima de
Thermus thermophilus, codificada por lysN, es activa con varios sustratos alternativos incluyendo oxaloacetato, 2-
oxoisocaproato, 2-oxoisovalerato y 2-oxo-3-metilvalerato (Miyazaki et al., Microbiol. 150:2327-2334 (2004)). Se ha
caracterizado una enzima similar de Homo sapiens (Okuno et al.,, Enz. Prot. 47:136-148 (1993)). Pueden
encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo
usando los siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 17.

Tabla 17
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
aspC NP_415448.1 16128895 Escherichia coli
AAT2 P23542.3 1703040 Saccharomyces cerevisiae
ASP5 P46248.2 20532373 Arabidopsis thaliana
got2 P00507 112987 Rattus norvegicus
avtA YP_026231.1 49176374 Escherichia coli
lysN BAC76939.1 31096548 Thermus thermophilus
AadAT-ll Q8N520.2 46395904 Homo sapiens

Cuando el sustrato esta presente como el estereoisdmero D, la transaminacién puede estar catalizada por D-
aminotransferasa (EC 2.6.1.21), también conocida como D-aminoacido aminotransferasa y D-alanina
aminotransferasa (DAAT). Esta clase de enzimas destaca por su amplia especificidad de sustrato, que es especifica
de la especie. La D-aminotransferasa de la especie de Bacillus YM-1, codificada por dat, se ha clonado,
secuenciado (Tanizawa et al., J. Biol. Chem., 264:2450-2454 (1989)) y se ha resuelto la estructura cristalina
(Peisach et al., Biochemistry, 37:4958-4967 (1998)). Esta enzima también ha sido objeto de estudios de modificacion
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mediante ingenieria de proteinas para alterar la especificidad de sustrato (Gutierrez et al., Eur. J. Biochem,
267:7218-7223 (2000); Gutierrez et al., Protein Eng., 11:53-58 (1998)). Se encuentran genes adicionales en Bacillus
licheniformis ATCC 10716 (Taylor et al., Biochim. Biophys. Acta., 1350:38-40 (1997)), Staphylococcus haemolyticus
(Pucci et al., J. Bacteriol., 177:336-342 (1995)) y Bacillus subtilis (Martinez-Carrion et al., J. Biol. Chem., 240:3538-
3546 (1965)). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos
a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 18.

Tabla 18
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
dat P19938 118222 Bacillus sp. YM-1
dat P54692 1706292 Bacillus licheniformis ATCC 10716
dat P54694 1706294 Staphylococcus haemolyticus
dat 007597.1 3121979 Bacillus subitilis

En la reaccion K de la figura 1, se transamina 4-aminobutan-2-ona para formar 3-oxobutanal. Esta transformacion
puede estar catalizada asimismo por una aminotransferasa que interconvierte aldehidos y aminas terminales.
Enzimas candidato a modo de ejemplo son beta-alanina/alfa-cetoglutarato aminotransferasa, GABA
aminotransferasa, 3-amino-2-metilpropionato transaminasa, lisina-6-aminotransferasa, 2,4-diaminobutanoato
transaminasa, putrescina aminotransferasa y diamina aminotransferasa.

Cargill ha desarrollado y patentado una beta-alanina/alfa-cetoglutarato aminotransferasa para producir 3-HP a partir
de beta-alanina mediante malonil-semialdehido (Chandra et al., ARch. Microbiol., 176:443-451 (2001)). También se
mostré que el producto génico de SkPYD4 en Saccharomyces kluyveri usa preferentemente beta-alanina como
donador de grupo amino (Aberhart et al., J. Chem. Soc. 6:1404-1406 (1979)). SKUGAL codifica para un homdlogo de
GABA aminotransferasa de Saccharomyces cerevisiae, UGA1 (Ichikawa et al., J. Mol. Catalysis A-Chem., 256:106-
112 (2006)), mientras que SkPYD4 codifica para una enzima implicada en la transaminacion tanto de B-alanina como
de GABA (Aberthart et al.,, Supra). La 3-amino-2-metilpropionato transaminasa cataliza la transformacién de
metilmalonato-semialdehido en 3-amino-2-metilpropionato. La enzima se ha caracterizado en Rattus norvegicus y
Sus scrofa y esta codificada por Abat (Chopra et al., Protein Expr. Purif., 25:533-540 (2002), Kuznetsova et al.,
FEMS Microbiol. Rev., 29:263-279 (2005)). Los candidatos a enzima en otros organismos con alta homologia de
secuencia con 3-amino-2-metilpropionato transaminasa incluyen Gta-1 en C. elegans y gabT en Bacillus subtilis.
Adicionalmente, se ha mostrado que una de las GABA aminotransferasas nativas en E. coli, codificada por el gen
gabT, tiene amplia especificidad de sustrato (Fontaine et al., J. Bacteriol., 184:821-830 (2002), Kanamasa et al.,
Appl. Microbiol Biotechnol., 80:223-229 (2008)). El gen puuE codifica para la otra 4-aminobutirato transaminasa en
E. coli (Drummond et al., J. Biol. Chem., 235:318-325 (1960)).

La lisina-6-aminotransferasa convierte lisina en alfa-aminoadipato-semialdehido. Las enzimas candidatas se han
caracterizado en Candida utilis (Hammer et al., J Basic Microbiol 32:21-27 (1992)), Flavobacterium lutescens (Fujii et
al., J Biochem. 128:391-397 (2000)) y Streptomyces clavuligenus (Romero et al., J Ind. Microbiol Biotechnol 18:241-
246 (1997)). Se expreso funcionalmente una lisina-6-aminotransferasa recombinante de S. clavuligenus en E. coli
(Tobin et al., J Bacteriol. 173:6223-6229 (1991)). La enzima de F. lutescens es especifica para alfa-cetoglutarato
como aceptor de amino (Soda et al., Biochemistry 7:4110-4119 (1968)). Una enzima con actividad diaminobutanoato
transaminasa estéa codificada por el producto génico de dat en Acinetobacter baumanii (lkai et al., J Bacteriol.
179:5118-5125 (1997)). Ademas de su sustrato natural, 2,4-diaminobutirato, DAT transamina las aminas terminales
de lisina, 4-aminobutirato y ornitina. Las enzimas candidatas a putrescina aminotransferasa estan codificadas por
ygjG en E. coli y spuC de Pseudomonas aeruginosa (Lu et al., J Bacteriol. 184:3765-3773 (2002)). El producto
génico de ygiG reacciona con los sustratos alternativos cadaverina, espermidina y 1,7-diaminoheptanoato
(Samsonova et al., BMC. Microbiol 3:2 (2003); Kim, J Biol.Chem. 239:783-786 (1964)).

Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de
ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 19.

Tabla 19
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
SkyPYD4 ABF58893.1 98626772 Saccharomyces Kluyveri
SkUGA1 ABF58894.1 98626792 Saccharomyces Kluyveri
UGA1 NP_011533.1 6321456 Saccharomyces cerevisiae
Abat P50554.3 122065191 Rattus norvegicus
Abat P80147.2 120968 Sus scrofa
Gta-1 Q21217.1 6016091 Caenorhabditis elegans
gabT P94427.1 6016090 Bacillus subtilis
gabT P22256.1 16130576 Escherichia coli K12
puukE NP 415818.1 16129263 Escherichia coli K12
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lat BAB13756.1 10336502 Flavobacterium lutescens
lat AAA26777.1 153343 Streptomyces clavuligenus
dat P56744.1 6685373 Acinetobacter baumanii
yojG NP_417544 145698310 Escherichia coli

spuC AAG03688 9946143 Pseudomonas aeruginosa

En la figura 1, etapa C, se descarboxila 2,4-dioxopentanoato para formar 3-oxobutiraldehido por 2,4-
dioxopentanoato descarboxilasa. El 2,4-dioxopentanoato es similar a los sustratos nativos de piruvato
descarboxilasa (EC 4.1.1.1) y benzoilformiato descarboxilasa (EC 4.1.1.7). La piruvato descarboxilasa (PDC),
también denominada ceto-acido descarboxilasa, es una enzima clave en la fermentacién alcohdlica, que cataliza la
descarboxilaciéon de piruvato para dar acetaldehido. La enzima de Saccharomyces cerevisiae tiene una amplia
variedad de sustrato para 2-cetoacidos alifaticos incluyendo 2-cetobutirato, 2-cetovalerato, 3-hidroxipiruvato y 2-
fenilpiruvato (Li et al., Biochemistry, 38:10004-10012 (1999)). Esta enzima se ha estudiado extensamente,
modificado mediante ingenieria para presentar actividad alterada, y expresado funcionalmente en E. coli (Killenberg-
Jabs et al., Eur. J. Biochem., 268:1698-1704 (2001); Li et al., citado anteriormente; Schure et al., Appl. Environ.
Microbiol., 64:1303-1307 (1998)). La PDC de Zymomonas mobilus, codificada por pdc, también tiene una amplia
variedad de sustrato y ha sido objeto de estudios de modificacibn mediante ingenieria dirigidos para alterar la
afinidad por diferente sustratos (Siegert et al., Protein Eng. Des. Sel., 18:345-357 (2005)). La estructura cristalina de
esta enzima esta disponible (Killenberg-Jabs, citado anteriormente). Otras enzimas PDC bien caracterizadas
incluyen las enzimas de Acetobacter pasteurians (Chandra et al., Arch. Microbiol. 176:443-451 (2001)) y
Kluyveromyces lactis (Krieger et al.,, Eur. J. Biochem., 269:3256-3263 (2002)). Pueden encontrarse datos
relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los
siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 20.

Tabla 20
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
pdc P06672.1 118391 Zymomonas mobilis
pdcl P06169 30923172 Saccharomyces cerevisiae
pdc Q8L388 20385191 Acetobacter pasteurians
pdcl Q12629 52788279 Kluyveromyces lactis

Como PDC, la benzoilformiato descarboxilasa (EC 4.1.1.7) tiene una amplia variedad de sustrato y ha sido el
objetivo de estudios de modificacibn mediante ingenieria de enzimas. La enzima de Pseudomonas putida se ha
estudiado extensamente y estan disponibles las estructuras cristalinas de esta enzima (Polovnikova et al.,
Biochemistry 42:1820-1830 (2003); Hasson et al., Biochemistry, 37:9918-9930 (1998)). La mutagénesis dirigida al
sitio de dos residuos en el sitio activo de la enzima de Pseudomonas putida alter6 la afinidad (Km) de sustratos que
se producen y no se producen de manera natural (Siegert et al., citado anteriormente). Las propiedades de esta
enzima se han modificado adicionalmente mediante modificacion mediante ingenieria dirigida (Lingen et al.,
Chembiochem, 4:721-726 (2003); Lingen et al., Protein Eng., 15:585-593 (2002)). La enzima de Pseudomonas
aeruginosa, codificada por mdIC, también se ha caracterizado experimentalmente (Barrowman et al., FEMS
Microbiology Letters, 34:57-60 (1986)). Pueden deducirse genes adicionales de Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas fluorescens y otros organismos por homologia de secuencia o identificarse usando un sistema de
seleccion de crecimiento desarrollado en Pseudomonas putida (Henning et al., Appl. Environ. Microbiol., 72:7510-
7517 (2006)). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos
a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 21.

Tabla 21
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
mdIC P20906.2 3915757 Pseudomonas putida
mdIC Q9HUR2.1 81539678 Pseudomonas aeruginosa
dpgB ABN80423.1 126202187 Pseudomonas stutzeri
ilvB-1 YP_260581.1 70730840 Pseudomonas fluorescens

Una tercera enzima capaz de descarboxilar 2-oxoacidos es la alfa-cetoglutarato descarboxilasa (KGD). La variedad
de sustrato de esta clase de enzimas no se ha estudiado hasta la fecha. La KDC de Mycobacterium tuberculosis
(Tian et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102:10670-10675 (2005)) se ha clonado y se ha expresado funcionalmente
en E. coli en Genomatica. Se ha detectado actividad enzimatica de KDC en varias especies de Rhizobia incluyendo
Bradyrhizobium japonicum y Mesorhizobium loti (Green et al., J. Bacteriol., 182:2838-2844 (2000)). Aunque no se
ha(n) aislado el/los gen(es) que codifica(n) para KDC en estos organismos, estan disponibles las secuencias
gendmicas y se anotan varios genes en cada genoma como supuestas KDC. También se ha caracterizado una KDC
de Euglena gracilis pero el gen asociado con esta actividad no se ha identificado hasta la fecha (Shigeoka et al.,
Arch. Biochem. Biophys., 288:22-28 (1991)). Se secuenciaron los primeros veinte aminoacidos empezando en el
extremo N-terminal MTYKAPVKDVKFLLDKVFKYV (Shigeoka et al., citado anteriormente). El gen puede identificarse
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sometiendo a prueba genes que contienen esta secuencia N-terminal para determinar la actividad KDC. Pueden
encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo
usando los siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 22.

Tabla 22
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
kgd 050463.4 160395583 Mycobacterium tuberculosis
kgd NP _767092.1 27375563 Bradyrhizobium japonicum USDA110
kgd NP _105204.1 13473636 Mesorhizobium loti

Una cuarta enzima para catalizar esta etapa es la alfa-cetoacido descarboxilasa de cadena ramificada (BCKA). Se
ha mostrado que esta clase de enzimas actla sobre una variedad de compuestos de longitud de cadena variable de
3 a 6 carbonos (Oku et al., J. Biol. Chem., 263:18386-18396 (1988); Smit et al., Appl. Environ. Microbiol., 71:303-311
(2005)). Se ha caracterizado la enzima en Lactococcus lactis en una variedad de sustratos ramificados y lineales
incluyendo 2-oxobutanoato, 2-oxohexanoato, 2-oxopentanoato, 3-metil-2-oxobutanoato, 4-metil-2-oxobutanoato e
isocaproato (Smit et al., citado anteriormente). La enzima se ha caracterizado estructuralmente (Berthold et al., D.
Biol. Crystallogr., 63:1217-1224 (2007)). Alineaciones de secuencias entre la enzima de Lactococcus lactis y la
piruvato descarboxilasa de Zymomonas mobilus indican que los residuos cataliticos y de reconocimiento de sustrato
son casi idénticos (Siegert et al., citado anteriormente), de modo que esta enzima es facilmente propicia para la
modificacién mediante ingenieria dirigida. Pueden identificarse genes de BCKA adicionales por homologia con la
secuencia de proteina de Lactococcus lactis (kdcA, AAS49166.1, 44921617, Lactococcus lactis). Muchos de los
emparejamientos de BLASTp de alta puntuacién para esta enzima se anotan como indolpiruvato descarboxilasas
(EC 4.1.1.74). La indolpiruvato descarboxilasa (IPDA) es una enzima que cataliza la descarboxilacion de
indolpiruvato para dar indolacetaldehido en plantas y bacterias de plantas.

Se descarboxila 2-amino-4-cetopentanoato para formar 4-aminobutan-2-ona por AKP descarboxilasa en la etapa E
de la figura 1. Esta transformacion puede estar catalizada por una aminoacido descarboxilasa. La seleccién de una
descarboxilasa apropiada depende de la configuracion estereoquimica del 4-amino-4-oxopentanoato. Cuando este
compuesto esta en una configuracion D, puede utilizarse una D-aminoéacido descarboxilasa. Una D-aminoéacido
descarboxilasa de este tipo es diaminopimelato descarboxilasa (DDC, EC 4.1.1.20). Esta enzima descarboxila el D-
estereocentro de meso-diaminopimelato, que cataliza la etapa final de la biosintesis de lisina. Se ha estudiado DDC
en muchos organismos incluyendo E. coli (Momany et al., D. Biol. Crystallogr., 58:549-552 (2002)), Mycobacterium
tuberculosis (Kefala et al., Acta. Crystallogr. Sect. F. Struct. Biol. Cryst. Commun., 61:782-784 (2005); Gokulan et al.,
J. Biol. Chem., 278:18588-18596 (2003); Andersen et al., Gene, 124:105-109 (1993)), Methylophilus methylotrophus
(Tsujimoto et al., J. Biotechnol, 124:327-337 (2006)) y Helicobacter pylori (Hu et al., J. Biol. Chem., 283:21284-21293
(2008)). Alternativamente, la ornitina descarboxilasa (EC 4.1.1.17) de Homo sapiens tiene una débil actividad sobre
el isémero D de ornitina (Qu et al., Biochem. J., 375:465-470 (2003); Fitzgerald et al., DNA, 8:623-634 (1989)) y
puede usarse para la descarboxilacion en la etapa E. Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias
para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes ndmeros de registro de
GenBank mostrados en la tabla 23.

Tabla 23
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
lysA NP 417315.1 16130742 Escherichia coli
lysA AAA25361.1 149964 Mycobacterium tuberculosis
lysA BAC92756.1 37196770 Methylophilus methylotrophus
lysA ABW70801.1 158523325 Helicobacter pylori
odcl AA59969.1 386989 Homo sapiens

Cuando 2-amino-4-cetopentanoato presenta estereoquimica L, puede utilizarse una aminoacido descarboxilasa tal
como aspartato descarboxilasa (EC 4.1.1.11), ornitina descarboxilasa (EC 4.1.1.17) o lisina descarboxilasa (EC
4.1.1.18). Una enzima a modo de ejemplo es aspartato descarboxilasa (EC 4.1.1.11). El 2-amino-4-cetopentanoato
porta similitud estructural con aspartato, el sustrato nativo de esta enzima. La aspartato descarboxilasa participa en
la biosintesis de pantotenato y esta codificada por panD en Escherichia coli (Dusch et al., Appl. Environ. Microbiol.,
65:1530-1539 (1999); Ramjee et al., Biochem. J., 323:661-669 (1997); Merkel et al., FEMS Microbiol. Lett., 143:247-
252 (1996); Schmitzberger et al., EMBO J., 22:6193-6204 (2003)). Las enzimas de Mycobacterium tuberculosis
(Chopra et al.,, Protein Expr. Purif., 25:533-540 (2002)) y Corynebacterium glutanicum (Dusch et al., citado
anteriormente) se han expresado y caracterizado en E. coli. Las enzimas lisina descarboxilasas estan codificadas en
el genoma de E. coli por los genes cadA y IdcC. Se identifico recientemente una lisina descarboxilasa analoga a
CadA en Vibrio parahaemolyticus (Tanaka et al., J. Appl. Microbiol. 104:1283-1293 (2008)). La lisina descarboxilasa
de Selenomonas ruminantium, codificada por Idc, porta similitud de secuencia con ornitina descarboxilasas de
eucariotas, y acepta tanto L-lisina como L-ornitina como sustratos (Takatsuka et al., Biosci. Biotechnol Biochem.
63:1843-1846 (1999)). Se encuentran candidatos a enzima ornitina descarboxilasa en Nicotiana glutinosa (Lee et al.,
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Biochem. J. 360:657-665 (2001)), Lactobacillus sp. 30a (Guirard et al., J Biol.Chem. 255:5960-5964 (1980)) y Vibrio
vulnificus (Lee et al., J Biol. Chem. 282:27115-27125 (2007)). Se han dilucidado los residuos implicados en Vibrio
vulnificus con especificidad de sustrato (Lee et al., citado anteriormente).

Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de
ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 24.

Tabla 24
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
panD POA790 67470411 Escherichia coli
panD Q9X4N0 18203593 Corynebacterium glutanicum
panD P65660.1 54041701 Mycobacterium tuberculosis
cadA AAA23536. 145458 Escherichia coli
IdcC AAC73297.1 1786384 Escherichia coli
Idc 050657.1 13124043 Selenomonas ruminantium
cadA AB124819.1 44886078 Vibrio parahaemolyticus
AF323910.1:1..1299 | AAG45222.1 12007488 Nicotiana glutinosa
odcl P43099.2 1169251 Lactobacillus sp. 30a
VV2 1235 NP 763142.1 27367615 Vibrio vulnificus

En la reaccién J (figura 1), se descarboxila acrilato de acetilo para dar 2-oxobuteno por acetoacrilato descarboxilasa.
No se ha identificado hasta la fecha una enzima que catalice esta transformacion, pero reacciones similares estan
catalizadas por las enzimas aconitato descarboxilasa, 4-oxalocrotonato descarboxilasa y cinamato descarboxilasa.

La aconitato descarboxilasa cataliza la etapa final en la biosintesis de itaconato en una cepa de Candida y también
en el hongo filamentoso Aspergillus terreus (Bonnarme et al., J. Bacteriol., 177:3573-3578 (1995); Willke et al., Appl.
Microbiol. Biotechnol., 56:289-295 (2001)). Una cis-aconitato descarboxilasa (CAD) (EC 4.1.16), codificada por
ATEG_09971, se ha identificado y estudiado extensamente en Aspergillus terreus y otros hongos relacionados.
Recientemente, el gen se ha clonado y caracterizado funcionalmente (Kanamasa et al., Appl. Microbiol. Biotechnol.,
80:223-229 (2008)) y (documento WO/2009/014437).

Se ha aislado 4-oxalocronato descarboxilasa de numerosos organismos y se ha caracterizado. Los genes que
codifican para esta enzima incluyen dmpH y dmpE en Pseudomonas sp. (cepa 600) (Shingler et al., J. Bacteriol.,
174:711-724 (1992)), xylll y xyllll de Pseudomonas putida (Kato et al., Arch. Microbiol., 168:457-463 (1997); Stanley
et al., Biochemistry, 39:3514 (2000); Lian et al., J. Am. Chem. Soc., 116:10403-10411 (1994)) y Reut_B5691 y
Reut_B5692 de Ralstonia eutropha JMP134 (Hughes et al., J. Bacteriol., 158:79-83 (1984)). Los genes que codifican
para la enzima de Pseudomonas sp. (cepa 600) se han clonado y expresado en E. coli (Shingler et al., citado
anteriormente). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos
génicos a modo de ejemplo usando los siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 25.

Tabla 25
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl | ORGANISMO
dmpH CAA43228.1 45685 Pseudomonas sp. CF600
dmpE CAA43225.1 45682 Pseudomonas sp. CF600
xylll YP 709328.1 111116444 Pseudomonas putida
xyllll YP 709353.1 111116469 Pseudomonas putida
Reut_B5691 YP_299880.1 73539513 Ralstonia eutropha JMP134
Reut_B5692 YP_299881.1 73539514 Ralstonia eutropha JMP134
ATEG_09971 EAU29420.1 114187720 Aspergillus terreus

Se ha caracterizado una clase adicional de descarboxilasas que catalizan la conversion de cinamato (fenilacrilato) y
derivados de cinamato sustituidos en los derivados de estireno correspondientes. Estas enzimas son comunes en
una variedad de organismos y genes especificos que codifican para estas enzimas que se han clonado y expresado
en E. coli son: padl de Saccharomyces cerevisiae (Clausen et al., Gene, 142:107-112 (1994)), pdc de Lactobacillus
plantarum (Barthelmebs et al., Appl. Environ. Microbiol., 67:1063-1069 (2001); Rodriguez et al., J. Agric. Food
Chem., 56:3068-3072 (2008); Qi et al., Biochem. J., 375:465-470 (2007)), pofK (pad) de Klebsiella oxytoca
(Uchiyama et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 72:116-123 (2008); Hashidoko et al., Biosci. Biotech. Biochem.,
58:217-218 (1994)), Pedicoccus pentosaceus (Barthelmebs et al., citado anteriormente) y padC de Bacillus subtilis y
Bacillus pumilus (Cavin et al., Appl. Environ. Microbiol., 64:1466-1471 (1998)). Una acido ferdlico descarboxilasa de
Pseudomonas fluorescens también se ha purificado y caracterizado (Huang et al., J. Bacteriol., 176:5912-5918
(1994)). De manera importante, se ha mostrado que esta clase de enzimas es estable y no requiere cofactores ni
exdgenos ni unidos internamente, haciendo por tanto que estas enzimas sean adecuadas de manera ideal para
biotransformaciones (Sariaslani, F.S., Annu. Rev. Microbiol., 61:51-69 (2007)). Pueden encontrarse datos

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los

ES 2593117 T3

siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 26.

Tabla 26
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl | ORGANISMO
padl AAB64980.1 1165293 Saccharomyces cerevisiae
pdc AAC45282.1 1762616 Lactobacillus plantarum
pad BAF65031.1 149941608 Klebsiella oxytoca
padC NP_391320.1 16080493 Bacillus subtilis
pad YP_804027.1 116492292 Pedicoccus pentosaceus
pad CAC18719.1 11691810 Bacillus pumilus

Una enzima adicional para descarboxilacion es acetoacetato descarboxilasa (EC 4.1.1.4), una enzima que
descarboxila acetoacetato para dar acetona y se ha estudiado por tanto por su papel en la solventogénesis
bacteriana. Se han caracterizado enzimas bacterianas a modo de ejemplo de Clostridium acetobutylicum (Benner et
al., J. Am. Chem. So. 103:993-994 (1981); Highbarger et al., Biochemistry 35:41-46 (1996); Petersen et al., Appl.
Environ. Microbiol. 56:3491-3498 (1990); Rozzel et al. J. Am. Chem. So0c.106:4937-4941 (1984)) Clostridium
saccharoperbutylacetonicum (Kosaka, et al., Biosci.Biotechnol Biochem. 71:58-68 (2007)) y Clostridium beijerinckii
(Ravagnani et al. Mol. Microbiol. 37:1172-1185 (2000)). También se ha demostrado actividad acetoacetato
descarboxilasa en Pseudomonas putida y Bacillus polimyxa pero no se asocian genes con esta actividad hasta la
fecha (Matiasek et al., Curr. Microbiol. 42: 276-281 (2001)). Pueden identificarse genes bacterianos en otros
organismos tales como Clostridium botulinum y Bacillus amyloliquefaciens por homologia de secuencia. En humanos
y otros mamiferos, la acetoacetato descarboxilasa cataliza la etapa final de la ruta de los cuerpos cetdnicos
(Kalapos, Biochim. Biophys. Acta 1621:122-139 (2003)), pero no se han identificado genes asociados con esta
actividad hasta la fecha. Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos
productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla
27.

Tabla 27
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
adc NP 149328.1 15004868 Clostridium acetobutylicum
adc AAP42566.1 31075386 Clostridium saccharoperbutylacetonicum
chei_3835 YP_001310906.1 150018652 Clostridium beijerinckii
CLL_A2135 YP_001886324.1 187933144 Clostridium botulinum
RBAM_030030 YP_001422565.1 154687404 Bacillus amyloliquefaciens

Todos los candidatos a gen mencionados anteriormente también pueden usarse para catalizar la descarboxilacion
de 2-oxo-4-hidroxipentanoato para dar 3-hidroxibutiraldehido en la etapa N de la figura 1.

La butenona hidratasa (etapa G, figura 1), 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (etapa A, figura 3) y crotonasa (etapa A,
figura 3) son transformaciones de tipo hidroliasa. Especificamente, la hidratacion de butenona para dar 4-hidroxi-2-
butanona (etapa G, figura 1) puede lograrse mediante una enzima en la familia de enzimas hidratasas. Las enzimas
que pueden llevar a cabo esta transformacién incluyen fumarato hidratasa (EC 4.2.1.2), 2-(hidroximetil)glutarato
deshidratasa (EC 4.2.1.-), dimetilmaleato hidratasa (EC 4.2.1.85) y citramalato hidroliasa (EC 4.2.1.34).

Las enzimas fumarato hidratasa catalizan de manera natural la hidratacion reversible de fumarato para dar malato.
Aunque la capacidad de fumarato hidratasa para reaccionar con butanona como sustrato no se ha descrito en la
bibliografia, esta disponible abundante informacion estructural para esta enzima y otros investigadores han
modificado satisfactoriamente mediante ingenieria la enzima para alterar su actividad, inhibicion y localizacion
(Weaver, T., B. Biol. Crystallogr., 61:1395-1401 (2005)). E. coli tiene tres fumarasas: FumA, FumB y FumC que
estan reguladas por las condiciones de crecimiento. FUmB es sensible al oxigeno y sélo es activa en condiciones
anaerobias. FUmA es activa en condiciones microanaerobias, y FUmC es la Unica enzima activa en crecimiento
aerobio (Tseng et al., J. Bacteriol., 183:461-467 (2001); Woods et al., Biochem. Biophys. Acta., 954:14-26 (1988);
Guest et al., J. Gen. Microbiol., 131:2971-2984 (1985)). Se encuentran enzimas adicionales en Campylobacter jejuni
(Smith et al., Int. J. Biochem. Cell Biol., 31:961-975 (1999)), Thermus thermophilus (Mizobata et al., Arch. Biochem.
Biophys., 355:49-55 (1998)) y Rattus norvegicus (Kobayashi et al., J. Biochem., 89:1923-1931 (1981)). Enzimas
similares con alta homologia de secuencia incluyen fuml de Arabidopsis thaliana y fumC de Corynebacterium
glutamicum. La fumarasa MmcBC de Pelotomaculum thermopropionicum es otra clase de fumarasa con dos
subunidades (Shimoyama et al., FEMS Microbiol. Lett.,, 270:207-213 (2007)). Pueden encontrarse datos
relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los
siguientes numeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 28.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2593117 T3

Tabla 28
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl | ORGANISMO
fumA NP_416129.1 16129570 Escherichia coli
fumB NP_418546.1 16131948 Escherichia coli
fumC NP_416128.1 16129569 Escherichia coli
fumC 069294 9789756 Campylobacter jejuni
fumC P84127 75427690 Thermus thermophilus
fumH P14408 120605 Rattus norvegicus
fuml P93033 39931311 Arabidopsis thaliana
fumC Q8NRNS 39931596 Corynebacterium glutamicum
MmcB YP_001211906 147677691 Pelotomaculum thermopropionicum
MmcC YP 001211907 147677692 Pelotomaculum thermopropionicum

Dos enzimas hidratasas adicionales son 2-(hidroximetil)glutarato deshidratasa y dimetilmaleato hidratasa, enzimas
estudiadas por su papel en el catabolismo de nicontinato en Eubacterium barkeri (anteriormente Clostridium barkeri)
(Alhapel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:12341-12346 (2006)). La 2-(hidroximetil)glutarato deshidratasa es
una enzima que contiene [4Fe-4S] que deshidrata 2-(hidroximetil)glutarato para dar 2-metilen-glutarato. Esta enzima
esta codificada por hmd en Eubacterium barkeri (Alhapel et al., citado anteriormente). Se encuentran enzimas
similares con alta homologia de secuencia en Bacteroides capillosus, Anaerotruncus colihominis y Natranaerobius
thermophilius. Estas enzimas son homdlogas a las subunidades alfa y beta de serina deshidratasas bacterianas que
contienen [4Fe-4S] (por ejemplo, enzimas de E. coli codificadas por tdcG, sdhB y sdaA). La dimetilmaleato hidratasa
(EC 4.2.1.85) es una enzima reversible sensible al oxigeno y dependiente de Fe” en la familia de la aconitasa que
hidrata dimetilmaleato para formar (2R,3S)-2,3-dimetiimalato. Esta enzima estd codificada por dmdAB en
Eubacterium barkeri (Alhapel, et al., citado anteriormente; Kollmann-Koch et al., Physiol. Chem., 365:847-857
(1984)). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a
modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 29.

Tabla 29
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
hmd ABC88407.1 86278275 Eubacterium barkeri
BACCAP_02294 ZP 02036683.1 154498305 Bacteroides capillosus ATCC 29799
ANACOL_02527 ZP 02443222.1 167771169 Anaerotruncus colihominis DSM 17241
NtherDRAFT_2368 | ZP_02852366.1 169192667 Natranaerobius thermophilus IW/NM-WN-LF
dmdA ABC88408 86278276 Eubacterium barkeri
dmdB ABC88409.1 86278277 Eubacterium barkeri

Una enzima adicional es 2-metilmalato deshidratasa, también denominada citramalato hidroliasa, una hidroliasa
reversible que cataliza la alfa,beta-eliminacién de agua de citramalato para formar mesaconato. Esta enzima se ha
purificado y caracterizado en Clostridium tetanomorphum (Wang et al., J. Biol. Chem., 244:2516-2526 (1969)). La
actividad de esta enzima también se ha detectado en varias bacterias en los géneros Citrobacter y Morganella en el
contexto de la ruta VI de degradacion de glutamato (Kato et al., citado anteriormente). No se han identificado genes
gue codifiquen para esta enzima en ningun organismo hasta la fecha.

La hidratacion de crotonil-CoA para formar 3-hidroxibutiril-CoA (etapa B, figura 3) esta catalizada por una crotonasa
(EC 4.2.1.55). Estas enzimas se requieren para la formacién de n-butanol en algunos organismos, particularmente
especies de Clostridium, y también comprenden una etapa del ciclo de 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato en
arqueas termoaciddfilas de los géneros Sulfolobus, Acidianus y Metallosphaera. Pueden encontrarse genes a modo
de ejemplo que codifican para enzimas crotonasas en C. acetobutylicum (Boynton et al., J. Bacteriol., 178:3015-3024
(1996)), C. kluyveri (Hillmer et al., FEBS Lett., 21:351-354 (1972)) y Metallosphaera sedula (Berg et al., citado
anteriormente). Enoil-CoA hidratasas, que estan implicadas en la beta-oxidacion de &acidos grasos y/o el
metabolismo de diversos aminoéacidos, también pueden catalizar la hidratacion de crotonil-CoA para formar 3-
hidroxibutiril-CoA (Roberts et al., Arch. Microbiol., 117:99-108 (1978); Agnihotri et al., Bioorg. Med. Chem., 11:9-20
(2003); Conrad et al., J. Bacteriol., 118:103-111 (1974)). Una enoil-CoA hidratasa a modo de ejemplo es el producto
génico de ech de Pseudomonas putida (Roberts et al., citado anteriormente). Se ha indicado que las enoil-CoA
hidratasas, phaA y phaB, de P. putida llevan a cabo la hidroxilacion de dobles enlaces durante el catabolismo de
fenilacetato (Olivera et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 95:6419-6424 (1998)). Los paaA y paaB de P. fluorescens
catalizan transformaciones analogas (Olivera et al., citado anteriormente). En Ultimo lugar, se ha mostrado que
varios genes de Escherichia coli demuestran funcionalidad enoil-CoA hidratasa incluyendo maoC (Park et al., J.
Bacteriol., 185:5391-5397 (2003)), paaF (Ismail et al., Eur. J. Biochem., 270:3047-3054 (2003); Park et al., Appl.
Biochem. Biotechnol., 113-116:335-346 (2004); Park et al., Biotechnol Bioeng., 86:681-686 (2004)) y paaG (Ismail et
al., citado anteriormente; Park et al., citado anteriormente; Park et al., citado anteriormente). Pueden encontrarse
datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los
siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 30.
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Tabla 30
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl | ORGANISMO
crt NP_349318.1 15895969 Clostridium acetobutylicum
crtl YP_001393856 153953091 Clostridium kluyveri DSM 555
ech NP_745498.1 26990073 Pseudomonas putida
phaA ABF82233.1 26990002 Pseudomonas putida
phaB ABF82234.1 26990001 Pseudomonas putida
paaA NP_745427.1 106636093 Pseudomonas fluorescens
paaB NP_745426.1 106636094 Pseudomonas fluorescens
maoC NP_415905.1 16129348 Escherichia coli
paaF NP 415911.1 16129354 Escherichia coli
paaG NP_415912.1 16129355 Escherichia coli

Alternativamente, los productos génicos de E. coli de fadA y fadB codifican para un complejo de multiples enzimas
implicado en la oxidacién de &cidos grasos que presenta actividad enoil-CoA hidratasa (Haller et al., Biochemistry
39:4622-4629 (2000); Martinez-Carrion et al., J. Biol. Chem. 240:3538-3546 (1965); Matthies et al., Appl. Environ.
Micriobiol. 58:1435-1439 (1992)). Puede utilizarse la desactivacion de un regulador negativo codificado por fadR
para activar el producto génico de fadB (Jeng et al., A. Biochemistry 13:2898-2903 (1974)). Los genes fadl y fadJ
codifican para funciones similares y se expresan de manera natural en condiciones anaerobias (Atsumi et al.,
Nature451:86-89 (2008)). Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos
productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla
31.

Tabla 31
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
fadA YP_026272.1 49176430 Escherichia coli
fadB NP 418288.1 16131692 Escherichia coli
fadl NP 416844.1 16130275 Escherichia coli
fadJ NP 416843.1 16130274 Escherichia coli
fadR NP 415705.1 16129150 Escherichia coli

La condensacion reversible de 4-hidroxibutiril-CoA para dar crotonil-CoA (etapa A, figura 3) esta catalizada por la
enzima bifuncional 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa/vinilacetil-CoA A-isomerasa. Esta enzima deshidrata en primer
lugar 4-hidroxibutiril-CoA para dar vinilacetil-CoA, que se transpone posteriormente para formar crotonoil-CoA. Las
enzimas de Clostridium kluyveri y C. aminobutyrium se han purificado, caracterizado y secuenciado en el dominio N-
terminal (Scherf et al., Eur. J. Biochem., 215:421-429 (1993); Scherf et al., Arch. Microbiol., 161:239-245 (1994)). Los
genes abfd de C. aminobutyrium y C. kluyveri coinciden exactamente con estas secuencias de aminoacidos N-
terminales, y se ha indicado que codifican para las actividades 4-hidroxibutirul-CoA deshidratasas/vinilacetil-CoA A-
isomerasa. Se identifican genes similares a través de homologia de proyectos del genoma, incluyendo abfD de
Porphyromonas gingivalis y Msed_1220 de Metallosphaera sedula. Pueden encontrarse datos relacionados con las
secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de
registro de GenBank mostrados en la tabla 32.

Tabla 32
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE GI | ORGANISMO
abfD YP_001396399.1 153955634 Clostridium kluyveri
abfD P55792 84028213 Clostridium aminobutyricum
abfD YP 001928843 188994591 Porphyromonas gingivalis
Msed_1220 YP 001191305.1 146303989 Metallosphaera sedula

Puede lograrse la desaminacion de 2-amino-4-cetopentanoato (figura 1, reaccion 1) y de 4-aminobutan-2-ona (etapa
F, figura 1) por AKP amoniaco-liasa y 4-aminobutan-2-ona amoniaco-liasa, respectivamente. Estas desaminaciones
son muy similares a la desaminacién de aspartato para dar fumarato por aspartasa. La enzima se ha estudiado
extensamente y estan disponibles varias estructuras cristalinas. Se ha mostrado que la enzima de E. coli reacciona
con sustratos alternativos tales como éster fenilmetilico de aspartato, asparagina, bencil-aspartato y malato (Ma et
al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 672:60-65 (1992). En un estudio independiente, se ha implementado evolucion dirigida en
esta enzima para alterar la especificidad de sustrato (Asano et al., Biomol. Eng., 22:95-101 (2005)). También se han
caracterizado enzimas con funcionalidad aspartasa en Haemophilus influenzae (Sjostrom et al., Biochem. Biophys.
Acta., 1324:182-190 (1997)), Pseudomonas fluorescens (Takagi et al., J. Biochem., 96:545-552 (1984)), Bacillus
subtilis (Sjostrom et al., citado anteriormente) y Serratia marcescens (Takagi et al., J. Bacteriol., 161:1-6 (1985)).
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Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a modo de
ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 33.

Tabla 33
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl | ORGANISMO
aspA NP_418562 90111690 Escherichia coli
aspA P44324.1 1168534 Haemophilus influenzae
aspA P07346.1 114273 Pseudomonas fluorescens
ansB P26899.1 251757243 Bacillus subtilis
aspA P33109.1 416661 Serratia marcescens

Una reaccion con amoniaco liasa similar esta catalizada por metilaspartasa (EC 4.3.1.2), una enzima que participa
en la ruta de fermentacién de glutamato mediante mesaconato (Kato et al., citado anteriormente). Esta enzima,
también conocida como beta-metilaspartasa y 3-metilaspartato amoniaco-liasa, cataliza de manera natural la
desaminacion de treo-3-metilasparatato para dar mesaconato. Se ha clonado la 3-metilaspartasa de Clostridium
tetanomorphum, expresado funcionalmente en E. coli, y cristalizado (Asuncion et al., 57:731-733 (2001); Asuncion et
al., J Biol Chem. 277:8306-8311 (2002); Botting et al., 27:2953-2955 (1988); Goda et al., 31:10747-10756 (1992)).
En Citrobacter amalonaticus, esta enzima esta codificada por BAA28709 (Kato et al., Arch. Microbiol 168:457-463
(1997)). También se ha cristalizado la 3-metilaspartasa de E. coli YG1002 (Asano et al.,, FEMS Microbiol Lett.
118:255-258 (1994)) aunque la secuencia de proteina no estd enumerada en bases de datos publicas tales como
GenBank. Pueden encontrarse datos relacionados con las secuencias para cada uno de estos productos génicos a
modo de ejemplo usando los siguientes nimeros de registro de GenBank mostrados en la tabla 34.

Tabla 34
Proteina ID DE GENBANK NUMERO DE Gl ORGANISMO
mal AAB24070.1 259429 Clostridium tetanomorphum
BAA28709 BAA28709.1 3184397 Citrobacter amalonaticus

En algunas realizaciones, la 2-amino-4-cetopentanoato (AKP) tiolasa estd codificada por uno o mas genes
seleccionados del grupo que consiste en ortA («), ortB (£), Amet_2368 («), Amet_2369 (f), Tet514 1478 (a),
Tet514_1479 (), TTE1235 (a) y thrC (f).

En algunas realizaciones, la AKP deshidrogenasa esta codificada por uno o mas genes seleccionados del grupo que
consiste en thrA, akthr2, hom6, hom1, hom2, fadB, fadJ, Hbd2, Hbd1, hbd, HSD17B10, phbB, phaB, Msed_1423,
Msed_0399, Msed_0389, Msed_1993, adh, adhA, adh-A, mdh, IdhA, Idh y bdh.

En algunas realizaciones, la 2-amino-4-hidroxipentanoato aminotransferasa esta codificada por uno o mas genes
seleccionados del grupo que consiste en aspC, AAT2, ASP5, got2, avtA, lysN, AadAT-ll, dat, lat, ygjG, spuC,
SkyPYD4, SKUGA1, UGAL, Abat, Abat, Gta-1, gabT y puuE.

En algunas realizaciones, la 2-amino-4-hidroxipentanoato oxidorreductasa (desaminacion) esté codificada por uno o
mas genes seleccionados del grupo que consiste en gdhA, gdh, gdhAl, rocG, gdhl, gdh2, GDH, GDH2, Idh y nadX.

En algunas realizaciones, la 2-oxo-4-hidroxipentanoato descarboxilasa esta codificada por uno o mas genes
seleccionados del grupo que consiste en pdc, pdcl, mdIC, dpgB, ilvB-1, kgd, kdcA, lysA, panD, cadA, Idc, IdcC,
AF323910.1:1...1299, odc1, VV2_1235, dmpH, dmpE, xylll, xyllll, Reut_B5691, Reut_B5692, CAD, padl, pofK (pad),
padC, pad, adc, cbei_3835, CLL_A2135, RBAM_030030,

En algunas realizaciones, la 3-hidroxibutiraldehido reductasa esta codificada por uno 0 mas genes seleccionados del
grupo que consiste en alrA, ADH2, yghD, bdh I, bdh I, adhA, 4hbd, adhl, P84067, mmsb, dhat y 3hidh.

En algunas realizaciones, la AKP aminotransferasa esta codificada por uno o mas genes seleccionados del grupo
que consiste en aspC, AAT2, ASP5, got2, avtA, lysN, AadAT-Il, dat, lat, ygjG, spuC, SkyPYD4, SKUGA1, UGA1,
Abat, Gta-1, gabT y puuE.

En algunas realizaciones, la AKP oxidorreductasa (desaminacion) esta codificada por uno o mas genes
seleccionados del grupo que consiste en gdhA, gdh, gdhA1l, rocG, gdhl, gdh2, GDH, GDH2, Idh y nadX. En algunas
realizaciones, la 2,4-dioxopentanoato descarboxilasa esta codificada por uno o mas genes seleccionados del grupo
que consiste en pdc, pdcl, mdIC, dpgB, ilvB-1, kgd, kdcA, lysA, panD, cadA, Idc, IdcC, AF323910.1:1...1299, odcl,
VV2_1235, dmpH, dmpE, xllll, xyllll, Reut B5691, Reut B5692, CAD, padl, padC y pad, adc, cbei 3835,
CLL_A2135, RBAM_030030.

En algunas realizaciones, la 3-oxobutiraldehido reductasa (reduccién de cetona) esta codificada por uno o mas
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genes seleccionados del grupo que consiste en thrA, akthr2, hom6, homl1, hom2, fadB, fadJ, Hbd2, Hbd1, hbd,
HSD17B10, phbB, phaB, Msed_1423, Msed_0399, Msed_0389, Msed_1993, adh, adhA, adh-A, mdh, IdhA, Idh y
bdh.

En algunas realizaciones, la 3-oxobutiraldehido reductasa (reduccién de aldehido) esta codificada por uno o mas
genes seleccionados del grupo que consiste en alrA, ADH2, yghD, bdh I, bdh II, adhA, 4hbd, adhl, P84067, mmsb,
dhat y 3hidh.

En algunas realizaciones, la 4-hidroxi-2-butanona reductasa esta codificada por uno o mas genes seleccionados del
grupo que consiste en thrA, akthr2, hom6, hom1, hom2, fadB, fadJ, Hbd2, Hbd1, hbd, HSD17B10, phbB, phaB,
Msed_1423, Msed_0399, Msed_0389, Msed_1993, adh, adhA, adh-A, mdh, IdhA, Idh y bdh.

En algunas realizaciones, la AKP descarboxilasa esta codificada por uno o mas genes seleccionados del grupo que
consiste en pdc, pdcl, mdIC, dpgB, ilvB-1, kgd, kdcA, lysA, panD, cadA, Idc, IdcC, AF323910.1:1...1299, odcl,
VV2_1235, dmpH, dmpE, xylll, xyllll, Reut_B5691, Reut_B5692, CAD, padl, pofK(pad), padC, pad.

En algunas realizaciones, la 4-aminobutan-2-ona aminotransferasa esta codificada por uno o méas genes
seleccionados del grupo que consiste en aspC, AAT2, ASP5, got2, avtA, lysN, AadAT-Il, dat, lat, ygjG, spuC,
SkyPYD4, SKUGAL, UGAL, Abat, Gta-1, gazT y puuE.

En algunas realizaciones, la 4-aminobutan-2-ona oxidorreductasa (desaminacion) estéd codificada por uno o més
genes seleccionados del grupo que consiste en gdhA, gdh, gdhA1, rocG, gdhl, gdh2, GDH, GDH2, Idh, nadX, kdd y
lysDH.

En algunas realizaciones, la 4-aminobutan-2-ona amoniaco-liasa est4 codificada por uno o mas genes
seleccionados de aspA, ansB, mal y BAA28709.

En algunas realizaciones, la butenona hidratasa esta codificada por uno o0 mas genes seleccionados del grupo que
consiste en fumA, fumB, fumC, fumH, fuml, MmcB, MmcC, hmd, BACCAP_02294, ANACOL 02527,
NtherDRAFT_2368, dmdA, dmdB, crt, crtl, ech paaA, paaB, phaA, phaB, maoC, paaF, paaG, abfD, Msed_1220,
fadA, fadB, fadl, fadJ y fadR.

En algunas realizaciones, la AKP amoniaco-liasa esta codificada por uno o méas genes seleccionados del grupo que
consiste en aspA, ansB, mal y BAA28709.

En algunas realizaciones, la acrilato de acetilo descarboxilasa esta codificada por uno 0 mas genes seleccionados
del grupo que consiste en pdc, pdcl, mdIC, dpgB, ilvB-1, kgd, kdcA, lysA, panD, cadA, Idc, IdcC,
AF323910.1:1...1299, odc1, VV2_1235, dmpH, dmpE, xylll, xyllll, Reut_B5691, Reut_B5692, CAD, padl, pofK (pad),
padC, pad, adc, cbei_3835, CLL_A2135, RBAM_030030,)

En algunas realizaciones, la acetoacetil-CoA reductasa (formacion de aldehido, dependiente de CoA) esté codificada
por uno 0 mas genes seleccionados del grupo que consiste en acrl, sucD, bphG, bld, adhE, Msed_0709, mcr, asd-2,
Saci_2370, Ald y eutE.

En algunas realizaciones, la acetoacetil-CoA reductasa (formacion de alcohol, dependiente de CoA) esta codificada
por uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en adhE, adhE2, mcr, Rcas_2929, NAPI_02720,
MGP2080_00535 y FAR.

En algunas realizaciones, la acetoacetil-CoA reductasa (reduccion de cetona) esta codificada por uno o mas genes
seleccionados del grupo que consiste en thrA, akthr2, hom6, hom1, hom2, fadB, fadJ, Hbd2, Hbd1, hbd, HSD17B10,
phbB, phaB, Msed_1423, Msed_0399, Msed_0389, Msed_ 1993, adh, adhA, adh-A, mdh, IdhA, Idh y bdh.

En algunas realizaciones, la 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido) esta codificada por uno o mas
genes seleccionados del grupo que consiste en acrl, sucD, bphG, bld, adhE, Msed_0709, mcr, asd-2, Saci_2370,
Ald y eutE.

En algunas realizaciones, la 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol) esta codificada por uno o mas
genes seleccionados del grupo que consiste en adhE, adhE2, mcr, Rcas_2929, NAP1_02720, MGP2080_00535 y
FAR.

En algunas realizaciones, la 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa esta codificada por uno o0 mas genes seleccionados
del grupo que consiste en fumA, fumB, fumC, fumH, fuml, MmcB, MmcC, hmd, BACCAP_02294, ANACOL_02527,
NtherDRAFT_2368, dmdA, dmdB, crt, crtl, ech, paaA, paaB, phaA, phaB, maoC, paaF, paaG, abfD, Msed_1220,
fadA, fadB, fadl, fadJ y fadR.

En algunas realizaciones, la crotonasa esta codificada por uno o méas genes seleccionados del grupo que consiste
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en fumA, fumB, fumC, fumH, fuml, MmcB, MmcC, hmd, BACCAP_02294, ANACOL_02527, NtherDRAFT_2368,
dmdA, dmdB, crt, crtl, ech paaA, paaB, phaA, phaB, maoC, paaF, paaG, abfD, Msed_1220, fadA, fadB, fadl, fadJ y
fadR.

Los organismos microbianos que se producen de manera no natural de la invencién pueden producirse mediante la
introduccion de acidos nucleicos expresables que codifican para una o mas de las enzimas o proteinas que
participan en una o mas rutas de biosintesis de 1,3-butanodiol, en los que el organismo microbiano comprende al
menos un &cido nucleico exégeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido).
Dependiendo del organismo microbiano huésped elegido para la biosintesis, pueden expresarse acidos nucleicos
para algunos o todos los de una ruta de biosintesis de 1,3-butanodiol particular. Por ejemplo, si un huésped elegido
es deficiente en una o mas enzimas o proteinas para una ruta de biosintesis deseada, entonces se introducen
acidos nucleicos expresables para la(s) enzima(s) o proteina(s) deficiente(s) en el huésped para la expresion
exogena posterior. Alternativamente, si el huésped elegido presenta expresion endégena de algunos genes de la
ruta, pero es deficiente en otros, entonces es necesario un acido nucleico codificante es para la(s) enzima(s) o
proteina(s) deficiente(s) para lograr la biosintesis de 1,3-butanodiol. Por tanto, un organismo microbiano que se
produce de manera no natural de la invencion puede producirse mediante la introduccién de actividades enziméaticas
0 proteicas exdgenas para obtener una ruta de biosintesis deseada o puede obtenerse una ruta de biosintesis
deseada mediante la introduccién de una o mas actividades enzimaticas o proteicas exdgenas que, junto con una o
mas enzimas o proteinas endogenas, produce un producto deseado tal como 1,3-butanodiol, en el que el organismo
microbiano comprende al menos un &cido nucleico exdégeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa
(formacion de aldehido).

Dependiendo de los constituyentes de la ruta de biosintesis de 1,3-butanodiol de un organismo microbiano huésped
seleccionado, los organismos microbianos que se producen de manera no natural de la invencion incluiran, al
menos, un acido nucleico codificante de la ruta de 1,3-butanodiol expresado de manera exdgena y hasta todos los
acidos nucleicos codificantes para una o mas rutas de biosintesis de 1,3-butanodiol, en el que el organismo
microbiano comprende al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa
(formacion de aldehido). Por ejemplo, puede establecerse la biosintesis de 1,3-butanodiol en un huésped deficiente
en una enzima o proteina de la ruta a través de la expresién exdgena del acido nucleico codificante correspondiente.
En un huésped deficiente en todas las enzimas o proteinas de una ruta de 1,3-butanodiol, puede incluirse la
expresion exdgena de todas las enzimas o proteinas en la ruta, aunque se entiende que todas las enzimas o
proteinas de una ruta pueden expresarse aunque el huésped contenga al menos una de las enzimas o proteinas de
la ruta. Por ejemplo, puede incluirse la expresién exdgena de todas las enzimas o proteinas en una ruta para la
produccion de 1,3-butanodiol.

Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica entenderan
que el nimero de &cidos nucleicos codificantes a introducir en una forma expresable ira, al menos, en paralelo a las
deficiencias de la ruta de 1,3-butanodiol del organismo microbiano huésped seleccionado. Por tanto, un organismo
microbiano que se produce de manera no natural de la invencion pueden tener uno, dos, tres, cuatro, cinco, hasta
todos los acidos nucleicos que codifican para las enzimas o proteinas que constituyen una ruta de biosintesis de 1,3-
butanodiol divulgadas en el presente documento, en el que el organismo microbiano comprende al menos un acido
nucleico exdgeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido). En algunas realizaciones,
los organismos microbianos que se producen de manera no natural también pueden incluir otras modificaciones
genéticas que facilitan u optimizan la biosintesis de 1,3-butanodiol o que confieren otras funciones Utiles al
organismo microbiano huésped. Otra funcionalidad de este tipo puede incluir, por ejemplo, aumento de la sintesis de
uno o mas de los precursores de la ruta de 1,3-butanodiol tales como acetil-CoA.

Generalmente, se selecciona un organismo microbiano huésped de tal manera que produzca el precursor de una
ruta de 1,3-butanodiol, o bien como molécula producida de manera natural o bien como producto modificado
mediante ingenieria que o bien proporciona la produccion de novo de un precursor deseado o bien aumenta la
produccién de un precursor producido de manera natural por el organismo microbiano huésped. Por ejemplo, acetil-
CoA se produce de manera natural en un organismo huésped tal como E. coli. Un organismo huésped puede
modificarse mediante ingenieria para aumentar la produccién de un precursor, tal como se divulga en el presente
documento. Ademas, puede usarse un organismo microbiano que se ha modificado mediante ingenieria para
producir un precursor deseado como organismo huésped y modificarse adicionalmente mediante ingenieria para
expresar enzimas o proteinas de una ruta de 1,3-butanodiol.

En algunas realizaciones, se genera un organismo microbiano que se produce de manera no natural de la invencién
a partir de un huésped que contiene la capacidad enzimatica para sintetizar 1,3-butanodiol. En esta realizacién
especifica, puede ser Util aumentar la sintesis 0 acumulacién del producto de una ruta de 1,3-butanodiol para dirigir,
por ejemplo, las reacciones de la ruta de 1,3-butanodiol hacia la produccién de 1,3-butanodiol. El aumento de la
sintesis 0 acumulacién puede lograrse mediante, por ejemplo, la sobreexpresion de acidos nucleicos que codifican
para una 0 mas de las enzimas o proteinas de la ruta de 1,3-butanodiol descritas anteriormente. La sobreexpresion
de la enzima o enzimas y/o proteina o proteinas de la ruta de 1,3-butanodiol puede producirse, por ejemplo, a través
de la expresion exdgena del gen o genes enddgenos, o a través de la expresion exdgena del gen o genes
heterdlogos. Por tanto, pueden generarse facilmente organismos que se producen de manera natural para que sean
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organismos microbianos que se producen de manera no natural de la invencién, por ejemplo, produciendo 1,3-
butanodiol, a través de la sobreexpresion de uno, dos, tres, cuatro, cinco, es decir, hasta todos los acidos nucleicos
gue codifican para enzimas o proteinas de la ruta de biosintesis de 1,3-butanodiol, en el que el organismo
microbiano comprende al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa
(formacion de aldehido). Ademas, puede generarse un organismo que se produce de manera no natural mediante
mutagénesis de un gen endégeno que da como resultado un aumento de la actividad de una enzima en la ruta de
biosintesis de 1,3-butanodiol.

En realizaciones particularmente Utiles se emplea la expresion exégena de los acidos nucleicos codificantes. La
expresion exodgena confiere la capacidad de adaptar a medida la expresion y/o elementos reguladores para el
huésped y la aplicacion para lograr un nivel de expresion deseado que controla el usuario. Sin embargo, también
puede utilizarse expresién enddgena en otras realizaciones tal como mediante retirada de un efector regulador
negativo o la induccion del promotor del gen cuando se une a un promotor inducible u otro elemento regulador. Por
tanto puede regularse un gen endégeno que tiene un promotor inducible que se produce de manera natural por
incremento proporcionando el agente inductor apropiado, o puede modificarse mediante ingenieria la regién
reguladora de un gen enddgeno para incorporar un elemento regulador inducible, permitiendo de ese modo la
regulacion del aumento de la expresion de un gen enddgeno en un momento deseado. De manera similar, puede
incluirse un promotor inducible como elemento regulador para un gen exdgeno introducido en un organismo
microbiano que se produce de manera no natural.

Se entiende que, en métodos de la invencién, cualquiera del uno o mas &cidos nucleicos exdgenos puede
introducirse en un organismo microbiano para producir un organismo microbiano que se produce de manera no
natural de la invencién, en el que se introduce al menos un acido nucleico exégeno que codifica para 3-hidroxibutiril-
CoA reductasa (formacion de aldehido). Los &cidos nucleicos pueden introducirse de modo que confieran, por
ejemplo, la ruta de biosintesis de 1,3-butanodiol al organismo microbiano. Alternativamente, pueden introducirse
acidos nucleicos codificantes para producir un organismo microbiano intermedio que tiene la capacidad de
biosintesis para catalizar algunas de las reacciones requeridas para conferir capacidad de biosintesis de 1,3-
butanodiol. Por ejemplo, un organismo microbiano que se produce de manera no natural que tiene la ruta de
biosintesis de 1,3-butanodiol puede comprender al menos dos acidos nucleicos exdgenos que codifican para
enzimas o proteinas deseadas. Por tanto, se entiende que puede incluirse cualquier combinacién de dos o mas
enzimas o proteinas de una ruta de biosintesis en un organismo microbiano que se produce de manera no natural
de la invencion, en el que el organismo microbiano comprende al menos un acido nucleico exégeno que codifica
para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido). De manera similar, se entiende que puede incluirse
cualquier combinacién de tres 0 mas enzimas o proteinas de una ruta de biosintesis en un organismo microbiano
gue se produce de manera no natural de la invencion, etcétera, segun sea deseado, siempre que la combinacion de
enzimas y/o proteinas de la ruta de biosintesis deseada dé como resultado la produccién del producto deseado
correspondiente, en el que el organismo microbiano comprende al menos un &cido nucleico exégeno que codifica
para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formaciéon de aldehido). De manera similar, puede incluirse cualquier
combinacion de cuatro, 0 mas enzimas o proteinas de una ruta de biosintesis tal como se divulga en el presente
documento en un organismo microbiano que se produce de manera no natural de la invencion, segun se desee,
siempre que la combinacion de enzimas y/o proteinas de una ruta de biosintesis deseada dé como resultado la
produccion del producto deseado correspondiente, en el que el organismo microbiano comprende al menos un acido
nucleico exdgeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido).

Ademas de la biosintesis de 1,3-butanodioles descrita en el presente documento, también puede utilizarse los
organismos microbianos que se producen de manera no nhatural y métodos de la invencion en diversas
combinaciones entre si y con otros organismos microbianos y métodos bien conocidos en la técnica para lograr la
biosintesis de productos mediante otras rutas. Por ejemplo, una alternativa para producir 1,3-butanodiol distinta del
uso de los productores de 1,3-butanodiol es a través de la adicion de otro organismo microbiano capaz de convertir
el producto intermedio de la ruta de 1,3-butanodiol en 1,3-butanodiol. Un procedimiento de este tipo incluye, por
ejemplo, la fermentacién de un organismo microbiano que produce el producto intermedio de la ruta para un
segundo organismo microbiano que convierte el producto intermedio de la ruta de 1,3-butanodiol en 1,3-butanodiol.
El producto intermedio de la ruta de 1,3-butanodiol puede afiadirse directamente a otro cultivo del segundo
organismo o el cultivo original de los productores del producto intermedio de la ruta de 1,3-butanodiol puede
agotarse con respecto a estos organismos microbianos mediante, por ejemplo, separacién celular, y luego puede
utilizarse la adicion posterior del segundo organismo al caldo de fermentacién para producir el producto final sin
etapas de purificacion intermedias.

En otras realizaciones pueden ensamblarse los organismos microbianos que se producen de manera no natural y
métodos de la invencién en una amplia variedad de subrutas para lograr la biosintesis de, por ejemplo, 1,3-
butanodiol. En estas realizaciones pueden segregarse las rutas de biosintesis para un producto deseado en
diferentes organismos microbianos, y los diferentes organismos microbianos pueden cocultivarse para producir el
producto final. En un esquema de biosintesis de este tipo el producto de un organismo microbiano es el sustrato
para un segundo organismo microbiano hasta que se sintetiza el producto final. Por ejemplo, la biosintesis de 1,3-
butanodiol puede lograrse mediante la construccién de un organismo microbiano que contiene rutas de biosintesis
para la conversién de un producto intermedio de la ruta en otro producto intermedio de la ruta o el producto.
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Alternativamente también puede producirse 1,3-butanodiol de manera biosintética a partir de organismos
microbianos a través de cocultivo o cofermentacion usando dos organismos en el mismo recipiente, en el que el
primer organismo microbiano produce un producto intermedio de 1,3-butanodiol y el segundo organismo microbiano
convierte el producto intermedio en 1,3-butanodiol.

Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento los expertos en la técnica entenderan
que existen una amplia variedad de combinaciones y permutaciones para los organismos microbianos que se
producen de manera no natural y métodos de la invencién junto con otros organismos microbianos, con el cocultivo
de otros organismos microbianos que se producen de manera no natural que tienen subrutas y con combinaciones
de otros procedimientos quimicos y/o bioquimicos bien conocidos en la técnica para producir 1,3-butanodiol.

Las fuentes de acidos nucleicos codificantes para la enzima o proteina de la ruta de 1,3-butanodiol pueden incluir,
por ejemplo, cualquier especie en la que el producto génico codificado sea capaz de catalizar la reaccion
referenciada. Tales especies incluyen organismos tanto procariotas como eucariotas incluyendo, pero sin limitarse a,
bacterias, incluyendo arqueas y eubacterias, y eucariotas, incluyendo levaduras, plantas, insectos, animales y
mamiferos, incluyendo humanos. Especies a modo de ejemplo para tales fuentes incluyen, por ejemplo, Escherichia
coli, asi como otras especies a modo de ejemplo divulgadas en el presente documento o disponibles como
organismos fuente para genes correspondientes. Sin embargo, con la secuencia del genoma completo disponible en
la actualidad para mas de 550 especies (con méas de la mitad de estas disponibles en bases de datos publicas tales
como la de NCBI), incluyendo 395 genomas de microorganismos y una variedad de genomas de levaduras, hongos,
plantas y mamiferos, la identificacion de genes que codifican para la actividad de biosintesis de 1,3-butanodiol
requerida para uno 0 mas genes en especies relacionadas o distantes, incluyendo por ejemplo, desplazamientos de
genes homologos, ortélogos, paralogos y no ortélogos de genes conocidos, y el intercambio de las alteraciones
genéticas entre organismos es rutinario y bien conocido en la técnica. Por consiguiente, las alteraciones metabdlicas
gue permiten la biosintesis de 1,3-butanodiol descritas en el presente documento con referencia a un organismo
particular tal como E. coli pueden aplicarse inmediatamente a otros microorganismos, incluyendo organismos tanto
procariotas como eucariotas. Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los
expertos en la técnica sabran que una alteracibn metabdlica ejemplificada en un organismo puede aplicarse
igualmente a otros organismos.

En algunos casos, tales como cuando existe una ruta de biosintesis de 1,3-butanodiol alternativa en una especie no
relacionada, puede conferirse la biosintesis de 1,3-butanodiol a la especie huésped mediante, por ejemplo, la
expresion exogena de un paralogo o paralogos de la especie no relacionada que cataliza una reaccion metabdlica
similar, aunque no idéntica, para sustituir la reaccion referenciada. Debido a que existen determinadas diferencias
entre redes metabolicas entre diferentes organismos, los expertos en la técnica entenderan que el uso de gen real
entre diferentes organismos puede diferir. Sin embargo, dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el
presente documento, los expertos en la técnica también entenderan que las ensefianzas y los métodos de la
invencion pueden aplicarse a todos los organismos microbianos usando las alteraciones metabdlicas relacionadas
con respecto a las ejemplificadas en el presente documento para construir un organismo microbiano en una especie
de interés que sintetizara 1,3-butanodiol.

Los organismos microbianos huésped pueden seleccionarse de, y los organismos microbianos que se producen de
manera no natural generarse en, por ejemplo, bacterias, levaduras, hongos o cualquiera de una variedad de otros
microorganismos aplicables a procesos de fermentacion. Las bacterias a modo de ejemplo incluyen especies
seleccionadas de Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Actinobacillus
succinogenes, Mannheimia succiniciproducens, Rhizobium etli, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum,
Gluconobacter oxydans, Zymomonas mobilis, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Streptomyces coelicolor,
Clostridium acetobutylicum, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida. Las levaduras u hongos a modo de
ejemplo incluyen especies seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger y Pichia pastoris. E. coli es un
organismo huésped particularmente Util puesto que es un organismo microbiano bien caracterizado adecuado para
modificaciébn mediante ingenieria genética. Otros organismos huésped particularmente utiles incluyen levaduras
tales como Saccharomyces cerevisiae.

Pueden realizarse métodos para construir y someter a prueba los niveles de expresion de un huésped productor de
1,3-butanodiol que se produce de manera no natural, por ejemplo, mediante métodos recombinantes y de deteccion
bien conocidos en la técnica. Tales métodos pueden encontrarse descritos en, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (2001); y Ausubel
et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, MD (1999).

Pueden introducirse secuencias de acido nucleico exdgeno implicadas en una ruta para la produccion de 1,3-
butanodiol de manera estable o transitoria en una célula huésped usando técnicas bien conocidas en la técnica
incluyendo, pero sin limitarse a, conjugacion, electroporacion, transformacién quimica, transduccion, transfeccion y
transformacion por ultrasonidos. Para la expresion exdégena en E. coli u otras células procariotas, algunas
secuencias de acido nucleico en los genes o ADNc de acidos nucleicos eucariotas pueden codificar para sefiales de
direccionamiento tales como una sefial mitocondrial N-terminal u otra sefial de direccionamiento, que puede retirarse
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antes de la transformacién en células huésped procariotas, si se desea. Por ejemplo, la retirada de una secuencia
lider mitocondrial condujo al aumento de la expresion en E. coli (Hoffmeister et al., J. Biol. Chem. 280:4329-4338
(2005)). Para la expresion exdgena en levaduras u otras células eucariotas, pueden expresarse genes en el citosol
sin la adicion de la secuencia lider, o pueden direccionarse a la mitocondria u otros organulos, o direccionarse para
secrecion, mediante la adicion de una secuencia de direccionamiento adecuada tal como una sefial de seccién o de
direccionamiento mitocondrial adecuada para las células huésped. Por tanto, se entiende que pueden incorporarse
modificaciones apropiadas a una secuencia de acido nucleico para retirar o incluir una secuencia de
direccionamiento, en una secuencia de acido nucleico exégeno para conferir las propiedades deseables. Ademas,
pueden someterse a optimizacion genes de codones con técnicas bien conocidas en la técnica para lograr la
expresion optimizada de las proteinas.

Un vector o vectores de expresién pueden construirse para incluir uno o mas acidos nucleicos codificantes de la ruta
de biosintesis de 1,3-butanodiol, tal como se ejemplifica en el presente documento operaticamente unidos a
secuencias funcionales de control de la expresion en el organismo huésped. Los vectores de expresion aplicables
para su uso en los organismos microbianos huésped de la invencion incluyen, por ejemplo, plasmidos, vectores de
fago, vectores virales, episomas y cromosomas artificiales, incluyendo vectores y secuencias de seleccién o
marcadores operables para la integracion estable en un cromosoma del huésped. Adicionalmente, los vectores de
expresion pueden incluir uno o mas genes marcadores seleccionables y secuencias de control de la expresion
apropiadas. También pueden incluirse genes marcadores seleccionables que, por ejemplo, proporcionan resistencia
a antibiéticos o toxinas, complementan deficiencias auxétrofas, o no suministran nutrientes criticos en los medios de
cultivo. Las secuencias de control de la expresién pueden incluir promotores constitutivos e inducibles,
potenciadores de la transcripcion, terminadores de la transcripcién, y similares que se conocen bien en la técnica.
Cuando van a coexpresarse dos 0 mas &cidos nucleicos codificantes exdgenos, ambos acidos nucleicos pueden
insertarse, por ejemplo, en un Unico vector de expresién o en vectores de expresion independientes. Para la
expresion con un Unico vector, los acidos nucleicos codificantes pueden unirse operativamente a una secuencia de
control de la expresion comun o unirse a diferentes secuencias de control de la expresion, tales como un promotor
inducible y un promotor constitutivo. La transformacion de secuencias de acido nucleico exdégeno implicadas en una
ruta de sintesis o metabdlica puede confirmarse usando métodos bien conocidos en la técnica. Tales métodos
incluyen, por ejemplo, analisis de acidos nucleicos tal como transferencias de tipo Northern o amplificaciéon mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de ARNm, o inmunotransferencia para la expresion de productos
génicos, u otros métodos analiticos adecuados para someter a prueba la expresién de una secuencia de &cido
nucleico introducida o su producto génico correspondiente. Los expertos en la técnica entienden que el acido
nucleico exdgeno se expresa en una cantidad suficiente para producir el producto deseado, y entienden ademas que
los niveles de expresion pueden optimizarse para obtener una expresion suficiente usando métodos bien conocidos
en la técnica y tal como se divulga en el presente documento.

La invencion proporciona un método para producir 1,3-BDO que incluye cultivar el organismo microbiano que se
produce de manera no natural divulgado en el presente documento, en condiciones y durante un periodo de tiempo
suficientes para producir 1,3-BDO, incluyendo organismos que incorporan uno, dos, tres, cuatro, cinco, hasta todos
los acidos nucleicos exdégenos que codifican para enzimas que completan una ruta de 1,3-BDO, en el que el
organismo microbiano comprende al menos un acido nucleico exdégeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA
reductasa (formacion de aldehido). Las rutas de 1,3-BDO incluyen un conjunto de enzimas de la ruta de 1,3-BDO, en
el que el conjunto de enzimas de la ruta de 1,3-BDO se identifican como antes, concretamente: (a) (1) una 2-amino-
4-cetopentanoato (AKP) tiolasa; (2) una AKP deshidrogenasa; (3) una 2-amino-4-hidroxipentanoato
aminotransferasa u oxidorreductasa (desaminacion); (4) una 2-oxo-4-hidroxipentanoato descarboxilasa; y (5) una 3-
hidroxibutiraldehido reductasa; (b) (1) una 2-amino-4-cetopentanoato (AKP) tiolasa; (2) una AKP aminotransferasa u
oxidorreductasa (desaminacion); (3) una 2,4-dioxopentanoato descarboxilasa; (4) una 3-oxobutiraldehido reductasa
(reduccién de cetona); y (5) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa; (c) (1) una 2-amino-4-cetopentanoato (AKP)
tiolasa; (2) una AKP aminotransferasa u oxidorreductasa (desaminacion); (3) una 2,4-dioxopentanoato
descarboxilasa; (4) una 3-oxobutiraldehido reductasa (reduccién de aldehido); y (5) una 4-hidroxi-2-butanona
reductasa; (d) (1) una 2-amino-4-cetopentanoato (AKP) tiolasa; (2) una AKP descarboxilasa; (3) una 4-aminobutan-
2-ona aminotransferasa u oxidorreductasa (desaminacion); (4) una 3-oxobutiraldehido reductasa (reduccion de
cetona); y (5) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa; (e) (1) una 2-amino-4-cetopentanoato (AKP) tiolasa; (2) una AKP
descarboxilasa; (3) una 4-aminobutan-2-ona aminotransferasa u oxidorreductasa (desaminacion); (4) una 3-
oxobutiraldehido reductasa (reduccién de aldehido); y (5) una 4-hidroxi-2-butanona reductasa; (f) (1) una 2-amino-4-
cetopentanoato (AKP) tiolasa; (2) una AKP descarboxilasa; (3) una 4-aminobutan-2-ona amoniaco-liasa; (4) una
butanona hidratasa; y (5) una 4-hidroxi-2-butanona reductasa; (g) (1) una 2-amino-4-cetopentanoato (AKP) tiolasa;
(2) una AKP amoniaco-liasa; (3) una acrilato de acetilo descarboxilasa; (4) una butanona hidratasa; y (5) una 4-
hidroxi-2-butanona reductasa; (h) (1) una acetoacetil-CoA reductasa (formacién de aldehido, dependiente de CoA);
(2) una 3-oxobutiraldehido reductasa (reduccion de cetona); y (3) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa; (i) (1) una
acetoacetil-CoA reductasa (CoA dependiente, formacion de alcohol) y (2) una 4-hidroxi-2-butanona reductasa; (j) (1)
una acetoacetil-CoA reductasa (formacion de aldehido, dependiente de CoA); (2) una 3-oxobutiraldehido reductasa
(reduccién de aldehido); y (3) una 4-hidroxi-2-butanona reductasa; (k) (1) una acetoacetil-CoA reductasa (reduccion
de cetona) y (2) una 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol); (1) (1) una acetoacetil-CoA reductasa
(reduccion de cetona); (2) una 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido); y (3) una 3-
hidroxibutiraldehido reductasa; (m) (1) una 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa; (2) una crotonasa; y (3) una 3-
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hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol); y (n) (1) una 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa; (2) una crotonasa;
(3) una 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido); y (4) una 3-hidroxibutiraldehido reductasa.

Pueden realizarse una purificacion adecuada y/o ensayos para someter a prueba la produccion de 1,3-butanodiol
usando métodos bien conocidos. Pueden hacerse crecer réplicas adecuadas tales como cultivos por triplicado para
cada cepa modificada mediante ingenieria que va a someterse a prueba. Por ejemplo, puede monitorizarse la
formacion de productos y subproductos en el huésped de producciéon modificado mediante ingenieria. El producto
final y los productos intermedios, y otros compuestos organicos, pueden analizarse mediante métodos tales como
HPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucién), CG-EM (cromatografia de gases-espectroscopia de masas) y
CL-EM (cromatografia de liquidos-espectroscopia de masas) u otros métodos analiticos adecuados usando
procedimientos rutinarios bien conocidos en la técnica. La liberacién de producto en el caldo de fermentacion
también puede someterse a prueba con el sobrenadante de cultivo. Pueden cuantificarse los subproductos y la
glucosa residual mediante HPLC usando, por ejemplo, un detector de indice de refraccion para glucosa y alcoholes,
y un detector UV para acidos organicos (Lin et al., Biotechnol. Bioeng. 90:775-779 (2005)), u otros métodos de
ensayo y deteccion adecuados bien conocidos en la técnica. Las actividades enzimaticas o proteicas individuales de
las secuencias de ADN exdgeno también pueden someterse a ensayo usando métodos bien conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, el documento W0O/2008/115840 y Hanai et al., Appl. Environ. Microbiol. 73:7814-7818 (2007)).

El 1,3-butanodiol puede separarse de otros componentes en el cultivo usando una variedad de métodos bien
conocidos en la técnica. Tales métodos de separacién incluyen, por ejemplo, procedimientos de extraccion asi como
métodos que incluyen extraccién liquido-liquido continua, pervaporacion, filtracion con membrana, separacion con
membrana, &ésmosis inversa, electrodidlisis, destilacion, cristalizacion, centrifugacién, filtracion extractiva,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de adsorcion y
ultrafiltracion. Todos los métodos anteriores se conocen bien en la técnica.

Cualquiera de los organismos microbianos que se producen de manera no natural descritos en el presente
documento puede cultivarse para producir y/o secretar el producto biosintético. Por ejemplo, los productores de 1,3-
butanodiol pueden cultivarse para la produccién por biosintesis de 1,3-butanodiol.

Para la produccion de 1,3-butanodiol, se cultivan las cepas recombinantes en un medio con fuente de carbono y
otros nutrientes esenciales. Es altamente deseable mantener condiciones anaerobias en el fermentador para reducir
el coste global del procedimiento. Tales condiciones pueden obtenerse, por ejemplo, burbujeando en primer lugar el
medio con nitrégeno y luego sellando los matraces con un septo y tapa roscada. Para cepas en las que no se
observa crecimiento de manera anaerobia pueden aplicarse condiciones microaerobias mediante la perforacion del
septo con un pequefio orificio para su aireacion limitada. Se han descrito a modo de ejemplo condiciones anaerobias
previamente y se conocen bien en la técnica. Se describen condiciones aerobias y anaerobias a modo de ejemplo,
por ejemplo, en la publicacion estadounidense n® US-2009-0047719, presentada el 10 de agosto de 2007. Pueden
realizarse fermentaciones de manera discontinua, semicontinua o continua, tal como se divulga en el presente
documento.

Si se desea, el pH del medio puede mantenerse a un pH deseado, en particular pH neutro, tal como un pH de
aproximadamente 7 mediante la adicion de una base, tal como NaOH u otras bases, o acido, segin sea necesario
para mantener el medio de cultivo a un pH deseable. Puede determinarse la velocidad de crecimiento midiendo la
densidad 6ptica usando un espectrofotdmetro (600 nm) y la velocidad de captacidon de glucosa monitorizando el
agotamiento de la fuente de carbono a lo largo del tiempo.Ademas de materias primas renovables tales como las
ejemplificadas anteriormente, los organismos microbianos de 1,3-butanodiol de la invencidon también pueden
modificarse para su crecimiento con gas de sintesis como su fuente de carbono. En esta realizacion especifica, una
0 mas proteinas 0 enzimas se expresan en los organismos productores de 1,3-butanodiol para proporcionar una ruta
metabdlica para la utilizacion de gas de sintesis u otra fuente de carbono gaseosa.

Los organismos de la presente invencion pueden utilizar, por ejemplo, cualquier fuente de hidratos de carbono que
pueda suministrar una fuente de carbono al microorganismo que se produce de manera no natural. Tales fuentes
incluyen, por ejemplo, azlcares tales como glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, fructosa y almidon. Otras
fuentes de carbohidrato incluyen, por ejemplo, materias primas renovables y biomasa. Los tipos de biomasa a modo
de ejemplo que pueden usarse como materias primas en los métodos de la invencién incluyen biomasa celulésica,
biomasa hemicelulésica y materias primas de lignina o partes de materias primas. Tales materias primas de biomasa
contienen, por ejemplo, sustratos de hidratos de carbono Utiles como fuentes de carbono tales como glucosa, xilosa,
arabinosa, galactosa, manosa, fructosa y almidéon. Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el
presente documento, los expertos en la técnica entenderan que también pueden usarse materias primas renovables
y biomasa distintas de las ejemplificadas anteriormente para cultivar los organismos microbianos de la invencion
para la produccién de 1,3-butanodiol.

Por consiguiente, dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la
técnica entenderan que puede producirse un organismo microbiano que se produce de manera no natural que
secreta los compuestos biosintetizados cuando se hacen crecer con una fuente de carbono tal como gas de sintesis,
CO y/o CO,. Tales compuestos incluyen, por ejemplo, 1,3-butanodiol y cualquiera de los metabolitos intermedios en
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la ruta de 1,3-butanodiol. Todo lo que se requiere es modificar mediante ingenieria en una o mas de las actividades
enzimaticas o proteicas requeridas para lograr la biosintesis del compuesto o producto intermedio deseado
incluyendo, por ejemplo, la inclusion de algunas o todas las rutas de biosintesis de 1,3-butanodiol. Por consiguiente,
la invencion proporciona un organismo microbiano que no se produce de manera natural que produce y/o secreta
1,3-butanodiol cuando se hace crecer con una fuente de hidratos de carbono u otra fuente de carbono y produce y/o
secreta cualquiera de los metabolitos intermedios mostrados en la ruta de 1,3-butanodiol cuando se hace crecer en
una fuente de hidratoos de carbono u otra fuente de carbono.. Los organismos microbianos productores de 1,3-
butanodiol de la invencién pueden iniciar la sintesis de un producto intermedio, por ejemplo, acetil-CoA.

Los organismos microbianos que se producen de manera no natural de la invencién se construyen usando métodos
bien conocidos en la técnica tal como se ejemplifica en el presente documento para expresar de manera exégena al
menos un acido nucleico que codifica para una enzima o proteina de la ruta de 1,3-butanodiol en cantidades
suficientes como para producir 1,3-butanodiol, en el que el organismo microbiano comprende al menos un acido
nucleico exégeno que codifica para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido). Se entiende que los
organismos microbianos de la invencién se cultivan en condiciones suficientes como para producir 1,3-butanodiol.
Siguiendo las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los organismos microbianos que
se producen de manera no natural de la invencion pueden lograr la biosintesis de 1,3-butanodiol dando como
resultado concentraciones intracelulares de entre aproximadamente 0,1-2000 mM o mas. Generalmente, la
concentracion intracelular de 1,3-butanodiol estd entre aproximadamente 3-1800 mM, particularmente entre
aproximadamente 5-1700 mM y mas particularmente entre aproximadamente 8-1600 mM, incluyendo
aproximadamente 100 mM, 200 mM, 500 mM, 800 mM, o mas. Las concentraciones intracelulares entre y por
encima de cada uno de estos intervalos a modo de ejemplo también pueden lograrse a partir de los organismos
microbianos que se producen de manera no natural de la invencién.

En algunas realizaciones las condiciones de cultivo incluyen condiciones de crecimiento o mantenimiento anaerobias
0 sustancialmente anaerobias. Se han descrito condiciones anaerobias a modo de ejemplo previamente y se
conocen bien en la técnica. Se describen condiciones anaerobias a modo de ejemplo para procesos de fermentacion
en el presente documento y se describen, por ejemplo, en la solicitud de patente estadounidense n° US
2009/0047719, presentada el 10 de agosto de 2007. Pueden emplearse cualquiera de estas condiciones con los
organismos microbianos que se producen de manera no natural asi como otras condiciones anaerobias bien
conocidas en la técnica. En tales condiciones anaerobias los productores de 1,3-butanodiol pueden sintetizar 1,3-
butanodiol a concentraciones intracelulares de 5-10 mM o mas asi como todas las deméas concentraciones
ejemplificadas en el presente documento. Se entiende que, aunque la descripcion anterior se refiere a
concentraciones intracelulares, los organismos microbianos productores de 1,3-butanodiol pueden producir 1,3-
butanodiol de manera intracelular y/o secretar el producto en el medio de cultivo.

Las condiciones de cultivo pueden incluir, por ejemplo, procedimientos de cultivo liquido asi como fermentacion y
otros procedimientos de cultivo a gran escala. Tal como se describe en el presente documento, pueden obtenerse
rendimientos particularmente Utiles de los productos biosintéticos en condiciones de cultivo anaerobias o
sustancialmente anaerobias.

Tal como se describe en el presente documento unas condiciones de crecimiento a modo de ejemplo para lograr la
biosintesis de 1,3-butanodiol incluyen condiciones de fermentacion o cultivo anaerobias. En determinadas
realizaciones los organismos microbianos que se producen de manera no natural de la invencion pueden
sostenerse, cultivarse o fermentarse en condiciones anaerobias o sustancialmente anaerobias. En resumen,
condiciones anaerobias se refieren a un entorno carente de oxigeno. Las condiciones sustancialmente anaerobias
incluyen, por ejemplo, un cultivo, una fermentacién discontinua o fermentacién continua tal que la concentracion de
oxigeno disuelto en el medio permanece entre el 0 y el 10% de saturacion. Las condiciones sustancialmente
anaerobias también incluyen el crecimiento o reposo de células en medio liquido o sobre agar sélido en el interior de
una camara sellada mantenida con una atmdsfera de menos del 1% de oxigeno. El porcentaje de oxigeno puede
mantenerse burbujeando, por ejemplo, el cultivo con una mezcla de N2/CO; u otro gas o gases distintos de oxigeno
adecuados.

Las condiciones de cultivo descritas en el presente documento pueden aumentarse a escala y hacerse crecer de
manera continua para la fabricacién de 1,3-butanodiol. Los procedimientos de crecimiento a modo de ejemplo
incluyen, por ejemplo, fermentacion semicontinua y separacion discontinua; fermentacion semicontinua y separacion
continua, o fermentacion continua y separacion continua. Todos estos procedimientos se conocen bien en la técnica.
Los procedimientos de fermentacion son particularmente Utiles para la produccidon por biosintesis de cantidades
comerciales de 1,3-butanodiol. Generalmente, y como con los procedimientos de cultivo no continuos, la produccion
continua y/o casi continua de 1,3-butanodiol incluird cultivar un organismo productor de 1,3-butanodiol que se
produce de manera no natural de la invencién en nutrientes y medio suficientes como para sostener y/o casi
sostener el crecimiento en una fase exponencial. El cultivo continuo en tales condiciones puede incluir, por ejemplo,
1dia, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias o mas. Adicionalmente, el cultivo continuo puede incluir 1 semana, 2, 3, 4 6 5 semanas o
mas y hasta varios meses. Alternativamente, pueden cultivarse organismos de la invencion durante horas, si es
adecuado para una aplicacion particular. Ha de entenderse que las que condiciones de cultivo continuas y/o casi
continuas también pueden incluir todos los intervalos de tiempo entremedias de estos periodos a modo de ejemplo.
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Se entiende ademas que el tiempo de cultivo del organismo microbiano de la invencion es durante un periodo de
tiempo suficiente como para producir una cantidad suficiente de producto para un fin deseado.

Se conocen bien en la técnica procedimientos de fermentacion. En resumen, la fermentacién para la produccién por
biosintesis de 1,3-butanodiol puede utilizarse, por ejemplo, en fermentacion semicontinua y separacién discontinua;
fermentaciéon semicontinua y separacion continua, o fermentacion continua y separacion continua. Se conocen bien
en la técnica ejemplos de procedimientos de fermentacién discontinuos y continuos.

Ademas de los procedimientos de fermentacion anteriores usando los productores de 1,3-butanodiol de la invencion
para la produccién continua de cantidades sustanciales de 1,3-butanodiol, los productores de 1,3-butanodiol también
pueden someterse, por ejemplo, simultdneamente a procedimientos de sintesis quimica para convertir el producto
en otros compuestos o el producto puede separarse del cultivo de fermentacion y someterse posteriormente a
conversién quimica para convertir el producto en otros compuestos, si se desea.

En algunas realizaciones puede usarse gas de sintesis como materia prima de carbono. Son consideraciones de
importancia de procedimiento para una fermentacion con gas de sintesis la alta concentracion de biomasa y buena
transferencia méasica gas-liquido (Bredwell et al., Biotechnol Prog., 15:834-844 (1999). La solubilidad de CO en agua
es algo menor que la de oxigeno. Pueden realizarse fermentaciones con burbujeo de gas de manera continua en
fermentadores controlados con analisis de gas de escape constante mediante espectrometria de masas y toma
periédica de muestras de liquido y andlisis mediante CG y HPLC. La fase liquida puede funcionar en modo
discontinuo. Se cuantifican los productos de fermentacion tales como alcoholes, acidos organicos y glucosa residual
junto con metanol residual mediante HPLC (Shimadzu, Columbia MD), por ejemplo, usando una serie Aminex® de
columnas de HPLC (por ejemplo, serie HPX-87) (BioRad, Hercules CA), usando un detector de indice de refraccion
para glucosa y alcoholes, y un detector UV para &cidos organicos. Se determina la velocidad de crecimiento
midiendo la densidad 6ptica usando un espectrofotometro (600 nm). Todos los tubos en estos sistemas son de vidrio
0 metal para mantener condiciones anaerobias. Se realiza el burbujeo de gas con fritas de vidrio para disminuir el
tamafio de burbuja y mejorar la transferencia méasica. Se someten a prueba diversas velocidades de burbujeo, que
oscilan entre aproximadamente 0,1 y 1 vvm (volimenes de vapor por minuto). Para obtener mediciones precisas de
velocidades de captacion de gas se realizan exposiciones periédicas en las que se detiene temporalmente el flujo de
gas y se monitoriza la composicion de la fase gaseosa en funcion del tiempo.

Para lograr la productividad objetivo global se emplean métodos de recirculacion o retencion celular. Un método para
aumentar la concentraciéon microbiana es recircular células mediante una membrana de flujo tangencial de una
corriente lateral. También puede usarse cultivo discontinuo repetido tal como se describié previamente para la
produccién de acetato por Moorella (Sakai et al., J Biosci. Bioeng, 99:252-258 (2005)). También pueden usarse otros
métodos diversos (Bredwell et al., Biotechnol Prog., 15:834-844 (1999); Datar et al., Biotechnol Bioeng, 86:587-594
(2004)). Puede someterse a prueba la optimizacién adicional tal como sobrepresién a 1,5 atm para mejorar la
transferencia masica (Najafpour et al., Enzyme and Microbian Technology, 38[1-2], 223-228 (2006)).

Una vez que se logra un rendimiento satisfactorio usando H,/CO puro como alimentacion, se generan mezclas de
gas de sintesis que contienen inhibidores que es probable que estén presentes en gas de sintesis comercial. Por
ejemplo, un perfil de impurezas tipico es el 4,5% de CHa, el 0,1% de C;H>, el 0,35% de C,Hs, el 1,4% de CzH4, y 150
ppm de éxido nitrico (Datar et al., Biotechnol Bioeng, 86:587-594 (2004)). Se afiaden alquitranes, representados por
compuestos tales como benceno, tolueno, etilbenceno, p-xileno, o-xileno y naftaleno, a niveles de ppm para someter
a prueba cualquier efecto sobre la produccion. Por ejemplo, se ha mostrado que 40 ppm de NO es inhibidor para C.
carboxidivorans (Ahmed et al., Biotechnol Bioeng, 97:1080-1086 (2007)). Se someten a prueba cultivos en matraces
de agitacién antes de pasarse a un fermentador. Ademas, se someten a prueba diferentes niveles de estos posibles
compuestos inhibidores para cuantificar el efecto que tienen sobre el crecimiento celular. Este conocimiento se usa
para desarrollar especificaciones para la pureza del gas de sintesis, que se utilizan para estudios y la produccion
con aumento de escala. Si se encuentra que cualquier componente particular es dificil de disminuir o retirar del gas
de sintesis usado para la ampliacion a escala, se utiliza un procedimiento de evolucion adaptativa para adaptar
células para que toleren una o mas impurezas.

Los avances en el campo de la modificacion mediante ingenieria de proteinas hacen que sea factible alterar
cualquiera de las enzimas divulgadas en el presente documento para que actien eficazmente sobre sustratos que
se sabe que no son naturales para las mismas. A continuacion hay varios ejemplos de enzimas de amplia
especificidad de diversas clases de interés y métodos que se han usado para hacer evolucionar tales enzimas para
gue actuen sobre sustratos no naturales.

Una clase de enzimas en las rutas divulgadas en el presente documento son las oxidorreductasas que
interconvierten cetonas o aldehidos en alcoholes (1.1.1). Las enzimas en esta clase pueden operar sobre una amplia
gama de sustratos. Se mostr6 que una alcohol deshidrogenasa (1.1.1.1) purificada de la bacteria del suelo
Brevibacterium sp KU 1309 (Hirano et al., J. Biosci. Bioeng. 100:318-322 (2005)) opera sobre una pluralidad de
alcoholes alifaticos asi como aromaticos con altas actividades. La tabla 33 muestra la actividad de la enzima y su Kn,
con diferentes alcoholes. La enzima es reversible y tiene actividad muy alta sobre varios aldehidos también tal como
se muestra en la tabla 34.
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Tabla 33

SUSTRATO ACTIVIDAD RELATIVA Km

(%) (MM)
2-Feniletanol 100 0,025
(S)-2-Fenilpropanol 156 0,157
(R)-2-Fenilpropanol 63 0,020
Alcohol bencilico 199 0,012
3-Fenilpropanol 135 0,033
Etanol 76
1-Butanol 111
1-Octanol 101
1-Dodecanol 68
1-Feniletanol 46
2-Propanol 54

En esta tabla, se tom¢ la actividad de 2-feniletanol, correspondiente a 19,2 U/mg, como el 100%.

Tabla 34
SUSTRATO ACTIVIDAD RELATIVA Km
(%) (MM)
Fenilacetaldehido 100 0,261
2-Fenilpropionaldehido 188 0,864
1-Octilaldehido 87
Acetofenona 0

La lactato deshidrogenasa (1.1.1.27) de Ralstonia eutropha es otra enzima que se ha demostrado que tiene altas
actividades sobre varios 2-oxoacidos tales como 2-oxobutirato, 2-oxopentanoato y 2-oxoglutarato (un compuesto C5
analogo a 2-oxoadipato) (Steinbuchel et al., citado anteriormente). La columna 2 de la tabla 35 demuestra las
actividades de IdhA de R. eutropha (anteriormente A. eutrophus) sobre diferente sustratos (Steinbuchel et al., citado
anteriormente).

Tabla 35
Sustrato Actividad de
L(#H)- L(+)- D(-)-
lactato deshidrogenasa lactato deshidrogenasa lactato deshidrogenasa
de A. eustrophus de musculo de conejo de L. leischmanii
%
Glioxilato 8,7 23,9 5,0
Piruvato 100,0 100,0 100,0
2-Oxobutirato 107,0 18,6 1,1
2-Oxovalerato 125,0 0,7 0,0
3-Metil-2- 28,5 0,0 0,0
oxobutirato
3-Metil-2- 53 0,0 0,0
oxovalerato
4-Metil-2- 39,0 1,4 1,1
oxopentanoato
Oxaloacetato 0,0 33,1 23,1
2-Oxoglutarato 79,6 0,0 0,0
3-Fluoropiruvato 33,6 74,3 40,0

Se ha mostrado que las oxidorreductasas que pueden convertir 2-oxoacidos en sus homologos de acil-CoA (1.2.1)
aceptan también multiples sustratos. Por ejemplo, el complejo de 2-ceto-acido deshidrogenasa de cadena ramificada
(BCKAD), también conocido como 2-oxoisovalerato deshidrogenasa (1.2.1.25), participa en rutas de degradacion de
aminoacidos de cadena ramificada, que convierten derivados de 2-cetoacidos de valina, leucina e isoleucina en sus
derivados de acil-CoA y CO,. En algunos organismos incluyendo Rattus norvegicus (Paxton et al., Biochem. J.
234:295-303 (1986)) y Saccharomyces cerevisiae (Sinclair et al., Biochem. Mol. Biol. Int. 31:911-922 (1993)), se ha
mostrado que este complejo tiene una amplia variedad de sustrato que incluye oxo-acidos lineales tales como 2-
oxobutanoato y alfa-cetoglutarato, ademas de los precursores de aminoacidos de cadena ramificada.
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Se ha notificado que los miembros de aun otra clase de enzimas, concretamente aminotransferasas (2.6.1), actian
sobre mudltiples sustratos. Se ha identificado la aspartato aminotransferasa (aspAT) de Pyrococcus fursious,
expresada en E. coli y se ha caracterizado la proteina recombinante para demostrar que la enzima tiene las mayores
actividades hacia aspartato y alfa-cetoglutarato pero actividades menores, aunque significativas hacia alanina,
glutamato y los aminoacidos aromaticos (Ward et al., Archea. 1:133-141 (2002)). En otro caso, se notificé que una
aminotransferasa identificada a partir de Leishmania mexicana y expresada en E. coli (Vernal et al., FEMS Microbiol.
Lett. 229:217-222 (2003)) que tiene una amplia especificidad de sustrato hacia tirosina (actividad considerada el
100% sobre tirosina), fenilalanina (90%), triptéfano (85%), aspartato (30%), leucina (25%) y metionina (25%)
respectivamente (Vernal et al., Mol. Biochem. Parasitol. 96:83-92 (1998)). Se ha notificado una amplia especificidad
similar para una tirosina aminotransferasa de Trypanosoma cruzi, aunque ambas de estas enzimas tienen una
homologia de secuencia de sélo el 6%. Obsérvese que esta Ultima enzima puede aceptar leucina, metionina asi
como tirosina, fenilalanina, triptéfano y alanina como donadores de amino eficaces (Nowicki et al., Biochim. Biophys.
Acta 1546: 268-281 (2001)).

En contraposicion a estos ejemplos en los que las enzimas tienen de manera natural amplias especificidades de
sustrato, se han modificado numerosas enzimas usando evolucion dirigida para ampliar su especificidad hacia sus
sustratos no naturales. Alternativamente, también se ha cambiado la preferencia de sustrato de una enzima usando
evolucion dirigida. Por ejemplo, se ha notificado que se mejord significativamente la enantioselectividad de una
lipasa de Pseudomonas aeruginosa. Esta enzima hidroliz6 2-metildecanoato de p-nitrofenilo con sélo el 2% de
exceso enantiomérico (e.e.) a favor del (S)-acido. Sin embargo, tras cuatro tandas sucesivas de mutagénesis
propensa a error y seleccion, se produjo una variante que catalizaba la reaccién requerida con el 81% de e.e. (Reetz
et al., Angew. Chem. Int. Ed Engl. 36:2830-2832 (1997)).

Los métodos de evolucion dirigida han hecho posible la modificacion de una enzima para que funcione sobre una
serie de sustratos no naturales. La especificidad de sustrato de la lipasa en P. aeruginosa se amplié mediante
aleatorizacion de residuos de aminoacido cerca del sitio activo. Esto estuvo seguido por la aceptacion de ésteres de
acidos carboxilicos alfa-sustituidos por esta enzima (Reetz et al., Angew. Chem. Int. Ed Engl. 44:4192-4196 (2005)).
En otro intento satisfactorio se emple6 intercambio de ADN para crear una aminotransferasa de Escherichia coli que
aceptaba sustratos pB-ramificados, que se aceptaban escasamente por la enzima de tipo natural (Yano et al., Pro.
Natl. Acad. Sci. U. S. A 95:5511-5515 (1998)). Especificamente, al final de cuatro tandas de intercambio, la actividad
de aspartato aminotransferasa para valina y 2-oxovalina aumenté en hasta cinco 6rdenes de magnitud, mientras que
disminuyé la actividad hacia el sustrato natural, aspartato, en hasta 30 veces. Recientemente, se usé un algoritmo
para disefiar una retro-aldolasa que pudo usarse para catalizar la escisién de enlaces carbono-carbono en un
sustrato no natural y no biolégico, 4-hidroxi-4-(6-metoxi-2-naftil)-2-butanona. Estos algoritmos usaron diferentes
combinaciones de cuatro motivos cataliticos diferentes para disefiar nuevas enzimas y 20 de los disefios
seleccionados para la caracterizacion experimental tuvieron velocidades mejoradas cuatro veces con respecto a la
reaccion no catalizada (Jiang et al., Science 319:1387-1391 (2008)). Por tanto, no s6lo son capaces estos enfoques
de modificacion mediante ingenieria de expandir la serie de sustratos sobre los que puede actuar una enzima, sino
que permite el disefio y la construccion de enzimas muy eficaces. Por ejemplo, se notific6 que un método de
intercambio de ADN (quimeragénesis al azar con moldes transitorios 0 RACHITT) conducia a una monooxigenasa
modificada mediante ingenieria que tenia una velocidad de desulfuracion mejorada con sustratos complejos asi
como una conversién 20 veces mas rapida de un sustrato no natural (Coco et al. Nat. Biotechnol. 19:354-359
(2001)). De manera similar, la actividad especifica de una enzima triosafosfato isomerasa mutante lenta se mejoro
hasta 19 veces desde 1,3 veces (Hermes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 87:696-700 (1990)). Esta potenciacion
de la actividad especifica se logré usando mutagénesis al azar a lo largo de toda la longitud de la proteina y la
mejora podria remontarse a mutaciones en seis residuos de aminocido.

También se ha demostrado la eficacia de los enfoques de modificacién mediante ingenieria de proteinas para alterar
la especificidad de sustrato de una enzima por un sustrato deseado. Se modificé isopropilmalato deshidrogenasa de
Thermus thermophilus cambiando residuos cerca del sitio activo de modo que podia actuar ahora sobre malato y D-
lactato como sustratos (Fujita et al., Biosci. Biotechnol Biochem. 65:2695-2700 (2001)). En este estudio asi como en
otros, se destacd que podian modificarse uno o unos pocos residuos para alterar la especificidad de sustrato. Un
caso concreto es la dihidroflavonol 4-reductasa para la que se cambié un solo aminoacido en la supuesta region de
unién a sustrato que pudo reducir preferentemente dihidrokaempferol (Johnson et al., Plant J. 25:325-333 (2001)).
La especificidad de sustrato de una isocitrato deshidrogenasa muy especifica de Escherichia coli se cambié de
isocitrato a isopropilmalato cambiando un residuo en el sitio activo (Doyle et al., Biochemistry 40:4234-4241 (2001)).
De igual modo se alterd la especificidad de cofactor de una 1,5-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa dependiente
de NAD" a NADP* cambiando unos pocos residuos cerca del extremo N-terminal (Cho et al., Arch. Biochem.
Biophys. 419:139-146 (2003)). Se usaron analisis de secuencia y analisis mediante modelado molecular para
identificar los residuos clave para la modificacién, que se estudiaron adicionalmente mediante mutagénesis dirigida
al sitio.

Se hizo evolucionar una fucosidasa a partir de una galactosidasa en E. coli mediante intercambio de ADN y examen
(Zhang et al., Proc Natl Acid Sci U.S.A. 94:4504-4509 (1997)). De manera similar se convirti6 aspartato
aminotransferasa de E. coli en una tirosina aminotransferasa usando modelado de homologia y mutagénesis dirigida
al sitio (Onuffer et al., Protein Sci. 4:1750-1757 (1995)). Se notifica que la mutagénesis dirigida al sitio de dos
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residuos en el sitio activo de benzoilformiato descarboxilasa de P. putida alter6 la afinidad (Km) hacia sustratos
naturales y no naturales (Siegert et al., Protein Eng Des Sel 18:345-357 (2005)). Se sometié la citocromo ¢
peroxidasa (CCP) de Saccharomyces cerevisiae a evolucion molecular dirigida para generar mutantes con actividad
aumentada frente al sustrato clasico de peroxidasa, guayacol, cambiando asi la especificidad de sustrato de CCP,
de la proteina citocromo c a una molécula organica pequefia. Tras tres rondas de intercambio de ADN y examen, se
aislaron mutantes que presentaban una actividad aumentada 300 veces frente a guayacol y una especificidad
aumentada hasta 1000 veces para este sustrato con respecto a aquella para el sustrato natural (Iffland et al.,
Biochemistry 39:10790-10798 (2000)).

En algunos casos se han obtenido enzimas con preferencias de sustrato diferentes de ambas enzimas parentales.
Por ejemplo, se mejoré la degradacion mediada por bifenil dioxigenasa de bifenilos policlorados mediante
intercambio de genes de dos bacterias, Pseudomonas pseudoalcaligens y Burkholderia cepacia (Kumamaru et al.,
Nat. Biotechnol 16, 663-666 (1998)). Las bifenil oxigenasas quiméricas resultantes mostraron preferencias de
sustrato diferentes de ambas enzimas parentales y potenciaron la actividad de degradacion hacia compuestos de
bifenilo relacionados e hidrocarburos de anillos arométicos individuales tales como tolueno y benceno que eran
originalmente malos sustratos para la enzima.

No sélo es posible cambiar la especificidad de enzima sino también potenciar las actividades sobre aquellos
sustratos sobre los que las enzimas tienen de manera natural bajas actividades. Un estudio demostré que la
aminoacido racemasa de P. putida que tenia amplia especificidad de sustrato (sobre lisina, arginina, alanina, serina,
metionina, cisteina, leucina e histidina, entre otros) pero baja actividad hacia triptéfano podia mejorarse
significativamente mediante mutagénesis al azar (Kino et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 73:1299-1305 (2007)). De
manera similar se modificé el sitio activo del BCKAD bovino por ingenieria para favorecer el sustrato alternativo
acetil-CoA (Meng et al. Biochemistry 33:12879-12885 (1994)). Un aspecto interesante de estos enfoques es que
aunque se han aplicado métodos al azar para generar estas enzimas mutadas con actividades eficaces pueden
identificarse las mutaciones o los cambios estructurales exactos que confieren la mejora en la actividad. Por
ejemplo, en el estudio mencionado anteriormente, pudo rastrearse el origen de las mutaciones que facilitaron la
actividad mejorada sobre triptéfano a dos posiciones diferentes.

También se ha usado evolucién dirigida para expresar proteinas que son dificiles de expresar. Por ejemplo,
sometiendo la peroxidasa del rabano a mutagénesis al azar y recombinaciéon génica, pudieron extraerse mutantes
gue tenian mas de 14 veces la actividad del tipo natural (Lin et al., Biotechnol. Prog. 15:467-471 (1999)).

Un ejemplo final de evolucion dirigida muestra las extensas modificaciones a las que puede someterse una enzima
para lograr una gama de funciones deseadas. Se sometié la enzima, lactato deshidrogenasa de Bacillus
stearothermophilus, a mutagénesis dirigida al sitio, y se realizaron tres sustituciones de aminoacido en sitios que se
indic6 que determinaban la especificidad hacia diferentes hidroxiacidos (Clarke et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 148:15-23 (1987)). Tras estas mutaciones la especificidad para oxaloacetato con respecto a piruvato se
aumentd hasta 500 en contraposicién con la enzima de tipo natural que tenia una especificidad catalitica para
piruvato con respecto a oxaloacetato de 1000. Se modificé adicionalmente esta enzima por ingenieria usando
mutagénesis dirigida al sitio para tener actividad hacia piruvatos sustituidos en la cadena ramificada (Wilks et al.,
Biochemistry 29:8587-8591 (1990)). Especificamente, la enzima tenia una mejora de 55 veces en K¢y para alfa-
cetoisocaproato. Se realizaron tres modificaciones estructurales en la misma enzima para cambiar su especificidad
de sustrato de lactato a malato. La enzima era altamente activa y especifica hacia malato (Wilks et al., Science
242:1541-1544 (1988)). Posteriormente se modificd por ingenieria la misma enzima de B. stearothermophilus para
tener alta actividad catalitica hacia alfa-ceto-acidos con cadenas laterales con carga positiva, tales como aquellos
gue contienen grupos amonio (Hogan et al., Biochemistry 34:4225-4230 (1995)). Mutantes con aminoacidos acidos
introducidos en la posicion 102 de la enzima favorecieron la unién de tales grupos amonio de cadena lateral. Los
resultados obtenidos demostraron que los mutantes mostraban mejoras de hasta 25 veces en los valores de Kca/Km
para sustratos de omega-amino-alfa-ceto-acidos. También se modificd estructuralmente esta enzima para funcionar
como fenil-lactato deshidrogenasa en lugar de una lactato deshidrogenasa (Wilks et al., Biochemistry 31:7802-7806
(1992)). Se introdujeron sitios de restriccion en el gen para la enzima que permitieron escindir una region del gen.
Esta region codificaba para un bucle en superficie mévil de polipéptido (residuos 98-110) que normalmente sella la
vacuola del sitio activo frente a la masa de disolvente y es un determinante principal de la especificidad de sustrato.
Se insertaron bucles de longitud y secuencia variables en el gen cortado y se usaron para sintetizar hidroxiacido
deshidrogenasas con especificidades de sustrato alteradas. Con una construccién de bucle mas largo, la actividad
con piruvato se redujo un millén de veces pero la actividad con fenilpiruvato permanecio en gran medida sin alterar.
Se logré un cambio en la especificidad (kca/Km) de 390.000 veces. La selectividad 1700:1 de esta enzima por
fenilpiruvato con respecto a piruvato es la requerida en una fenil-lactato deshidrogenasa.

Tal como se indic6 anteriormente, la evolucion dirigida es un potente enfoque que implica la introduccion de
mutaciones dirigidas a un gen especifico con el fin de mejorar y/o alterar las propiedades de una enzima. Pueden
identificarse enzimas mejoradas y/o alteradas a través del desarrollo e implementacién de ensayos de examen
sensibles de alto rendimiento que permiten el examen automatizado de muchas variantes enzimaticas (por ejemplo,
>1O4). Normalmente se realizan rondas iterativas de mutagénesis y examen para proporcionar una enzima con
propiedades optimizadas. También se han desarrollado algoritmos computacionales que pueden ayudar a identificar
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areas del gen para la mutagénesis y pueden reducir significativamente el nUmero de variantes enzimaticas que se
necesita generar y examinatr.

Se han desarrollado numerosas tecnologias de evolucion dirigida (para revisiones, véase Hibbert, G. G., F. Baganz,
H. C. Hailes, J. M. Ward, G. J. Lye, J. M. Woodley, y P. A. Dalby, 2005, Directed evolution of biocatalytic processes.
Biomol. Eng 22:11-19; Huisman, G. W. y J. J. Lalonde, 2007, Enzyme evolution for chemical process applications,
pags. 717-742. En R. N. Patel (ed.), Biocatalysis in the pharmaceutical and biotechnology industries. CRC Press;
Otten, L. G. y W. J. Quax. 2005. Directed evolution: selecting today’s biocatalysts. Biomol. Eng 22:1-9; y Sen, S., D.
Venkata, V, y B. Mandal, 2007, Developments in directed evolution for improving enzyme functions. Appl Biochem.
Biotechnol 143:212-223) para ser eficaces en la creacién de diversas bibliotecas de variantes y estos métodos se
han aplicado satisfactoriamente a la mejora de una amplia gama de propiedades en muchas clases de enzimas

Las caracteristicas enzimaticas que se han mejorado y/o alterado mediante tecnologias de evolucion dirigida
incluyen, por ejemplo, selectividad/especificidad (para la conversion de sustratos no naturales; estabilidad frente a la
temperatura - para un procesamiento robusto a alta temperatura; estabilidad frente al pH - para el bioprocesamiento
en condiciones de pH menor o mayor; tolerancia a sustrato o producto - de modo que pueden lograrse altos titulos
de producto; unién (Ky) - amplia la union a sustrato para incluir sustratos no naturales; inhibicién (K;) - para eliminar
la inhibicién mediante productos, sustratos, o productos intermedios clave; actividad (kcar) - aumenta las velocidades
de reaccion enzimatica para lograr el flujo deseado; niveles de expresion - aumenta los rendimientos de proteina y el
flujo de la ruta global; estabilidad frente al oxigeno - para el funcionamiento de enzimas sensibles al aire en
condiciones aerobias; y actividad anaerobia - para el funcionamiento de una enzima aerobia en ausencia de
oxigeno.

Los siguientes métodos a modo de ejemplo se han desarrollado para la mutagénesis y diversificacion de genes para
obtener las propiedades deseadas seleccionadas como diana de enzimas especificas. Cualquiera de ellos puede
usarse para alterar/optimizar la actividad de una enzima descarboxilasa.

EpPCR (Pritchard, L., D. Corne, D. Kell, J. Rowland, y M. Winson, 2005, A general model of error-prone PCR. J
Theor. Biol 234:497-509) introduce mutaciones puntuales al azar mediante la reduccién de la fidelidad de ADN
polimerasa en reacciones de PCR mediante la adicion de iones Mn®*, mediante desplazamiento de las
concentraciones de dNTP, o mediante otras variaciones de las condiciones. El procedimiento de clonacién de cinco
etapas para confinar la mutagénesis al gen de interés diana implica: 1) amplificacion mediante PCR propensa a error
del gen de interés; 2) digestion con enzima de restriccion; 3) purificacion en gel del fragmento de ADN deseado; 4)
ligaciéon en un vector; 5) transformacion de las variantes génicas en un huésped y examen de la biblioteca para
obtener un rendimiento mejorado. Este método puede generar multiples mutaciones en un Gnico gen de manera
simultanea, lo cual puede ser (til. Puede generarse un alto nimero de mutantes mediante EpPCR, de modo que es
atil un ensayo de examen de alto rendimiento o un método de seleccidon (especialmente usando dispositivos
robdticos) para identificar aquellos con caracteristicas deseables.

La amplificacién por circulo rodante propensa a error (epRCA) (Fujii, R., M. Kitaoka, y K. Hayashi, 2004, One-step
random mutagenesis by error-prone rolling circle amplification. Nucleic Acids Res 32:e145; y Fuijii, R., M. Kitaoka, y
K. Hayashi, 2006, Error-prone rolling circle amplification: the simplest random mutagenesis protocol. Nat. Protoc.
1:2493-2497) tiene muchos de los mismos elementos que epPCR excepto porque se usa un plasmido circular
completo como molde y se usan 6-meros aleatorios con uniones tiofosfato resistentes a exonucleasa en los 2
ultimos nucledtidos para amplificar el plasmido seguido por transformacion en células en las que el plasmido vuelve
a hacerse circular en repeticiones en tandem. Ajustar la concentracion de Mn%* puede hacer variar la tasa de
mutacion en cierta medida. Esta técnica usa un método de una etapa, propenso a error, sencillo, para crear una
copia completa del plasmido con 3 - 4 mutaciones/kpb. No se requiere ninguna digestion con enzima de restriccion
ni cebadores especificos. Adicionalmente, este método esta normalmente disponible como kit.

El intercambio de ADN o familia (Stemmer, W. P. 1994, DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: in
vitro recombination for molecular evolution. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 91:10747-10751; y Stemmer, W. P. 1994,
Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling. Nature 370:389-391) normalmente implica la digestién de 2 6
mas genes variantes con nucleasas tales como ADNasa | 0 EndoV para generar una combinacion de fragmentos al
azar que se reensamblan mediante ciclos de apareamiento y extensién en presencia de ADN polimerasa para crear
una biblioteca de genes quiméricos. Los fragmentos se ceban unos a otros y se produce recombinacién cuando una
copia ceba a otra copia (cambio de molde). Este método puede usarse con secuencias de ADN de >1 kpb. Ademas
de recombinantes mutacionales creados mediante reensamblaje de fragmento, este método introduce mutaciones
puntuales en las etapas de extension a una tasa similar a la PCR propensa a error. El método puede usarse para
eliminar mutaciones neutras al azar perjudiciales que pueden conferir antigenicidad.

La extension escalonada (StEP) (Zhao, H., L. Giver, Z. Shao, J. A. Affholter, y F. H. Arnold, 1998, Molecular
evolution by staggered extension process (StEP) in vitro recombination. Nat. Biotechnol 16:258-261) conlleva el
cebado de molde seguido por ciclos repetidos de PCR de 2 etapas con desnaturalizaciéon y una duracion muy corta
de apareamiento/extension (de tan solo 5 s). Los fragmentos en crecimiento se aparean con diferentes moldes y se
extienden adicionalmente, lo cual se repite hasta que se producen secuencias de longitud completa. El cambio de
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moldes significa que la mayoria de los fragmentos resultantes tienen mdltiples fragmentos parentales. Las
combinaciones de polimerasas de baja fidelidad (Tag y Mutazyme) reducen los sesgos propensos a error debido a
espectros mutacionales opuestos.

En la recombinacién por cebado al azar (RPR) se usan cebadores con secuencia al azar para generar muchos
fragmentos de ADN cortos complementarios a diferentes segmentos del molde. (Shao, Z., H. Zhao, L. Giver, y F. H.
Arnold, 1998, Random-priming in vitro recombination: an effective tool for directed evolution. Nucleic Acids Res
26:681-683). La incorporacion errénea de bases y el cebado erréneo mediante epPCR proporcionan mutaciones
puntuales. Los fragmentos de ADN cortos se ceban unos a otros basandose en homologia y se recombinan y se
ensamblan para dar longitud completa mediante termociclado repetido. La eliminacién de moldes antes de esta
etapa garantiza pocos recombinantes parentales. Este método, como muchos otros, puede realizarse a lo largo de
multiples iteraciones para hacer evolucionar distintas propiedades. Esta tecnologia evita el sesgo de secuencia, es
independiente de la longitud del gen, y requiere muy poco ADN parental para la aplicacion.

En la recombinacion de heterodiplex se usa ADN de plasmido linealizado para formar heterodiplex que se reparan
mediante reparacion con emparejamiento erroneo. (Volkov, A. A., Z. Shao, y F. H. Arnold. 1999. Recombination and
chimeragenesis by in vitro heteroduplex formation and in vivo repair. Nucleic Acids Res 27:e18; y Volkov, A. A., Z.
Shao, y F. H. Arnold. 2000. Random chimeragenesis by heteroduplex recombination. Methods Enzymol. 328:456-
463). La etapa de reparacion con emparejamiento erroneo es al menos algo mutagénica. Los heterodiplex se
transforman més eficazmente que homoduplex lineales. Este método es adecuado para genes grandes y operones
completos.

La quimeragénesis al azar con moldes transitorios (RACHITT) (Coco, W. M., W. E. Levinson, M. J. Crist, H. J.
Hektor, A. Darzins, P. T. Pienkos, C. H. Squires, y D. J. Monticello, 2001, DNA shuffling method for generating highly
recombined genes and evolved enzymes. Nat. Biotechnol 19:354-359) emplea fragmentacion con ADNasa | y
fraccionamiento por tamafios de ADNmc. Se hibridan fragmentos homologos en ausencia de polimerasa para dar un
andamiaje de ADNmc complementario. Todos los extremos de fragmentos sin hibridar solapantes se cortan
mediante una exonucleasa. Se rellenan huecos entre fragmentos, y después se ligan para dar una combinacién de
diversas cadenas de longitud completa hibridadas con el andamiaje (que contiene U para excluir amplificacién).
Después se destruye el andamiaje y se sustituye por una nueva cadena complementaria a la cadena diversa
mediante amplificacion por PCR. El método implica una cadena (andamiaje) que es de tan so6lo una secuencia
parental mientras que los fragmentos de cebado se derivan de otros genes frente a los que se selecciona el
andamiaje parental. Por tanto, no se produce ningin nuevo apareamiento con fragmentos parentales. Los
fragmentos solapantes se cortan con una exonucleasa. Por lo demas, esto es conceptualmente similar al
intercambio de ADN y StEP. Por tanto, no debe haber secuencias hermanas, pocas secuencias inactivas, y ninguna
secuencia parental sin someterse a intercambio. Esta técnica tiene ventajas en cuanto a que se crean pocos 0
ningun gen parental y pueden obtenerse como resultado muchos mas cruces con respecto al intercambio de ADN
convencional.

La extension recombinada con moldes truncados (RETT) conlleva cambio de molde de cadenas de cebadores que
crecen de manera unidireccional en presencia de fragmentos de ADNmc unidireccional usados como combinacion
de moldes. (Lee, S. H., E. J. Ryu, M. J. Kang, E.-S. Wang, Z. C. Y. Piao, K. J. J. Jung, e Y. Shin, 2003, A new
approach to directed gene evolution by recombined extension on truncated templates (RETT). J. Molec. Catalysis
26:119-129). No se usa ninguna ADN endonucleasa. Se produce ADNmc unidireccional mediante ADN polimerasa
con cebadores al azar o delecion en serie con exonucleasa. Los ADNmc unidireccionales sé6lo son moldes y no
cebadores. El cebado al azar y las exonucleasas no introducen sesgo de secuencia como sucede con la escision
enzimatica de intercambio de ADN/RACHITT. RETT puede ser mas facil de optimizar que StEP porque usa
condiciones de PCR normales en lugar de extensiones muy cortas. Se produce recombinacién como componente de
las etapas de PCR, sin intercambio directo. Este método también puede ser mas aleatorio que StEP debido a la
ausencia de pausas.

En el intercambio de genes con oligonucledtidos degenerados (DOGS), se usan cebadores degenerados para
controlar la recombinacién entre moléculas; (Bergquist, P. L. y M. D. Gibbs, 2007, Degenerate oligonucleotide gene
shuffling. Methods Mol. Biol 352:191-204; Bergquist, P. L., R. A. Reeves, y M. D. Gibbs, 2005, Degenerate
oligonucleotide gene shuffling (DOGS) and random drift mutagenesis (RNDM): two complementary techniques for
enzyme evolution. Biomol. Eng 22:63-72; Gibbs, M. D., K. M. Nevalainen, y P. L. Bergquist, 2001, Degenerate
oligonucleotide gene shuffling (DOGS): a method for enhancing the frequency of recombination with family shuffling.
Gene 271:13-20), esto se puede usar para controlar la tendencia de otros métodos tales como intercambio de ADN
para regenerar genes parentales. Este método puede combinarse con la mutagénesis al azar (epPCR) de
segmentos génicos seleccionados. Puede ser un buen método para bloquear la reformacion de secuencias
parentales. No se necesitan endonucleasas. Ajustando las concentraciones de entrada de segmentos producidos,
puede crearse sesgo hacia una estructura principal deseada. Este método permite el intercambio de ADN de
secuencias parentales no relacionadas sin digestion con enzimas de restriccion y permite una eleccion de métodos
de mutagénesis al azar.

El truncamiento incremental para la creacién de enzimas hibridas (ITCHY) crea una biblioteca combinatoria con
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deleciones de 1 par de bases de un gen o fragmento génico de interés. (Ostermeier et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A.
96:3562-3567 (1999); Ostermeier et al., 1999 Nat. Biotechnol. 17:1205-1209 (1999)). Se introducen truncamientos
en sentido opuesto en fragmentos de 2 genes diferentes. Se ligan entre si y se clonan las fusiones. Esta técnica no
requiere homologia entre los 2 genes parentales. Cuando se combina ITCHY con intercambio de ADN, el sistema se
denomina SCRATCHY (véase a continuacion). Una ventaja principal de los dos es que no se necesita homologia
entre genes parentales; por ejemplo, se crearon fusiones funcionales entre un gen de E. coli y uno humano mediante
ITCHY. Cuando se producen bibliotecas de ITCHY se capturan todos los cruces posibles.

El tio-truncamiento incremental para la creacién de enzimas hibridas (TIO-ITCHY) es casi igual que ITCHY excepto
porque se usan dNTP de fosfotioato para generar truncamientos. (Lutz, S., M. Ostermeier, y S. J. Benkovic, 2001,
Rapid generation of incremental truncation libraries for protein engineering using alpha-phosphothioate nucleotides.
Nucleic Acids Res 29:E16). Con respecto a ITCHY, TIO-ITCHY puede ser mas facil de optimizar, proporcionar mas
reproducibilidad y capacidad de ajuste.

SCRATCHY (ITCHY combinado con intercambio de ADN) es una combinacién de intercambio de ADN e ITCHY; por
tanto, permite multiples cruces. (Lutz et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A. 98:11248-11253 (2001)). SCRATCHY
combina las mejores caracteristicas de ITCHY e intercambio de ADN. Pueden usarse predicciones computacionales
en la optimizacion. SCRATCHY es mas eficaz que el intercambio de ADN cuando la identidad de secuencia es
inferior al 80%.

En la mutagénesis por deriva al azar (RNDM) se producen mutaciones mediante epPCR seguido por
examen/seleccion de aquellas que conservan actividad util. (Bergquist et al., Biomol. Eng. 22:63-72 (2005)).
Después, se usan en DOGS para generar recombinantes con fusiones entre multiples mutantes activos o entre
mutantes activos y algunas otras secuencias parentales deseables. Disefiado para fomentar el aislamiento de
mutaciones neutras; su propoésito es examinar para detectar actividad catalitica retenida ya sea esta actividad mayor
0 menor que en el gen original. RNDM puede usarse en ensayos de alto rendimiento cuando el examen es capaz de
detectar actividad por encima del fondo. RNDM se usa como punto de partida para DOGS en la generacion de
diversidad. La técnica impone un requisito para la actividad antes del intercambio u otras etapas posteriores; se
indica que las bibliotecas de deriva neutras dan como resultado mejoras mayores/mas rapidas en la actividad a partir
de bibliotecas mas pequefias. Aunque se publica usando epPCR, también puede aplicarse a otros métodos de
mutagénesis a gran escala.

La mutagénesis por saturacion de secuencia (SeSaM) es un método de mutagénesis al azar que: 1) genera una
combinacion de fragmentos de longitud al azar usando incorporacion al azar de un nucledtido de fosfotioato y
escision; esta combinacion se usa como molde para 2) la extension en presencia de bases “universales” tales como
inosina; 3) la replicacién de un complemento que contiene inosina proporciona incorporacion de bases al azar
incorporacion y, por consiguiente, mutagénesis. (Wong et al., Biotechnol J. 3:74-82 (2008); Wong Nucleic Acids Res
32:e26; Wong et al., Anal. Biochem. 341:187-189 (2005)). Usando esta técnica puede ser posible generar una gran
biblioteca de mutantes en el plazo de 2-3 dias usando métodos sencillos. En gran medida no esta muy dirigida en
comparacion con el sesgo mutacional de ADN polimerasas. Las diferencias en este enfoque hacen que esta técnica
sea complementaria (o alternativa) a epPCR.

En el intercambio sintético se disefian oligonucledtidos solapantes para codificar para “toda la diversidad genética en
dianas” y permitir una diversidad muy alta para la progenie sometida a intercambio. (Ness, et al., Nat. Biotechnol
20:1251-1255 (2002)). En esta técnica pueden disefarse los fragmentos que van a someterse a intercambio. Esto
ayuda a aumentar la diversidad resultante de la progenie. Pueden disefiarse sesgos de secuencias/codones para
producir secuencias relacionadas de manera mas distante que se recombinan a tasas que se aproximan a
secuencias relacionadas mas estrechamente y no se requiere que presenten fisicamente los genes del molde.

La tecnologia de intercambio y escision de nucleotidos NexT aprovecha una combinacion de incorporacion de dUTP
seguido por tratamiento con uracil ADN glicosilasa y después piperidina para realizar fragmentacion de ADN de
punto final. (Muller et al., Nucleic Acids Res 33:e117 (2005)). El gen vuelve a ensamblarse usando extension con
cebadores de PCR internos con polimerasa de correccion de lectura. Los tamafios para el intercambio pueden
controlarse directamente usando proporciones variables de dUPT:dTTP. Esta es una reaccion de punto final que usa
métodos sencillos para la incorporacion de uracilo y la escisién. Con este método pueden usarse otros analogos de
nucledtido tales como 8-oxoguanina. Adicionalmente, la técnica funciona bien con fragmentos muy cortos (86 pb) y
tiene una baja tasa de errores. La escisién quimica de ADN significa muy pocos clones no sometidos a intercambio.

En la recombinacién de proteinas independiente de la homologia de secuencia (SHIPREC) se usa un grupo de
unién para facilitar la fusion entre 2 genes relacionados de manera distante/no relacionados; se usa un tratamiento
con nucleasa para generar una gama de quimeras entre los dos. El resultado es una biblioteca de cruce individual
de estas fusiones. (Sieber, V., C. A. Martinez, y F. H. Arnold. 2001. Libraries of hybrid proteins of distantly related
sequences. Nat. Biotechnol 19:456-460). Esto produce un tipo limitado de intercambios; la mutagénesis es un
procedimiento separado. Esta técnica puede crear una biblioteca de quimeras con fracciones variables de cada uno
de 2 genes parentales no relacionados. No se necesita homologia. Se sometié a prueba SHIPREC con un dominio
de unién a hemo de un CP450 bacteriano fusionado a regiones N-terminales de un CP450 de mamifero; esto
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produjo actividad en mamiferos en una enzima mas soluble.

En la mutagénesis por saturacion de sitio génico (GSSM) los materiales de partida son un plasmido de ADNbc
superenrollado con insercién y 2 cebadores degenerados en el sitio deseado para mutaciones. (Kretz, K. A., T. H.
Richardson, K. A. Gray, D. E. Robertson, X. Tan, y J. M. Short, 2004, Gene site saturation mutagenesis: a
comprehensive mutagenesis approach. Methods Enzymol. 388:3-11). Los cebadores portan la mutacion de interés y
se aparean con la misma secuencia en cadenas opuestas de ADN; mutacién en el centro del cebador y
~20 nucledtidos de secuencia correcta que flanquean a cada lado. La secuencia en el cebador es NNN o NNK
(codificante) y MNN (no codificante) (N =las 4, K=G, T, M = A, C). Tras la extension, se usa Dpnl para digerir ADN
metilado mediante dam para eliminar el molde de tipo natural. Esta técnica explora todas las posibles sustituciones
de aminoéacido en un locus dado (es decir, un codon). La técnica facilita la generacién de todos los posibles
remplazos en un sitio sin codones sin sentido y una representacion igual o casi igual de los alelos mas posibles. No
requiere conocimiento previo de la estructura, mecanismo o dominios de la enzima diana. Si va seguida por
intercambio o reensamblaje génico, esta tecnologia crea una biblioteca diversa de recombinantes que contiene
todas las posibles combinaciones de mutaciones aceleradoras de sitio individual. La utilidad de esta combinacion de
tecnologias se ha demostrado para la evolucion satisfactoria de méas de 50 enzimas diferentes, y también para mas
de una propiedad en una enzima dada.

La mutagénesis de casete combinatorio (CCM) implica el uso de casetes oligonucleotidicos cortos para sustituir a
regiones limitadas con un gran numero de alteraciones de secuencia de aminodcidos posibles. (Reidhaar-Olson, J.
F., J. U. Bowie, R. M. Breyer, J. C. Hu, K. L. Knight, W. A. Lim, M. C. Mossing, D. A. Parsell, K. R. Shoemaker, y R.
T. Sauer, 1991, Random mutagenesis of protein sequences using oligonucleotide cassettes. Methods Enzymol.
208:564-586; y Reidhaar-Olson, J. F. y R. T. Sauer, 1988, Combinatorial cassette mutagenesis as a probe of the
informational content of protein sequences. Science 241:53-57). Son posibles sustituciones simultaneas en 2 6 3
sitios usando esta técnica. Adicionalmente, el método somete a prueba una gran multiplicidad de posibles cambios
de secuencia en un intervalo limitado de sitios. Se ha usado para explorar el contenido de informacién del dominio
de unién a ADN de represor lambda.

La mutagénesis de casete multiple combinatoria (CMCM) es esencialmente similar a CCM excepto porque se
emplea como parte de un programa mas grande: 1) uso de epPCR a alta tasa de mutacién para 2) identificar puntos
calientes y regiones calientes y después 3) extensién mediante CMCM para cubrir una region definida de espacio de
secuencia de proteina. (Reetz, M. T., S. Wilensek, D. Zha, y K. E. Jaeger, 2001, Directed Evolution of an
Enantioselective Enzyme through Combinatorial Multiple-Cassette Mutagenesis. Angew. Chem. Int. Ed Engl.
40:3589-3591). Como con CCM, este método puede someter a prueba practicamente todas las alteraciones posibles
a lo largo de una region diana. Si se usa junto con métodos para crear mutaciones al azar y genes sometidos a
intercambio, proporciona un medio excelente de generacion de proteinas diversas sometidas a intercambio. Este
enfoque fue satisfactorio para aumentar, en 51 veces, la enantioselectividad de una enzima.

En la técnica de cepas mutantes plasmidos mutantes ts condicionales permiten aumentos de 20 a 4000 veces en la
frecuencia de mutacion al azar y natural durante la seleccion y bloquear la acumulacion de mutaciones perjudiciales
cuando no se requiere seleccion. (Selifonova, O., F. Valle, y V. Schellenberger, 2001, Rapid evolution of novel traits
in microorganisms. Appl Environ Microbiol 67:3645-3649). Esta tecnologia se basa en un gen mutD5 derivado de
plasmido, que codifica para una subunidad mutante de ADN polimerasa Ill. Esta subunidad se une a ADN
polimerasa Ill endégena y pone en peligro la capacidad de correccion de lectura de polimerasa Ill en cualquiera de
las cepas que alojan el plasmido. Se produce un amplio espectro de sustituciones de bases y mutaciones del marco
de lectura. Con el fin de usarse eficazmente, el plasmido mutante debe eliminarse una vez obtenido el fenotipo
deseado; esto se logra a través de un origen de replicacion sensible a la temperatura, que permite el curado del
plasmido a 41°C. Debe indicarse que se han explorado cepas mutantes desde hace bastante tiempo (por ejemplo,
véase Winter y colaboradores, 1996, J. Mol. Biol. 260, 359-3680). En esta técnica se observan tasas de mutacién
espontanea muy altas. La propiedad condicional minimiza las mutaciones de fondo no deseadas. Esta tecnologia
puede combinarse con evolucion adaptativa para potenciar las tasas de mutagénesis y lograr mas rapidamente
fenotipos deseados.

La mutagénesis revisada (LTM) es un método de mutagénesis multidimensional que evalla y optimiza las
mutaciones combinatorias de aminoacidos seleccionados. (Rajpal, A., N. Beyaz, L. Haber, G. Cappuccilli, H. Yee, R.
R. Bhatt, T. Takeuchi, R. A. Lerner, y R. Crea, 2005, A general method for greatly improving the affinity of antibodies
using combinatorial libraries. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 102:8466-8471). En lugar de saturar cada sitio con todos los
cambios de aminoéacido posibles, se elige un conjunto de 9 para cubrir la gama de quimica del grupo R de
aminoacidos. Menos cambios por sitio permiten someter multiples sitios a este tipo de mutagénesis. Se ha logrado
un aumento de >800 veces en la afinidad de unién para un anticuerpo de nanomolar bajo a picomolar a través de
este método. Este es un enfoque racional para minimizar el nimero de combinaciones al azar y debe aumentar la
capacidad para encontrar rasgos mejorados reduciendo enormemente los numeros de clones que deben
examinarse. Se ha aplicado a la modificacion por ingenieria de anticuerpos, especificamente para aumentar la
afinidad de unién y/o reducir la disociacién. La técnica puede combinarse o0 bhien con examenes o hien con
selecciones.
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El reensamblaje génico es un método de intercambio de ADN que puede aplicarse a multiples genes en un momento
0 para crear una gran biblioteca de quimeras (multiples mutaciones) de un Unico gen (en la World Wide Web en
www.verenium.com/Pages/Technology/EnzymeTech/TechEnzyTGR.html). Normalmente esta tecnologia se usa en
combinacion con examen de ultra-alto rendimiento para consultar el espacio de secuencia representado para
detectar mejoras deseadas. Esta técnica permite mdltiple recombinacion génica independientemente de la
homologia. El nimero y la posicion exactos de acontecimientos de cruce pueden predeterminarse usando
fragmentos disefiados mediante analisis bioinformatico. Esta tecnologia conduce a un nivel muy alto de diversidad
practicamente sin reformacion del gen parental y un nivel bajo de genes inactivos. En combinacién con GSSM, pude
someterse a prueba una gran gama de mutaciones para detectar actividad mejorada. EI método permite la
“combinacién” y el “ajuste fino” de intercambio de ADN, por ejemplo puede optimizarse el uso de codones.

La automatizacion del disefio de proteinas in silico PDA es un algoritmo de optimizacion que ancla la estructura
principal de proteina estructuralmente definida que presenta un plegamiento particular, y busca en el espacio de
secuencia sustituciones de aminoacido que pueden estabilizar el plegamiento y la energia global de la proteina.
(Hayes, R. J., J. Bentzien, M. L. Ary, M. Y. Hwang, J. M. Jacinto, J. Vielmetter, A. Kundu, y B. I. Dahiyat, 2002,
Combining computational and experimental screening for rapid optimization of protein properties. Proc Natl Acad Sci
U.S.A. 99:15926-15931). Esta tecnologia permite predicciones de entropia basadas en la estructura in silico con el
fin de buscar tolerancia estructural frente a variaciones de aminoacidos de proteinas. Se aplica mecanica estadistica
para calcular interacciones de acoplamiento en cada posicién (la tolerancia estructural frente a sustitucion de
aminoéacido es una medida del acoplamiento). En dltima instancia, esta tecnologia esta disefiada para proporcionar
modificaciones deseadas de propiedades de proteinas mientras que se mantiene la integridad de las caracteristicas
estructurales. EI método evalla computacionalmente y permite filtrar un nimero muy grande de variantes de
secuencia posibles (1050). La eleccion de variantes de secuencia para someter a prueba esta relacionada con
predicciones basadas en la termodinamica mas favorable y aparentemente solo la estabilidad o las propiedades que
estan relacionadas con la estabilidad pueden abordarse eficazmente con esta tecnologia. EI método se ha usado
satisfactoriamente en algunas proteinas terapéuticas, especialmente en la modificacion por ingenieria de
inmunoglobulinas. Las predicciones in silico evitan someter a prueba nimeros extraordinariamente grandes de
posibles variantes. Las predicciones basadas en estructuras tridimensionales existentes es méas probable que sean
satisfactorias que las predicciones basadas en estructuras hipotéticas. Esta tecnologia puede predecir y permitir
facilmente el examen dirigido de mdltiples mutaciones simultaneas, algo que no es posible con tecnologias
puramente experimentales debido a los aumentos exponenciales de los nimeros.

La mutagénesis por saturacion iterativa (ISM) implica 1) usar el conocimiento de estructura/funcién para elegir un
sitio probable para la mejora de la enzima. 2) Realizar la mutagénesis por saturacion en el sitio elegido usando
Stratagene QuikChange (u otros medios adecuados). 3) Examinar/seleccionar propiedades deseadas. 4) Con
clon(es) mejorado(s), volver a empezar en otro sitio y seguir repitiendo. (Reetz, M. T. y J. D. Carballeira, 2007,
Iterative saturation mutagenesis (ISM) for rapid directed evolution of functional enzymes. Nat. Protoc. 2:891-903; y
Reetz, M. T., J. D. Carballeira, y A. Vogel, 2006, Iterative saturation mutagenesis on the basis of B factors as a
strategy for increasing protein thermostability. Angew. Chem. Int. Ed Engl. 45:7745-7751). Esta es una metodologia
demostrada que garantiza que se realicen todas las sustituciones posibles en una posicion dada para
examen/seleccion.

Cualquiera de los métodos mencionados anteriormente para mutagénesis puede usarse solo o en cualquier
combinacién. Adicionalmente, puede usarse cualquiera 0 una combinacion de los métodos de evolucion dirigida
junto con técnicas de evolucién adaptativa.

Para generar mejores productores, puede usarse un modelado metabdlico para optimizar las condiciones de
crecimiento. También puede usarse modelado para disefiar las desactivaciones génicas que optimizan
adicionalmente el uso de la ruta (véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente estadounidense US
2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US
2004/0009466, y la patente estadounidense n° 7.127.379). El andlisis de modelado permite predicciones fiables de
los efectos sobre el crecimiento celular del desplazamiento en el metabolismo hacia la producciéon mas eficaz de 1,3-
butanodiol.

Un método computacional para identificar y disefiar alteraciones metabdlicas que favorecen la biosintesis de un
producto deseado es la plataforma computacional OptKnock (Burgard et al., Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003)).
OptKnock es un programa de simulacién y modelado metabdlico que sugiere estrategias de delecion de genes que
dan como resultado microorganismos genéticamente estables que sobreproducen el producto diana.
Especificamente, la plataforma examina el entramado metabdlico y/o bioquimico completo de un microorganismo
con el fin de sugerir manipulaciones genéticas que fuerzan que el producto bioquimico deseado se convierta en un
subproducto obligatorio del crecimiento celular. Al acoplar la produccion de producto bioquimico con el crecimiento
celular a través de deleciones génicas estratégicamente colocadas u otra perturbacion génica funcional, las
presiones de seleccién de crecimiento impuestas sobre las cepas modificadas por ingenieria tras largos periodos de
tiempo en un biorreactor conducen a mejoras en el rendimiento como resultado de la produccién de producto
bioquimico acoplada con el crecimiento obligatoria. Por Ultimo, cuando se construyen deleciones génicas hay una
posibilidad despreciable de que las cepas disefiadas reviertan a sus estados de tipo natural porque los genes

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2593117 T3

seleccionados mediante OptKnock tienen que eliminarse completamente del genoma. Por tanto, esta metodologia
computacional puede o bien usarse para identificar rutas alternativas que conducen a la biosintesis de un producto
deseado o bien usarse en relacion con los organismos microbianos que se producen de manera no natural para la
optimizacion adicional de biosintesis de un producto deseado.

En resumen, OptKnock es un término usado en el presente documento para hacer referencia a un método y sistema
computacional para modelar el metabolismo celular. El programa OptKnock se refiere a una plataforma de modelos
y métodos que incorporan restricciones particulares en modelos de analisis de equilibrio de flujos (FBA). Estas
restricciones incluyen, por ejemplo, informacién cinética cualitativa, informacion reguladora cualitativa y/o datos
experimentales de micromatriz de ADN. OptKnock también calcula soluciones a diversos problemas metabdlicos,
por ejemplo, estrechando los limites de flujo derivados a través de modelos de equilibrio de flujos y analizando
posteriormente con sonda los limites de rendimiento de redes metabdlicas en presencia de adiciones o deleciones
de genes. La plataforma computacional OptKnock permite la construccion de formulaciones de modelo que permiten
una consulta eficaz de los limites de rendimiento de redes metabdlicas y proporciona métodos para resolver los
problemas de programacion lineales de nimeros enteros mixtos resultantes. Los métodos de modelado metabdlico y
simulacion que se denominan OptKnock en el presente documento se describen, por ejemplo, en los documentos
U.S. 2002/0168654, WO 2002/055995, y U.S. 2009/0047719.

Otro método computacional para identificar y disefiar alteraciones metabdlicas que favorecen la produccion
biosintética de un producto es un sistema de modelado metabdlico y simulacion denominado SimPheny®. Este
método y sistema computacional se describe, por ejemplo, en el documento U.S. 2003/0233218, presentado el 14
de junio de 2002, y en el documento W0O/2003/106998. SimPheny® es un sistema computacional que puede usarse
para producir un modelo de red in silico y para simular el flujo de masa, energia o carga a través de las reacciones
guimicas de un sistema biolégico para definir un espacio de soluciones que contiene todas y cada una de las
funcionalidades posibles de las reacciones quimicas en el sistema, determinando asi un intervalo de actividades
permitidas para el sistema bioldgico. Este enfoque se denomina modelado basado en restricciones porque el
espacio de soluciones se define mediante restricciones tales como la estequiometria conocida de las reacciones
incluidas asi como restricciones de capacidad y termodindmica de reaccion asociadas con flujos maximos por las
reacciones. El espacio definido mediante estas restricciones puede consultarse para determinar las capacidades
fenotipicas y el comportamiento del sistema biol6gico o de sus componentes bioquimicos.

Estos enfoques computacionales son compatibles con realidades bioldgicas porque los sistemas bioldgicos son
flexibles y pueden alcanzar el mismo resultado de muchas maneras diferentes. Los sistemas biol4gicos se disefian
mediante mecanismos evolutivos que se han restringido mediante restricciones fundamentales a las que deben
enfrentarse todos los sistemas vivos. Por tanto, la estrategia de modelado basada en restricciones abarca estas
realidades generales. Ademas, la capacidad de imponer de manera continua restricciones adicionales sobre un
modelo de red mediante el ajuste de las restricciones da como resultado una reduccién en el tamafio del espacio de
soluciones, potenciando asi la precisién con la que puede predecirse el fenotipo o rendimiento fisiolégico.

Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica podran
aplicar diversas plataformas computacionales para el modelado metabdlico y simulacién para disefiar e implementar
la biosintesis de un compuesto deseado en organismos microbianos huéspedes. Tales métodos de modelado
metabdlico y simulacion incluyen, por ejemplo, los sistemas computacionales ejemplificados anteriormente como
SimPheny® y OptKnock. Para la ilustracion de la invencion, en el presente documento se describen algunos
métodos con referencia a la plataforma computacional Optknock para modelado y simulacién. Los expertos en la
técnica sabran como aplicar la identificacion, el disefio y la implementacién de las alteraciones metabdlicas usando
OptKnock a cualquiera de tales otras plataformas y métodos computacionales de modelado metabdlico y simulacion
bien conocidos en la técnica.

Los métodos descritos anteriormente proporcionaran un conjunto de reacciones metabdlicas para perturbar. La
eliminacion de cada reaccion dentro del conjunto o modificacion metabdlica puede dar como resultado un producto
deseado como un producto obligatorio durante la fase de crecimiento del organismo. Dado que las reacciones se
conocen, una solucion al problema de OptKnock de dos niveles también proporcionara el gen o los genes asociados
que codifican para una 0 mas enzimas que catalizan cada reaccidon dentro del conjunto de reacciones. La
identificacion de un conjunto de reacciones y sus correspondientes genes que codifican para las enzimas que
participan en cada reaccion es generalmente un procedimiento automatico, que se logra a través de la correlacién
de las reacciones con una base de datos de reacciones que tiene una relacion entre enzimas y genes codificantes.

Una vez identificado, el conjunto de reacciones que tienen que perturbarse con el fin de lograr la produccién de un
producto deseado se implementa en la célula o organismo diana mediante perturbacién funcional de al menos un
gen que codifica para cada reaccion metabdlica dentro del conjunto. Un medio particularmente Gtil para lograr la
perturbacién funcional del conjunto de reacciones es mediante delecién de cada gen codificante. Sin embargo, en
algunos casos, puede ser beneficioso perturbar la reaccion mediante otras aberraciones genéticas incluyendo, por
ejemplo, mutacién, delecién de regiones reguladoras tales como promotores o sitios de unién en cis para factores
reguladores, o mediante truncamiento de la secuencia codificante en cualquiera de varias ubicaciones. Estas Ultimas
aberraciones, que dan como resultado una delecién menor que la total del conjunto de genes, pueden ser Utiles, por
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ejemplo, cuando se desean evaluaciones rapidas del acoplamiento de un producto o cuando es menos probable que
se produzca reversion genética.

Para identificar soluciones productoras adicionales para el problema de OptKnock de dos niveles descrito
anteriormente que conducen a conjuntos adicionales de reacciones que van a perturbarse o modificaciones
metabdlicas que pueden dar como resultado la biosintesis, incluyendo la biosintesis acoplada con el crecimiento de
un producto deseado, puede implementarse un método de optimizacién, denominado cortes de ndimeros enteros.
Este método avanza resolviendo de manera iterativa el problema de OptKnock ejemplificado anteriormente con la
incorporaciéon de una restriccién adicional denominada corte de nimeros enteros comunes en cada iteracion. Las
restricciones de corte de nimeros enteros evitan eficazmente que el procedimiento de solucién elija exactamente el
mismo conjunto de reacciones identificado en cualquier iteracidon anterior que acopla obligatoriamente la biosintesis
de producto con el crecimiento. Por ejemplo, si una modificacion metabdlica acoplada con el crecimiento
anteriormente identificada especifica las reacciones 1, 2 y 3 para su perturbacion, entonces las siguientes
restricciones evitan que se consideren simultdneamente las mismas reacciones en soluciones posteriores. El
método de corte de numeros enteros se conoce bien en la técnica y puede encontrarse descrito, por ejemplo, en
Burgard et al., Biotechnol. Prog. 17:791-797 (2001). Como con todos los métodos descritos en el presente
documento con referencia a su uso en combinacién con la plataforma computacional OptkKnock para modelado
metabdlico y simulacion, el método de corte de numeros enteros de reduccién de la redundancia en el andlisis
computacional iterativo también puede aplicarse con otras plataformas computacionales bien conocidas en la técnica
incluyendo, por ejemplo, SimPheny®.

Los métodos ejemplificados en el presente documento permiten la construccion de células y organismos que
producen de manera biosintética un producto deseado, incluyendo el acoplamiento obligatorio de la produccion de
un producto bioguimico diana con el crecimiento de la célula o el organismo modificado por ingenieria para albergar
las alteraciones genéticas identificadas. Por tanto, los métodos computacionales descritos en el presente documento
permiten la identificacion e implementacién de modificaciones metabdlicas que se identifican mediante un método in
silico seleccionado de Optknock o SimPheny®. El conjunto de modificaciones metabdlicas puede incluir, por
ejemplo, adicion de una o mas enzimas de ruta de biosintesis y/o perturbacion funcional de una o mas reacciones
metabdlicas incluyendo, por ejemplo, perturbacién mediante delecion génica.

Tal como se comentd anteriormente, la metodologia de OptKnock se desarrollé con la premisa de que pueden
hacerse evolucionar redes microbianas mutantes hacia sus fenotipos de crecimiento maximo predichos de manera
computacional cuando se someten a largos periodos de seleccién de crecimiento. En otras palabras, el enfoque
hace uso de la capacidad de un organismo para auto-optimizarse con presiones selectivas. La plataforma OptKnock
permite la enumeracion exhaustiva de combinaciones de deleciones génicas que fuerzan un acoplamiento entre la
produccién de producto bioquimico y el crecimiento celular basandose en la estequiometria de la red. La
identificacion de desactivaciones Optimas de genes/reacciones requiere la resolucion de un problema de
optimizacion de dos niveles que elige el conjunto de reacciones activas de tal manera que una solucién de
crecimiento 6ptimo para la red resultante sobreproduce el producto bioquimico de interés (Burgard et al., Biotechnol.
Bioeng. 84:647-657 (2003)).

Puede emplearse un modelo estequiométrico in silico del metabolismo de E. coli para identificar genes esenciales
para rutas metabolicas tal como se ejemplificd anteriormente y se describe, por ejemplo, en las publicaciones de
patente estadounidense US 2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US 2004/0072723, US
2003/0059792, US 2002/0168654 y US 2004/0009466, y en la patente estadounidense n° 7.127.379. Tal como se
divulga en el presente documento, la plataforma matematica Optknock puede aplicarse para precisar deleciones
génicas que conducen a la produccién acoplada con el crecimiento de un producto deseado. Ademas, la solucion del
problema de OptKnock de dos niveles sélo proporciona un conjunto de deleciones. Para enumerar todas las
soluciones significativas, es decir, todos los conjuntos de desactivaciones que conducen a la formacion de
produccién acoplada con el crecimiento, puede implementarse una técnica de optimizacion, denominada cortes de
nameros enteros. Esto conlleva resolver iterativamente el problema de OptKnock con la incorporacion de una
restriccion adicional denominada corte de nimeros enteros comunes en cada iteraciéon, tal como se coment6
anteriormente.

Por consiguiente, se pretende que los siguientes ejemplos ilustren, pero no limiten, la presente invencion.
Ejemplo | de referencia
Sintesis 1,3-butanodiol por medio de alanina

Este ejemplo describe la generacion de un organismo microbiano que puede producir 1,3-butanodiol usando la ruta
de alanina en la figura 1 por medio de las etapas A, B, C, Dy H.

Se usa Escherichia coli como organismo diana para modificar por ingenieria genética una ruta de produccién de 1,3-

butanodiol tal como se muestra en la figura 1. E. coli proporciona un buen huésped para generar un microorganismo
que se produce de manera no natural que puede producir 1,3-butanodiol. E. coli es propenso a manipulacién
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genética y se sabe que puede producir diversos productos, como etanol, acido acético, acido férmico, acido lactico y
acido succinico, eficazmente en condiciones anaerobias o microaerobias.

Para generar una cepa de E. coli modificada por ingenieria genética para producir 1,3-butanodiol, se expresan en E.
coli acidos nucleicos que codifican para las enzimas utilizadas en la ruta de alanina tal como se describid
anteriormente, usando técnicas de biologia molecular bien conocidas (véase, por ejemplo, Sambrook, citado
anteriormente, 2001; Ausubel citado anteriormente, 1999; Roberts et al., citado anteriormente, 1989).

En particular, se clonan los genes ortA (YP_001086914.1), ortB (YP_001086915.1), dat (P19938) y pdc (P06672)
que codifican para las actividades AKP tiolasa, AKP aminotransferasa y 2,4-dioxopentanoato descarboxilasa,
respectivamente, en el vector pZE13 (Expressys, Ruelzheim, Alemania) bajo el promotor PAl/lacO. Ademas, se
clonan los genes yghD (NP_417484.1) y adh (AAA23199.2) que codifican para 3-oxobutiraldehido reductasa
(reduccion de aldehido) y 4-hidroxi-2-butanona reductasa, respectivamente en el vector pZA33 (Expressys,
Ruelzheim, Alemania) bajo el promotor PAl/lacO. Los dos conjuntos de plasmidos se transforman en la cepa de E.
coli MG1655 para expresar las proteinas y enzimas requeridas para la sintesis de 1,3-butanodiol por medio de la
ruta de alanina. Obsérvese que E. coli presenta la capacidad para formar D-alanina.

El organismo modificado genéticamente resultante se cultiva en medio que contiene glucosa siguiendo
procedimientos bien conocidos (véase, por ejemplo, Sambrook et al., citado anteriormente, 2001). La expresion de
genes de la ruta de alanina se corrobora usando métodos bien conocidos en la técnica para determinar la expresion
de polipéptidos o la actividad enzimética, incluyendo por ejemplo, transferencias de tipo Northern, amplificacién por
PCR de ARNm, inmunotransferencia. Las actividades enziméticas de las enzimas expresadas se confirman usando
ensayos especificos para las actividades individuales. La capacidad de la cepa de E. coli modificada por ingenieria
genética para producir 1,3-butanodiol se confirma usando HPLC, cromatografia de gases-espectrometria de masas
(CGEM) o cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CLEM).

Las cepas microbianas modificadas por ingenieria genética para tener una ruta de biosintesis de 1,3-butanodiol
funcional se aumentan adicionalmente mediante optimizacion para lograr una utilizacion eficaz de la ruta. En
resumen, la cepa modificada por ingenieria genética se evalla para determinar si cualquiera de los genes exégenos
se expresan a un nivel limitante de la velocidad. Se aumenta la expresion para cualquier enzima expresada a bajos
niveles que pueden limitar el flujo a través de la ruta mediante, por ejemplo, la introduccién de nimeros de copias
adicionales del gen.

Para generar mejores productores, se utiliza modelado metabdlico para optimizar las condiciones de crecimiento. Se
usa también modelado para disefiar desactivaciones génicas que optimizan adicionalmente la utilizacion de la ruta
(véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente estadounidense US 2002/0012939, US 2003/0224363, US
2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US 2004/0009466, y en la patente
estadounidense n° 7.127.379). El analisis del modelado permite predicciones fiables de los efectos sobre el
crecimiento celular de cambiar el metabolismo hacia una produccién mas eficaz de 1,3-butanodiol. Un método de
modelado es el enfoque de optimizacion de dos niveles, Optknock (Burgard et al., Biotechnol. Bioengineer. 84:647-
657 (2003)), que se aplica para seleccionar desactivaciones génicas que dan como resultado colectivamente una
mejor produccion de 1,3-butanodiol. También puede usarse evolucion adaptativa para generar mejores productores
de, por ejemplo, productos intermedios alanina o 2-amino-4-oxopentanoato o el producto 1,3-butanodiol. La
evolucion adaptativa se realiza para mejorar tanto las caracteristicas de crecimiento como de produccion (Fong y
Palsson, Nat. Genet. 36:1056-1058 (2004); Alper et al., Science 314:1565-1568 (2006)). Basandose en los
resultados, pueden aplicarse rondas posteriores de modelado, modificacion por ingenieria genética y evolucién
adaptativa al productor de 1,3-butanodiol para aumentar adicionalmente la produccién.

Para la produccion a gran escala de 1,3-butanodiol se cultiva el organismo que contiene la ruta de alanina anterior
en un fermentador usando un medio conocido en la técnica para soportar el crecimiento del organismo en
condiciones anaerobias. Las fermentaciones se realizan de una manera o bien discontinua, semicontinua o continua.
Las condiciones anaerobias se mantienen rociando en primer lugar el medio con nitrégeno y luego sellando el
recipiente de cultivo (por ejemplo, pueden sellarse los frascos con un tap6n y una tapa de rosca). También pueden
utilizarse condiciones microaerobias proporcionando un pequefio orificio para lograr una aireacion limitada. El pH del
medio se mantiene a un pH de 7 mediante la adicion de un acido, tal como H,SO4. La velocidad de crecimiento se
determina midiendo la densidad éptica usando un espectrofotometro (600 nm), y la velocidad de captacion de
glucosa monitorizando el agotamiento de la fuente de carbono a lo largo del tiempo. Subproductos tales como
alcoholes no deseados, acidos orgéanicos y glucosa residual pueden cuantificarse mediante HPLC (Shimadzu) con
una columna HPX-087 (BioRad), usando un detector de indice de reflexién para glucosa y alcoholes, y un detector
UV para acidos orgénicos, Lin et al., Biotechnol. Bioeng., 775-779 (2005).

Ejemplo Il
Sintesis de 1,3-BDO usando acetoacetil-CoA como producto intermedio

Este ejemplo describe la generacion de un organismo microbiano que puede producir 1,3-butanodiol usando
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acetoacetil-CoA como precursor (etapas G, Hy | en la figura 2).

Se usa Escherichia coli como organismo diana para modificar por ingenieria genética la ruta a través de las etapas
G (conversion de acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA), H (conversion de 3-hidroxibutiril-CoA en 3-
hidroxibutiraldehido) e | (conversién de 3-hidroxibutiraldehido en 1,3-butanodiol) en la figura 2. E. coli proporciona un
buen huésped para generar un microorganismo que se produce de manera no natural que puede producir 1,3-
butanodiol. E. coli es propenso a manipulacién genética y se sabe que puede producir diversos productos, como
etanol, acido acético, acido férmico, acido lactico y acido succinico, eficazmente en condiciones anaerobias o
microaerobias.

Para generar una cepa de E. coli modificada por ingenieria genética para producir 1,3-butanodiol, se expresan en E.
coli acidos nucleicos que codifican para las enzimas utilizadas en la ruta divulgada (etapas G, H y I) tal como se
describié anteriormente, usando técnicas de biologia molecular bien conocidas (véase, por ejemplo, Sambrook,
citado anteriormente, 2001; Ausubel citado anteriormente, 1999; Roberts et al., citado anteriormente, 1989).
Obsérvese que E. coli tiene una tiolasa nativa codificada por atoB (nimero de registro: NP_416728,1) que condensa
dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA.

Ademas, se clona hbd (NP_349314.1) que codifica para acetoacetil-CoA reductasa (reduccién de cetona), en el
vector pZE13 (Expressys, Ruelzheim, Alemania) bajo el promotor PAl/lacO. Se transforma el plasmido en la cepa
de E. coli MG1655 para expresar la enzima requerida para la formacion de 3-hidroxibutiril-CoA por medio de
acetoacetil-CoA. También se clonan en el vector pZE13 una aldehido deshidrogenasa (seleccionada de la tabla A a
continuacion) que convierte 3-hidroxibutiril-CoA en 3-hidroxibutiraldehido, y una alcohol deshidrogenasa
(seleccionada de la tabla B a continuacion) que reduce adicionalmente 3-hidroxibutiraldehido a 1,3-BDO, bajo el
promotor PA1/lacO.

El organismo modificado genéticamente resultante se cultiva en medio que contiene glucosa siguiendo
procedimientos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., citado anteriormente, 2001). La
expresion de los genes de la ruta se corrobora usando métodos bien conocidos en la técnica para determinar la
expresion de polipéptidos o la actividad enzimética, incluyendo, por ejemplo, transferencias de tipo Northern,
amplificacion por PCR de ARNm, inmunotransferencia. Las actividades enziméticas de las enzimas expresadas se
confirman usando ensayos especificos para las actividades individuales. La capacidad de la cepa de E. coli
modificada por ingenieria genética para producir 1,3-butanodiol se confirma usando HPLC, cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CGEM) o cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CLEM).

Las cepas microbianas modificadas por ingenieria genética para tener una ruta de sintesis de 1,3-butanodiol
funcional se aumentan adicionalmente mediante optimizacion para lograr una utilizacion eficaz de la ruta. En
resumen, la cepa modificada por ingenieria genética se evalla para determinar si cualquiera de los genes exdgenos
se expresan a un nivel limitante de la velocidad. Se aumenta la expresion para cualquier enzima expresada a bajos
niveles que pueden limitar el flujo a través de la ruta mediante, por ejemplo, la introducciéon de nimeros de copias
adicionales del gen.

Para generar mejores productores, se utiliza modelado metabdlico para optimizar las condiciones de crecimiento. Se
usa también modelado para disefiar desactivaciones génicas que optimizan adicionalmente la utilizaciéon de la ruta
(véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente estadounidense US 2002/0012939, US 2003/0224363, US
2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US 2004/0009466, y en la patente
estadounidense n° 7.127.379). El analisis del modelado permite predicciones fiables de los efectos sobre el
crecimiento celular de cambiar el metabolismo hacia una produccién mas eficaz de 1,3-butanodiol. Un método de
modelado es el enfoque de optimizacion de dos niveles, Optknock (Burgard et al., Biotechnol. Bioengineer. 84:647-
657 (2003)), que se aplica para seleccionar desactivaciones génicas que dan como resultado colectivamente una
mejor produccién de 1,3-butanodiol. También puede usarse evolucion adaptativa para generar mejores productores
de, por ejemplo, el producto intermedio acetil-CoA o el producto 1,3-butanodiol. La evolucion adaptativa se realiza
para mejorar tanto las caracteristicas de crecimiento como de produccién (Fong y Palsson, Nat. Genet. 36:1056-
1058 (2004); Alper et al., Science 314:1565-1568 (2006)). Basandose en los resultados, pueden aplicarse rondas
posteriores de modelado, modificacion por ingenieria genética y evolucion adaptativa al productor de 1,3-butanodiol
para aumentar adicionalmente la produccion.

Para la produccion a gran escala de 1,3-butanodiol, se cultiva el organismo recombinante en un fermentador usando
un medio conocido en la técnica para soportar el crecimiento del organismo en condiciones anaerobias. Las
fermentaciones se realizan de una manera o bien discontinua, semicontinua o continua. Las condiciones anaerobias
se mantienen rociando en primer lugar el medio con nitrégeno y luego sellando el recipiente de cultivo (por ejemplo,
pueden sellarse los frascos con un tapon y una tapa de rosca). También pueden utilizarse condiciones
microaerobias proporcionando un pequefio orificio para lograr una aireacion limitada. El pH del medio se mantiene a
un pH de 7 mediante la adicién de un acido, tal como H,SO4. Se determina la velocidad de crecimiento midiendo la
densidad Optica usando un espectrofotometro (600 nm), y la velocidad de captacion de glucosa monitorizando el
agotamiento de la fuente de carbono a lo largo del tiempo. Subproductos tales como alcoholes no deseados, acidos
organicos y glucosa residual pueden cuantificarse mediante HPLC (Shimadzu) con una columna HPX-087(BioRad),
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usando un detector de indice de refraccion para glucosa y alcoholes, y un detector UV para acidos organicos (Lin et
al., Biotechnol. Bioeng., 90:775-779 (2005)).

Se sometieron a prueba varias aldehido deshidrogenasas para detectar actividad sobre 3-hidroxibutiril-CoA. Se
sometieron a prueba lisados en bruto de bacterias, portando cada cepa uno de los seis genes enumerados en la
tabla A a continuacién que codifican para una aldehido deshidrogenasa para detectar actividad sobre 3-hidroxibutiril-
CoA midiendo la liberacién del resto CoA. Los genes que se sometieron a prueba y se encontré que tenian actividad
significativa sobre 3-HBCOoA codifican para las proteinas con los siguientes nimeros de registro y Gl:

Tabla A
Proteina ID de GenBank Numero de Gl Organismo

bld AAP42563.1 31075383 Clostridium saccharoperbutylacetonicum
ald ACL06658.1 218764192 Desulfatibacillum alkenivorans AK-01
ald YP 001452373 157145054 Citrobacter koseri ATCC BAA-895

pduP NP_460996.1 16765381 Salmonella enterica Typhimurium

pduP ABJ64680.1 116099531 Lactobacillus brevis ATCC 367

BselDRAFT_1651 | ZP_02169447 163762382 Bacillus selenitireducens MLS10

Para corregir la actividad de fondo en el lisado, se compararon las actividades medidas con un control negativo sin
gen de ALD (vector sdlo, “V0”). La figura 4 muestra la actividad especifica de cada uno de los genes sometidos a
prueba sobre 3-hidroxibutiril-CoA. Las id de los genes se muestran en el gje x.

Ademas, también se sometié a prueba bld (ID de GenBank: AAP42563.1, nimero de Gl: 31075383) para detectar
actividad sobre 3-HBCoA. La siguiente figura 5 muestra la actividad del gen sobre 3-hidroxibutiril-CoA antes y
después de didlisis.

Se enumeran a continuacién alcohol deshidrogenasas que se sometieron a prueba para detectar actividad sobre 3-
hidroxibutiraldehido y demostraron que tenian actividad significativa.

Tabla B
Proteina ID de GenBank Numero de Gl Organismo
Bdh (Cbei_2181) YP_001309304 150017050 Clostridium beijerinckii
Bdh (Cbei_1722) YP 001309535.1 150016596 Clostridium beijerinckii
Bdh (Cbei_2421) YP_001309535.1 150017281 Clostridium beijerinckii

Se uso el siguiente protocolo para demostrar la actividad de alcohol deshidrogenasa (es decir, conversion de 3-
hidroxibutiraldehido en 1,3-BDO) y las actividades aldehido y alcohol deshidrogenasa combinadas (es decir,
conversion de 3-hidroxibutiril-CoA en 1,3-BDO).

Se transformaron células quimicamente competentes con plasmidos que contenian o bien una aldehido
deshidrogenasa o bien una alcohol deshidrogenasa (enumeradas en las tablas A y B anteriormente). Se recogieron
colonias de las placas y se hicieron crecer en LB mas 100 ug/ml de carbenicilina durante la noche, entonces se
usaron 0,6 ml para inocular 60 ml de cultivo de cada alcohol deshidrogenasa, o se usaron 1,5 ml para inocular un
cultivo de 500 ml de cada aldehido deshidrogenasa. Se hicieron crecer las células a 37°C hasta una D.O. de ~0,7 y
se indujeron con IPTG. Se incubaron los cultivos a 30°C durante la expresion de proteinas durante 4 horas. Se
dividieron los cultivos celulares en alicuotas de 30 ml, se centrifugaron y se almacenaron los sedimentos celulares a
-80°C. Se us6 una muestra del cultivo celular para estimar la densidad celular final.

Se examinaron combinaciones de alcohol deshidrogenasas y aldehido deshidrogenasas en un formato de placa de
96 pocillos con 3-hidroxibutiril-CoA como sustrato mas un control (sin sustrato). Alternativamente, para someter a
prueba la actividad alcohol deshidrogenasas, sélo se afiadieron las alcohol deshidrogenasas con y sin el sustrato, 3-
hidroxibutiraldehido. Se realizé la preparacion de lisados celulares en hielo en la sala fria (4°C). Se us6 la densidad
celular final para calcular la cantidad de reactivo de lisis celular Bug Buster para cada sedimento celular. Se
afadieron lisozima (10 ul) y benzonasa (10 ul) a 35 ml de Bug Buster y se invirtieron suavemente para mezclar. En
primer lugar, se afiadieron 50 um de ditiotreitol (disolucién madre 100 mM) al sedimento, luego se afadieron al
sedimento celular 0,5 ml por D.O. de 1,0 (a 600 nm) del Bug Buster mas mezcla de enzimas y se mezclé
suavemente para resuspender.

A cada pocillo, se le afiadieron 50 ul de MOPS 1 M (pH = 7,5) y 25 ul de mezcla de cofactores (NADH 4 mM y
NADPH 4 mM), tanto 100 ul de lisado celular de aldehido deshidrogenasa como 150 ul de lisado celular de alcohol
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deshidrogenasa o s6lo 150 ul de lisado celular de alcohol deshidrogenasa y se mezclé suavemente. Entonces, se
afiadio el sustrato relevante a los pocillos. Se resuspendieron 25 mg de 3-hidroxibutirilo CoA en 250 ul de agua y se
afadieron 5 ul a cada pocillo que sometia a prueba las actividades tanto alcohol como aldehido deshidrogenasa
para una concentracion final de 1,8 mM. Para someter a prueba sélo la actividad alcohol deshidrogenasa, se
afadieron a cada pocillo 50 ul de 3-hidroxibutiraldehido (preparado mezclando 0,6 ml de acetaldehido en 5 ml de
agua mas base catalitica (un granulo de NaOH) Guthrie, J.P. (referencia adjunta). La concentracion final de 3-
hidroxibutiraldehido en cada pocillo era de aproximadamente 50 mM. Se sellé la placa de 96 pocillos profundos con
un sello de PCR de plastico y se incubd a 30°C agitando durante la noche (18 horas en total). Debido a que la
proteina y los residuos celulares forman precipitados durante el periodo de incubacion, se centrifugaron las placas
durante 10 min a 4500 xg, y se filtr6 el sobrenadante a través de una placa filtrante de 96 pocillos Whatman
(0,45 um) antes del andlisis mediante CL-EM. Se analizaron las muestras para detectar la formacion de 1,3-
butanodiol.

La figura 6 muestra concentraciones de 1,3-BDO cuando se afiadié 3-hidroxibutiraldehido como sustrato y en las
muestras de control sin sustrato. Se muestran los nimeros de Gl para las alcohol deshidrogenasas.

La figura 7 muestra concentraciones de 1,3-BDO cuando se afiadié 3-hidroxibutiril-CoA como un sustrato y en las
muestras de control sin sustrato. Se muestran los nimeros de Gl para las alcohol deshidrogenasas. El nimero de Gl
para la aldehido deshidrogenasa sometida a prueba conjuntamente es 163762382.

Ejemplo Il de referencia
Sintesis de 1,3-BDO usando 4-hidroxibutiril-CoA como producto intermedio

Este ejemplo describe la generacion de un organismo microbiano que puede producir 1,3-butanodiol usando 4-
hidroxibutiril-CoA como el precursor (etapas A, By E en la figura 3).

Se usa Escherichia coli como organismo diana para modificar por ingenieria genética la ruta a través de las etapas
A, By E en la figura 3. E. coli proporciona un buen huésped para generar un microorganismo que se produce de
manera no natural que puede producir 1,3-butanodiol. E. coli es propenso a manipulacion genética y se sabe que
puede producir diversos productos, como etanol, &cido acético, acido férmico, acido lactico y &cido succinico,
eficazmente en condiciones anaerobias o microaerobias.

Para generar una cepa de E. coli modificada por ingenieria genética para producir 1,3-butanodiol, se expresan en E.
coli acidos nucleicos que codifican para las enzimas utilizadas en la ruta divulgada (etapas A, B y E) tal como se
describié anteriormente, usando técnicas de biologia molecular bien conocidas (véase, por ejemplo, Sambrook,
citado anteriormente, 2001; Ausubel citado anteriormente, 1999; Roberts et al., citado anteriormente, 1989). Una
cepa recombinante que se ha modificado por ingenieria genética para producir cantidades significativas de 4-
hidroxibutiril-CoA se ha descrito previamente por los solicitantes (Burk et al. (US 20090075351) y se usara para
insertar la ruta propuesta para dar 1,3-butanodiol.

Ademas, se clonan los genes abfD (YP_3001396399.1), crt (NP_349318.1) y adhE2 (AAK09379.1) que codifican
para las actividades 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, crotonasa y 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de
alcohol) respectivamente, en el vector pZE13 (Expressys, Ruelzheim, Alemania) bajo el promotor PAl/lacO. Se
transforma el plasmido en la cepa de E. coli recombinante que produce 4-hidroxibutiril-CoA para expresar las
proteinas y enzimas requeridas para la sintesis de 1,3-butanodiol a partir de este metaboalito.

El organismo modificado genéticamente resultante se cultiva en medio que contiene glucosa siguiendo
procedimientos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., citado anteriormente, 2001). La
expresion de los genes de la ruta se corrobora usando métodos bien conocidos en la técnica para determinar la
expresion de polipéptidos o la actividad enzimatica, incluyendo, por ejemplo, transferencias de tipo Northern,
amplificacion por PCR de ARNm, inmunotransferencia. Las actividades enzimaticas de las enzimas expresadas se
confirman usando ensayos especificos para las actividades individuales. La capacidad de la cepa de E. coli
modificada por ingenieria genética para producir 1,3-butanodiol se confirma usando HPLC, cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CGEM) o cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CLEM).

Las cepas microbianas modificadas por ingenieria genética para tener una ruta de sintesis de 1,3-butanodiol
funcional se aumentan adicionalmente mediante optimizacion para lograr una utilizacion eficaz de la ruta. En
resumen, la cepa modificada por ingenieria genética se evalla para determinar si cualquiera de los genes exdgenos
se expresan a un nivel limitante de la velocidad. Se aumenta la expresion para cualquier enzima expresada a bajos
niveles que pueden limitar el flujo a través de la ruta mediante, por ejemplo, introduccion de ndmeros de copias
adicionales del gen.

Para generar mejores productores, se utiliza modelado metabdlico para optimizar las condiciones de crecimiento. Se

usa también modelado para disefiar desactivaciones génicas que optimizan adicionalmente la utilizacion de la ruta
(véanse por ejemplo, las publicaciones de patente estadounidense US 2002/0012939, US 2003/0224363, US
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2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US 2004/0009466, y en la patente
estadounidense n° 7.127.379). El andlisis del modelado permite predicciones fiables de los efectos sobre el
crecimiento celular de cambiar el metabolismo hacia una produccién mas eficaz de 1,3-butanodiol. Un método de
modelado es el enfoque de optimizacién de dos niveles, OptKnock (Burgard et al., Biotechnol. Bioengineer. 84:647-
657 (2003)), que se aplica para seleccionar desactivaciones génicas que dan como resultado colectivamente una
mejor produccién de 1,3-butanodiol. También puede usarse evoluciéon adaptativa para generar mejores productores
de, por ejemplo, el producto intermedio acetil-CoA o el producto 1,3-butanodiol. La evolucién adaptativa se realiza
para mejorar tanto las caracteristicas de crecimiento como de produccion (Fong y Palsson, Nat. Genet. 36:1056-
1058 (2004); Alper et al., Science 314:1565-1568 (2006)). Basandose en los resultados, pueden aplicarse rondas
posteriores de modelado, modificacion por ingenieria genética y evolucion adaptativa al productor de 1,3-butanodiol
para aumentar adicionalmente la produccion.

Para la produccion a gran escala de 1,3-butanodiol, se cultiva el organismo recombinante en un fermentador usando
un medio conocido en la técnica para soportar el crecimiento del organismo en condiciones anaerobias. Las
fermentaciones se realizan de una manera o bien discontinua, semicontinua o continua. Las condiciones anaerobias
se mantienen rociando en primer lugar el medio con nitrégeno y luego sellando el recipiente de cultivo (por ejemplo,
pueden sellarse los frascos con un tapén y una tapa de rosca). También pueden utilizarse condiciones
microaerobias proporcionando un pequefio orificio para lograr una aireacion limitada. El pH del medio se mantiene a
un pH de 7 mediante la adicién de un acido, tal como H,SO.. Se determina la velocidad de crecimiento midiendo la
densidad Optica usando un espectrofotometro (600 nm), y la velocidad de captacion de glucosa monitorizando el
agotamiento de la fuente de carbono a lo largo del tiempo. Subproductos tales como alcoholes no deseados, acidos
organicos y glucosa residual pueden cuantificarse mediante HPLC (Shimadzu) con una columna HPX-087(BioRad),
usando un detector de indice de refraccion para glucosa y alcoholes, y un detector UV para acidos orgénicos (Lin et
al., Biotechnol Bioeng. 90:775-779 (2005)).
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<212> PRT
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REIVINDICACIONES

Organismo microbiano que se produce de manera no natural que tiene una ruta de 1,3-butanodiol (1,3-
BDO), en el que dicho organismo microbiano comprende al menos un acido nucleico exégeno que codifica
para 3-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de aldehido) expresada en una cantidad suficiente para
producir 1,3-BDO.

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segun la reivindicacién 1, en el que dicha 3-
hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de aldehido) esta codificada por uno o mas genes seleccionados del
grupo que consiste en acrl, sucD, bphG, bld, adhE, Msed_0709, mcr, asd-2, Saci_2370, Ald y eutE.

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segun la reivindicacién 1 6 2, que comprende
ademas al menos un acido nucleico exégeno que codifica para una 3-hidroxibutiraldehido reductasa.

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segun la reivindicacion 3, en el que dicha 3-
hidroxibutiraldehido reductasa esta codificada por uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste
en alrA, ADH2, yghD, bdh I, bdh II, adhA, 4hbd, adhl, P84067, mmsb, dhat y 3hidh.

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, que comprende ademas al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para una acetoacetil-CoA
reductasa (reduccion de cetona).

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segun la reivindicacion 5, en el que dicha
acetoacetil-CoA reductasa (reduccion de cetona) esta codificada por uno o méas genes seleccionados del
grupo que consiste en thrA, akthr2, hom6, hom1, hom2, fadB, fadJ, Hbd2, Hbd1, hbd, HSD17B10, phbB,
phaB, Msed_1423, Msed_0399, Msed_0389, Msed_1993, adh, adhA, adh-A, mdh, IdhA, Idh y bdh.

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6, en el que dicho organismo microbiano comprende dos, tres, cuatro o cinco &cidos nucleicos
exogenos, que codifican cada uno para una enzima de la ruta de 1,3-BDO.

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 7, en el que dicho organismo microbiano que se produce de manera no natural esta en un medio de
cultivo sustancialmente anaerobio.

Organismo microbiano que se produce de manera no natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, en el que dicho al menos un &cido nucleico exdgeno es un acido nucleico heterdlogo.

Método para producir 1,3-BDO, que comprende cultivar un organismo microbiano que se produce de
manera no natural segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en condiciones y durante un periodo
de tiempo suficiente para producir 1,3-BDO.

Uso del organismo microbiano que se produce de manera no natural segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, para producir 1,3-BDO, que comprende cultivar el organismo microbiano en
condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente para producir 1,3-BDO.

Método segun la reivindicacion 10 o uso segun la reivindicacion 11, que comprende ademas separar 1,3-
BDO de otros componentes en el cultivo.

Método o uso segun la reivindicacion 12, en el que la separacion comprende extraccion, extraccion liquido-
liquido continua, pervaporacion, filtracion con membrana, separacion con membrana, dsmosis inversa,
electrodidlisis, destilacion, cristalizacién, centrifugacion, filtracion extractiva, cromatografia de intercambio
iGnico, cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de absorcién o ultrafiltracion.

Método o uso segun la reivindicacion 12 6 13, en el que la separacion comprende destilacion.
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