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DESCRIPCION
Microorganismo que tiene un ciclo de fijacion de didxido de carbono introducido en el mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un microorganismo productor de acetil-CoA y a un método de produccion de una
sustancia usando el microorganismo productor de acetil-CoA.

Técnica anterior

La acetil-CoA es uno de los productos intermedios significativamente importantes en las rutas metabdlicas de los
microorganismos. Mediante acetil-CoA se producen diversos metabolitos. Ejemplos bien conocidos de dichas
sustancias producidas mediante acetil-CoA incluyen aminoacidos tales como L-acido glutamico, L-glutamina, L-
prolina, L-arginina, L-leucina y L-isolucina; acidos organicos tales como &cido acético, acido propidnico, acido
butirico, acido caproico, acido citrico, acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxiisobutirico, acido 3-aminoisobutirico,
acido 2-hidroxiisobutirico, acido metacrilico y acido poli-3-hidroxibutirico; alcoholes tales como alcohol isopropilico,
etanol y butanol; acetona; y acidos poliglutamicos.

En la mayoria de los microorganismos la acetil-CoA se produce usando, como fuente de carbono, un azucar tal
como glucosa. El azucar se convierte primero en piruvato mediante una ruta metabdlica denominada ruta glucolitica,
tal como la ruta de Embden-Meyerhof, la ruta de Entner-Doudoroff o la ruta de la pentosa fosfato. Posteriormente el
piruvato se convierte en acetil-CoA por acciones de descarboxilasa, piruvato formiato-liasa y similares. En este
proceso, el didxido de carbono y el formiato se generan como subproductos, y algunos de los carbonos derivados
del azucar se perderan. Por lo tanto, se han realizado varios estudios con el objetivo de conseguir la refijacion de
diéxido de carbono para aumentar el rendimiento de acetil-CoA.

En microorganismos, existen varias rutas conocidas para fijar el didxido de carbono como fuente de carbono (Appl.
Environ. Microbiol. 77(6), 1925-1936, 2011). Ejemplos especificos de las rutas incluyen el ciclo de Calvin-Benson, el
ciclo de TCA reductor, la ruta de Wood-Ljungdahl, el ciclo de 3-hidroxipropionato y el ciclo de 4-hidroxibutirato. El
ciclo de Calvin-Benson es una ruta de fijacion de CO;, que existe en plantas y bacterias fotosintéticas, y contiene
aproximadamente 12 tipos de enzimas. En el ciclo de Calvin-Benson, el CO, se fija por la ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa (RubisCO) y, finalmente, se produce gliceraldehido 3-fosfato. El ciclo de TCA reductor se encuentra en
bacterias microaerofilas y bacterias anaerdbicas incluyendo bacterias verdes del azufre, y contiene 11 tipos de
enzimas. Este ciclo se caracteriza por enzimas de fijacion del CO» (es decir, acetil-CoA carboxilasa, 2-oxoglutarato
sintasa) que requiere ferredoxina como coenzima. En el ciclo de TCA reductor, se produce piruvato a partir de CO;
por la reaccion inversa del ciclo de TCA habitual. La ruta de Wood-Ljungdahl se encuentra en microorganismos
anaerobicos tales como bacterias productoras de 4cido acético, y contiene 9 tipos de enzimas. En la ruta de Wood-
Ljungdahl, se reducen CO; y formiato sobre una coenzima por la formiato deshidrogenasa, la CO deshidrogenasa,
etc. y, finalmente, se convierte en acetil-CoA. El ciclo de 3-hidroxipropionato se encuentra en bacterias Chloroflexus
y similares, y contiene 13 tipos de enzimas. En el ciclo de 3-hidroxipropionato, se fija CO, por la accion de acetil-CoA
(propionil-CoA) carboxilasa y se produce acetil-CoA mediante malonil-CoA y similares. El ciclo de 4-hidroxibutirato
existe en arqueobacterias y similares. En el ciclo de 4-hidroxibutirato, se fija CO, por las acciones de piruvato
sintasa, acetil-CoA (propionil-CoA) carboxilasa, y fosfoenolpiruvato carboxilasa, mediante lo cual se produce acetil-
CoA mediante 4-hidroxibutiril-CoA y similares.

Para producir una sustancia util, se ha informado de varios enfoques como idea para introducir una ruta de fijacion
de dioxido de carbono en un microorganismo productor de compuestos utiles. Por ejemplo, la publicacion
internacional (WO 2009/094485 y WO 2010/071697) describen enfoques para producir acetil-CoA a partir de didxido
de carbono, usando un microorganismo en el que se introdujo una ruta similar a la ruta de Wood-Ljungdahl de
bacterias productoras de acido acético. Como ejemplo de fijacion de CO; para producir un compuesto util, el
documento WO 2009/046929 describe un enfoque para producir acido lactico a partir de didxido de carbono usando
un microorganismo en que se introdujo una hidrogenasa vy tetrahidrofolato liasa. EI documento WO 2011/099006
propone un ciclo en que se fija CO, mediante una reaccion de fijacion de diéxido de carbono sobre acetil-CoA o una
reaccion de reduccion de malonil-CoA. La patente alemana n.° 102007059248 propone la produccion de acetil-CoA
por una ruta similar al ciclo de 4-hidroxibutirato.

Sumario de la invencién
Problema técnico

Sin embargo, los ciclos de fijacion de dioxido de carbono conocidos no son necesariamente eficaces desde los
puntos de vista de fijacién de CO; y produccion de productos quimicos Uutiles derivados de acetil-CoA. Por ejemplo,
el ciclo de Calvin-Benson es el mas famoso como ciclo de fijacion de diéxido de carbono encontrado en la
naturaleza, pero la RubisCO implicada en la fijacion de didxido de carbono tiene una baja velocidad de reaccion y
causa reacciones secundarias tales como degradacion oxidativa. Por lo tanto, la RubisCO es ineficaz como enzima
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(Journal of Bioscience and Bioengineering 94(6) 497-505, 2002). En la ruta de Wood-Ljungdahl y las rutas descritas
en los documentos WO 2009/094485, WO 2010/071697, WO 2009/046929 y similares, se incluye una ruta para
reducir CO2 en CO o formiato. Sin embargo, la reaccion de reduccién apenas sucede en condiciones habituales, y la
enzima que cataliza este tipo de reaccién fuerte de reduccién a menudo actia solamente en entorno reductor. Por lo
tanto, es dificil introducir este tipo de ruta en microorganismos diferentes a microorganismos estrictamente
anaerobicos. En el ciclo de TCA reductor, una reaccién de reduccién por piruvato sintasa o 2-oxoglutarato sintasa
requiere una fuerte energia de reduccion desde ferredoxina como aceptor de electrones, y es dificil realizar la
reaccion. El ciclo de 4-hidroxibutirato, el ciclo de 3-hidroxipropionato y las rutas descritas en los documentos WO
2011/099006, WO 2009/046929 y similares, utilizan la reaccion de reduccion de acido carboxilico y un (tio) éster del
mismo, tal como la reduccién de succinil-CoA o la reduccién de malonil-CoA. Sin embargo, generalmente es dificil
realizar este tipo de reacciéon como reaccion enzimatica, y es deseable evitarlas como rutas de fermentacién en lo
posible (Atsumi et al., Nature, 451, (3), 86-89, 2008; Yim et al., Nat. Chem. Biol., 7, 445-452, 2011). El ciclo de 4-
hidroxibutirato procede a través de una reaccién de deshidratacion tal como deshidratacién de 4-hidroxibutiril-CoA o
deshidratacién de 3-hidroxipropionato, pero este ciclo tiene una desventaja porque este tipo de reaccién de
deshidrataciéon a menudo compite con la reaccién inversa (hidratacion) en agua. En el ciclo de 4-hidroxibutirato, el
ciclo de 3-hidroxipropionato y el ciclo de TCA reductor, la acetil-CoA producida se convierte en otras sustancias
dentro del ciclo por la accion de malonil-CoA sintasa o piruvato sintasa. Por lo tanto, estos ciclos no son
necesariamente eficaces desde el punto de vista de produccién de acetil-CoA.

Cuando se intenta producir una cierta sustancia introduciendo este tipo de ciclo en un microorganismo, es necesario
considerar la cantidad de enzimas implicadas en el ciclo y la cantidad de actividades enzimaticas a conferir
adicionalmente. Es decir, cuando la cantidad de enzimas implicadas en el ciclo o la cantidad de actividades
enzimaticas a conferir adicionalmente aumenta, la regulacién se vuelve mas dificil y la carga sobre el
microorganismo aumenta. Por ejemplo, para introducir la ruta de Wood-Ljungdahl en Escherichia coli, es necesario
introducir al menos 9 tipos de genes. De forma practica seria una tarea muy dificil construir una ruta productora de
sustancias y también introducir y regular tantos genes. Claramente seria ventajoso construir un ciclo que incluya una
cantidad pequefia de enzimas confiriendo una cantidad mas pequefia de enzimas, en términos de construccién del
ciclo y en términos de combinacién con otra ruta de produccion de sustancias.

Por consiguiente, para fijar el CO; y convertirlo en acetil-CoA, seria ideal que (A) cada enzima implicada en la ruta
tenga una actividad suficientemente alta; (B) el ciclo no incluya una enzima que consuma acetil-CoA; y (C) el ciclo
tenga una configuracion simple y una cantidad pequefia de enzimas recién conferidas. Sin embargo, ninguno de los
ciclos para producir acetil-CoA a partir de CO, informados hasta ahora satisface todas las condiciones (A) a (C) vy,
por lo tanto, la posibilidad de lograr dichos ciclos es baja. De hecho, respecto a las propuestas referentes a los ciclos
existentes de fijacion de didéxido de carbono, actualmente casi no ha habido ejemplos reales de conversion de CO;
en acetil-CoA o una sustancia derivada de acetil-CoA para su uso en la fermentacion confiriendo una actividad
enzimatica a un microorganismo industrialmente util.

La presente invencion proporciona un microorganismo Util para la produccién eficaz de acetil-CoA usando dioxido de
carbono, y un método de produccion de acetil-CoA o un metabolito util derivado de acetil-CoA usando el
microorganismo.

Solucion al problema
El aspecto de la invencion es el siguiente.

[1]1 Un microorganismo productor de acetil-CoA que incluye un ciclo de produccién de acetil-CoA obtenido
confiriendo al menos un tipo de actividad enzimatica seleccionada del grupo que consiste en malato tioquinasa,
malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato reductasa, a un
microorganismo que no tiene ninguno de:

(a) un ciclo de fijacion de didxido de carbono que tiene una reacciéon enzimatica de malonil-CoA en malonato
semialdehido o 3-hidroxipropionato;

(b) un ciclo de fijacién de dioxido de carbono que tiene una reaccién enzimatica de acetil-CoA y CO; a
piruvato;

(c) un ciclo de fijacion de diéxido de carbono que tiene una reaccién enzimatica de crotonil-CoA y CO, a
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA;

(d) un ciclo de fijacion de dioxido de carbono que tiene una reacciéon enzimatica de CO- a formiato; donde el
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa endogena.

[2] El microrganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [1], que incluye un ciclo de produccion de acetil-
CoA donde el fosfoenolpiruvato o piruvato se convierte en oxaloacetato, y después en 2-hidroxi-3-oxopropionato
debido a acciones de malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, y después en fosfoenol piruvato
de nuevo mediante 2-fosfoglicerato.

[3] el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [1] o [2], que comprende un ciclo de produccién de
acetil-CoA que comprende:
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(f) al menos una seleccionada del grupo de:

piruvato quinasa y piruvato carboxilasa;
fosfoenolpiruvato carboxilasa; y
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa;

(g) malato deshidrogenasa;

(h) malato tioquinasa;

(i) malil-CoA liasa;

(j) glioxilato carboligasa;

(k) al menos una seleccionada del grupo que consiste en:

2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa; e
hidroxipiruvato isomerasa e hidroxipiruvato reductasa;

(I) al menos una seleccionada del grupo que consiste en:

glicerato 2-quinasa; y
fosfoglicerato mutasa y glicerato 3-quinasa; y

(m) enolasa.

[4] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], donde el
microorganismo es un microorganismo que pertenece a Enterobacteriaceae o un microorganismo que pertenece
a bacterias corineformes.

[5]1 ElI microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [4], donde el
microorganismo es bacterias Escherichia o bacterias o Pantoea que pertenecen a Enterobacteriaceae, o el
microorganismo es bacterias Corynebacterium que pertenecen a bacterias corineformes.

[6] EI microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5], donde el
microorganismo es una bacteria Escherichia en que estd inactivada o reducida una actividad de lactato
deshidrogenasa poseida por la bacteria Escherichia.

[7]1 El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], donde el
microorganismo es una bacteria Escherichia en que esta inactivada o reducida una actividad de al menos una
enzima seleccionada del grupo que consiste en isocitrato liasa y malato sintasa poseida por la bacteria
Escherichia.

[8] ElI microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [7], donde el
microorganismo es una bacteria Escherichia en que estd conferida o potenciada una actividad tiolasa, una
actividad CoA transferasa y una actividad acetoacetato descarboxilasa.

[91 El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [8], donde el
microorganismo es una bacteria Escherichia en que esta conferida o potenciada una actividad tiolasa, una
actividad CoA transferasa, una actividad acetoacetato descarboxilasa y una actividad alcohol isopropilico
deshidrogenasa.

[10] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5], donde el
microorganismo es una bacteria Pantoea en que estan inactivadas o reducidas las actividades de fumarato
hidratasa A y fumarato hidratasa C poseidas por la bacteria Pantoea.

[11] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5] o [10], donde el
microorganismo es una bacteria Pantoea en que esta inactivada o reducida a una actividad de malato sintasa
poseida por la bacteria Pantoea.

[12] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [11], donde |la malato
tioquinasa usada es una malato tioquinasa obtenida por modificacion de mtkB derivado de Methylobacterium
extorquens para alterar un aminoacido correspondiente al 144° aminoacido en isolucina, asparagina, acido
aspartico, lisina, arginina, histidina, glutamina o prolina, y/o para alterar el 244° aminoacido en acido glutamico,
alanina, leucina, isoleucina, metionina, asparagina, tirosina, lisina o arginina.

[13] Un método de produccién de acetil-CoA, que comprende producir acetil-CoA a partir de un material de
fuente de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a
[12].

[14] Un método de produccion de acetona, que comprende producir acetona a partir de un material de fuente de
carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [9] o [12].

[15] Un método de produccion de alcohol isopropilico, que comprende producir alcohol isopropilico a partir de un
material de fuente de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [9] o [12].

[16] Un método de produccién de glutamato, que comprende producir glutamato a partir de un material de fuente
de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [5], [10], [11] o [12].
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Efectos ventajosos de la invencion

La invencién proporciona un microrganismo Util para la conversion eficaz de diéxido de carbono en acetil-CoA, y un
método de produccion de acetil-CoA o un metabolito Util usando el microorganismo.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama de la ruta para ilustrar el resultado de la ruta de fijacion de didxido de carbono de
acuerdo con una realizacion de la invencion.

La Fig. 2A y Fig. 2B muestran la homologia entre diversas secuencias mtkB.

La Fig. 3A y Fig. 3B muestran la homologia entre diversas secuencias mtkA.

La Fig. 4 es un grafico que muestra el patrén de incorporacién de 3C de glutamato producido por diversas
bacterias Pantoea de acuerdo con el Ejemplo 41.

La Fig. 5 es un grafico que muestra el patrén de incorporacién de 3C de glutamato producido por diversas
bacterias Corynebacterium de acuerdo con el Ejemplo 50.

Descripcion de las realizaciones

El microorganismo productor de acetil-CoA de la invencion es un microorganismo productor de acetil-CoA que
incluye un ciclo de producciéon de acetil-CoA obtenido confiriendo al menos un tipo de actividad enzimatica
seleccionada del grupo que consiste en malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-
oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato reductasa, a un microorganismo que no tiene ninguno de los siguientes
(a), (b), (c), (d), en que ninguna de (a), (b), (c) o (d) se confiere al microorganismo, o

el microorganismo no muestra ninguna de las funciones de (a), (b), (c) y (d).

(a) un ciclo de fijacion de dioxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de malonil-CoA en malonato
semialdehido o 3-hidroxipropionato;

(b) un ciclo de fijacién de didxido de carbono que tiene una reacciéon enzimatica de acetil-CoA y CO; a piruvato;
(c) un ciclo de fijacién de dioxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de crotonil-CoA y CO, a
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA,;

(d) un ciclo de fijacion de didxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de CO, a formiato; donde el
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa enddgena.

De acuerdo con la invencion, confiriendo una actividad enzimatica predeterminada, se puede construir un ciclo de
fijacion de didxido de carbono que fija CO, generado durante el metabolismo de carbohidratos o CO, suministrado
desde el exterior, y se puede proporcionar un microorganismo productor de acetil-CoA que tenga un ciclo de
produccién de acetil-CoA en que se convierte de forma eficaz CO; en acetil-CoA.

Es decir, como resultado de diversos estudios sobre la conversion de CO, en acetil-CoA, se descubri6 que el CO, se
convertia en acetil-CoA confiriendo al menos un tipo de actividad enzimatica seleccionada del grupo que consiste en
malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato
reductasa, a un microorganismo que no tiene ninguno de:

(a) un ciclo de fijacion de didxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de malonil-CoA en malonato
semialdehido o 3-hidroxipropionato;

(b) un ciclo de fijacién de dioxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de acetil-CoA y CO- a piruvato;
(c) un ciclo de fijacién de dioxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de crotonil-CoA y CO, a
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA;

(d) un ciclo de fijacion de didxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de CO, a formiato; donde el
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa enddgena.

Ademas, usando el microorganismo productor de acetil-CoA que convierte CO, en acetil-CoA, o confiriendo
adicionalmente una actividad enzimatica predeterminada al microrganismo, se producen de forma eficaz sustancias
que incluyen acetil-CoA y metabolitos utiles derivados de acetil-CoA tales como alcohol isopropilico, etanol. Acetona,
acido citrico, acido itacénico, acido acético, acido butirico, (poli)acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxiisobutirico,
acido 3-aminoisobutirico, acido 2-hidroxiisobutirico, acido metacrilico, (poli)acido glutdmico, acido glutamico,
arginina, ornitina, citrulina, leucina, isoleucina o prolina.

La invencion propone el ciclo de produccién de acetil-CoA mas simple y practico que fija CO2 y lo convierte en acetil-
CoA (Fig. 1).

Las realizaciones preferibles del ciclo de produccién de acetil-CoA de acuerdo con la invencién incluyen el ciclo de
produccién de acetil-CoA mostrado en la Fig. 1 (a partir de ahora en este documento puede mencionarse como
"ciclo de la Fig. 1").
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El ciclo implica de 8 a 10 tipos de enzimas, es decir,
al menos una seleccionada del grupo de:

fosfoenolpiruvato carboxilasa;

fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, y

piruvato carboxilasa y piruvato quinasa;

malato deshidrogenasa;

malato tioquinasa;

malil-CoA liasa;

glioxilato carboligasa;

al menos una seleccionada del grupo que consiste en:

hidroxipiruvato isomerasa e hidroxipiruvato reductasa; y
2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa;

al menos una seleccionada del grupo que consiste en:

glicerato 2-quinasa; y
fosfoglicerato mutasa y glicerato 3-quinasa; y

enolasa.

La (fosfoenol)piruvato carboxilasa estda implicada en la fijacién de diéxido de carbono. La (fosfoenol)piruvato
carboxilasa es una enzima fijadora de diéxido de carbono que tiene alta actividad. Por ejemplo, la RubisCO usada
en la fotosintesis en plantas o similares se sabe que tiene una actividad especifica de aproximadamente 3 U/mg a
20 U/mg (J. Biol. Chem. 274(8) 5078-82(1999), Anal. Biochem. 153(1) 97-101, 1986). Por otro lado, se ha informado
de que la (fosfoenol)piruvato carboxilasa tiene una actividad especifica de 30 U/mg en Escherichia coli, o tan alta
como 100 U/mg a 150 U/mg (J. Biol. Chem. 247, 5785-5792 (1972); Biosci. Biotechnol. Biochem. 59, 140-142
(1995); Biochim Biophys Acta. 1475(3):191-206, 2000). En términos de malato tioquinasa (mtk) que sintetiza malil-
CoA, el presente estudio revelé que la malato tioquinasa de acuerdo con la invencién tiene una actividad mayor en
comparacion con la de las enzimas convencionalmente conocidas (J. Biol. Chem. 248(21) 7295-303, 1973). El ciclo
de la Fig. 1 estd compuesto por 8 a 10 tipos de enzimas y, por lo tanto, el ciclo mas simple entre los ciclos de
produccién de acetil-CoA conocidos. Es necesario conferir solamente una pequefia cantidad de enzimas al
microorganismo. Ademas, el ciclo de la Fig. 1 no incluye una enzima que consume acetil-CoA. Por lo tanto, puede
decirse que el ciclo de la Fig. 1 es un ciclo ideal para fijar CO, y convertirlo en acetil-CoA.

Otra ventaja del ciclo de la Fig. 1 es que, como el ciclo es independiente de las rutas glucoliticas, el ciclo puede
combinarse libremente con diversas rutas glucoliticas. Por ejemplo, el ciclo de la Fig. 1 puede combinarse
facilmente, que produce NADPH con una alta tasa de produccion y se usa a menudo en la produccién de sustancias
(publicacion japonesa en fase nacional (JP-A) n.° 2007-510411), ya que el ciclo de la Fig. 1 es independiente de la
ruta de pentosa fosfato.

En el ciclo de la Fig. 1, cada una de malato deshidrogenasa (mdh), 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa (gIxR), e
hidroxipiruvato reductasa (ycdW) consume NADH (o NADPH) como energia de reduccién; cada una de malato
tioquinasa (mtk), glicerato 3-quinasa (gIxK), glicerato 2-quinasa (garK), y piruvato carboxilasa (pyc) consume ATP; y
la piruvato quinasa (pyk) produce piruvato.

En un caso en que se usa fosfoenolpiruvato como sustancia de partida, la ecuacion equilibrada para el ciclo de la
Fig. 1 es: "fosfoenolpiruvato + 2CoA + CO, + 3NAD(P)H + 3ATP — 2acetil-CoA + 3NAD(P)" + 3ADP".

En un caso en que usa piruvato como sustancia de partida, la ecuacion equilibrada es: piruvato + 2CoA + CO, +
3NAD(P)H + 4ATP — 2acetil-CoA + 3NAD(P)" + 4ADP".

Es decir, el ciclo de la Fig. 1 requiere suplementacion de fosfoenolpiruvato (o piruvato), NAD(P)H, y ATP para fijar
CO. y convertirlo en acetil-CoA.

Entre las rutas de fermentacion que producen acetil-CoA como intermedio, las ecuaciones equilibradas de las rutas
que consumen oxigeno durante la fermentacion se enumeran en la Tabla 1. Se asume que, en estas rutas de
fermentacion, se produce una coenzima reducida tal como NADH durante la ruta y la coenzima reducida se
convierte en la forma oxidada por la acciéon de oxigeno. Por lo tanto, si es posible consumir la coenzima reducida
producida por el ciclo de la Fig. 1 en lugar de consumir oxigeno, puede esperarse que la energia de reduccion
generada en la fermentacion pudiera usarse de forma eficaz en los ciclos de produccién de acetil-CoA para fijar CO»
y convertirlo en productos.

Aqui, la coenzima reducida se refiere a una coenzima en estado reducido e implicada en una reaccion de oxidacion-
reduccion, y ejemplos de la misma incluyen NADH, NADPH, FADH;, FMNH>, y una coenzima quinona reducida. La
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coenzima reducida es preferiblemente NADH o NADPH, mas preferiblemente NADH. La coenzima oxidada se refiere
a la forma oxidada de una coenzima reducida, y ejemplos de la misma incluyen NAD", NADP*, FAD, FMN, y una
coenzima quinona oxidada. La coenzima oxidada es preferiblemente NAD* o NADP®, mas preferiblemente NAD".

Tabla 1
Ecuacion de fermentacion

Nombre del compuesto

Alcohol isopropilico

CeH1206 + HoO + 3/20, — C3HgO + 3CO5 + 3H,0

Acetona CeH1206 + 20, — C3HgO + 3H,0 + 3CO»
ACidO gluta'mico CeH1206 + 3/202 + NH3 — CsHgNO4 + CO, + 3H,0
Glutamina CeH1206 + 3/205 + 2NH3 — CsH1oN2O3 + CO5 + 4H,0
Arginina CeH1206 + 1/205 + 4NH3 — CgH14N2O5 +5H,0
Ornitina CeH1206 + 1/205 + NH3 — CsH12N2O5 + 2H,0+ CO»
Citrulina CeH1206 + 1/202 + 3NH3 — CgH43N303 + 4H,0
Prolina CeH1206 + 1/202 + NH3 — CsHgNO, + 3H,0 + CO»

Acido acético CsH1206 +20, — 2C,H40, + 2C0O; + 2H,0
Acido (poli-)3-hidroxibutirico |CH1206 + 3/20, — C4HgO3 + 2C0O, + 2H,0
Acido itaconico CsH1206 + 1 50, — CsHgO4 + CO, + 3H,0
ACidO citrico CeH1206 + 3/20, — CgHgO7 + 2H,0
Acido butirico CsH1206 + 20, — C3HgO, + 2H,0 + 3CO,
Leucina (Isoleucina) 3/2C6H1206 + 3/20, + NH3 — CgH13NO, + 4H,0 + 3CO»
Acido 4-aminobutirico CeH1206 + 3/202+ NH; — C4H9NO, + 3H,O + 2CO,
Acido 4-hidroxibutirico CsH1206 + 3/20, — C4HsO3 + 2H,0+ 2CO,

Como se muestra en la Tabla 1, la fermentacion en que esta presente oxigeno en el lado izquierdo de la ecuacion de
fermentacion a menudo requiere una gran cantidad de oxigeno. En dichos casos, puede requerirse aireacion
extensiva y/o agitaciéon vigorosa, que provoca aumento en los costes del equipo y los costes de energia eléctrica.
Por lo tanto, introduciendo el ciclo de la Fig. 1, puede consumirse el exceso de energia de reduccion y puede
moderarse la aireacion/agitacion excesiva, y puede esperarse que se reduzca el coste de la produccion
fermentativa.

Para suministrar la energia de reduccién al ciclo de acuerdo con la invencion, la energia de reduccién puede
proporcionarse anadiendo una sustancia que puede generar una energia de reduccién, o conferir energias desde el
exterior. Ejemplos especificos de lo mismo incluyen usar una sustancia que tiene un alto grado de reduccién (por
ejemplo, hidrégeno, sulfito, alcoholes o parafina) como sustrato; suministrar energias de reduccion directamente por
cultivo eléctrico; y suministrar una energia de reduccion por una reaccion fotoquimica en un organismo. Diferente a
la fermentacion mostrada en la Tabla 1, siempre que la energia de reduccion pueda suministrarse desde el exterior,
es posible dirigir la ruta de fijacion de didxido de carbono pretendida incluso en fermentacion en que no se produce
una coenzima reducida.

Los aspectos de la presente invencion se describen a continuacion.

La "fijacién de COy" en la invencidn se refiere a la conversion de CO, generado en el metabolismo de carbohidratos
o CO suministrado desde el exterior en un compuesto organico. El CO, puede ser HCO3". Aqui, "fijacién de CO,"
también puede mencionarse como "fijacién de dioxido de carbono".

El término "proceso" en la presente memoria descriptiva abarca un proceso independiente, asi como un proceso que
obtiene un efecto pretendido del proceso, aunque no puede distinguirse claramente de otro proceso. En la presente
memoria descriptiva, un intervalo numérico indicado usando "a" significa un intervalo que incluye valores numéricos
dados antes y después de "a" como un valor minimo y un valor maximo, respectivamente.

En la invencion, en la referencia a la cantidad de cada ingrediente en la composicion, cuando la composicion incluye
multiples sustancias correspondientes a cada ingrediente, la cantidad de cada ingrediente significa la cantidad total
de las multiples sustancias salvo que se especifique de otro modo.

Como se usa en este documento, el término "inactivacion" se refiere a una condicion en que la actividad de la
enzima (aqui, un factor que no muestra actividad enzimatica por si mismo y también se incluye el alcance de
"enzima", salvo que se indique especificamente excluido) medida por cualquier sistema existente de mediciéon es no
mayor de 1/10 de la actividad en el microorganismo antes de la inactivacion, asumiendo que la actividad en el
microorganismo antes de la inactivacién es 100.

La "reduccién" de una actividad enzimatica en la invencidn significa una condicidn en que la actividad de la enzima
se reduce significativamente por una técnica de recombinacion genética para un gen que codifica la enzima en
comparacion con antes de dicho tratamiento.
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La "potenciacion" de una "actividad" en la invencion significa ampliamente que una actividad enzimatica en los
microorganismos se vuelve mayor después de la potenciacion en comparacion con la actividad enzimatica antes de
la potenciacion.

Los métodos para la potenciacién no estan particularmente restringidos siempre que la actividad de una enzima
poseida por los microorganismos esté potenciada. Ejemplos de los mismos incluyen potenciacion por un gen de
enzima introducido desde el exterior de la célula, potenciacidn por expresion aumentada de un gen de enzima dentro
de la célula o cualquier combinacién de los mismos.

Ejemplos especificos de potenciacion por un gen de enzima introducido desde el exterior de la célula incluyen:
introducir un gen que codifica una enzima activa que tiene una actividad mayor que la enzima del hospedador desde
el exterior de la célula del microorganismo hospedador por la técnica de recombinacién genética, afadiendo de ese
modo la actividad enzimatica del gen de enzima introducido; sustituir la actividad enzimatica introducida por una
actividad enzimética intrinseca que el hospedador posee originalmente; aumentar el numero de copias de un gen de
enzima del hospedador o un gen de enzima introducido desde el exterior de la célula a dos o mas; y cualquier
combinacién de los mismos.

Ejemplos especificos de potenciacion por expresion aumentada de un gen de enzima en el microorganismo
incluyen: introducir una secuencia de bases que potencie la expresién de un gen de enzima desde el exterior del
microorganismo hospedador al interior del microorganismo; sustituir otro promotor por el promotor de un gen de
enzima que el microorganismo hospedador posee en su genoma, potenciando de ese modo la expresion del gen de
enzima; y cualquier combinacién de los mismos.

"Conferir" una "actividad" en la invencioén significa ampliamente proporcionar la actividad de una enzima pretendida
introduciendo, desde el exterior, un gen que codifica la enzima en un organismo que no posee un gen que codifica la
enzima pretendida. El método de conferir una actividad no esta particularmente limitado siempre que la actividad de
una enzima pretendida puede conferirse a un microorganismo, y ejemplos del mismo incluyen transformacién un
plasmido que alberga un gen de enzima, introduccién de un gen de enzima en el genoma, y cualquier combinacion
de los mismos.

El promotor a usarse para "potenciar" o "conferir" una "actividad" no esta particularmente limitado siempre que el
promotor permita la expresion génica, y ejemplos del mismo incluyen promotores constitutivos y promotores
inducibles.

Si el microorganismo tiene el gen de enzima pretendido o no, puede determinarse, con referencia a, por ejemplo, la
informaciéon génica de cepas respectivas registradas en KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;
http://www.genome.jp/kegg/) o NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.nc-
bi.nim.nih.gov/gene/). En la invencién, solamente se usa la informacion génica de las cepas respectivas registradas
en KEGG o NCBI.

En la invencién, la actividad enzimatica puede conferirse introduciendo, desde el exterior, un gen que codifica la
enzima en la célula usando la técnica de recombinacion genética. En este caso, el gen de enzima ha introducirse
puede ser homologo o heterélogo a la célula hospedadora.

Los métodos para la preparacion de un ADN gendmico necesario para introducir un gen desde el exterior a la célula
en la célula, la escision y ligamiento del ADN, la transformacion, PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), el
disefio y sintesis de oligonucledtidos a usarse como cebadores, etc., puede realizarse por métodos habituales bien
conocidos para los expertos en la materia. Estos métodos se describen en Sambrook, J., et al., "Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Segunda Edicion", Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), etc.

La expresion "por la técnica de recombinacion genética" en la invencion abarca cualquier alternacion a la secuencia
de bases causada por la insercién de otro ADN en la secuencia de bases de un gen nativo, sustitucién o delecién de
un cierto sitio de un gen, o cualquier combinacién de las mismas. Por ejemplo, la alternacion puede resultar de una
mutacion.

En la invencién, el microorganismo en que la actividad de un factor o enzima se inactiva se refiere a un
microorganismo en que la actividad nativa esta alterada por un cierto método aplicado desde el exterior de la célula
al interior de la célula. Dicho microorganismo puede generarse por, por ejemplo, alteracion de un gen que codifica la
proteina o enzima (alteracion génica).

Ejemplos de la alteracion génica en la invencion incluyen introducciéon de una mutacion en la secuencia de bases de
un gen, insercién de otro ADN en la secuencia de bases o delecién de una cierta parte de un gen, que se realizan
con el proposito de evitar que se realice la funcién del gen. Como resultado de la alteraciéon génica, por ejemplo, el
gen se vuelve incapaz de transcribirse en ARNm, y el gen estructural deja de traducirse. Como alternativa, debido al
caracter incompleto del ARNm transcrito, la secuencia de aminoacidos de la proteina estructural traducida, se muta
o deleciona y, por lo tanto, las funciones intrinsecas de la proteina estructural se hacen incapaces de lograr.
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La variante de alteracion génica puede prepararse usando cualquier método siempre que pueda obtenerse una
variante de alteracioén en que la enzima o proteina diana no se exprese. Se ha informado de diversos métodos para
alteracion génica (cruce natural, adiciéon de un mutageno, irradiaciéon UV, irradiacién por radiacion, mutagénesis
aleatoria, transposones, alteracion génica dirigida al sitio). En vista de la alteracion de un gen especifico, es
preferible la alteracion génica por recombinaciéon homdloga. Los métodos de alteracion génica por recombinacion
homdloga se describen en J. Bacteriol., 161, 1219-1221 (1985), J. Bacteriol., 177, 1511-1519 (1995), Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A, 97, 6640-6645 (2000), y similares, y los expertos en la materia pueden realizar faciimente
recombinacién homadloga usando estos métodos o aplicando estos métodos.

El "hospedador" en la invencién significa un microorganismo en un estado que el efecto de la invencion puede
ejercerse como resultado de la introduccion de uno o mas genes desde el exterior del microorganismo.

Mas especificamente, el "hospedador” en la invencion significa un microorganismo que puede hacerse que posea la
capacidad de producir acetil-CoA desde un material de fuente de carbono usando ciertos medios,
independientemente de si el microorganismo tiene de forma intrinseca o no la capacidad innata de producir acetil-
CoA a partir de un material de fuente de carbono.

El "hospedador" en la invencion puede tener una ruta para producir un metabolito util. El "metabolito util" en la
invencién se usa como nombre genérico para metabolitos principales en las rutas metabdlicas de microorganismos,
tales como alcoholes, aminoacidos, acidos organicos y terpenos. El microorganismo puede ser cualquier
microorganismo siempre que pueda hacerse que posea la capacidad de producir un metabolito util usando cualquier
medio, independientemente de si el microorganismo tiene de forma intrinseca o no la capacidad innata de producir el
metabolito util.

El "metabolito util derivado de acetil-CoA" en la invencion se refiere a cualquiera de los diversos metabolitos
producidos mediante acetil-CoA en rutas metabdlicas. Ejemplos de los mismos incluyen alcoholes tales como
alcohol isopropilico, etanol o butanol; aminoacidos tales como acido L-glutamico, acido L-glutamico, L-arginina, L-
ornitina, L-citrulina, L-leucina, o L-prolina; acidos organicos tales como acido 3-hidroxibutirico, acido poli-3-
hidroxibutirico, acido poliglutdmico, acido 3-hidroxiisobutirico, acido 3-aminoisobutirico, acido 2-hidroxiisobutirico,
acido metacrilico, acido citrico, acido acético, acido propidénico, acido butirico, acido caproico, o acido mevalénico; y
terpenos tales como isopreno, escualeno, esteroide, o carotenoide. Otros ejemplos de los mismos incluyen acetona.
El microorganismo puede ser cualquier microorganismo siempre que pueda hacerse que posea la capacidad de
producir un metabolito util derivado de acetil-CoA usando un cierto medio, independientemente de si el
microorganismo tiene de forma intrinseca o no la capacidad innata de producir el metabolito util derivado de acetil-
CoA.

La "produccion de acetil-CoA" en la invencién se refiere a la conversién de cualquier sustancia en acetil-CoA en una
ruta metabdlica. Como el acetil-CoA es un intermedio metabdlico y se convierte rapidamente en diversas sustancias
en rutas metabdlicas, la cantidad aparente de acetil-CoA no aumenta necesariamente. Sin embargo, el efecto puede
confirmarse indirectamente por deteccion de un marcador derivado de CO, en una sustancia derivada de acetil-CoA,
por un aumento en el rendimiento de una sustancia derivada de acetil-CoA respecto al consumo de azucar o
similares. Como varios factores (por ejemplo, la cantidad de una coenzima, la cantidad de un sustrato o un cambio
en el metabolismo causado por una inhibiciéon por retroalimentacion) estan implicados en la conversion, la cantidad
de produccion de acetil-CoA no siempre es proporcional a la cantidad de cada una de las sustancias derivadas de
acetil-CoA. Sin embargo, en un caso en que una ruta para producir una sustancia especifica a partir de acetil-CoA
esta potenciada o un caso en que dicha ruta esta potenciada de forma intrinseca (por ejemplo, en el caso de un
microorganismo productor de alcohol isopropilico o un microorganismo productor de glutamato descrito a
continuacién), la eficacia de conversion a partir de acetil-CoA estd poco afectada por factores externos y, por lo
tanto, la eficacia de produccion de la sustancia especifica puede considerarse como un indice de la eficacia de
produccioén de acetil-CoA.

El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la invencién incluye un ciclo de produccion de acetil-CoA
obtenido confiriendo a menos un tipo de actividad enzimatica seleccionada del grupo que consiste en malato
tioquinasa, malil-CoA liase, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa, e hidroxipiruvato reductasa, a
un microorganismo que no tiene ninguno de:

(a) un ciclo de fijacién de didxido de carbono que tiene una reacciéon enzimatica de malonil-CoA a malonato
semialdehido o 3-hidroxipropionato;

(b) un ciclo de fijacién de dioxido de carbono que tiene una reacciéon enzimatica de acetil-CoA y CO; a piruvato;
(c) un ciclo de fijacion de diéxido de carbono que tiene una reaccién enzimatica de crotonil-CoA y CO; a
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA;

(d) un ciclo de fijacion de dioxido de carbono que tiene una reacciéon enzimatica de CO, a formiato; donde el
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa endégena.

En vista de la eficacia de produccion de acetil-CoA, el microorganismo productor de acetil-CoA se confiere
preferiblemente con las actividades enzimaticas de malato tioquinasa y malil-CoA liasa, mas preferiblemente se
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confiere con las actividades enzimaticas de malato tioquinasa, malil-CoA liasa y glioxilato carboligasa, aun mas
preferiblemente se confiere con las actividades enzimaticas de malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato
carboligasa y 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa y/o hidroxipiruvato reductasa.

La expresion "no tiene (de forma natural)" en este documento significa que el microorganismo hospedador no posee
de forma intrinseca un atributo en la naturaleza.

Aqui, el "ciclo de fijacion de dioxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de malonil-CoA a malonato
semialdehido o 3-hidroxipropionato" se refiere a los siguientes ciclos (1) a (7):

(1) el ciclo mostrado en la Fig. 1 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-
CoA, 3-hidroxipropionato, propionil-CoA, malato y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA;

(2) el ciclo mostrado en la Fig. 4A del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-
CoA, malonato semialdehido, 3-alanina, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA;

(3) el ciclo mostrado en la Fig. 4B, 16, o 18 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en
malonil-CoA, hidroxipropionato, (R)-lactato o (S)-lactato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en
acetil-CoA;

(4) el ciclo mostrado en la Fig. 8 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-
CoA, malonato semialdehido o hidroxipropionato, piruvato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en
acetil-CoA;

(5) el ciclo mostrado en la Fig. 9A, 9B, o 9C del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en
malonil-CoA, hidroxipropionato, 2-cetoglutarato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA,;
(6) el ciclo mostrado en la Fig. 9D o 9F del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en
malonil-CoA, hidroxipropionato, metilmalonil-CoA, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-
CoA;y

(7) el ciclo mostrado en la Fig. 17 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-
CoA, malonato semialdehido o hidroxipropionato, metilmalonil-CoA, piruvato, oxaloacetato, malato, y malil-CoA,
que se convierten de nuevo en acetil-CoA.

Todos los ciclos de fijacion de dioxido de carbono (1) a (7) descritos anteriormente tienen una reaccion enzimatica
de malonil-CoA a malonato semialdehido o de malonil-CoA a 3-hidroxipropionato. Este tipo de reaccion esta
catalizada por malonato semialdehido deshidrogenasa o malonil-CoA reductasa (documento WO 2011/099006). Se
cree que la reaccion de reduccion de acido carboxilico o un (tio)éster del mismo, tal como reduccion de succinil-CoA
o reduccion de malonil-CoA, es generalmente dificil de realizar como reacciones enzimaticas y deben evitarse como
rutas de fermentacion en lo posible (Atsumi et al., Nature, 451,(3), 86-89, 2008; Yim et al., Nat. Chem. Biol.,7, 445-
452, 2011).

El "ciclo de fijacién de didxido de carbono que tiene una reaccién enzimatica de acetil-CoA y CO; a piruvato” en la
presente memoria descriptiva se refiere a los siguientes ciclos (8) a (10):

(8) el ciclo mostrado en la Fig. 1 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en piruvato,
fosfoenolpiruvato, oxaloacetato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA,;

(9) el ciclo mostrado en la Fig. 7C, 7D o 7E del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en
piruvato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA; y

(10) el ciclo mostrado en la Fig. 9M del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en piruvato,
2-cetoglutarato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA.

Todos los ciclos de fijacion de didxido de carbono (8) a (10) tienen una reaccién enzimatica que convierte acetil-CoA
y CO2 en piruvato. Esta reaccion se cataliza por la piruvato sintasa (documento WO 2011/099006). La reaccién
sintética de piruvato por la piruvato sintasa requiere una fuerte energia de reduccion de ferredoxina y procede
lentamente, y procede solamente en condiciones estrictamente anaerdbicas porque la reaccion es sensible a
oxigeno.

El "ciclo de fijacion de diéxido de carbono que tiene una reaccién enzimatica de crotonil-CoA y CO; a etilmalonil-CoA
o glutaconil-CoA" en la presente memoria descriptiva se refiere al ciclo mostrado en la Fig. 9H o 9J del documento
WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en crotonil-CoA, etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA, oxaloacetato,
malato y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA.

La conversion de crotonil-CoA y CO; en etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA se cataliza por la crotonil-CoA carboxilasa-
reductasa o metilcrotonil-CoA carboxilasa. Como el valor de Km de la crotonil-CoA carboxilasa-reductasa para
carbonatos es alto (14 mM; PNAS 104(25) 10631-10636, 2007), no puede esperarse actividad suficiente a baja
concentraciéon de sustrato. El crotonil-CoA, que es un sustrato de la crotonil-CoA carboxilasa-reductasa, se produce
a partir de 3-hidroxibutiril-CoA por una reaccién de deshidratacion. En general, una enzima implicada en la reaccion
de deshidratacion cataliza predominantemente la reaccion inversa (es decir, reaccién de hidratacién) en un entorno
acuoso. Por lo tanto, no puede esperarse una tasa de produccion suficientemente alta de crotonil-CoA. Ademas, la
actividad especifica informada de la metilcrotonil-CoA carboxilasa no es tan alta (0,2 U/mg a 0,6 U/mg; Arch
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Biochem Biophys. 310(1) 64-75, 1994) y no puede esperarse una tasa de produccion suficientemente alta de
crotonil-CoA como sustrato por la misma razén.

El "ciclo de fijacion de diéxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de CO; a formiato" en la presente
memoria descriptiva se refiere al ciclo mostrado en las Fig. 5, 6, 13 o 14 del documento WO 2009/046929, es decir,
un ciclo que tiene una ruta en que la reaccién procede desde CO, a través de formiato y serina, y se convierte
oxaloacetato en malato, malil-CoA y glicerato, que se convierten de nuevo en oxaloacetato.

La reaccion enzimatica de CO; en formiato requiere una fuerte energia de reduccion, procede lentamente y procede
solamente en condiciones estrictamente anaerdbicas porque la reaccion es sensible a oxigeno.

En la presente memoria descriptiva, "no muestra ninguna de las funciones" del ciclo de fijacion de diéxido de
carbono "aunque conferidas" significa que el ciclo de fijacién de diéxido de carbono no muestra funcién incluso
cuando la actividad de la enzima pretendida esta conferida por la introduccién de un gen que codifica la enzima que
tiene la actividad que se introduce en un microorganismo que no posee el gen que codifica la enzima pretendida. El
hecho de que "el ciclo de fijacion de dioxido de carbono no funciona" puede confirmarse indirectamente, por ejemplo,
mediante la no deteccion de un marcador derivado de CO» en un metabolito en el ciclo o una sustancia derivada del
metabolito en un ensayo usando un CO, marcado, o mediante la ausencia de aumento en el rendimiento de una
sustancia derivada de un metabolito en el ciclo respecto al consumo de azucar.

El ciclo de produccién de acetil-CoA a construirse en el microorganismo productor de acetil-CoA incluye malato
tioquinasa, malil-CoA liasa, hidroxipiruvato reductasa, glioxilato carboligasa o 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa.
Un ejemplo del ciclo de produccion de acetil-CoA se muestra en la Fig. 1. El ciclo de produccion de acetil-CoA no
incluye una enzima que consume acetil-CoA, tal como acetil-CoA carboxilasa o piruvato sintasa.

En el ciclo de produccion de acetil-CoA de la Fig. 1, primero se une el diéxido de carbon a fosfoenol piruvato o
piruvato por la acciéon de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), piruvato carboxilasa (pyc) o fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (pck), y se convierte en oxaloacetato. El oxaloacetato se convierte en malato por la accién de la
malato deshidrogenasa (mdh). El malato se convierte en malil-CoA (malato-CoA) por la accién de la malato
tioquinasa (mtk). La malil-CoA (malato-CoA) se convierte en acetil-CoA y glioxilato por la accion de la malil-CoA liase
(Mcl). El glioxilato se convierte en 2-hidroxi-3-oxopropionato por la accion de la glioxilato carboligasa (gcl). El 3-
hidroxi-2-oxopropionato se convierte en glicerato por la accién de la 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa (gIxR) o,
como alternativa, se convierte en hidroxipiruvato por la accion de hidroxipiruvato isomerasa (hyi) y después en
glicerato por la accion de la hidroxipiruvato reductasa (ycdW). El glicerato se convierte 3-fosfoglicerato por la accion
de la glicerato 3-quinasa (gIxK) o se convierte en 2-fosfoglicerato por la accién de la glicerato 2-quinasa (garK). El 3-
fosfoglicerato se convierte en 2-fosfoglicerato por la accion de la fosfoglicerato mutasa (gpm). El 2-fosfoglicerato se
convierte en fosfoenolpiruvato por la accién de la enolasa (eno). En un caso en que se incluye la piruvato
carboxilasa en el ciclo, el fosfoenolpiruvato se convierte en piruvato por la accién de la piruvato quinasa (pyk).

La actividad enzimatica a conferir al microorganismo productor de acetil-CoA no estd particularmente limitada
siempre que el ciclo de produccion de acetil-CoA pueda construirse de forma funcional por la misma, y puede
seleccionarse apropiadamente dentro del alcance descrito en la presente memoria descriptiva dependiendo del
microorganismo hospedador.

En un microorganismo en que no puede formare un ciclo cerrado con ninguna de las rutas en la Fig. 1 a causa de la
ausencia parcial de las enzimas en el ciclo de la Fig. 1, la enzima o enzimas perdidas tienen que suministrarse. Por
ejemplo, entre bacterias Escherichia, Escherichia coli no posee malato tioquinasa y malil-CoA liasa, de modo que
tienen que conferirse al menos estas dos enzimas.

Las bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis no poseen malato tioquinasa, malil-CoA liasa y glioxilato
carboligasa, de modo que tienen que conferirse al menos la malato tioquinasa, malil-Coa liasa y glioxilato
carboligasa.

Entre las bacterias corineformes, por ejemplo, Corynebacterium glutamicum no posee malato tioquinasa, malil-CoA
liase, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa, e hidroxipiruvato reductasa, de modo que
necesitan conferirse al menos la malato tioquinasa, malil-CoA liase, glioxilato carboligasa, y 2-hidroxi-3-
oxopropionato reductasa, y/o hidroxipiruvato reductasa.

La enzima que consume acetil-CoA como se ha descrito anteriormente, se refiere a una enzima, diferente de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa y piruvato carboxilasa usada en el ciclo de acuerdo con la invenciéon que usa acetil-
CoA como sustrato y cataliza la conversion de acetil-CoA en otra sustancia. Ejemplos de la misma incluyen acetil-
CoA carboxilasa, que se clasifica como el nimero de cddigo de enzima: 6.4.1.2 basado en el informe de la Enzyme
Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.) y cataliza una reacciéon de conversion de acetil-CoA en
malonil-CoA; y la piruvato sintasa, que se clasifica como el numero de cédigo de enzima: 1.2.7.1 y cataliza una
reaccion de conversion de acetil-CoA en piruvato.
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El ciclo que incluye una enzima que consume acetil-CoA como se ha descrito anteriormente se refiere a un ciclo
cerrado en que se convierte acetil-CoA, a través del ciclo en acetil-CoA de nuevo por la accién de una enzima que
consume acetil-CoA. En un caso en que una sustancia producida por la reaccién de conversidon de una enzima que
consume acetil-CoA se convierta adicionalmente en otro producto sin convertirse en acetil-CoA de nuevo (por
ejemplo, en una caso en que la sustancia se convierte a través de una ruta de produccién de alcohol isopropilico en
el producto final, alcohol isopropilico), el ciclo no esta cerrado y, por lo tanto, el ciclo se excluye del "ciclo que incluye
una enzima que consume acetil-CoA".

El ciclo cerrado se refiere a una ruta que parte de una sustancia arbitraria en el ciclo, en que la sustancia se
convierte mediante el ciclo en otra sustancia y, finalmente, se convierte en la misma sustancia que la sustancia
inicial.

La malato tioquinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el nimero de cédigo de enzima:
6.2.1.9 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que cataliza
una reaccion de unién de malato a CoA y convierte el malato en malil-CoA. En esta reaccién, se consume una
molécula de ATP y se produce una molécula de ADP y una molécula de fosfato. La malato tioquinasa tiene una
subunidad grande de aproximadamente 400 aminoacidos y una subunidad pequefia de 300 aminoacidos. En el gen,
la subunidad grande habitualmente va seguida por la subunidad pequefa. Aqui, por conveniencia, la subunidad
grande se menciona como mtkB, y la subunidad pequefia se menciona como mtkA. Se informa de que la actividad
especifica de la malato tioquinasa purificada es, por ejemplo, 2,5 U/mg (Anal Biochem. 227(2), 363-367, 1995).

La malato tioquinasa se encuentra principalmente en una ruta de asimilaciéon para fuentes de carbono C1 tales como
metano (J. Bacteriol. 176(23), 7398-7404, 1994) y la ruta de 3-hidroxipropionato (Arch. Microbiol., 151, 252-256,
1989), y se caracteriza porque esta presente la malil-CoA liasa en sus cercanias en el genoma. Dicha enzima puede
usarse adecuadamente. Un ejemplo de evaluacién de la actividad de una malato tioquinasa purificada se conoce en
malato tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens, pero existen solamente unos pocos ejemplos de
comparaciéon de una actividad con una secuencia real. El Unico ejemplo de evaluacion de una actividad junto con
una secuencia se conoce en una enzima derivada de Methylobacterium extorquens AM1 (numeros de acceso a
GenBank AAA62654 y AAA62655) (J. Bacteriol. 176(23), 7398-7404, 1994). En este documento, se clond el gen de
la malato tioquinasa y el gen clonado se introdujo en la misma cepa de Methylobacterium extorquens para evaluar la
actividad. Sin embargo, cuando los presentes inventores sintetizaron realmente la secuencia y la evaluaron, no pudo
detectarse ninguna actividad. En vista de esto, se comparé la secuencia de AAA62655 con la secuencia de la malato
tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens recién adquirida en la invencion (SEQ ID NO: 70). Como
resultado, se descubrié que AAAG2655 tiene una delecion grande (36 aminoacidos) en el extremo carboxi, y es
anormalmente corta en comparacion con secuencias de otras malato tioquinasas (por ejemplo, en la Fig. 3). Por lo
tanto, se cree que se describe una secuencia de tipo inactivo incorrecta en la bibliografia anterior.

Esta invencién es, de hecho, un primer ejemplo presentado en que la malato tioquinasa realmente se clona y se
expresa por un microorganismo de otra especie, y la actividad esta correlacionada con la secuencia.

Ejemplos de malato tioquinasa incluyen aquellos derivados de Methylobacterium tales como Methylobacterium
extorquens (SEQ ID NO: 70 y 71), los derivados de Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum o
Hyphomicrobium denitrificans, los derivados de Rhizobium tales como Rhizobium sp. NGR234, los derivados de
Granulibacter tales como Granulibacter bethesdensis (SEQ ID NO: 107 y 108), los derivados de Nitrosomonas tales
como Nitrosomonas europaea, los derivados de Methylococcus tales como Methylococcus capsulatus, y los
derivados de Gammaproteobacterias.

En vista de la eficacia de produccion de sustancias utiles producidas a través de acetil-CoA, ejemplos especificos de
la secuencia preferible de aminoacidos incluyen las secuencias de aminoacidos derivadas de Hyphomicrobium (SEQ
ID NO: 73, 74, 110, y 111), secuencias de aminoacidos derivadas de Rhizobium (SEQ ID NO: 75 y 76), secuencia de
aminoacidos derivadas de Nitrosomonas (SEQ ID NO: 113 y 114), secuencias de aminoacidos derivadas de
Methylococcus (SEQ ID NO: 116 y 117) y secuencias de aminoacidos derivadas de Gammaproteobacterias (por
ejemplo, SEQ ID NO: 118 y 119).

La malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 73, 74, 110, y 111), la malato tioquinasa derivada
de Rhizobium (SEQ ID NO: 75 y 76) y la malato tioquinasa derivada de Nitrosomonas (SEQ ID NO: 113 y 114)
comparten de un 65 % a un 80 % de homologia de secuencia entre si. La malato tioquinasa derivada de
Methylococcus (SEQ ID NO: 116 y 117) tiene de un 70 % a un 80 % de homologia de secuencia con la malato
tioquinasa derivada de Gammaproteobacterias (por ejemplo, SEQ ID NO: 118 y 119).

Las malato tioquinasas que tienen al menos un 70 % de homologia de secuencia de aminoacidos con cada una de
las secuencias de aminoacidos de la malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium, la malato tioquinasa derivada
de Rhizobium, la malato tioquinasa derivada de Nitrosomonas, la malato tioquinasa derivada de Methylococcus y la
malato tioquinasa derivada de Gammaproteobacterias descritas en este documento, y que tienen la actividad malato
tioquinasa pueden usarse adecuadamente para la produccion de acetil-CoA o la producciéon de un producto util
derivado de acetil-CoA de acuerdo con la invencion.
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El resultado de alineacion de las malato tioquinasas mostradas en los Ejemplos se muestra en la Fig. 2A y Fig. 2B
(MtkB: subunidad grande de mtk; Fig. 2A y Fig. 2B se mencionan de forma colectiva a continuacién en este
documento como "Fig. 2") y Fig. 3A y Fig. 3B (MtkA: subunidad pequefia de mtk; Fig. 3A y Fig. 3B se mencionan de
forma colectiva a continuacién en este documento como "Fig. 3"). Como se muestra en la Fig. 2 y Fig. 3, se
descubrié que las malato tioquinasas comparten secuencias comunes altamente homdlogas sobre la longitud
completa, en que estan conservados aminoacidos idénticos u homadlogos.

Respecto a los aminoacidos, la malato tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens (indicada por Me en la
Fig. 2 y Fig. 3), y las malato tioquinasas que tienen alta actividad enzimatica derivadas de Rhizobium sp. (indicadas
por Rh en la Fig. 2 y Fig. 3), Hyphomicrobium methylovorum (indicadas por Hme en la Fig. 2 y Fig. 3),
Hyphomicrobium denitrificans (indicadas por Hd en la Fig. 2 y Fig. 3), Nitrosomonas europaea (indicadas por Ne en
la Fig. 2 y Fig. 3), Methylococcus capsulatus (indicadas por Mc en la Fig. 2 y Fig. 3), y Gammaproteobacterias
(indicadas por gam en la Fig. 2 y Fig. 3) se clasificaron en 4 grupos compuestos del primer a cuarto grupo descritos
a continuacion. En la Fig. 2 y Fig. 3 estos grupos se indicaron por 4 tipos de simbolos, ". + # *", respectivamente.

El primer grupo incluye los sitios en que Rhizobium sp., Hyphomicrobium methylovorum, Hyphomicrobium
denitrijicans, Nitrosomonas europaea, Methylococcus capsulatus, y Gammaproteobacterias, que tienen altas
actividades enzimaticas, tienen diferentes secuencias de la de Methylobacterium extorquens, y se indica por el
simbolo "." en la Fig. 2 y Fig. 3. La posicion de las secuencias se describe de acuerdo con la posiciéon en la
secuencia de aminoacidos de Methylobacterium extorquens.

El primer grupo en MtkB (Fig. 2) incluye histidina, prolina o lisina en la posicién 18; arginina, acido glutamico, acido
aspartico o alanina en la posicién 21; tirosina o histidina en la posicion 26; acido glutamico, alanina o arginina en la
posicion 29; arginina o valina en la posicion 34; arginina, serina o acido glutamico en la posicién 36; arginina,
treonina, valina o glicina en la posicion 42; valina en la posicién 44; acido aspartico, acido glutamico, histidina,
isoleucina o leucina en la posicién 66; histidina, lisina o acido glutamico en la posicién 67; acido aspartico o acido
glutamico en la posicién 74; serina, fenilalanina, alanina o acido glutamico en la posiciéon 75; treonina, lisina o
histidina en la posicién 80; histidina o prolina en la posicion 84; glutamina, alanina, glicina o lisina en la posicion 89;
leucina o valina en la posiciéon 92; acido glutamico, alanina o glutamina en la posicion 100; metionina, treonina,
serina o valina en la posicién 102; 4cido aspartico, asparagina, acido glutdmico, histidina o serina en la posicién 103;
isoleucina o prolina en la posiciéon 104; alanina, acido aspartico, lisina o glutamina en la posicién 105; fenilalanina o
leucina en la posicién 112; isoleucina en la posicidon 121; metionina, valina o treonina en la posicién 122; serina o
alanina en la posicion 127; serina, alanina, glutamina o acido glutamico en la posicion 128; alanina, serina, treonina,
acido glutamico o arginina en la posicién 139; isoleucina en la posicion 144; arginina o lisina en la posicién 146;
glicina o alanina en la posicién 166; acido aspartico, acido glutamico, lisina o arginina en la posiciéon 170; asparagina,
prolina, acido aspartico o glicina en la posicién 171; isoleucina o leucina en la posiciéon 173; glicina, asparagina,
prolina o alanina en la posicién 175; arginina, lisina, histidina o glutamina en la posiciéon 176; glicina, alanina o
arginina en la posicion 183; cisteina o isoleucina en la posicién 184, tirosina, leucina o lisina en la posicién 191;
alanina en la posicion 193; arginina, acido glutdmico, asparagina o serina en la posicion 206; glicina, lisina,
asparagina, acido glutdmico o prolina en la posicion 207; acido aspartico, glutamina, acido glutamico, serina o lisina
en la posicion 208; acido glutamico en la posicion 231; arginina en la posicidon 233; lisina, asparagina o leucina en la
posicion 235; acido glutamico o isoleucina en la posicion 238; treonina, isoleucina o valina en la posicion 243;
tirosina, alanina o acido glutamico en la posicion 244; glicina en la posicidon 249; acido aspartico en la posicion 256;
asparagina o acido aspartico en la posicion 258; isoleucina, leucina o fenilalanina en la posicion 278; lisina o
asparagina en la posicion 300; treonina, arginina, alanina, acido glutdmico o glutamina en la posicion 307; leucina,
valina, cisteina o tirosina en la posicién 336; glicina, acido aspartico, acido glutamico, glutamina o arginina en la
posicién 340; arginina o leucina en la posicion 358; alanina o acido aspartico en la posicion 375; acido aspartico,
lisina, acido glutdmico o alanina en la posicién 379; y triptéfano, alanina, arginina o valina en la posicion 385.

El primer grupo en MtkA (Fig. 3) incluye fenilalanina en la posicion 16; lisina, arginina, acido glutdmico o glutamina
en la posicién 19; isoleucina o histidina en la posicién 20; arginina o acido aspartico en la posicion 30; glutamina,
treonina o serina en la posicién 46; alanina, serina, lisina o arginina en la posicidn 47; leucina o prolina en la posicién
49; metionina, arginina o leucina en la posicidon 51; acido aspartico o acido glutamico en la posicién 67; alanina o
valina en la posicion 68; valina o isoleucina en la posicion 71; prolina en la posicién 74; isoleucina en la posicion 90;
cisteina, alanina o isoleucina en la posicién 93; valina en la posicién 94; acido aspartico, alanina o serina en la
posicion 119; metionina, serina o cisteina en la posicion 121; isoleucina, treonina o leucina en la posicion 124;
alanina o cisteina en la posicion 137; arginina, valina o asparagina en la posicion 151; valina en la posicion 155;
alanina, arginina o lisina en la posicion 171; lisina, arginina o valina en la posicion 193; metionina, valina o isoleucina
en la posicion 195; acido glutamico, glutamina, arginina o lisina en la posicion 197; alanina o glicina en la posicion
223; leucina o arginina en la posicion 224; alanina en la posicidon 226; metionina en la posicién 230; fenilalanina,
alanina o acido glutamico en la posicion 259; valina o metionina en la posicion 267; acido glutamico o lisina en la
posicién 271; alanina, cisteina o leucina en la posicidon 273; treonina o asparagina en la posicion 280; serina o
alanina en la posiciéon 282; alanina, lisina, glutamina, glicina o acido glutdmico en la posicién 294; y metionina,
glutamina, arginina, leucina o histidina en la posicion 295.
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Las malato tioquinasas que tienen una o mas de estas secuencias de aminoacidos son mas preferibles en vista de la
actividad enzimatica.

El segundo grupo incluye secuencias comunes caracteristicas a todos de Rhizobium sp., Hyphomicrobium
methylovorum, Hyphomicrobium denitrificans, Nitrosomonas europaea, Methylococcus capsulatus, vy
Gammaproteobacterias, y se indica por el simbolo "+" en la Fig. 2 y Fig. 3. Las posiciones de las secuencias
caracteristicas se describen de acuerdo con las posiciones en la secuencia de aminoacidos de Hyphomicrobium
methylovorum.

El segundo grupo en MtkB (Fig. 2) incluye valina en la posiciéon 43; isoleucina en la posicion 120; isoleucina en la
posicion 143; alanina en la posicion 192; acido glutamico en la posicion 230; arginina en la posicion 232; glicina en la
posicion 248; y acido aspartico en la posicién 255.

El segundo grupo en MtkA (Fig. 3) incluye fenilalanina en la posicion 16; prolina en la posicién 74; isoleucina en la
posicion 90; valina en la posicion 94; valina en la posiciéon 155; alanina en la posicién 226; y metionina en la posicion
230.

La regién que no tiene homologia, es decir, la region diferente a estas secuencias comunes caracteristicas y las
secuencias comunes conservadas entre todas las secuencias, pueden tener una mutacién. Las malato tioquinasas
que tienen cualquiera de estas secuencias de aminodacidos y son mas preferibles, en vista de la actividad
enzimatica.

El tercer grupo incluye secuencias comunes caracteristicas a Rhizobium sp., Hyphomicrobium methylovorum,
Hyphomicrobium denitrificans, y Nitrosomonas europaea, y se indica por el simbolo "#" en la Fig. 2 y Fig. 3. Las
posiciones de las secuencias comunes caracteristicas se describen de acuerdo con las posiciones en la secuencia
de aminoacidos de Hyphomicrobium methylovorum.

El tercer grupo en las MthB (Fig. 2) incluye acido glutamico en la posicién 29; arginina en la posicion 34; isoleucina
en la posicion 68; histidina en la posicion 83; leucina en la posicion 91; leucina en la posicién 95; isoleucina en la
posicion 103; fenilalanina en la posicion 111; acido aspartico en la posicion 141; glicina en la posicion 182; cisteina
en la posicion 183; valina en la posicion 252; lisina en la posicion 299; valina en la posicion 345; acido glutdmico en
la posicion 354; arginina en la posicion 357; y alanina en la posicion 374.

En tercer grupo en las MtkA (Fig. 3) incluye isoleucina en la posiciéon 20; alanina en la posicion 68; cisteina en la
posicion 93; metionina en la posicién 121; leucina en la posicidon 123; alanina en la posicion 137; leucina en la
posicion 224; alanina en la posicion 236; tirosina en la posicién 237; isoleucina en la posicion 238; acido glutamico
en la posicién 261; valina en la posicion 267; leucina en la posicion 270; lisina en la posicion 271; valina en la
posicion 275; isoleucina en la posiciéon 277; treonina en la posicion 280; y serina en la posicion 282.

La regién que no tiene homologia, es decir, la region diferente a estas secuencias comunes caracteristicas y las
secuencias comunes conservadas entre todas las secuencias, pueden tener una mutacion. Las malato tioquinasas
que tienen cualquiera de estas secuencias de aminoacidos son mas preferibles en vista de la actividad enzimatica.

El cuarto grupo incluye secuencias comunes caracteristicas a Methylococcus capsulatus y Gammaproteobacterias, y
se indican por el simbolo "*" en la Fig. 2 y Fig. 3. Las posiciones de las secuencias comunes caracteristicas se
describen de acuerdo con las posiciones en la secuencia de aminoacidos de Methylococcus capsulatus.

El cuarto grupo en las MtkB (Fig. 2) incluye asparagina en la posicion 2; tirosina en la posicién 15; prolina en la
posicion 18; tirosina en la posicion 26; acido aspartico en la posicion 28; valina en la posicion 34; &cido glutamico en
la posicion 36; isoleucina en la posicion 38; glicina en la posicion 53; valina en la posicion 60; alanina en la posicion
63; serina en la posicion 65; acido glutamico en la posicidon 67; acido aspartico en la posicién 74; metionina en la
posicion 76; isoleucina en la posicidon 114; glutamina en la posicion 119; treonina en la posicién 122; acido glutamico
en la posicién 128; acido glutamico en la posicién 132; valina en la posiciéon 136; lisina en la posiciéon 143; valina en
la posicion 145; acido glutamico en la posicidon 147; isoleucina en la posicion 153; cisteina en la posicion 160; lisina
en la posicion 162; valina en la posicion 163; alanina en la posicion 166; isoleucina en la posicién 167; leucina en la
posicion 173; metionina en la posicién 174; glutamina en la posicién 176; arginina en la posicion 179; leucina en la
posicion 180; metionina en la posicidon 181; isoleucina en la posicion 184; leucina en la posicion 194; glutamina en la
posicion 195; isoleucina en la posicion 203; valina en la posicion 204; glicina en la posicion 205; leucina en la
posicion 211; fenilalanina en la posicion 218; asparagina en la posicién 219; leucina en la posicién 237; acido
glutamico en la posicién 239; acido glutamico en la posicidon 240; valina en la posicion 245; acido glutamico en la
posicion 246; glicina en la posicion 249; asparagina en la posicion 253; alanina en la posiciéon 256; alanina en la
posicién 277; histidina en la posicion 281; acido glutdmico en la posicion 298; lisina en la posicién 299; asparagina
en la posicion 302; cisteina en la posicion 304; isoleucina en la posicion 306; isoleucina en la posicion 330; leucina
en la posicion 334; glutamina en la posicion 336; serina en la posicion 340; leucina en la posicién 341; fenilalanina
en la posicion 370; asparagina en la posicién 375; acido aspértico en la posicion 377; &cido aspartico en la posicion
378; alanina en la posicion 381; e isoleucina en la posicion 386.
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El cuarto grupo en las MtkA (Fig. 3) incluye fenilalanina en la posicion 4; valina en la posiciéon 5; asparagina en la
posicién 6; histidina en la posicion 8; serina en la posicion 9; valina en la posicién 11; isoleucina en la posicion 12;
histidina en la posicion 20; alanina en la posiciéon 28; arginina en la posicidén 30; treonina en la posiciéon 33; leucina
en la posicion 56; acido aspartico en la posicién 60; acido aspartico en la posicion 72; valina en la posicién 73;
isoleucina en la posicion 91; arginina en la posicion 96; valina en la posicion 97; alanina en la posicion 102; valina en
la posicion 107; isoleucina en la posicion 111; glutamina en la posicidon 114; arginina en la posicion 117; glicina en la
posicion 119; acido aspartico en la posicion 121; treonina en la posicion 129; prolina en la posicion 130; treonina en
la posicion 134; acido glutamico en la posicion 137; cisteina en la posicién 138; lisina en la posicion 139; valina en la
posicion 140; asparagina en la posicion 163; acido glutamico en la posiciéon 168; leucina en la posicion 175; treonina
en la posicion 191; acido aspartico en la posicién 192; valina en la posicion 194; treonina en la posicién 195; valina
en la posiciéon 196; alanina en la posicion 199; valina en la posicion 210; valina en la posicién 221; alanina en la
posicidén 222; alanina en la posicién 224; arginina en la posicion 225; alanina en la posicion 227; acido glutdmico en
la posicion 260; treonina en la posicion 263; alanina en la posicién 266; metionina en la posicién 268; acido aspartico
en la posicidn 269; alanina en la posicion 270; &cido glutdmico en la posicion 272; leucina en la posicién 274; tirosina
en la posicion 277; arginina en la posicién 280; asparagina en la posicion 281; alanina en la posicién 283; isoleucina
en la posicion 285; leucina en la posicion 290; arginina en la posicion 291; alanina en la posicion 292; y acido
glutdmico en la posicion 295.

La regién que no tiene homologia, es decir, la region diferente a estas secuencias comunes caracteristicas y las
secuencias comunes conservadas entre todas las secuencias pueden tener una mutacion.

Las malato tioquinasas que tiene cualquiera de estas secuencias de aminoacidos son mas preferibles en vista de la
actividad enzimatica.

Como un gen de la malato tioquinasa (mtk), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que
codifica la malato tioquinasa obtenida de cada uno de los organismos de origen de enzima mencionados
anteriormente, o una secuencia de ADN sintética que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida
del gen.

Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de
Methylobacterium tal como Methylobacterium extorquens (SEQ ID NO: 67 y 68), Hyphomicrobium tal como
Hyphomicrobium methylovorum o Hyphomicrobium denitrificans, Rhizobium tal como Rhizobium sp. NGR234,
Granulibacter tal como Granulibacterbethesdensis, Nitrosomonas tal como Nitrosomonas europaea, Methylococcus
tal como Methylococcus capsulatus, o Gammaproteobacterias.

En vista de la eficacia de produccion de acetil-CoA, es preferible un ADN que tenga la secuencia de bases de un
gen derivado de Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 61, 62, 86, y 87), Rhizobium (por ejemplo, SEQ ID NO: 63),
Granulibacter (SEQ ID NO: 81 y 82), Nitrosomonas (SEQ ID NO: 91 y 92), Methylococcus (SEQ ID NO: 96 y 97), o
Gammaproteobacterias (SEQ ID NO: 102 y 103).

En particular, es preferible la secuencia de bases de un gen derivado de Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 61, 62, 86,
87), Rhizobium cuyo uso de codines esta optimizado (por ejemplo, SEQ ID NO: 63), Nitrosomonas (SEQ ID NO: 91
92), Methylococcus (SEQ ID NO: 96 y 97), o Gammaproteobacterias (SEQ ID NO: 102 y 103)

y
y

La malil-CoA liasa es una enzima que se clasifica con el niumero de enzima: 4.1.3.24 basado en el informe de la
Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una reacciéon de produccion de
glioxilato y acetil-CoA a partir de malil-CoA. Ejemplos de malil-CoA liasa incluyen las derivadas de Methylobacterium
tales como Methylobacterium extorquens, Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum o
Hyphomicrobium denitrificans, Chloroflexus tales como Chloroflexus aurantiacus, Nitrosomonas tales como
Nitrosomonas europaea, o Methylococcus tales como Methylococcus capsulatus.

En vista de la eficacia de produccion de acetil-CoA, ejemplos especificos de las secuencias de aminoacidos
preferibles incluyen una secuencia de aminoacidos derivada de Methylobacterium (SEQ ID NO: 69),
Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 72 y 109), Nitrosomonas (SEQ ID NO: 112), o Methylococcus (SEQ ID NO: 115).

Se informa que la actividad especifica de malil-CoA liasa purificada en Methylobacterium extorquens es, por
ejemplo, de 28,1 U/mg (Biochem. J. 139, 399-405, 1974).

Como gen de la malil-CoA liasa (mcl), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica
la malil-CoA liasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente, o una
secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos
preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Methylobacterium
tales como Methylobacterium extorquens, Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum o
Hyphomicrobium denitrificans, o Chloroflexus tales como Chloroflexus aurantiacus. En vista de la eficacia de
produccién de acetil-CoA, ejemplos mas preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases
de un gen derivado de Methylobacterium y un gen que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de
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Hyphomicrobium.

Ejemplos especificos de la secuencia de bases preferible del gen derivado de Methylobacterium incluyen la
secuencia de bases de un gen derivado de Methylobacterium extorquens (SEQ ID NO: 66). Ejemplos especificos de
la secuencia de bases preferible de un gen derivado de Hyphomicrobium incluyen la secuencia de bases de un gen
derivado de Hyphomicrobium methylovorum (SEQ ID NO: 60) o Hyphomicrobium denitrificans (SEQ ID NO: 85).
Ejemplos especificos de la secuencia de bases preferible de un gen derivado de Nitrosomonas incluyen la secuencia
de bases de un gen derivado de Nitrosomonas europaea (SEQ ID NO: 90). Ejemplos especificos de la secuencia de
bases preferible del gen derivado de Methylococcus incluyen la secuencia de bases de un gen derivado de
Methylococcus capsulatus (SEQ ID NO: 95).

La acetil-CoA carboxilasa es un nombre general para enzimas que clasifican con el nimero de cédigo de enzima:
6.4.1.2 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que cataliza
una reaccion de conversion de acetil-CoA y CO; en malonil-CoA.

La malonato semialdehido deshidrogenasa se clasifica con el nimero de cédigo de enzima:

1.2.1.18 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que
cataliza una reaccion de conversion de malonil-CoA en malonato semialdehido.

La malonil-CoA reductasa es un nombre genérico para enzimas que catalizan una reaccion de conversion de
malonil-CoA en malonato semialdehido o 3-hidroxipropionato.

La crotonil-CoA carboxilasa-reductasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el numero de
codigo de enzima: 1.3.1.85 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry
(l.LU.B.), y que cataliza la conversion de crotonil-CoA en etilmalonil-CoA.

La metilcrotonil-CoA carboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el nimero de enzima:
6.4.1.4 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que cataliza
una reaccion de conversion de crotonil-CoA en glutaconil-CoA.

La piruvato sintasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el nimero de enzima: 1.2.7.1 basado
en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que cataliza una reaccion
de conversién de acetil-CoA en piruvato.

Es preferible que, en el microorganismo productor de acetil-CoA, la actividad de al menos una enzima seleccionada
del grupo que consiste en lactato deshidrogenasa, malato sintasa y fumarato hidratasa esté inactivada o reducida.
Como resultado, puede producirse acetil-CoA de forma mas eficaz.

Entre la lactato deshidrogenasa, malato sintasa y fumarato hidratasa mencionadas anteriormente, cada una de las
cuales es una enzima diana cuya actividad puede inactivarse o reducirse, la malato sintasa cataliza una reaccién de
conversion de acetil-CoA y glioxilato en malato. Esta reaccion es la reaccion inversa de una reaccion catalizada por
la malato tioquinasa y malil-CoA liasa. Por lo tanto, es preferible inactivar o reducir la actividad de la malato sintasa,
ya que la reaccion de conversion de acetil-CoA y glioxilato en malato de nuevo puede bloquearse o reducirse y el
rendimiento de acetil-CoA se mejora.

Entre la lactato deshidrogenasa, malato sintasa y fumarato hidratasa, cuya actividad puede inactivarse o reducirse,
es preferible inactivar la fumarato hidratasa en vista de la eficacia de produccién de acetil-CoA. La inactivacion de la
fumarato hidratasa evita una conversion de malato en otras sustancias incluyendo fumarato y una reduccion en la
cantidad de malato, y por tanto mejora el rendimiento de acetil-CoA.

La lactato deshidrogenasa (IdhA) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el nUmero de enzima:
1.1.1.28 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que
cataliza una reaccion de conversion de piruvato en lactato, o la conversion de lactato en piruvato.

La isocitrato liasa (aceA) se clasifica con el numero de cédigo de enzima: 4.1.3.1 basado en el informe de la Enzyme
Commission of International Union of Biochemistry (.U.B.), y es un nombre genérico para enzimas que catalizan una
reaccion de conversion de isocitrato en succinato y gliosilato.

La malato sintasa (aceB y glcB) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el niumero de cédigo de
enzima: 2.3.3.9 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que
cataliza una reaccién de conversién de acetil-CoA y glioxilato en malato y CoA. Dependiendo de los
microorganismos, se codifican multiples isdmeros de malato sintasa en el genoma. La mayoria de las cepas de
Escherichia coli poseen dos genes denominados aceB y glcB, respectivamente, y ambos se describen en la
presente memoria descriptiva. Cada uno de Pantoea ananatis y Corynebacterium glutamicum posee un unico tipo de
gen correspondiente a aceB o gIcB, y el gen se describe de forma colectiva como aceB en la presente memoria
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descriptiva, por conveniencia.

La fumarato hidratasa (fum) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el cédigo de enzima: 4.2.1.2
basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una
reaccion de conversion de malato en fumarato. Dependiendo de los microorganismos, se codifican multiples
isémeros de fumarato hidratasa en el genoma. Por ejemplo, Escherichia coli tiene tres tipos de fumarato hidratasa,
fumA, fumB y fumC. Pantoea ananatis tiene fumA y fumC, y Corynebacterium glutamicum tiene fumcC.

La fosfoenolpiruvato carboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el cédigo de enzima:
4.1.1.31 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que
cataliza una reaccién de conversion de fosfoenolpiruvato y didxido de carbono en oxaloacetato y fosfato. Ejemplos
de fosfoenolpiruvato carboxilasa incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium
glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis,
bacterias Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum, bacterias Starkeya tales como Starkeya
novella, bacterias Rhodopseudomonas tales como Rhodopseudomonas sp., o bacterias Streptomyces tales como
Streptomyces coelicolor.

Como gen de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen que codifica la fosfoenolpiruvato carboxilasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales
como Escherichia coli, bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis, bacterias Hyphomicrobium tales como
Hyphomicrobium methylovorum, bacterias Starkeya tales como Starkeya novella, bacterias Rhodopseudomonas
tales como Rhodopseudomonas sp., 0 bacterias Streptomyces tales como Streptomyces coelicolor.

La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el cédigo de enzima:
4.1.1.32, el numero de cédigo de enzima: 4.1.1.38, o el nimero de cédigo de enzima: 4.1.1.49 basados en el informe
de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que catalizan una reaccién de conversion
de fosfoenolpiruvato y didxido de carbono en oxaloacetato. Entre los nimeros de cédigo de enzima, las enzimas
clasificadas con el nimero de cddigo de enzima: 4.1.1.32 estan implicadas en una reaccién de conversion de GDP
en GTP; las enzimas clasificadas con el numero de cddigo de enzima: 4.1.1.38 estan implicadas en una reaccion de
conversion de fosfato en pirofosfato; y las enzimas clasificadas con el nimero de cédigo de enzima: 4.1.1.49 estan
implicadas en una reaccion de conversion de ADP en ATP. Ejemplos de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa incluyen
las derivadas de bacterias Actinobacillus tales como Actinobacillus succinogenes, bacterias Mycobacterium tales
como Mycobacterium smegmatis, o bacterias Trypanosoma tales como Trypanosoma brucei.

Como gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pck), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de
un que codifica la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen derivado de bacterias Actinobacillus tales como Actinobacillus succinogenes, bacterias Mycobacterium tales
como Mycobacterium smegmatis, o bacterias Trypanosoma tales como Trypanosoma brucei.

La piruvato carboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el nimero de cédigo de enzima:
6.4.1.1 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que cataliza
una reaccién de conversién de piruvato y didxido de carbono en oxaloacetato. La reaccion consume ATP y produce
ADP vy fosfato. Ejemplos de piruvato carboxilasa incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como
Corynebacterium glutamicum, o bacterias Mycobacterium tales como Mycobacterium smegmatis.

Como gen de la piruvato carboxilasa (pyc), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un que
codifica la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, o bacterias Mycobacterium
tales como Mycobacterium smegmatis.

La malato deshidrogenasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el niumero de cédigo de
enzima: 1.1.1.37 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y
que usa NADH como coenzima y cataliza una reaccién de produccién de malato a partir de oxaloacetato. Ejemplos
de malato deshidrogenasa incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium
glutamicum, o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli.

Como gen de la malato deshidrogenasa (mdh), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un que

codifica la malato deshidrogenasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados
anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases
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conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como
Escherichia coli o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

La glioxilato carboligasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el niumero de cédigo de
enzima: 4.1.1.47 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y
que cataliza una reaccidon de conversion de dos moléculas de glioxilato en una molécula de 2-hidroxi-3-
oxopropionato. Esta reaccidon estda acompafiada por descarboxilacion de una molécula de didxido de carbono.
Ejemplos de glioxilato carboligasa incluyen las derivadas de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o
bacterias Rhodococcus tales como Rhodococcus jostii.

Como gen de la glioxilato carboligasa (gcl), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que
codifica la glioxilato carboligasa obtenida de cualquiera de los organismos que originan la enzima enumerados
anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases
conocida del gen. Ejemplos preferibles de las mismas incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
derivado de bacterias Rhodococcus tal como Rhodococcus jostii o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli.

La 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el nimero de
cédigo de enzima: 1.1.1.60 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry
(I.LU.B.), y que usa NADH como coenzima y cataliza una reaccién de conversion de 2-hidroxi-3-oxopropionato en
glicerato. Ejemplos de 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa incluyen las derivadas de bacterias Escherichia tales
como Escherichia coli.

Como gen de 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa (gIxR), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases un
gen que codifica 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen derivado de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli.

La hidroxipiruvato isomerasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el nimero de cddigo de
enzima: 5.3.1.22 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y
que cataliza una reaccion de isomerizacion de 2-hidroxi-3-oxopropionato en hidroxipiruvato. Ejemplos de
hidroxipiruvato isomerasa incluyen los derivados de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium
glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

Como gen de la hidroxipiruvato isomerasa (hyi), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
que codifica la hidroxipiruvato isomerasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales
como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

La hidroxipiruvato reductasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el numero de cédigo de
enzima: 1.1.1.81 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y
que usa NADH o NADPH como coenzima y cataliza una reaccion de conversion de hidroxipiruvato en glicerato.

Ejemplos de hidroxipiruvato reductasa incluyen los derivados de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o
bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

Como gen para la hidroxipiruvato reductasa (ycdW), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen que codifica hidroxipiruvato reductasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima
enumerados anteriormente o una secuencia de ADN sintética sintetizada basandose en una secuencia de bases
conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la se secuencia de bases de un gen
derivado de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

La glicerato 3-quinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el numero de cédigo de enzima:
2.7.1.31 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que
cataliza una reaccion de conversién de glicerato en 3-fosfoglicerato. En esta reaccién, se consume una molécula de
ATP, y se produce una molécula de ADP y una molécula de fosfato. Ejemplos de la glicerato 3-quinasa incluyen los
derivados de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, o bacterias Escherichia tales
como Escherichia coli.

Como gen de la glicerato 3-quinasa (gIxK) de acuerdo con la invencién, puede usarse un ADN que tiene la
secuencia de bases de un gen que codifica la glicerato 3-quinasa obtenida de cualquiera de los organismos de
origen de enzima enumerados anteriormente o un secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una
secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de
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bases de un gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias
Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

La glicerato 2-quinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el nimero de cédigo de enzima:
2.7.1.165 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que
cataliza una reaccién de conversién de glicerato en 2-fosfoglicerato. En esta reaccién, se consume una molécula de
ATP, y se produce una molécula de ADP y una molécula de fosfato. Ejemplos de glicerato 2-quinasa incluyen las
derivas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, o bacterias Escherichia tales como
Escherichia coli.

Como gen de glicerato 2-quinasa (garK) de acuerdo con la invencién, puede usarse un ADN que tienen la secuencia
de bases de un gen que codifica la glicerato 2-quinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de
enzima enumerados anteriormente o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una
secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de
bases de un gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias
Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

La fosfoglicerato mutasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el numero de cédigo de
enzima: 5.4.2.1 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que
cataliza una reaccion de conversion de 3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato. Ejemplos de la fosfoglicerato mutasa
incluyen las derivas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia
tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

Como gen de la fosfoglicerato mutasa (gpm), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que
codifica la fosfoglicerato mutasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados
anteriormente o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en la secuencia de bases conocidas
del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de
bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia
coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

La enolasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el nimero de cédigo e enzima: 4.2.1.11
basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una
reaccion de conversion de 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato. Ejemplos de enolasa incluyen las derivadas de
bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia
coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

Como gen de enolasa (eno), puede usarse un ADN que tiene una secuencia de bases de un gen que codifica la
enolasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente o una secuencia
de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles
de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias Corynebacterium
tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea
tales como Pantoea ananatis.

La piruvato quinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el nimero de cédigo de enzima:
2.7.1.40 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que
cataliza una reaccién de conversion de fosfoenolpiruvato y ADP en piruvato y ATP. Ejemplos de piruvato quinasa
incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia
tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis.

Como gen de piruvato quinasa (pyk), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica
la piruvato quinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente o una
secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocidas del gen. Ejemplos
preferibles de la mismas incluye un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Corynebacterium
tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea
tales como Pantoea ananatis.

El microorganismo productor de acetil-CoA puede sr un microorganismo que tiene, ademas de la ruta para convertir
acetil-CoA en un metabolito util, una ruta que produce otro metabolito usando acetil-CoA como materia prima, o
puede ser un microorganismo cuya actividad enzimatica implicada en una ruta que produce otro metabolito esta
potenciada. Como resultado, los metabolitos Utiles derivados de acetil-CoA pueden producirse a partir de un material
de fuente de carbono y diéxido de carbono, y puede aumentarse la productividad del metabolito Gtil derivado de
acetil-CoA.

El microorganismo usado en la invenciéon no esta particularmente limitado siempre que el microrganismo no tenga
ninguno de:
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(a) un ciclo de fijacion de dioxido de carbono que tienen una reaccion enzimatica de malonil-CoA o malonato
semialdehido o 3-hidroxipropionato;

(b) un ciclo de fijacién de didxido de carbono que tiene una reaccién enzimatica de acetil-CoA y CO; a piruvato;
(c) un ciclo de fijacién de dioxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de crotonil-CoA y CO, a
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA,;

(d) un ciclo de fijaciéon de dioxido de carbono que tiene una reaccion enzimatica de CO, a formiato; donde el
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa o malil-CoA liasa enddégena.

Ejemplos del microorganismo incluyen microorganismos que pertenecen a Enterobacteriaceae y microorganismos
que pertenecen a bacterias corineformes. Ejemplos especificos del microorganismo incluyen microorganismos que
pertenecen a Enterobacteriaceae tales como bacterias Escherichia y bacterias Pantoea; microorganismos que
pertenecen a bacterias corineformes tales como bacterias Corynebacterium y bacterias Brevibacterium; hongos
filamentosos; y actinomicetes.

Ejemplos especificos de los microorganismos que pertenecen a Enterobacteriaceae incluyen bacterias que
pertenecen a Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella,
Morganella, o Erwinia. Entre estos, los microorganismos que pertenecen a Escherichia y los microorganismos que
pertenecen a Pantoea son preferibles desde el punto de vista de produccion eficaz de metabolitos utiles.

Ejemplos de las bacterias Corynebacterium incluyen Corynebacterium glutamicum.

Las bacterias Escherichia no estan particularmente limitadas, y ejemplos de las mismas incluyen Escherichia coli.
Ejemplos especificos de Escherichia coli incluyen Escherichia coli W3110 (ATCC 27325) y Escherichia coli MG1655
(ATCC 47076), derivadas de la cepa K12 de tipo silvestre prototipo, y Escherichia coli B (ATCC 11303), derivada de
la cepa B de tipo silvestre prototipo.

Tanto las bacterias Escherichia como las bacterias Pantoea pertenecen a Enterobacteriaceae, y estan muy
relacionadas entre si (J. Gen. Appl. Microbiol. 43(6) 355-361 (1997); International Journal of Systematic Bacteriology,
pag. 1061-1067, 1997).

En los ultimos afios, algunas bacterias que pertenecen a Enterobacter se han vuelto a clasificar en Pantoea
agglomerans, Pantoea disperse o similares (International Journal of Systematic Bacteriology, julio 39(3) 337-345,
1989).

Ademas, algunas bacterias que pertenecen a Erwinia se han vuelto a clasificar en Pantoea ananas o Pantoea
stewartii (International Journal of Systematic Bacteriology, 43(1), 162-173, 1993).

Ejemplos de las bacterias Enterobacter incluyen Enterobacter agglomerans y Enterobacter aerogenes. Mas
especificamente, pueden usarse cepas ejemplificadas en la patente europea abierta inspeccion publica n.° 952221.
Ejemplos de cepas representativas de Enterobacter incluyen Enterobacter agglomerans ATCC 12287.

Ejemplos de cepas representativas de las bacterias Pantoea incluyen Pantoea ananatis, Pantoea stewartii, Pantoea
agglomerans, y Pantoea citrea. Ejemplos especificos de las cepas incluyen las siguientes:

* Pantoea ananatis AJ13355 (FERM BP-6614) (patente europea abierta inspeccion publica n.° 0952221)
* Pantoea ananatis AJ13356 (FERM BP-6615) (patente europea abierta inspeccion publica n.° 0952221)

Aunque estas cepas se describen como Enterobacter agglomerans en la patente europea abierta inspeccion publica
n.° 0952221, las cepas se volvieron a clasificar en Pantoea ananatis como se ha descrito anteriormente basandose
en el andlisis de secuencia de bases del ARNr 16S y similares.

Las "bacterias corineformes" en la invencion se refieren a los microorganismos que pertenecen a Corynebacterium,
Brevibacterium, o Microbacterium, como se define en Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 8, 599 (1974).

Ejemplos de las bacterias corineformes incluyen adicionalmente microorganismos que se habian clasificado en
Brevibacterium pero que se volvieron a clasificar posteriormente en Corynebacterium (Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 255,
1991), y bacterias relacionadas tales como microorganismos que pertenecen a Brevibacterium. Ejemplos de las
bacterias corineformes se enumeran a continuacion.

Es decir, ejemplos de las mismas incluyen Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum,
Corynebacterium alkanolyticum, Corynebacterium callunae, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium lilium,
Corynebacterium melassecola, Corynebacterium thermoaminogenes, Corynebacterium herculis, Brevibacterium
divaricatum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium immariophilum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium
roseum, Brevibacterium saccharolyticum, Brevibacterium thiogenitalis, Corynebacterium ammoniagenes,
Brevibacterium album, Brevibacterium cerinum, y Microbacterium ammoniaphilum.
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Ejemplos especificos de las mismas incluyen las siguientes cepas.

Corynebacterium  acetoacidophilum ATCC 13870, Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 158086,
Corynebacterium alkanolyticum ATCC 21511, Corynebacterium callunae ATCC 15991, Corynebacterium glutamicum
ATCC 13020, ATCC 13032 y ATCC 13060, Corynebacterium lilium ATCC 15990, Corynebacterium melassecola
ATCC 17965, Corynebacterium thermoaminogenes AJ 12340 (FERM BP-1539), Corynebacterium herculis ATCC
13868, Brevibacterium divaricatum ATCC 14020, Brevibacterium flavum ATCC 13826, ATCC 14067 y AJ 12418
(FERM BP-2205), Brevibacterium immariophilum ATCC 14068, Brevibacterium lactofermentum (Corynebacterium
glutamicum) ATCC 13869, Brevibacterium roseum ATCC 13825, Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066,
Brevibacterium thiogenitalis ATCC 19240, Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6871 y ATCC 6872,
Brevibacterium album ATCC 15111, Brevibacterium cerinum ATCC 15112 y Microbacterium ammoniaphilum ATCC
15354.

En un caso en el que la bacteria Escherichia se usa como microorganismo, como ejemplos preferibles del
microorganismo productor de acetil-CoA en la invencién se incluyen una bacteria Escherichia que produce acetil-
CoA en que la actividad tiolasa, la actividad CoA transferasa y la actividad acetoacetato descarboxilasa esta
conferida o potenciada.

En un caso en el que la bacteria Escherichia se usa como microorganismo, como ejemplos preferibles del
microorganismo productor de acetil-CoA en la invencién se incluyen adicionalmente una bacteria Escherichia que
produce acetil-CoA en que la actividad tiolasa, la actividad CoA transferasa, la actividad acetoacetato descarboxilasa
y la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa estan conferidas o potenciadas.

La tiolasa en un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el niumero de cédigo de enzima: 2.3.1.9
basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una
reaccion de produccién de acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA.

Ejemplos de tiolasa incluyen los derivados de bacterias Clostridium tales como Clostridium acetobutylicum o
Clostridium beijerinckii, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, Halobacterium sp., bacterias Zoogloea
tales como Zoogloea ramigera, Rhizobium sp., bacterias Bradyrhizobium tales como Bradyrhizobium japonicum,
Candida tales como Candida tropicalis, bacterias Caulobacter tales como Caulobacter crescentus, bacterias
Streptomyces tales como Streptomyces collinus, o bacterias Enterococcus tales como Enterococcus faecalis.

Como gen de tiolasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica una tiolasa
obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN
sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la
misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias Clostridium tal como
Clostridium acetobutylicum o Clostridium beijerinckii; baterias Escherichia tales como Escherichia coli, Halobacterium
sp., bacterias Zoogloea tales como Zoogloea ramigera, Rhizobium sp., bacterias Bradyrhizobium tales como
Bradyrhizobium japonicum, Candida tales como Candida tropicalis, bacterias Caulobacter tales como Caulobacter
crescentus, bacterias Streptomyces tales como Streptomyces collinus, o bacterias Enterococcus tales como
Enterococcus faecalis. Ejemplos mas preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de
un gen derivado de un procariota tal como bacterias Clostridium o bacterias Escherichia, y un ADN que tiene la
secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o Escherichia coli es particularmente
preferible.

La acetoacetato descarboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el numero de cddigo
de enzima: 4.1.1.4 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y
que cataliza una reaccién de produccion de acetona a partir de acetoacetato.

Ejemplos de acetoacetato descarboxilasa incluyen aquellos derivados de bacterias Clostridium tales como
Clostridium acetobutylicum o Clostridium beijerinckii; o bacterias Bacillus tales como Bacillus polymyxa.

Como gen de acetoacetato descarboxilasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que
codifica acetoacetato descarboxilasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerado
anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases
conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
derivado de bacterias Clostridium o bacterias Bacillus. Ejemplos especificos de la misma incluyen un ADN que tiene
la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o Bacillus polymyxa. EI ADN es mas
preferiblemente un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum.

Como gen de acetoacetato descarboxilasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que
codifica acetoacetato descarboxilasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados
anteriormente. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de base de un gen
derivado de baterias Clostridium o bacterias Bacillus. Ejemplos especificos de la misma incluyen un ADN que tiene
la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o Bacillus polymyxa. EI ADN es mas
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preferiblemente un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum.

La alcohol isopropilico deshidrogenasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el nimero de
cadigo de enzima: 1.1.1.80 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry
(I.LU.B.), y que cataliza una reaccién de produccién de alcohol isopropilico a partir de acetona.

Ejemplos de alcohol isopropilico deshidrogenasa incluyen las derivadas de bacterias Clostridium tales como
Clostridium beijerinckii.

Como gen de la, alcohol isopropilico deshidrogenasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen que codifica la, alcohol isopropilico deshidrogenasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de
enzima enumerados anteriormente. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de
bases de un gen derivado de bacterias Clostridium, tal como Clostridium beijerinckii.

La CoA transferasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el numero de cddigo de enzima:
2.8.3.8 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que cataliza
una reaccion de produccion de acetoacetato a partir de acetoacetil-CoA.

Ejemplos de CoA transferasa incluyen las derivadas de bacterias Clostridium tales como Clostridium acetobutylicum
o Clostridium beijerinckii; bacteria Roseburia tales como Roseburia intestinalis; bacteria Faecalibacterium tales como
Faecalibacterium prausnitzii; bacterias Coprococcus; trypanosomes tales como Trypanosoma brucei; o bacterias
Escherichia tales como Escherichia coli.

Como gen de la CoA transferasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un que codifica la CoA
transferasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente, o una
secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos
preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias
Clostridium tales como Clostridium acetobutylicum, bacterias Roseburia tales como Roseburia intestinalis, bacterias
Faecalibacterium tales como Faecalibacterium prausnitzii, bacterias Coprococcus, tripanosomas tales como
Trypanosoma brucei, o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. Ejemplos mas preferidos de la misma
incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias Clostridium o bacterias
Escherichia, y un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o
Escherichia coli es aun mas preferible.

Desde el punto de vista de la actividad enzimatica, es preferible que cada uno de los cuatro tipos de enzima sea una
enzima derivada de al menos una selecciona del grupo que consiste en bacterias Clostridium, bacterias Bacillus y
bacterias Escherichia. En particular, es mas preferible un caso en que la aceto acetato descarboxilasa y la alcohol
isopropilico deshidrogenasa se obtiene de bacterias Clostridium, y en que la actividad CoA transferasa y la actividad
tiolasa se obtienen de bacterias Escherichia.

En particular, desde el punto de vista de la actividad enzimatica, es preferible que cada uno de los cuatro tipos de
enzima se obtenga de cualquiera de Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, o Escherichia coli. Es mas
preferible que la aceto acetato descarboxilasa sea una enzima derivada de Clostridium acetobutylicum y que cada
una de la CoA transferasa y la tiolasa se obtenga de Clostridium acetobutylicum o Escherichia coli, y que la alcohol
isopropilico deshidrogenasa se obtenga de Clostridium beijerinckii. Respecto a los cuatro tipos de enzima, es
preferible que la actividad aceto acetato descarboxilasa se obtenga de Clostridium acetobutylicum, y que la actividad
alcohol isopropilico deshidrogenasa se obtenga de Clostridium beijerinckii, y que la actividad CoA transferasa y la
actividad tiolasa se obtengan de Escherichia coli, desde el punto de vista de la actividad enzimatica.

Los genes de CoA transferasa (atoD y atoA) y el gen de la tiolasa (atoB) derivados de Escherichia coli forman un
operodn en el genoma de Escherichia coli en el orden de atoD, atoA y atoB (Journal of Bacteriology Vol. 169 pag. 42-
52 Lauren Sallus Jenkins et al.). Por lo tanto, la expresién de los genes de CoA transferasa y el gen de la tiolasa
pueden controlarse simultaneamente modificando el promotor de atoD.

En vista de lo anterior, cuando la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa son las obtenidas de los genes
gendmicos del hospedador Escherichia coli, es preferible potenciar la expresion de ambos genes enzimaticos por,
por ejemplo, remplazo del promotor responsable de la expresion de ambos genes enzimaticos por otro promotor,
desde el punto de vista de obtener suficiente capacidad de produccién de alcohol isopropilico. Ejemplos del
promotor a usarse para potenciar la expresion de la actividad CoA transferasa y de la actividad tiolasa incluyen el
promotor de GAPDH derivado de E. coli descrito anteriormente.

Ejemplos del microorganismo productor de acetil-CoA que produce otro metabolito usando acetil-CoA como materia
prima incluyen un microorganismo obtenido confiriendo o potenciando, o inactivando o reduciendo, cualquiera de las
actividades enzimaticas descritas anteriormente, usando Escherichia coli que tiene un sistema de produccion de
alcohol isopropilico (a partir de ahora en este documento mencionado como "Escherichia coli productora de alcohol
isopropilico") como hospedador.
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La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico puede ser cualquier Escherichia coli siempre que los genes
respectivos para conferir la capacidad de produccion de alcohol isopropilico puedan introducirse o modificarse.

La Escherichia coli es mas preferiblemente Escherichia coli a la que se ha conferido capacidad de produccién de
alcohol isopropilico por anticipado. Usando dicha Escherichia coli, puede producirse de forma eficaz alcohol
isopropilico.

Un ejemplo de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico es una Escherichia coli productora de alcohol
isopropilico a la que se ha conferido la actividad aceto acetato carboxilasa, la actividad alcohol isopropilico
deshidrogenasa, la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa para que sea capaz de producir alcohol
isopropilico a partir de una materia prima derivada de plantas, y que se describe en, por ejemplo, el documento WO
2009/008377. Otros ejemplos de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico incluyen microorganismos
descritos en los documentos WO 2009/094485, WO 2009/094485, WO 2009/046929, o WO 2009/046929.

La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico es Escherichia coli que tiene un sistema de produccion de
alcohol isopropilico y tiene una capacidad de produccién de alcohol isopropilico que se introduce por una técnica de
recombinaciéon genética. El sistema de produccion de alcohol isopropilico puede ser cualquier sistema que cause
que la Escherichia coli de interés produzca alcohol isopropilico.

En la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencion, preferiblemente, se confieren
cuatro actividades enzimaticas - una actividad aceto acetato descarboxilasa, una actividad alcohol isopropilico
deshidrogenasa, una actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa mencionada anteriormente - desde el exterior
de la célula.

En la invencion, ejemplos de Escherichia coli productora de alcohol isopropilico que tiene un sistema de produccion
de alcohol isopropilico incluyen una variante plPA/B y una variante plaaa/B descritas en el documento WO
2009/008377. Ejemplos de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico incluyen adicionalmente una
variante en que, entre las enzimas implicadas en la produccién de alcohol isopropilico, la actividad CoA transferasa y
la actividad tiolasa estdn potenciadas potenciando la expresion de los genes respecticos en el genoma de
Escherichia coli, y en que la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa y la actividad aceto acetato
descarboxilasa estan potenciadas potenciando la expresion de los genes respectivos usando un plasmido o
plasmidos (mencionado a veces como "variante pla/B::atoDAB").

En la invencion, la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico puede ser una Escherichia coli productora de
alcohol isopropilico que incluya un sistema de produccion de alcohol isopropilico, en que la actividad del represor
transcripcional GntR esta inactivada, y la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico incluye un grupo de
enzimas auxiliares que tienen un patrén de actividad enzimatica con que se mantiene o potencia la capacidad de
produccién de alcohol isopropilico conseguida por la inactivacion de la actividad GntR. Por consiguiente, puede
aumentarse adicionalmente la produccién de alcohol isopropilico.

La expresion "un grupo de enzimas auxiliares" en la invencion se refiere a una enzima o dos o mas enzimas, que
afectan a la capacidad de produccion de alcohol isopropilico. Ademas, la actividad de enzimas incluidas en el grupo
de enzimas auxiliares se inactiva, activa o potencia. La expresion "el patrén de actividad enzimatica del grupo de
enzimas auxiliares" como se usa en este documento, se refiere al patron de actividad enzimatica de las enzimas que
es capaz de mantener o aumentar la cantidad mejorada de produccién de alcohol isopropilico conseguida por la
inactivacion de la actividad GntR en solitario, y abarca una enzima de una combinacion de dos o mas enzimas.

Ejemplos de patrones de actividad enzimatica preferibles del grupo de enzimas auxiliares incluyen los siguientes
patrones:

(1) mantenimiento de las actividades de tipo silvestre de la glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), glucosa-6-fosfato-
1-deshidrogenasa (Zwf),y la fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd);

(2) inactivacion de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) y potenciacion de la actividad glucosa-6-fosfato-
1-deshidrogenasa (Zwf); y

(3) inactivacion de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), potenciacion de la actividad glucosa-6-fosfato-
1-deshidrogenasa (Zwf) e inactivacion de la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd).

Entre estas, el patron de actividad enzimatica del grupo de enzimas auxiliares descrito en el punto (3) anterior es
mas preferible desde el punto de vista de la capacidad de produccion de alcohol isopropilico.

El grupo de enzimas auxiliares y el patrén de actividad enzimatica de las mismas no estan limitados a los descritos
anteriormente. Cualquier grupo de enzimas auxiliares y patron de actividad enzimatica del mismo que incluya la
inactivacion de la actividad GntR, y con el que pueda aumentarse la cantidad de produccién de alcohol isopropilico
en una Escherichia coli productora de alcohol isopropilico, estan dentro del alcance de la invencién. El grupo de
enzimas auxiliares no esta necesariamente constituido por multiples enzimas, y puede estar constituido por una
enzima.
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GntR se refiere a un factor de transcripcion que regula negativamente un operén implicado en el metabolismo de
gluconato mediante la ruta de Entner-Doudoroff. GntR es un nombre genérico para represores transcripcionales
GntR que suprimen las funciones de dos grupos de genes (Gntl y Gntll), que son responsables de la captacion y
metabolismo de &cido glucdnico.

La glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el niumero de
codigo de enzima: 5.3.1.9 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry
(l.LU.B.), y que cataliza una reaccion de produccién de D-fructosa-6-fosfato a partir de D-glucosa-6-fosfato.

La glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) se clasifica con el nUmero de cédigo de enzima: 1.1.1.49 basado en el
informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (1.U.B.), y que cataliza una reaccién para
producir D-glucono-1,5-lactona-6-fosfato a partir de D-glucosa-6-fosfato. Ejemplos de glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa incluyen los derivados de bacterias Deinococcus tales como Deinococcus radiophilus, hongos
Aspergillus tales como Aspergillus niger o Aspergillus aculeatus; bacterias Acetobacter tales como Acetobacter
hansenii, bacterias Thermotoga tales como Thermotoga maritima, hongos Cryptococcus tales como Cryptococcus
neoformans, hongos Dictyostelium tales como Dictyostelium discoideum, Pseudomonas tales como Pseudomonas
fluorescens o Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces tales como Saccharomyces cerevisiae, bacterias Bacillus
tales como Bacillus megaterium, o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli.

Como gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases
del que codifica la tiolasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente,
0 una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida del gen.
Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias
Deinococcus tales como Deinococcus radiophilus, hongos Aspergillus tales como Aspergillus niger o Aspergillus
aculeatus; bacterias Acetobacter tales como Acetobacter hansenii, bacterias Thermotoga tales como Thermotoga
maritima, hongos Cryptococcus tales como Cryptococcus neoformans, hongos Dictyostelium tales como
Dictyostelium discoideum, Pseudomonas tales como Pseudomonas fluorescens o Pseudomonas aeruginosa,
Saccharomyces tales como Saccharomyces cerevisiae, bacterias Bacillus tales como Bacillus megaterium, o
bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. Ejemplos mas preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene
la secuencia de bases de un gen derivado de un procariota tal como bacterias Deinococcus bacteria, hongos
Aspergillus, bacterias Acetobacter, bacterias Thermotoga, Pseudomonas, bacterias Bacillus, o bacterias Escherichia.
El ADN es mas preferible un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Escherichia coli.

La fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el nimero de
cédigo de enzima: 1.1.1.44 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry
(I.U.B.), y que cataliza una reaccion de produccion de D-ribulosa-5-fosfato y CO; a partir de 6-fosfo-D-gluconato.

Cada una de las actividades de estas enzimas en la invencion puede ser una actividad introducida desde el exterior
de la célula en la célula, o una actividad obtenida por la sobreexpresion del gen de la enzima que la bacteria
hospedadora posee en su genoma mediante potenciacién de la actividad promotora para el gen de la enzima o
remplazo del promotor con otro promotor.

La Escherichia coli que tiene actividad enzimatica potenciada en la invencion se refiere a Escherichia coli en que
esta potenciada la actividad enzimatica por un cierto método. Este tipo de Escherichia coli puede construirse
introduciendo un gen que codifica la enzima o proteina desde el exterior de la célula en la célula usando un plasmido
por la tecnologia de recombinacién génica descrita anteriormente; o por sobreexpresion del gen de la enzima que la
bacteria hospedadora posee en su genoma mediante potenciacion de la actividad promotora para el gen de la
enzima o remplazando el promotor con otro promotor; o la combinacién de estos métodos.

El promotor del gen aplicable a la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico puede ser cualquier promotor
capaz de controlar la expresion de cualquiera de los genes descritos anteriormente. El promotor del gen es
preferiblemente un promotor potente que trabaje de forma constitutiva en el microorganismo, y que no es susceptible
a represion de la expresion incluso en presencia de glucosa. Ejemplos especificos del mismo incluye el promotor de
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (a veces mencionada a partir de ahora en este documento como
"GAPDH") o el promotor de la serina hidroximetiltransferasa.

El promotor en la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico significa una region en que la ARN polimerasa
que tiene un factor sigma se une para iniciar la transcripcion. Por ejemplo, un promotor de GAPDH derivado de
Escherichia coli se describe en los numeros de base 397 a 440 en la informacion de secuencia de bases del numero
de acceso a GenBank X02662.

En la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico, puede alterarse la lactato deshidrogenasa (LdhA). La
alteracion de la lactato deshidrogenasa suprime la produccién de lactato incluso en condiciones de cultivo en que el
suministro de oxigeno esta restringido, como resultado de lo cual puede producirse de forma eficaz alcohol
isopropilico. Las "condiciones en que el suministro de oxigeno esta restringido" generalmente significa condiciones:
0,02 vvm hasta 2,0 vvm (vvm: volumen de aireaciéon [ml]/volumen de liquido [ml]/tiempo [min]) a una velocidad de
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agitacion de 200 a 600 rpm, cuando solamente se usa aire como gas.
La lactato deshidrogenasa (LdhA) se refiere a una enzima que produce D-lactato y NAD a partir de piruvato y NADH.

El microorganismo productor de acetil-CoA para producir acetona puede ser uno que tiene solamente actividad
tiolasa, actividad CoA transferasa y actividad aceto acetato descarboxilasa entre la actividad en el sistema de
produccién de alcohol isopropilico. Es decir, cuando se produce acetona usando el microorganismo productor de
acetil-CoA, puede usarse el microorganismo que no tiene actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa.

Otros ejemplos de la ruta para producir otro metabolito usando acetil-CoA como materia prima incluyen una ruta que
produce glutamato a partir de acetil-CoA. Un ejemplo preferible del microorganismo que tiene una ruta que produce
otro metabolito o el microorganismo cuya actividad enzimatica implicada en una ruta que produce otro metabolito
esta potenciada incluye un microorganismo obtenido confiriendo o potenciando, o inactivando o reduciendo
cualquiera de las actividades enzimaticas descritas anteriormente usando un microorganismo que tiene una ruta que
produce de forma eficaz glutamato (a veces a partir de ahora en este documento mencionado como
"microorganismo productor de glutamato") como hospedador.

Ejemplos del microorganismo productor de glutamato incluyen los microorganismos mencionados anteriormente que
tienen una capacidad de producir L-aminoacidos.

Ejemplos especificos del microorganismo productor de glutamato incluyen, aunque sin limitaciéon, bacterias
Enterobacteriaceae tales como bacterias Escherichia o bacterias Pantoea, y bacterias corineformes tales como
Corynebacterium glutamicum.

El microorganismo productor de glutamato puede ser cualquier microorganismo que permita la introduccién o
modificaciéon de un gen para conferir la capacidad de produccién de glutamato. EI mas preferible que el
microorganismo productor de glutamato sea una bacteria Pantoea o bacteria corineforme a la que se ha conferido
capacidad de produccién de glutamato por anticipado. Usando este tipo de microorganismo, puede producirse de
forma mas eficaz glutamato.

Ejemplos de un método para conferir la capacidad de producciéon de glutamato a un microorganismo incluyen
modificar el microorganismo de modo que se aumente y/o se sobreexprese la expresion de un gen que codifica una
enzima implicada en la biosintesis de L-glutamato. Ejemplos de la enzima implicada en la biosintesis de L-glutamato
incluyen la glutamato deshidrogenasa, glutamina sintetasa, glutamato sintasa, isocitrato deshidrogenasa, aconitato
hidratasa, citrato sintasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, piruvato carboxilasa, piruvato deshidrogenasa, piruvato
quinasa, fosfoenolpiruvato sintasa, enolasa, fosfogliceromutasa, fosfoglicerato quinasa, gliceraldehido-3-
deshidrogenasa, triosa-fosfato isomerasa, fructosa-bifosfato aldolasa, fosfofructoquinasa y glucosa-fosfato
isomerasa. Entre estas enzimas, es preferible que una o mas de la citrato sintasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa y
glutamato deshidrogenasa tenga una actividad aumentada, y es mas preferible que las tres enzimas tengan
actividades potenciadas.

Ejemplos del microorganismo productor de glutamato incluyen un microorganismo productor de glutamato descrito
en la solicitud de patente japonesa abierta a inspeccién publica (JP-A) n.° 2005-278643.

El microorganismo productor de L-glutamato a usarse puede ser un microorganismo que tiene una capacidad de
acumular L-glutamato en una cantidad que excede la concentracion de saturacion de L-glutamato en un medio
liqguido cuando el microorganismo se cultivd en condiciones acidas (a partir de ahora en este documento
mencionado como "capacidad de acumulacién de L-glutamato en condiciones acidas"). Por ejemplo, puede
obtenerse una variante que tiene resistencia aumentada a L-glutamato en un entorno de bajo pH por un método
descrito en la patente europea abierta a inspeccién publica n.° 1078989, mediante lo cual se confiere la capacidad
de acumular L-glutamato en una cantidad que excede la concentracion de saturacion.

Ejemplos especificos del microorganismo que tiene una capacidad intrinseca de acumulacién de L-glutamato en
condiciones acidas incluyen Pantoea ananatis AJ13356 (FERM BP-6615) y AJ13601 (FERM BP-7207) (véase la
patente europea abierta a inspeccion publica n.° 0952221). Pantoea ananatis AJ13356 se depositd en el National
Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of
International Trade and Industry (nombre actual: International Patent Organism Depositary, National Institute of
Technology and Evaluation (IPOD, NITE); direccion: Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki 305-8566,
Japon) con el numero de acceso FERM P-16645 el 19 de febrero de 1998, y después se transfirid a la autoridad de
depésito internacional segun el Tratado de Budapest con el numero de acceso FERM BP-6615 el 11 de enero de
1999. Esta cepa se identific6 como Enterobacter agglomerans y se depositdé como Enterobacter agglomerans
AJ13355 cuando se aislé por primera vez, pero de acuerdo con el reciente analisis de secuencia de bases de ARNr
16S y similares, la cepa se volvio a clasificar como Pantoea ananatis (véanse los Ejemplos a continuacion).
Asimismo, AJ13356 y AJ13601 mencionados a continuacion inducidos a partir de AJ13355 se depositaron en el
deposito anterior como Enterobacter agglomerans, pero estas cepas se describen como Pantoea ananatis en la
presente memoria descriptiva. AJ13601 se depositd en el National Institute of Bioscience and Human-Technology,
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Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of International Trade and Industry (nombre actual:
International Patent Organism Depositary, National Institute of Technology and Evaluation (IPOD, NITE) con el
numero de acceso FERM P-17156 el 18 de agosto de 1999, y después se transfirid a una autoridad de depdsito
internacional segun el Tratado de Budapest con el numero de acceso FERM BP-7207 el 6 de julio de 2000.

Otros ejemplos del método para conferir o potenciar la capacidad de produccion de L-glutamato incluyen un método
para conferir resistencia a un analogo de acido organico o un inhibidor de la respiracion, y un método para conferir
sensibilidad a un inhibidor de la sintesis de pared celular. Ejemplos especificos del método incluyen conferir
resistencia a acido monofluoroacético (JP- A n.° S50-113209), conferir resistencia a adenina o resistencia a timina
(JP-A n.° S57-065198), debilitar la ureasa (JP-A n.° $S52-038088), conferir resistencia a acido maldnico (JP-A n.°
S52-038088), conferir resistencia a benzopirona o naftoquinonas (JP-A n.° S56-001889), conferir resistencia a
HOQNO (JP-A n.° S56-140895 A), conferir resistencia a acido a-cetomalodnico (JP-A n.° S57-002689 A), conferir
resistencia a guanidina (JP-A n.° S56-035981), y un método para conferir resistencia a penicilina (JP-A n.° H04-
088994).

Ejemplos especificos de los microorganismos resistentes incluyen las siguientes cepas.

Brevibacterium flavum AJ3949 (FERM BP-2632; véase JP-A n.° S50-113209)
Corynebactetium glutamicum AJ11628 (FERM P-5736; véase JP-A n.° S57-065198)
Brevibacterium flavum AJ11355 (FERM P-5007; véase JP-A n.° S56-001889)
Corynebacterium glutamicum AJ11368 (FERM P-5020; véase JP-A n.° S56-001889)
Brevibacterium flavum AJ11217 (FERM P-4318; véase JP-A n.° S57-002689)
Corynebacterium glutamicum AJ11218 (FERM P-4319; véase JP-A n.° S57-002689)
Brevibacterium flavum AJ11564 (FERM P-5472; véase JP-A n.° S56-140895)
Brevibacterium flavum AJ11439 (FERM P-5136; véase JP-A n.° S56-035981)
Corynebacterium glutamicum H7684 (FERM BP-3004; véase JP-A n.° H04-088994)
Brevibacterium lactofermentum AJ11426 (FERM P-5123; véase JP-A n.° S56-048890)
Corynebacterium glutamicum AJ11440 (FERM P-5137; véase JP-A n.° S56-048890)
Brevibacterium lactofermentum AJ11796 (FERM P-6402; véase JP-A n.° S58-158192)

Ejemplos preferibles del microorganismo que tiene una capacidad de producciéon de L-glutamina incluyen un
microorganismo en que estd potenciada la actividad glutamato deshidrogenasa, un microorganismo en que esta
potenciada la actividad glutamina sintetasa (gInA) y un microorganismo en que esta alterado el gen de la
glutaminasa (patentes europeas abiertas a inspeccion publica n.° 1229121 y 1424398). La potenciaciéon de la
actividad glutamina sintetasa también puede conseguirse alterando la glutamina adenilil transferasa (gInE) o
alterando la proteina de regulacion de PII (gIinB). Otros ejemplos preferibles del microorganismo productor de L-
glutamina incluyen una variante que pertenece al género Escherichia, y la variante alberga una glutamina sintetasa
mutante en que el resto de tirosina en la posicién 397 en la glutamina sintetasa esta remplazado por otro resto de
aminoacido (solicitud publicada de patente de Estado Unidos n.° 2003-0148474).

Otro método de conferir o potenciar la capacidad de produccién de L-glutamina incluye conferir resistencia a 6-diazo-
5-oxo-norleucina (JP-A n.°. H03-232497), conferir resistencia a un analogo de purina y resistencia a sulfoxido de
metionina (JP-A n.° S61-202694) y conferir resistencia a acido a-cetomaleico (JP-A n.° S56-151495). Ejemplos
especificos de bacterias corineformes que tienen la capacidad de produccion de L-glutamina incluyen los siguientes
microorganismos.

* Brevibacterium flavum AJ11573 (FERM P-5492; JP-A n.° S56-161495)
» Brevibacterium flavum AJ11576 (FERM BP-10381; JP-A n.° S56-161495)
» Brevibacterium flavum AJ12212 (FERM P-8123; JP-A n.° S61-202694)

Ejemplos especificos de microorganismos que producen prolina, leucina, isoleucina, valina, arginina, citrulina,
ornitina y/o acido poliglutamico incluyen un microorganismo descrito en JP-A n.° 2010-41920. Los microorganismos
que producen acido acético, (poli)acido 3-hidroxibutirico, acido itacénico, acido citrico y/o acido butirico se describen
en Fermentation Handbook (Kyoritsu Shuppan Co., Ltd.).

Ejemplos de microorganismos que producen acido 4-aminobutirico incluyen un microorganismo en que se introduce
glutamato descarboxilasa en un microorganismo productor de glutamato, tal como los descritos en JP-A n.° 2011-
167097.

Ejemplos de microorganismos que producen acido 4-hidroxibutirico incluyen un microorganismo en que se introduce
glutamato descarboxilasa, transaminasa y/o aldehido deshidrogenasa en un microorganismo productor de
glutamato, tal como los descritos en JP-A n.° 2009-171960.

Ejemplos de microorganismos que producen &cido 3-hidroxiisobutirico incluyen un microorganismo en que se
introdujo una ruta descrita en el documento WO 2009/135074 o documento WO 2008/145737.
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Ejemplos de microorganismos que producen acido 2-hidroxiisobutirico incluyen un microorganismo en que se
introdujo una ruta descrita en el documento 2009/135074 o documento WO 2009/156214.

Ejemplos de microorganismos que producen &cido 3-aminoisobutirico o acido metacrilico incluyen un
microorganismo en que se introdujo una ruta descrita en el documento WO 2009/135074.

El microorganismo en la invencién es un microorganismo que se construye para que tenga el ciclo de produccion de
acetil-CoA de la Fig. 1 confiriendo al menos malato tioquinasa y malil-CoA liasa. Por lo tanto, los microorganismos
que tienen de forma intrinseca malato tioquinasa y malil-CoA liasa no se incluyen en el microorganismo productor de
acetil-CoA de la invencion.

Ejemplos de los microorganismos que tienen de forma intrinseca Mtk y mcl incluyen microorganismos metanotréficos
tale como Methylobacterium extorquens. Como no se han desarrollado sistemas de vector adecuados para
microorganismos metanotréficos o técnicas para la modificacion de genes gendémicos de microorganismos
metanotroficos, la manipulacién genética de microorganismos es mas dificil que los microorganismos industriales
tales como Escherichia coli y Corynebacterium. Ademas, estos microorganismos crecen lentamente en muchos
casos y, por lo tanto, no son adecuados para producir metabolitos Utiles.

El método de produccion de acetil-CoA, acetona, alcohol isopropilico o glutamato de acuerdo con la invencion
incluye producir acetil-CoA, acetona, alcohol isopropilico o glutamato como el producto de interés a partir de un
material de fuente carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA descrito anteriormente. Es decir, el
método de produccion de acetil-CoA incluye: cultivar el microorganismo productor de acetil-CoA en un estado en que
el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de fuente de carbono (a partir de ahora
en este documento, proceso de cultivo) y recoger el producto de interés (acetil-CoA, acetona, alcohol isopropilico o
glutamato) obtenido por el contacto (a partir de ahora en este documento, proceso de recogida).

De acuerdo con el método de produccién de acetil-CoA, como el microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva
en un estado en que el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de fuente de
carbono, el material de fuente de carbono se asimila por el microorganismo productor de acetil-CoA, y el producto de
interés puede producirse de forma eficaz mientras se fija didxido de carbono.

El material de fuente de carbono no esta restringido siempre que el material contenga una fuente de carbono que
pueda asimilarse por el microrganismo, y el material es preferiblemente una materia prima deriva de plantas.

En la invencion, la materia prima derivada de plantas se refiere a 6rganos tales como raices, tallos, troncos, ramas,
hojas, flores y semillas; cuerpos vegetales que contienen los 6rganos; y productos de descomposicion de los
organos vegetales, y ademas abarca fuentes de carbono que pueden usarse como fuentes de carbono por
microorganismos durante el cultivo entre fuentes de carbono obtenidas de los cuerpos vegetales, los érganos
vegetales y los productos de descomposicién de los mismos.

Ejemplos generales de las fuentes de carbono en la materia prima derivada de plantas incluyen azucares tales como
almidoén, sacarosa, glucosa, fructosa, xilosa y arabinosa; productos de descomposicion vegetal herbaceos y lefiosos
o hidrolizados de celulosa, cada uno de los cuales contiene los ingredientes anteriores en grandes cantidades; y
combinaciones de los mismos. La fuente de carbono en la invencion puede incluir adicionalmente glicerina derivada
de aceite vegetal y &cidos grasos.

Ejemplos preferibles de la materia prima derivada de plantas incluyen cultivos agricolas tales como cereal, maiz,
arroz, trigo, soja, cafia de azucar, remolacha, algodén y similares, y combinaciones de los mismos. La forma de los
mismos como materias primas no esta especificamente limitada, y puede ser un producto en bruto, zumo exprimido,
un producto machacado, o similares. Como alternativa, la materia prima derivada de plantas puede estar en una
forma que consiste solamente en la fuente de carbono descrita anteriormente.

En el proceso de cultivo, el contacto entre el microorganismo productor de acetil-CoA y la materia prima derivada de
plantas generalmente se hace cultivando el microorganismo productor de acetil-CoA en un medio de cultivo que
contiene la materia prima derivada de plantas.

La densidad de contacto entre la materia prima derivada de plantas y el microorganismo productor de acetil-CoA
puede variarse dependiendo de la actividad del microorganismo productor de acetil-CoA. En general, la
concentracion de la materia prima derivada de plantas en el medio de cultivo puede ser tal que la concentracion
inicial de azucar en términos de glucosa puede establecerse al 20 % en masa o inferior respecto a la masa total de
la mezcla. Desde el punto de vista de tolerancia del azucar del microorganismo productor de acetil-CoA, la
concentracion inicia de azucar se establece preferiblemente al 15 % en masa o inferior. Pueden afadirse otros
componentes en cantidades de adicion habituales para medios de cultivo de microorganismos, sin limitacion
particular.
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El contenido del microorganismo productor de acetil-CoA en el medio de cultivo puede variarse con el tipo y la
actividad del microorganismo y la cantidad de un liquido bacteriano de precultivo (DO 660 nm = 4 a 8) a afadirse
cuando se comience inicialmente el cultivo puede establecerse generalmente al 0,1 % en masa hasta el 30 % en
masa respecto al liquido de cultivo, y se establece preferiblemente al 1 % en masa hasta el 10 % en masa respecto
al liquido de cultivo desde el punto de vista del control de las condiciones de cultivo.

El medio a usarse para el cultivo del microorganismo productor de acetil-CoA puede ser cualquier medio de cultivo
empleado habitualmente que incluye una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y un ion inorganico, y ademas
un elemento traza inorganico, un acido nucleico, y una vitamina, etc., necesarios para que los microorganismos
produzcan el producto interés, sin limitacion particular.

Las condiciones de cultivo para el proceso de cultivo no estan particularmente restringidas, y el cultivo puede
realizarse, por ejemplo, en condiciones aerébicas a un pH y temperatura apropiadamente controlados dentro de un
intervalo de pH 4 a 9, preferiblemente pH 6 a 8 y dentro de un intervalo de 20 °C a 50 °C, preferiblemente de 25 °C a
42 °C.

El volumen de aireacion de gas en la mezcla descrita anteriormente no esta particularmente restringido. Cuando se
usa solamente aire como gas, el volumen de aireacidon es generalmente de 0,02 vvm a 2,0 vvm (vvm: volumen de
aireacion [ml]/volumen de liquido [ml]/tiempo [min]) a 50 hasta 600 r.p.m. Desde el punto de vista de supresion del
dano fisico Escherichia coli, la aireacion se realiza preferiblemente a 0,1 vvm a 2,0 vvm, mas preferiblemente a 0,1
vvm a 1,0 vvm.

El proceso de cultivo puede continuarse desde el inicio del cultivo hasta que se agota el material de fuente de
carbono en la mezcla, o hasta que desaparece la actividad del microorganismo productor de acetil-CoA. La duracion
del proceso de cultivo puede variarse con la cantidad y la actividad del microorganismo productor de acetil-CoA en la
mezcla y la cantidad del material de fuente de carbono. En general, la duracion puede ser de al menos una hora, y
preferiblemente de al menos cuatro horas. La duracion del proceso de cultivo puede continuarse de forma ilimitada
por una nueva adicion del material de fuente de carbono o el microorganismo productor de acetil-CoA. Sin embargo,
desde el punto de vista de eficacia del proceso, la duraciéon puede establecerse generalmente a 5 dias o menos,
preferiblemente 72 horas o menos. Con respecto a otras condiciones, pueden emplearse las condiciones empleadas
para cultivo habitual tal cual son.

Los métodos de recogida del producto de interés acumulado en el medio de cultivo no estan particularmente
restringidos. Por ejemplo, puede emplearse un método que incluye retirar las células del microorganismo del medio
de cultivo por, por ejemplo, separacion por centrifugacion y, después de ello, separacion del producto de interés
usando un método de separacion habitual tal como destilacion o separacion en membrana en condiciones
adecuadas para el tipo del producto de interés.

El método de producir acetil-CoA de acuerdo con la invencién puede incluir adicionalmente, antes del proceso de
cultivo, un proceso de precultivo para conseguir una cantidad apropiada de células y/o un estado activado apropiado
del microorganismo productor de acetil-CoA a usar. El proceso de precultivo puede ser cualquier cultivo realizado en
condiciones empleadas habitualmente adecuadas para el tipo de microorganismo productor de acetil-CoA.

El microorganismo productor de acetil-CoA usado en el método de producciéon de acetona es preferiblemente el
microorganismo productor de acetil-CoA que tiene la actividad tiolasa, la actividad CoA transferasa y la actividad
acetoacetato descarboxilasa, descritas anteriormente como un aspecto preferible del microorganismo productor de
acetil-CoA, desde el punto de vista de la eficacia de produccion de acetona.

El microorganismo productor de acetil-CoA usado en el método de produccién de alcohol isopropilico es
preferiblemente el microorganismo productor de acetil-CoA que tiene la actividad tiolasa, la actividad CoA
transferasa, la actividad acetoacetato descarboxilasa y la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa, descritas
anteriormente como un aspecto preferible del microorganismo productor de acetil-CoA, desde el punto de vista de la
eficacia de produccion de alcohol isopropilico.

El método de produccién de alcohol isopropilico o el método de produccién de acetona preferiblemente incluye un
proceso de cultivo en que el microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva mientras se suministra gas a la
mezcla que contiene el microorganismo productor de acetil-CoA y el material de fuente de carbono; y un proceso de
recogida para recoger el producto de interés, en que el alcohol isopropilico o la acetona producida por el cultivo se
separa y se recoge de la mezcla.

De acuerdo con el método de produccién de alcohol isopropilico o el método de produccidon de acetona, el
microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva mientras se suministra gas a la mezcla (cultivo de aireacion). En
este cultivo de aireacién, el alcohol isopropilico o la acetona producida se libera en la mezcla y se evapora de la
mezcla. Como resultado, el alcohol isopropilico producido o la acetona producida puede separarse facilmente de la
mezcla. Ademas, como el alcohol isopropilico producido o la acetona producida se separa de forma continua de la
mezcla, puede suprimirse un aumento en la concentracion del alcohol isopropilico o la acetona en la mezcla. Por lo
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tanto, no es necesario poner atencion particular a la tolerancia del microorganismo productor de acetil-CoA frente al
alcohol isopropilico o la acetona.

La mezcla en este método puede estar principalmente compuesta de un medio basico generalmente usado en
cultivo del microorganismo hospedador. Con respecto a las condiciones de cultivo, se aplicaran las descritas
anteriormente tal cual son.

En el proceso de recogida, se recoge el alcohol isopropilico o la acetona producida en el proceso de cultivo y
separada de la mezcla. El método de recogida puede ser cualquier método capaz de recoger alcohol isopropilico o
acetona en estado gaseoso o de gotas evaporado de la mezcla por cultivo habitual. Ejemplos del mismo incluyen un
método de recogida en un miembro de recogida tal como un recipiente hermético empleado habitualmente. En
particular, el método incluye preferiblemente poner en contacto una solucion de atrapamiento para atrapar el alcohol
isopropilico o la acetona con el alcohol isopropilico o la acetona separada de la mezcla, desde el punto de vista de
recogida de solamente el alcohol isopropilico o la acetona con alta pureza.

En el método de produccion de alcohol isopropilico o el método de produccion de acetona, el alcohol isopropilico o la
acetona puede recogerse en un estado en que el alcohol isopropilico o la acetona esta disuelta en una solucion de
atrapamiento o la mezcla. Ejemplos del método de recogida incluyen un método descrito en el documento WO
2009/008377. El alcohol isopropilico o la acetona recogida puede confirmarse usando un medio de deteccion
habitual tal como HPLC. El alcohol isopropilico recogido puede purificarse adicionalmente, si fuera necesario.
Ejemplos del método de purificacion incluyen destilacion, etc.

En un caso en que el alcohol isopropilico o la acetona recogida esta en el estado de solucién acuosa, el método de
produccién de alcohol isopropilico o el método de produccién de acetona puede incluir adicionalmente un proceso de
deshidratacion ademas del proceso de recogida. La deshidratacion de alcohol isopropilico o acetona puede
realizarse por un método habitual.

Ejemplos de aparatos aplicables al método de produccion de alcohol isopropilico o acetona en que puede recogerse
alcohol isopropilico o acetona en el estado disuelto en la solucién de atrapamiento o la mezcla incluyen el aparato de
produccién mostrado en la Fig. 1 del documento WO 2009/008377.

En este aparato de produccién, se conecta un conducto de inyeccién para inyectar un gas desde el exterior del
aparato al tanque de cultivo que contiene un medio de cultivo que incluye un microorganismo a usarse y una materia
prima derivada de plantas, posibilitando de ese modo la aireacion del medio de cultivo.

Un tanque de atrapamiento que contiene una solucién de atrapamiento como liquido de atrapamiento se conecta al
tanque de cultivo mediante un conducto de conexién. Un gas o liquido que se ha movido hasta el tanque de
atrapamiento contacta con la soluciéon de atrapamiento y aparecen burbujas.

Como resultado, el alcohol isopropilico o la acetona, que se ha producido en el tanque de cultivo por cultivo en
aireacion, se evapora debido a la aireacioén y, por lo tanto, se separa facilmente del medio de cultivo, y se atrapa en
la solucion de atrapamiento y en el tanque de atrapamiento. Como resultado, el alcohol isopropilico o la acetona
puede producirse en un estado mas purificado de un modo simple y continuo.

Un método de produccion de glutamato de acuerdo con la invencién incluye producir glutamato como producto de
interés a partir de un material de fuente de carbono usando el microrganismo productor de acetil-CoA descrito
anteriormente. Especificamente, el método de produccién de glutamato incluye cultivar el microorganismo productor
de acetil-CoA en un estado en que el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de
fuente de carbono (a partir de ahora en este documento, proceso de cultivo) y recoger el producto de interés
(glutamato) obtenido por el contacto (a partir de ahora en este documento proceso de recogida).

De acuerdo con el método de produccién de glutamato como el microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva
en un estado en que el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de fuente de
carbono, el material de fuente de carbono se asimila por el microorganismo productor de acetil-CoA y el producto de
interés puede producirse de forma eficaz mientras se fija didxido de carbono.

El medio de cultivo a usarse para el cultivo puede ser cualquier medio de cultivo empleado habitualmente que
incluye una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y una sal inorganica; y un nutriente traza organico tal como
un aminoacido o vitaminas segun lo necesario. Puede usarse un medio de cultivo sintético o un medio de cultivo
natural. La fuente de carbono y la fuente de nitrdgeno usada en el medio de cultivo puede ser de cualquier tipo que
pueda utilizarse por los microorganismos a cultivarse.

Ejemplos del material de fuente de carbono que puede usarse incluyen azucares tales como glucosa, glicerol,
fructosa, sacarosa, maltosa, manosa, galactosa, hidrolizados de almidén y melazas; y acidos organicos tales como
acido acético o acido citrico, y alcoholes tales como etanol pueden usarse individualmente o en combinacién con
otras fuentes de carbono.
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Ejemplos de la fuente de nitrdgeno que puede usarse incluyen amoniaco, sales de amonio tales como sulfato de
amonio, carbonato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio o acetato de amonio, y sales de acido nitrico.

Ejemplos del micronutriente organico que puede usarse incluyen aminoacidos, vitaminas, acidos grasos y acidos
nucleicos; y peptonas, casaminoacidos, extractos de levadura e hidrolizados de proteina de soja, cada uno de los
cuales contiene los ingredientes anteriores. En un caso en que se usa un mutante auxotréfico que requiere un
aminoacido y similar para su crecimiento, es preferible suministrar un nutriente que es necesario.

Ejemplos de la sal inorganica que puede usarse incluyen sales de acido fosférico, sales de magnesio, sales de
calcio, sales de hierro y sales de manganeso.

El cultivo se realiza preferiblemente a una temperatura de fermentaciéon de 20 °C a 45 °C a un pH de 3 a 9 en
aireacion. Para ajustar el pH, puede usarse una sustancia acida o alcalina, inorganica u organica, gas amoniaco,
etc. Se acumula L-aminoacido en el medio de cultivo o en las células cultivando el microorganismo preferiblemente
durante 10 horas hasta 120 horas en estas condiciones.

En un caso en que el L-aminoacido de interés es L-glutamato, el cultivo puede realizarse de modo que el L-
glutamato producido se precipite y acumule en el medio de cultivo, usando un medio liquido cuyas condiciones se
ajustan ara precipitar L-glutamato. Por ejemplo, las condiciones para precipitar L-glutamato pueden ser un pH de 5,0
a 4,0, preferiblemente un pH de 4,5 a 4,0, mas preferiblemente un pH de 4,3 a 4,0, ain mas preferiblemente un pH
de 4,0. Para conseguir tanto un crecimiento aumentado en condiciones acidas como una precipitacion eficaz de L-
glutamato, el pH es preferiblemente de 5,0 a 4,0, mas preferiblemente de 4,5 a 4,0, ain mas preferiblemente de 4,3
a 4,0. El cultivo al pH descrito anteriormente puede realizarse a través del periodo de cultivo completo o durante una
parte del periodo de cultivo.

El L-aminoacido puede recogerse del liquido de cultivo después de completarse el cultivo de acuerdo con un método
de recogida conocido. Por ejemplo, la recogida puede realizarse por un método en que se realiza la cristalizacion por
concentracion después de la retirada de las células bacterianas de un medio de cultivo, o por cromatografia de
intercambio i6nico. En un caso en que el cultivo se realizé en condiciones que permite la precipitacion de L-
glutamato en un medio de cultivo, el L-glutamato precipitado en el medio de cultivo puede recogeré por separacion
por centrifugacion, filtracion o similares. En dichos casos, el L-glutamato que permanece disuelto en el medio de
cultivo puede cristalizarse y el L-glutamato cristalizado puede aislarse en conjunto.

Ejemplos de métodos para producir prolina, leucina, isoleucina, valina, arginina, citrulina, ornitina, acido acético,
(poli)acido 3-hidroxibutirico, acido itacdnico, acido citrico, acido butirico o acido poliglutamico incluyen métodos
descritos en Fermentation Handbook (Kyoritsu Shuppan Co., Ltd.).

Ejemplos de métodos para producir &cido 4-aminobutirico incluyen un método de produccién usando un
microorganismo obtenido introduciendo glutamato descarboxilasa en un microorganismo productor de glutamato, y
que se describe en, por ejemplo, JP-A n.° 2011-167097.

Ejemplos de métodos para producir acido 4-hidroxibutirico incluyen un método de produccion usando un
microorganismo obtenido introduciendo glutamato descarboxilasa, aminotransferasa y aldehido deshidrogenasa a un
microorganismo productor de glutamato, y que se describe en, por ejemplo, JP-A n.° 2009-171960.

Ejemplos de métodos para producir &cido 3-hidroxiisobutirico incluyen un método de produccion usando un
microorganismo en que se introdujo la ruta descrita en, por ejemplo, el documento WO 2009/135074 o el documento
WO 2008/145737.

Ejemplos de métodos para producir acido 2-hidroxiisobutirico incluyen un método de produccién usando un
microorganismo en que se introdujo la ruta descrita en, por ejemplo, el documento WO 2009/135074 o el documento
WO 2009/156214.

Ejemplos de métodos para producir acido 3-aminoisobutirico o 4cido metacrilico incluyen un método de produccion
usando un microorganismo en que se introdujo la ruta descrita en, por ejemplo, el documento WO 2009/135074.

Ejemplos

A partir de ahora en este documento, se describen en detalle ejemplos de la presente invencién. Sin embargo, la
invencién de ningun modo limita estos ejemplos.

[Ejemplo 1]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado>
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Se conoce la secuencia completa del ADN gendémico de Escherichia coli MG1655 (numero de acceso a GenBank
U00096), y también se ha informado de la secuencia de bases de un gen que codifica la subunidad a de la CoA
transferasa (a veces mencionada a partir de ahora en este documento abreviado como "atoD") de Escherichia coli
MG1655. Es decir, atoD se describe en 2321469 a 2322131 de la secuencia gendmica de Escherichia coli MG1655,
que se describe en el nimero de acceso a GenBank U00096.

Como secuencia de bases de un promotor necesario para expresar el gen mencionado anteriormente, puede usarse
la secuencia promotora de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (a partir de ahora en este documento
mencionada a veces como "GAPDH") derivada de Escherichia coli, que se describe en 397 a 440 en la informacion
de secuencia de bases con el nimero de acceso a GenBank X02662. Para obtener el promotor de GAPDH, se
realizé6 amplificacion por un método de PCR usando el ADN gendémico de Escherichia coli MG1655 como molde y
usando CGCTCAATTGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO: 1) y
ACAGAATTCGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (SEQ ID NO: 2) como cebadores y el fragmento de ADN obtenido
se digiri6 con las enzimas de restriccion Mfel y EcoRI, obteniendo de ese modo un fragmento de ADN de
aproximadamente 100 pb que codifica el promotor de GAPDH. El fragmento de ADN obtenido y un fragmento
obtenido por digestion del plasmido pUC19 (numero de acceso a GenBank X02514) con la enzima de restriccion
EcoRI seguido por tratamiento con fosfatasa alcalina se mezclaron, y los fragmentos mezclados se ligaron usando
una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (DNA-903, fabricado
por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de
agar LB que contenia 50 yg/ml de ampicilina. Se cultivaron individualmente diez de las colonias obtenidas a 37 °C
durante una noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y se recuperaron los plasmidos, y se
seleccionaron los plasmidos de los cuales no se cort6 el promotor de GAPDH cuando se digirieron con las enzimas
de restriccion EcoRI y Kpnl. Ademas, se comprobé la secuencia de ADN de los mismos, y un plasmido en que se
insert6 apropiadamente el promotor de GAPDH se llamé pUCgapP. El pUCgapP obtenido se digiri6 con las enzimas
de restriccion EcoRl y Kpnl.

Ademas, para obtener atoD, se realizé amplificacion por un método de PCR usando el ADN gendmico de
Escherichia coli MG1655 como molde y usando
CGAATTCGCTGGTGGAACATATGAAAACAAAATTGATGACATTACAAGAC (SEQ ID NO: 3) y
GCGGTACCTTATTTGCTCTCCTGTGAAACG (SEQ ID NO: 4) como cebadores, y el fragmento de ADN obtenido se
digiri6 con las enzimas de restriccion EcoRl y Kpnl, obteniendo de ese modo un fragmento atoD de
aproximadamente 690 pb. Este fragmento de ADN se mezclé con pUCgapP que se habia digerido previamente con
las enzimas de restriccion EcoRI y Kpnl. Los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello,
se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (DNA-903, fabricado por Toyobo Co., Ltd.) con el
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50
ug/ml de ampicilina. Se recuperd un plasmido de las células bacterianas obtenidas, y se confirmé que atoD estaba
insertado apropiadamente. El plasmido obtenido se llamé pGAPatoD.

Aqui, Escherichia coli MG1655 esta disponible en la American Type Culture Collection.

Como se ha descrito anteriormente, también se ha informado de la secuencia de bases de atoD en el ADN
genomico de Escherichia coli MG1655. Se realiz6 PCR usando ADN gendmico de Escherichia coli MG1655 como
molde y usando GCTCTAGATGCTGAAATCCACTAGTCTTGTC (SEQ ID NO: 5) y
TACTGCAGCGTTCCAGCACCTTATCAACC (SEQ ID NO: 6) como cebadores, que se prepararon basandose en la
informacion génica de la region flanqueante 5' de atoD de Escherichia coli MG1655, como resultado de lo cual se
amplifico un fragmento de ADN de aproximadamente 1,1 kpb.

Ademas, se realiz6 PCR usando el vector de expresion pGAPatoD preparado anteriormente como molde, y usando
GGTCTAGAGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO: 7) preparada basandose en la informacion de secuencia
del promotor de GAPDH de Escherichia coli MG1655 y un cebador de la SEQ ID NO: 4 preparado basandose en la
informacién de secuencia de atoD de Escherichia coli MG1655, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento
de ADN de aproximadamente 790 pb que tenia el promotor de GAPDH y atoD.

Los fragmentos obtenidos de lo anterior se digirieron con las enzimas de restriccion Pstl y Xbal, y Xbal y Kpnl,
respectivamente, y los fragmentos resultantes se mezclaron con un fragmento obtenido digiriendo un plasmido
sensible a temperatura pTH18cs1 (numero de acceso a GenBank AB019610) [Hashimoto-Gotoh, T., Gene, 241,
185-191 (2000)] con Pstl y Kpnl, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se
transformaron células DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una
placa de agar LB que contenia 10 pug/ml de cloranfenicol a 30 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
durante una noche en un medio liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se recuperaron plasmidos de
las células bacterianas obtenidas. Se transformé Escherichia coli B (ATCC 11303) con el plasmido, y se cultivd a 30
°C durante una noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se
obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en medio liquido LB que contenia 10 pg/ml
de cloranfenicol, y se cultivaron a 30 °C durante una noche. Las células bacterianas cultivadas obtenidas se
aplicaron a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 42 °C, como resultado de
lo cual se obtuvieron colonias. Las colonias obtenidas se cultivaron en un medio liquido LB que no contenia
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antibiético a 30 °C durante 2 horas, y el cultivo resultante después se aplicd a una placa de agar LB que no contenia
antibidtico, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivé individualmente en
una placa de agar LB libre de antibiético y también en una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol,
y se seleccionaron las colonias sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplific6 por PCR un fragmento de
aproximadamente 790 pb que contenia el promotor de GAPDH y atoD, a partir del ADN cromosémico de estos
clones, y se seleccion6 una variante en que una region promotora de atoD estaba remplazada por el promotor de
GAPDH. Después, un clon que satisfacia las condiciones anteriores se llamo variante de Escherichia coli B, de
genoma atoD potenciado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDAB").

Aqui, Escherichia coli B (ATCC 11303) esta disponible en la American Type Culture Collection, que es un banco de
células, microorganismos y genes.

[Ejemplo 2]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado>

Se conoce la secuencia completa del ADN gendémico de Escherichia coli MG1655 (numero de acceso a GenBank
U00096), y también se ha informado de la secuencia de bases de un gen que codifica la fosfoglucosa isomerasa (a

partir de ahora en este documento a veces mencionada como "pgi") de Escherichia coli (nUmero de acceso a
GenBank C15196). Para clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica pgi (1.650 pb),

se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos representados por
CAGGAATTCGCTATATCTGGCTCTGCACG (SEQ ID NO: 8), CAGTCTAGAGCAATACTCTTCTGATTTTGAG (SEQ
ID NO: 9), CAGTCTAGATCATCGTCGATATGTAGGCC (SEQ ID NO: 10), y

GACCTGCAGATCATCCGTCAGCTGTACGC (SEQ ID NO: 11). El cebador de la SEQ ID NO: 8 tiene un sitio de
reconocimiento de EcoRI en el lado del extremo 5' del mismo, cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 9y 10
tienen un sitio de reconocimiento de Xbal en el lado del extremo 5' del mismo, y el cebador de la SEQ ID NO: 11
tiene un sitio de reconocimiento de Pstl en el lado del extremo 5' del mismo.

Se prepard el ADN gendmico de Escherichia coli MG1655 (ATCC 700926) y se realiz6 PCR usando el ADN
genomico obtenido como molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9, como resultado
de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento
mencionado a veces como "fragmento pgi-L"). Ademas, se realiz6 PCR usando un par de cebadores de la SEQ ID
NO: 10 y SEQ ID NO: 11, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb
(a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento pgi-R"). Estos fragmentos de ADN se
separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. El fragmento pgi-L se digiri6 con EcoRIl y Xbal y el
fragmento pgi-R se digirid6 con Xbal y Pstl. Los dos tipos de fragmento digeridos y un fragmento obtenido por
digestion de un plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 (numero de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI y
Pstl se mezclaron, y se permitié que reaccionaran usando ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 pug/ml de cloranfenicol a 30 °C. El
plasmido se recuperé de los transformantes obtenidos y se confirmé que los dos fragmentos - el fragmento de la
region flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la region flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica pgi
- estaban insertados apropiadamente en pTH18cs1. El plasmido obtenido se digirié con Xbal y después se sometié a
tratamiento de extremos romos con la ADN polimerasa T4. El fragmento de ADN resultante se mezclé con un gen de
resistencia a kanamicina obtenido por digestiéon del plasmido pUC4K (nimero de acceso a GenBank X06404)
(Pharmacia) con EcoRI y sometiendo el producto resultante a tratamiento de extremos romos con ADN polimerasa
T4, y los fragmentos mezclados se ligaron usando la ADN ligasa T4. Posteriormente, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron
en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol y 50 pg/ml de kanamicina a 30 °C. Se recuperé un
plasmido de los transformantes obtenidos, y se confirmd que el gen de resistencia a kanamicina estaba
apropiadamente insertado entre el fragmento de la regién flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la region
flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica pgi. El plasmido obtenido se llamé pTH18cs1-pgi.

Aqui, Escherichia coli MG1655 puede obtenerse de la American Type Culture Collection.

Las variantes B::atoDAB preparadas en el Ejemplo 1 se transformaron con el plasmido asi obtenido pTH18cs1-pgi, y
se cultivd a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y 50 pg/ml de
kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en
un medio liquido LB que contenia 50 pg/ml de kanamicina, y se cultivaron a 30 ° C durante una noche.
Posteriormente, parte del liquido de cultivo resultante se aplicé a una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de
kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se
cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de kanamicina, y se aplicaron a
una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que
crecieron a 42 °C.
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De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivo individualmente en
una placa de agar LB que contenia 50 uyg/ml de kanamicina y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de
cloranfenicol, y se seleccionaron los clones sensibles a cloranfenicol que crecieron solamente en la placa de agar LB
que contenia kanamicina. Ademas, se amplificaron los ADN cromosémicos de estos clones diana por PCR, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 3,3 kpb, que indica
remplazo del gen pgi por el gen de resistencia a kanamicina. La variante obtenida se llamé variante deEscherichia
coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces
como "variante B::atoDABApgi").

Aqui, Escherichia coli MG1655 y Escherichia coli B estan disponibles en la American Type Culture Collection.
[Ejemplo 3]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B :: de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR
delecionado>

Se conoce la secuencia completa del ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank
CP000819), y la secuencia de bases que codifica GntR se describe en 3509184 a 3510179 de la secuencia
gendmica de Escherichia coli B, que se describe en el nUmero de acceso a GenBank CP000819. Para clonar una
region que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica GntR (gntR), se sintetizaron cuatro tipos de
cebadores oligonucleotidicos representados por GGAATTCGGGTCAATTTTCACCCTCTATC (SEQ ID NO: 12),
GTGGGCCGTCCTGAAGGTACAAAAGAGATAGATTCTC (SEQ ID NO: 13),
CTCTTTTGTACCTTCAGGACGGCCCACAAATTTGAAG (SEQ ID NO: 14), y
GGAATTCCCAGCCCCGCAAGGCCGATGGC (SEQ ID NO: 15). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 12
y 13 tienen un sitio de reconocimiento de EcoRI en el lado del extremo 5' del mismo.

Se prepard el ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank CP000819) y se realiz6 PCR
usando el ADN genomico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO: 13,
como resultado de lo cual se amplificd un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (mencionado a veces a
partir de ahora en este documento como "fragmento gntR-L"). Ademas, se realiz6 PCR usando un par de cebadores
de la SEQ ID NO: 14 y la SEQ ID NO: 15, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento gntR-R").
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realiz6 PCR usando los
fragmentos gntR-L y gntR-R como moldes y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO: 15,
como resultado de lo cual se amplificd un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento gntR-LR"). Este fragmento gntR-LR se separé por electroforesis
en agarosa, se recupero, se digirid con EcoRI y se mezclé con un fragmento obtenido por digestién de un plasmido
sensible a temperatura pTH18cs1 (numero de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitié que los
fragmentos mezclados reaccionaran usando ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes
de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol a 30 °C. Se recuperdé
un plasmido de los transformantes obtenidos, y se confirmé que el fragmento gntLR estaba insertado
apropiadamente en pTH18cs1. El plasmido obtenido se llamé pTH18cs1-gntR.

La variante de Escherichia coli B::atoDABApgi preparada en el Ejemplo 2 se transformé con el plasmido asi obtenido
pTH18cs1-gntR, y se cultivd a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon
en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, y se cultivaron a 30 °C durante una noche.
Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplicd a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se
obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivo individualmente en
una placa de agar LB y en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron los ADN cromosomicos de estos clones diana por PCR, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 2.0 kpb, que indica
delecion del gen gntR. La variante obtenida se llamé variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado,
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante
B::atoDABApgiAgntR").

[Ejemplo 4]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR
delecionado, gen gnd delecionado>
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Para clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la fosfogluconato deshidrogenasa
(gnd), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos representados por
CGCCATATGAATGGCGCGGCGGGGCCGGTGG (SEQ ID NO: 16), TGGAGCTCTGTTTACTCCTGTCAGGGGG
(SEQ ID NO: 17), TGGAGCTCTCTGATTTAATCAACAATAAAATTG (SEQ ID NO: 18), vy
CGGGATCCACCACCATAACCAAACGACGG (SEQ ID NO: 19). El cebador de la SEQ ID NO: 16 tiene un sitio de
reconocimiento de Ndel en el lado del extremo 5' del mismo, y cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 17 y
18 tienen un sitio de reconocimiento de Sacl en el lado del extremo 5' del mismo. Ademas, el cebador de la SEQ ID
NO: 19 tiene un sitio de reconocimiento de BamHI en el lado del extremo 5' del mismo.

Se prepard el ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank CP000819) y se realiz6 PCR
usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 16 y la SEQ ID NO: 17, como resultado de lo cual se amplificé un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (mencionado a veces a partir de ahora en este documento como
"fragmento gnd-L"). Ademas, se realizé PCR usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID NO: 19,
como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento gnd-R"). Estos fragmentos de ADN se separaron por
electroforesis en agarosa y se recuperaron. El fragmento gnd-L se digirié6 con Ndel y Sacl, y el fragmento gnd-R se
digiri6 con Sacl y BamHI. Estos dos tipos de fragmentos digeridos se mezclaron con un fragmento obtenido
digiriendo un plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 (niumero de acceso a GenBank AB019610) con Ndel y
BamHI, y se permitié6 que los fragmentos mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se
transformaron células competentes (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en la placa de agar LB que contenia 10 pyg/ml de cloranfenicol a 30 °C. Los plasmidos
se recuperaron de los transformantes obtenidos, y se confirmé que los dos fragmentos - el fragmento de la region
flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la regién flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica gnd -
estaban insertados apropiadamente en pTH18cs1. El plasmido obtenido se llamé pTH18cs1-gnd.

La variante Escherichia coli B::atoDABApgiAgntR preparada en el Ejemplo 3 se transformd con el plasmido asi
obtenido pTH18cs1-gnd, y se cultivd a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon
en un medio liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante una noche. A
continuacion, parte de este liquido de cultivo se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de kanamicina,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se
obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivd individualmente en
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones
sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN cromosémicos de estos clones diana y se
selecciond una variante de la cual se podia amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica
delecién del gen gnd. La variante obtenida se llamé variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen
pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado (variante B::atoDABApgiAgntRAgnd).

[Ejemplo 5]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR
delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado>

Para clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la D-lactato deshidrogenasa (a
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "IldhA") (990 pb), se sintetizaron cuatro tipos de
cebadores oligonucleotidicos representados por GGAATTCGACCATCGCTTACGGTCAATTG (SEQ ID NO: 20),
GAGCGGCAAGAAAGACTTTCTCCAGTGATGTTG (SEQ ID NO: 21),
GGAGAAAGTCTTTCTTGCCGCTCCCCTGCAAC (SEQ ID NO: 22) y GGAATTCTTTAGCAAATGGCTTTCTTC
(SEQ ID NO: 23). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 23 tiene un sitio de reconocimiento de EcoRI
en el lado del extremo &' del mismo.

Se preparé el ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank CP000819) y se realizé PCR
usando el ADN gendmico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21, como
resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este
documente mencionado a veces como "fragmento IdhA-L"). Ademas, se realizé PCR usando un par de cebadores
de la SEQ ID NO: 22 y la SEQ ID NO: 23, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento |dhA-R").
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realiz6 PCR usando los
fragmentos IdhA-L e IdhA-R como moldes y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 23,
como resultado de lo cual se amplifico un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento IdhA-LR"). Este fragmento IdhA-LR se separ6 por electroforesis
en agarosa, se recupero, se digirio6 con EcoRI y se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido sensible
a temperatura pTH18cs1 (nimero de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitié que los fragmentos
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mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes de
Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol a 30 °C. Se recuperd
un plasmido de los transformantes obtenidos y se confirmé que el fragmento de IdhA-LR estaba apropiadamente
insertado en pTH18cs1. El plasmido obtenido se llamoé pTH18cs1-IdhA.

La variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgntRAgnd preparada en el Ejemplo 4 se transformo con el plasmido
asi obtenido pTH18cs1-IdhA y se cultivé a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml
de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se
inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante una noche.
Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10 pug/ml de cloranfenicol,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se
obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivo individualmente en
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones
sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN cromosomicos de estos clones diana, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica
delecion del gen IdhA. La variante obtenida se llamé variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado,
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado (a partir de ahora en este
documento abreviado a veces como "variante B::atoDABApgiAgntRAgndAIdhA").

[Ejemplo 6]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR
delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado, gen aceBA delecionado>

Para clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la isocitrato liasa y el gen que
codifica la malato sintasa (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como " aceBA") (2936 pb), se

sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos representador por
GGAATTCATTCAGCTGTTGCGCATCGATTC (SEQ ID NO: 24),
CGGTTGTTGTTGCCGTGCAGCTCCTCGTCATGGATC (SEQ ID NO: 25),
GGAGCTGCACGGCAACAACAACCGTTGCTGACTG (SEQ ID NO: 26) y

GGAATTCCAGGCAGGTATCAATAAATAAC (SEQ ID NO: 27). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 24 y
27 tienen un sitio de reconocimiento de EcoRI en el lado del extremo 5' del mismo.

Se preparé el ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank CP000819) y se realizé PCR
usando el ADN gendmico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 25, como
resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento aceBA-L"). Ademas, se realizé PCR usando un par de cebadores
de las SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento aceBA-R").
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realiz6 PCR usando los
fragmentos aceBA-L y aceBA-R como moldes y usando un par de cebadores de las SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO:
27, como resultado de lo cual se amplifico un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en
este documento mencionado a veces como "fragmento aceBA-LR"). Este fragmento aceBA-LR se separd por
electroforesis en agarosa, se recuperd, se digiri6 con EcoRI y se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo un
plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 (numero de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitié que
los fragmentos mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol a 30 °C.
Se recuperd un plasmido de los transformantes obtenidos y se confirmé que el fragmento aceBA-LR estaba
apropiadamente insertado en pTH18cs1. El plasmido obtenido se llamo6 pTH18cs1-aceBA.

La variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgntRAgndAIdhA preparada en el Ejemplo 5 se transformé con el
plasmido asi obtenido pTH18cs1-aceBA y se cultivé a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que
contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes
obtenidos se inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C
durante una noche. Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10
ug/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias
obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivo individualmente en
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
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sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN cromosomicos de estos clones diana, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica
delecion del gen aceBA. La variante obtenida se llamoé variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado,
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado, gen aceBA delecionado (a
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDABApgiAgntRAgndAldhAAaceBA").

[Ejemplo 7]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR
delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado, gen aceBA delecionado, gen glcB delecionado>

Para clonar una region que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la malato sintasa G (a partir d ahora
en este documento abreviado a veces como " glcB") (723 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores
oligonucleotidicos representados por GGAATTCCAGGAGAAAGGGCTGGCACGGG (SEQ ID NO: 28),
CTTTTTTGACGCTATGTTTATCTCCTCGTTTTCGC (SEQ ID NO: 29),
GAGATAAACATAGCGTCAAAAAAGCCCCGGC (SEQ ID NO: 30) y GGAATTCCGTCCATCATTGCTACCAGCC
(SEQ ID NO: 31). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 28 y 31 tiene un sitio de reconocimiento de EcoRl
en el lado del extremo 5' del mismo.

Se prepard el ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank CP000819) y se realiz6 PCR
usando el ADN gendmico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29, como
resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento glcB-L "). Ademas, se realizé PCR usando un par de cebadores
de la SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31, como resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento glcB-R").
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realiz6 PCR usando los
fragmentos glcB-L y glcB-R como moldes y usando un par de cebadores de la of SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 31,
como resultado de lo cual se amplificd un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento glcB-LR "). Este fragmento gIcB-LR se separé por electroforesis
en agarosa, se recupero, se digiri6 con EcoRIl y se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo un plasmido
sensible a temperatura pTH18cs1 (numero de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitié que los
fragmentos mezclados reaccionaran usando ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes
de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol a 30 °C. Se recuperé
un plasmido de los transformantes obtenidos, y se confirmé que el fragmento glcB-LR estaba apropiadamente
insertado en pTH18cs1. El plasmido obtenido se llamé pTH18cs1-glcB.

La variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgntRAgndAldhAAaceB preparada en el Ejemplo 6 se transformo con
el plasmido asi obtenido pTH18cs1-glcB y se cultivé a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que
contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes
obtenidos se inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se cultivaron a 30 °C
durante una noche. Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10
ug/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias
obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivé individualmente en
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones
sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN cromosomicos de estos clones diana, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica
delecion del gen glcB. La variante obtenida se llamé variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen
pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado, gen aceBA delecionado, gen
glcB delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como ‘“variante
B::atoDABApgiAgntRAgndAldhAAaceBAAgIcB").

[Ejemplo 8]

<Preparacion de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR
delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado, gen aceBA delecionado, gen glcB delecionado, gen
fumAC delecionado>

Para clonar una region que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la fumarato hidratasa A y el gen que
codifica la fumarato hidratasa C (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "fumAC") (3193 pb),
se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos representados por
CGCCATATGATCGCCAGCGCGCGGGATTTTTC (SEQ ID NO: 32), CGAGCTCTGTTCTCTCACTTACTGCCTGG
(SEQ ID NO: 33), ATGAGCTCTCTGCAACATACAGGTGCAG (SEQ ID NO: 34) y
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CGGGATCCACTACGCGCACGATGGTCAAG (SEQ ID NO: 35). El cebador de la SEQ ID NO: 32 tiene un sitio de
reconocimiento de Ndel en el lado del extremo 5' del mismo. Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 33 y 34
tienen un sitio de reconocimiento de Sacl en el lado del extremo 5' del mismo. El cebador de la SEQ ID NO: 35 tiene
un sitio de reconocimiento de BamHI en el lado del extremo 5' del mismo.

Se prepard el ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank CP000819) y se realizé PCR
usando el ADN genémico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 32 y la SEQ ID NO: 33,
como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento fumA-L"). Ademas, se realizé6 PCR usando un par de cebadores
de la SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 35, como resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento fumC-R").
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. El fragmento fumA-L se
digiri6 con Ndel y Sacl, y el fragmento fumC-R se digiri6 con Sacl y BamHI. Estos fragmentos digeridos se
mezclaron con un fragmento obtenido digiriendo un plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 (nimero de acceso
a GenBank AB019610) con Ndel y BamHI. Se permitié que los fragmentos mezclados reaccionaran usando ADN
ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo
Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que
contenia 10 pyg/ml de cloranfenicol a 30 °C. Se recuperd un plasmido de los transformantes obtenidos, y se confirmé
que el fragmento fumA-L y el fragmento fumC-R estaban apropiadamente insertados en pTH18cs1. El plasmido
obtenido se llamé pTH18cs1-fumAC.

La variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgntRAgndAldhAAaceBAAgIcB preparada en el Ejemplo 7 se
transformé con el pldsmido asi obtenido pTH18cs1-fumAC, y se cultivé a 30 °C durante una noche en una placa de
agar LB que contenia 10 pyg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los
transformantes obtenidos se inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, y se
cultivaron a 30 °C durante una noche. Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplico a una placa de agar LB
que contenia 10 yg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las
colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido LB y se aplicaron a una placa de agar
LB, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivé individualmente en
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN cromosomicos de estos clones diana, y se
selecciond una variante de la cual podria amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica
delecion del gen fTumAC. La variante obtenida se llamé variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado,
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado, gen aceBA delecionado,
gen glcB delecionado, gen fumAC delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como
"variante B::atoDABApgiAgntRAgndAldhAAaceBAAgIcBAfumAC").

[Ejemplo 9]
<Preparacion del plasmido plaz>

La acetoacetato descarboxilasa de bacterias Clostridium se describen en el nimero de acceso a GenBank M55392,
y la alcohol isopropilico deshidrogenasa de bacterias Clostridium se describen en el nimero de acceso a GenBank
AF157307.

Como secuencia de bases de un promotor necesario para expresar el grupo génico mencionado anteriormente,
puede usarse la secuencia promotora de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (a partir de ahora en este
documento a veces mencionada como " GAPDH") de Escherichia coli, que se describe en 397 a 440 en la
informacion de secuencia de bases con un numero de acceso a GenBank X02662.

Para obtener el promotor de GAPDH, se realizé amplificacion por un método de PCR usando el ADN gendmico de
Escherichia coli MG1655 como molde y usando CGAGCTACATATGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO: 36)
y CGCGCGCATGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (SEQ ID NO: 37), y el fragmento de ADN obtenido se digirié con
las enzimas de restriccion Ndel y Sphl, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de
aproximadamente 110 pb correspondiente al promotor de GAPDH. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un
fragmento obtenido digiriendo el plasmido pBR322 (numero de acceso a GenBank J01749) con las enzimas de
restriccion Ndel y Sphl, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron
células competentes de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias
obtenidas se cultivaron a 37 °C durante una noche en un medio liquido LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina, y se
recupero el plasmido pBRgapP de las células bacterianas obtenidas.

Para obtener el gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa, se realizé amplificacion por un método de PCR
usando el ADN gendmico de Clostridium beijerincki NRRL B-593 como molde vy usando
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AATATGCATGCTGGTGGAACATATGAAAGGTTTTGCAATGCTAGG (SEQ ID NO: 38) y
ACGCGTCGACTTATAATATAACTACTGCTTTAATTAAGTC (SEQ ID NO: 39), y el fragmento de ADN obtenido se
digirié con las enzimas de restriccion Sphl y Sall, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la alcohol
isopropilico deshidrogenasa de aproximadamente 1,1 kpb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un
fragmento obtenido digiriendo el plasmido pUC119 con las enzimas de restriccion Sphl y Sall, y estos fragmentos se
ligaron juntos usando ligasa. Después de ello se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a con el
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50
pug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante una noche en un medio liquido LB que
contenia 50 yg/ml de ampicilina y se recuperaron los plasmidos de las células bacterianas obtenidas. Se confirmé la
insercion correcta de IPAdh y el plasmido obtenido se llamé pUC-I.

El fragmento que tiene IPAdh obtenido digiriendo el plasmido pUC-I con las enzimas de restriccion Sphl y EcoRI se
mezcld con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pBRgapP con las enzimas de restriccion Sphl y EcoRlI, y
los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de
Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de
agar LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante una noche en un
medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y se recuperaron plasmidos de las células bacterianas
obtenidas, y se confirmé que IPAdh estaba apropiadamente insertado. El plasmido obtenido se llamé pGAP-I.

Para obtener el gen de la aceto acetato descarboxilasa, se realizé amplificaciéon por un método de PCR usando el
ADN gendémico de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 como molde y usando
ACGCGTCGACGCTGGTGGAACATATGTTAAAGGATGAAGTAATTAAACAAATTAGC (SEQ ID NO: 40) vy
GCTCTAGAGGTACCTTACTTAAGATAATCATATATAACTTCAGC (SEQ ID NO: 41), y el fragmento de ADN
obtenido se digirié con las enzimas de restriccion Sall y Xbal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de
la acetoacetato descarboxilasa de aproximadamente 700 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un
fragmento obtenido digiriendo el plasmido pGAP-1 preparado anteriormente con las enzimas de restriccion Sall y
Xbal, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron
en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante
una noche en un medio liquido LB que contenia 50 pyg/ml de ampicilina, y se recuperaron plasmidos de las células
bacterianas obtenidas, y se confirmé que adc estaba correctamente insertado. El plasmido obtenido se llamé pla.

Para obtener el gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (zwf), se realizé6 amplificacion por un método de PCR
usando el ADN gendmico de Escherichia coli B (numero de acceso a GenBank CP000819) como molde y usando
GCTCTAGACGGAGAAAGTCTTATGGCGGTAACGCAAACAGCCCAGG (SEQ ID NO: 42) y
CGGGATCCCGGAGAAAGTCTTATGAAGCAAACAGTTTATATCGCC (SEQ ID NO: 43), y el fragmento de ADN
obtenido se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento
de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa de aproximadamente 1.500 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezcld
con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pla preparado anteriormente con las enzimas de restriccion BamHI
y Xbal, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron
en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante
una noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y este plasmido se llamé plaz.

[Ejemplo 10]
<Preparacion del plasmido pMWGKC>

Se realizé la amplificacion por un método de PCR usando pBRgapP como molde y usando
CCGCTCGAGCATATGCTGTCGCAATGATTGACACG (SEQ ID NO: 44) y
GCTATTCCATATGCAGGGTTATTGTCTCATGAGC (SEQ ID NO: 45), y el fragmento de ADN obtenido se fosforild
usando la polinucledtido quinasa T4 (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que
albergaba el promotor de GAPDH. Ademas, el plasmido pMW 119 (nimero de acceso a GenBank AB005476) se
tratd con las enzimas de restriccion Aatll y Ndel, y el fragmento de ADN obtenido se sometié a tratamiento de
extremos romos con ADN polimerasa KOD plus (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN
que albergaba el origen de replicacion de pMW119. El fragmento de ADN que albergaba el promotor de GAPDH y el
fragmento de ADN que albergaba el origen de replicacion de pMW119 se mezclaron, y los fragmentos mezclados se
ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a con el
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50
ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante una noche en un medio liquido LB que
contenia 50 ug/ml de ampicilina, y se recupero el plasmido pMWG de las células bacterianas obtenidas.

Para obtener un gen de resistencia a cloranfenicol, se realiz6 amplificacion por un método de PCR usando
pTH18cs1 (numero de acceso a GenBank AB019610) como molde y usando TCGGCACGTAAGAGGTTCC (SEQ ID
NO: 46) y CGGGTCGAATTTGCTTTCG (SEQ ID NO: 47), y el fragmento de ADN obtenido se fosforilé6 usando la
polinucledtido quinasa T4 (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que albergaba un gen
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de resistencia a cloranfenicol. Se realiz6 amplificacién por un método de PCR usando pMWG como molde y usando
CTAGATCTGACAGTAAGACGGGTAAGCC (SEQ ID NO: 48) y CTAGATCTCAGGGTTATTGTCTCATGAGC (SEQ
ID NO: 49). El fragmento de ADN obtenido se mezclé con el fragmento de ADN que contenia el gen de resistencia a
cloranfenicol, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron
en una placa de agar LB que contenia 25 pg/ml de cloranfenicol. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C
durante una noche en un medio liquido LB que contenia 25 pg/ml de cloranfenicol, y el plasmido obtenido se llamo
pMWGC.

Se realiz6 amplificacion por un método de PCR usando el gen pMWGC como molde y usando
CCGCTCGAGCATATGCTGTCGCAATGATTGACACG (SEQ ID NO: 50) y
GCTATTCCATATGCAGGGTTATTGTCTCATGAGC (SEQ ID NO: 51). Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a con el fragmento de ADN obtenido, y se obtuvieron transformantes que
crecieron en una placa de agar LB que contenia 25 pg/ml de cloranfenicol. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37
°C durante una noche en un medio liquido LB que contenia 25 pug/ml de cloranfenicol, y se recuperé el plasmido
pMWGKC de las células bacterianas obtenidas.

[Ejemplo 11]

<Construccién del plasmido de expresidon para la malato tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens
IAM12632>

Se adquirié Methylobacterium extorquens IAM 12632 de IAM Culture Collection, Institute of Molecular and Cellular
Biosciences, la University de Tokio. IAM 12632 se cultivé en un medio (numero de medio: 352, NBRC), y se obtuvo
el ADN cromosomico del mismo usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN).

Se realizé PCR usando el ADN cromosdémico de Methylobacterium extorquens IAM 12632 como molde y usando
AAAAGGCGGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGGACGTTCACGAGTACCAAGCC (SEQ ID NO: 52) vy
CATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGCGAGGTTCTTTTTCCGGACTC (SEQ ID NO: 53) como cebadores, y el
ADN obtenido se digirid con Ndel y Xbal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la malato tioquinasa.
Ademas, se realiz6 PCR usando el ADN cromosémico de Methylobacterium extorquens como molde y usando
GGATCCTCTAGACTGGTGGAATATATGAGCTTCACCCTGATCCAGCAG (SEQ ID NO: 54) y
GGCATGCAAGCTTTTACTTTCCGCCCATCGCGTC (SEQ ID NO: 55) como cebadores, y el ADN obtenido se digirid
con Xbal y Hindlll, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la malil-CoA liasa. El fragmento de la
malato tioquinasa y el fragmento de la malil-CoA liasa de Methylobacterium extorquens se ligaron en pMWGKC que
se habia digerido con Ndel y Hindlll, y el plasmido obtenido se llamé pMWGKC_mtk(Mex)_mcl.

pMWGKC_mtk(Mex)_mcl alberga la secuencia de bases del gen mcl (SEQ ID NO: 66), y la secuencia de bases del
gen mtkA (SEQ ID NO: 67), y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 68) derivadas de Methylobacterium
extorquens. Las secuencias de aminoacidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de Methylobacterium extorquens se
muestran en las SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, y SEQ ID NO: 71, respectivamente.

[Ejemplo 12]

<Construccion del plasmido de expresion para la malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium methylovorum
NBRC 14180>

Se adquiri6 Hyphomicrobium methylovorum NBRC 14180 de NBRC (Biological Resource Center, Biotechnology
Field, National Institute of Technology and Evaluation). NBRC 14180 se cultivd en un medio (niumero de medio: 233,
NBRC), y se obtuvo el ADN cromosémico del mismo usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN).

Se prepar6 un cebador (SEQ ID NO: 56) basado en la secuencia de ADN o la regidon N-terminal de la serina-
glioxilato aminotransferasa de NBRC 14180 (niUmero de acceso a GenBank D13739).

Basandose en la secuencia de aminoacidos de la fosfoenolpiruvato carboxilasa de Hyphomicrobium denitrificans
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/300021538?from=3218417&t0=3221272&report=gbw ithparts), se comparé la
homologia de secuencia usando una herramienta de busqueda de homologia de NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (http://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLASTPROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastS-
earch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=blasthome).

Se prepar6 un cebador (SEQ ID NO: 57) basado en la secuencia de aminoacidos que tiene alta homologia.
Se realizd6 PCR usando los cebadores de la SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 obtenidos como se ha descrito

anteriormente y el ADN cromosdmico obtenido anteriormente como molde. El fragmento obtenido se ligé en un ADN
preparado digiriendo pUC19 con Smal, mediante lo cual se cloné parte del gen de la fosfoenolpiruvato carboxilasa a
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partir del gen de la serina-glioxilato aminotransferasa derivado de Hyphomicrobium methylovorum NBRC 14180.
Después de confirmar la secuencia del clon, se prepararon los cebadores (SEQ ID NO: 58 y 59).

Se realizé6 PCR usando el ADN cromosémico de Hyphomicrobium methylovorum NBRC 14180 como molde y los
cebadores de las SEQ ID NO: 58 y 59 obtenidos como se ha descrito anteriormente, y el ADN obtenido se digirid
con EcoRI y Xbal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que contenia los genes mcl y mtk de
Hyphomicrobium. Ademas, se digiri6 el plasmido descrito anteriormente pMWGKC_mtk(Mex)_mcl con EcoRl y Xbal,
y se recuperdé un fragmento de aproximadamente 4,3 kb que contenia mcl. Este fragmento obtenido se ligé al
fragmento de ADN que contenia los genes mcl y mtk de Hyphomicrobium. El plasmido obtenido se llamé
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl.

pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl contiene la secuencia de bases del gen mcl (SEQ ID NO: 60), la secuencia de
bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 61) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 62) derivadas de
Hyphomicrobium methylovorum. Las secuencias de aminoacidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de
Hyphomicrobium methylovorum son como se muestran en las SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 74,
respectivamente.

[Ejemplo 13]
<Construccién del plasmido de expresion para la malato tioquinasa derivada de Rhizobium sp. NGR234>

Basandose en la informacién de secuencia de aminoacidos de la subunidad beta de la malato tioquinasa (niumero de
acceso a GenBank ACP26381) y la subunidad alfa de la succinil-CoA sintetasa (niUmero de acceso a GenBank
ACP26382) de Rhizobium sp. NGR234, se sintetiz6 la longitud completa del gen de la malato tioquinasa (SEQ ID
NO: 63). El obtenido se digirié con Ndel y Xbal, y se ligé a pMWGKC digerido con Ndel y Xbal. El plasmido obtenido
se llam6é pMWGKC_mtk(Rhi). Ademas, se realiz6 PCR usando el ADN cromosomico de Methylobacterium
extorquens como molde y los cebadores de las SEQ ID NO: 64 y 65, y el ADN obtenido se digirié con Xbal y Hindlll.
El fragmento obtenido se sometié a tratamiento de extremos romos y se ligd a un gen obtenido digiriendo
MWGKC_mtk(Rhi) con Xbal y sometiendo el fragmento resultante a tratamiento de extremos romos. Un plasmido
resultante en que se introdujo el gen mtk y el gen mcl en la misma direccién se llamé pMWGKC_mtk(Rhi)_mcl. Las
secuencias de aminoacidos de mtkA y mtkB derivadas de Rhizobium sp. son como se muestran en las SEQ ID NO:
75y SEQ ID NO: 76, respectivamente.

[Ejemplo 14]
<Preparacion de variante productora de alcohol isopropilico con malato tioquinasa y malil-CoA liasa introducidas>

Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia  coli B (atoDAB,
Apgi_gntR_gnd_IdhA_aceBA_glcB_fumAC) preparada en el Ejemplo 8 con el plasmido plaz preparado en el
Ejemplo 9 y cada uno de los plasmidos que expresan mtk y mcl. Los transformantes que crecieron en la placa de
agar LB que contenia 25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina se denominaron del siguiente modo (véase la
Tabla 2).

Los numeros de variante en la Tabla 2 representan las variantes preparadas introduciendo plaz y cada uno de los
plasmidos descritos en la Tabla 2 en |la variante de Escherichia coli B (atoDAB,
Apgi_gntR_gnd_IdhA_aceBA_gIlcB_fumAC).

Tabla 2
Num.ero de Plasmido Origen de mtk Origen de mcl
variante
MT-1 pMWGKC mtk(Mex) mcl Methylobacterium extorquens |Methylobacterium extorquens

Methylobacterium extorquens,

MT-2 pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl [Hyphomicrobium methylovorum Hyphomicrobium methylovorum

MT-3 pMWGKC_mtk(Rhi)_mcl Rhizobium sp. NGR234 Methylobacterium extorguens

Control  |pMWGKC Ninguno Ninguno

[Ejemplo 15]
<Confirmacion de la incorporacién de CO, marcado con '3C en alcohol isopropilico>

Se anadieron 100 ml de medio liquido LB en un matraz Erlenmeyer de 500 ml equipado con un deflector, y se
esterilizo por autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Al medio esterilizado, se afiadié ampicilina para que tuviera
una concentracion final de 50 ug/ml y se afadio cloranfenicol para que tuviera una concentracion final de 34 ug/ml.
Posteriormente, se inoculd un bucle de platino de cada una de las variantes mostradas en la Tabla 2 que tienen una
ruta de fijacion de dioxido de carbono introducida en las mismas en el medio, y se cultivaron a 30 °C y 130 rpm
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durante aproximadamente 20 horas. Se separaron solamente las células bacterianas del liquido de cultivo por
centrifugacion (5.000 G durante 15 minutos), y después las células bacterianas separadas se re-suspendieron en 10
ml de solucién salina fisiologica, obteniendo de ese modo las suspensiones bacterianas respectivas.

En un matraz Erlenmeger de 100 ml, se prepararon 30 ml de medio minimo M9 que contenia hidrogenocarbonato
sédico marcado con "*C 100 mM, 50 g/l de glucosa, 34 pg/ml de cloranfenicol y 50 pg/ml de ampicilina. Se
inocularon 3 ml de la suspension bacteriana obtenida anteriormente en este medio y se cultivaron a 30 °C, 100 rpm
durante 24 horas, mientras el matraz permanecia fuertemente sellado con un tapén de silicona. El liquido de cultivo
obtenido se filtré a presidn reducida usando un filtro de membrana de PTFE hidrdéfila (HO50A047A, tamafo de poro:
0,5 mm; diametro: 47 mm; fabricado por ADVANTEC) colocado en un portafiltros para filtracion a presion reducida
(KGS-47; fabricado por ADVANTEC), separando de ese modo las células bacterianas del sobrenadante de cultivo.

El filtro de membrana al que se adhirieron las células bacterianas se sumergi6 inmediatamente en 1,6 ml de metanol
(calidad LC/MS) enfriado hasta -20 °C y agitado, y la membrana se dejé reposar a -20 °C durante 1 hora. Después
de ello, se afadieron 1,6 ml de cloroformo (calidad HPLC) enfriado hasta -20 °C y 0,64 ml de agua pura enfriada
hasta 4 °C a la misma, seguido por mezcla con vortice durante 30 segundos. Posteriormente, el sobrenadante se
recogié por separacion centrifuga a 4 °C, obteniendo de ese modo un extracto de metanol de las células
bacterianas. El extracto obtenido se analizé por LC-MS/MS y se determiné la distribucion de peso molecular de
acetil-CoA en las células bacterianas. Los resultados se muestran en la Tabla 3. La distribuciéon de peso molecular
de acetil-CoA se calculd definiendo las relaciones de picos de espectrometria de masas a pesos moleculares de
808, 809, y 810 como M+0, M+1 y M+2, respectivamente.

Por separado, del sobrenadante de cultivo obtenido anteriormente, se recuperaron alcoholes y acetona a altas
concentraciones por destilacion, y se usaron como materias primas para la medicién de la distribuciéon del peso
molecular. Las distribuciones del peso molecular de alcohol isopropilico y etanol en el sobrenadante de cultivo se
analizaron por GC-MS. Los resultados se muestran en las Tablas 4 y 5. La distribuciéon del peso molecular de
alcohol isopropilico (IPA) (Tabla 4) se calcul6 definiendo las relaciones de los picos de espectrometria de masas a
pesos moleculares de 117, 118, y 119 como M+0, M+1 y M+2, respectivamente. La distribucién de peso molecular
de etanol (EtOH) (Tabla 5) se calculé definiendo las relaciones de picos de espectrometria de masas a pesos
moleculares de 103, 104, y 105 como M+0, M+1 y M+2, respectivamente.

Tabla 3
Nombre de la muestra| M+0 M+1 M+2
MT-1 0,80 | 0,14 | 0,06
MT-2 0,76 | 0,18 | 0,06
Control 0,81 0,13 0,06
Tabla 4
Nombre de la muestra M+0 M+1 M+2
MT-1 0,87 +£0,01 | 0,10£0,01 | 0,03 0,00
MT-2 0,84 £0,00 | 0,12+0,00 | 0,04 £0,00
IPA disponible en el mercado| 0,87 £+ 0,00 | 0,10+ 0,00 | 0,04 + 0,00
Tabla 5
Nombre de la muestra M+0 M+1 M+2
MT-1 0,87 £0,00 | 0,09+0,00 | 0,04 +£0,00
MT-2 0,85+0,01 | 0,11 +0,01 | 0,04 +0,00
EtOH disponible en el mercado| 0,88 + 0,00 | 0,09+ 0,00 | 0,03 + 0,00

Como se muestra en la Tabla 3, la variante MT-1 y la variante MT-2 tenian una alta relacién de acetil-CoA en que no
estaba incorporado 3c (M+0) y una alta relacién de acetil-CoA en que estaba incorporado un atomo de 3¢ (M+1),
en comparacion con la cepa de control. En particular, la relacion de M+1 fue alta en la variante MT-2. A partir de este
resultado, se descubrid que el carbono derivado del carbonato marcado con 3C se incorporaba en acetil-CoA en la
variante MT-1 y en la variante MT-2, y que el efecto era especialmente pronunciado para la variante MT-2.

Ademas, la variante MT-2 tenia una baja relacion de alcohol isopropilico o de etanol en que no habia Bc
incorporado (M+0) y una alta relacion de alcohol isopropilico o de etanol en que estaba incorporado un atomo de '°C
(M+1), en comparacion con el alcohol isopropilico o de etanol disponible en el mercado (Tabla 4 y Tabla 5). A partir
de este resultado, se descubrié que el carbono derivado del carbonato marcado con 3C se incorporaba también en
el alcohol isopropilico o el etanol en la variante MT-2.
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[Ejemplo 16]
<Medicién de la actividad de produccién de glioxilato usando malato como sustrato>

Se cultivaron las variantes que expresan mtk y mcl descritas anteriormente en 2 ml de medio LB que contenia 25
pg/ml de cloranfenicol y 100 pg/ml de ampicilina. Se extrajo una solucién enzimética en bruto de acuerdo con el
siguiente método. Es decir, se recogieron células bacterianas en fase de crecimiento logaritmico por centrifugacion y
se lavaron con tampon MOPS-K 200 mM (pH 7,7) y después se disolvieron en tampon MOPS-K, seguido por
sonicacion. El sobrenadante obtenido por separacion centrifuga (12.000 rpm durante 2 minutos) se usé como la
solucidn enzimatica en bruto.

La concentracion de proteinas en la solucion enzimatica en bruto se determind basandose en la curva de calibracion
generada con valores de DO a 595 nm medidos con un lector de placa UV (Molecular Devices, SpectraMax 190)
usando la solucién enzimatica en bruto y concentraciones conocidas de BSA para preparar la curva de calibracion,
cada una de las cuales se habia hecho reaccionar con el reactivo de colorante de Bradford Quick Start (fabricado
por Bio-Rad Laboratories, Inc.) y se habia sometido a desarrollo del color.

La actividad enzimatica en la solucién se determind de acuerdo con el siguiente procedimiento. Es decir, se mezclo
tampon MOPS-K (pH 7,7), fenilhidracina 3,5 mM, MgCl; 10 mM, ATP 3 mM, CoA 0,3 mM y un 10 % en masa de
solucion enzimatica en bruto en un micropocillo y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Como valores de fondo, se midieron los cambios en los valores de DO a 324 nm en el tiempo usando un lector de
placa UV. A la mezcla, se afiadié solucion de (S)-L-malato sédico (pH 7,5) para que tuviera una concentracion final
de 5 mM, y se midieron los cambios en los valores de DO a 324 nm en el tiempo. Para generar una curva de
calibracion para glioxilato, se afiadid glioxilato al tampdn anterior y la mezcla se dejé reposar durante 5 minutos a
temperatura ambiente y después se midieron los valores de DO a 324 nm. Respecto al valor de actividad
enzimatica, se sustrajo la pendiente de los valores de fondo de la pendiente de los valores de DO a 324 nm después
de la adicién de (S)-L-malato sdédico, y el valor obtenido se convirtié en una tasa de consumo de glioxilato basada en
la curva de calibraciéon para glioxilato. La actividad enzimatica por proteinas se determind dividiendo la tasa de
consumo de glioxilato por la concentracion de proteina (Tabla 6).

Como se muestra en el Tala 6, se confirmé que todas las variantes MT-1, MT-2 y MT-3 tienen actividad enzimatica.
Se descubrié que la variante MT-2 y la variante MT-3 tienen una mayor actividad enzimatica en comparacion con la
variante MT-1. En contraste, no se mostré actividad enzimatica en el control.

Tabla 6
Nombre de la muestra Actividad (nmol/min/mg de proteina)
MT-1 2+0
MT-2 29+0
MT-3 230
Control 00

[Ejemplo 17]

<Cantidad de células viables y tasa de retencién de plasmido en la variante con malato tioquinasa y malil-CoA liasa
introducidas>

En un matraz Erlenmeyer de 100 ml, se prepararon 30 ml de medio minimo M9 o medio LB que contenian cada uno
50 g/l de glucosa, 30 ug/ml de cloranfenicol y 100 pg/ml de ampicilina. Cada una de las variantes anteriores que
expresan mtk y mcl se inocularon en el medio minimo M9 o medio LB y se cultivaron a 30 °C, 100 r.p.m. durante 24
horas, mientras el matraz estaba fuertemente sellado con un tapén de silicona. El liquido de cultivo se diluyd con
agua y se aplicaron 100 pl del liquido de cultivo diluido a una placa LB sin antibiético. Se contd la cantidad total de
células viables. Ademas, el liquido de cultivo diluido se aplicé a una placa LB que contenia 30 ug/ml de cloranfenicol
y se conté la cantidad de células bacterianas que retenian el plasmido que alberga mtk (smt) y mcl.

Como se muestra en la Tabla 7, se descubrié que cada una de la variante MT-2 y la variante MT-3 tenian una mayor
cantidad de células viables en el liquido de cultivo y crecian mejor, en comparaciéon con la variante MT-1. Los
plasmidos que albergan mtk y mcl se mantuvieron de forma estable en todas las variantes MT-1, MT-2 y MT-3.

Tabla 7
Nombre de la muestra| Medio | Cantidad total de células viables |Cantidad de células que albergan plasmido mtk-mcl
MT-1 M9 1,3 x 10° /ml 0,8 x 10° /ml
MT-2 M9 6,8 x 10° /ml 9,1x 10° /ml
MT-3 LB 2,6 x 10° /ml 9,2 x 10° /ml
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[Ejemplo 18]

<Construccién del plasmido de expresion para la malato tioquinasa derivada de Granulibacter bethesdensis BAA-
1260>

ElI ADN gendmico de Granulibacter bethesdensis BAA-1260D-5 se adquirié de la ATCC.

Se realizd6 PCR wusando el ADN genomico de Granulibacter bethesdensis como molde y usando
CCCTGAGGAGGGTCCAAGAGATGGACGTCCATGAGTACCA (SEQ ID NO: 77) y
GCTCTAGATCAGGCTGCCTGACGCCCA (SEQ ID NO: 78) como cebadores, como resultado de lo cual se obtuvo
un fragmento mtk de Granulibacter. Ademas, se realizd PCR usando pMWGKC_mcl(Hme) mtk(Hme)_mcl
preparado en el Ejemplo 12 como molde y usando GGAATTCACAAAAAGGATAAAA (SEQ ID NO: 79) y
TGGTACTCATGGACGTCCATCTCTTGGACCCTCCTCAGGG (SEQ ID NO: 80) como cebadores, como resultado
de lo cual se obtuvo un fragmento mcl de Hyphomicrobium. Se realiz6 PCR usando el fragmento mtk obtenido de
Granulibacter y el fragmento mcl de Hyphomicrobium como moldes y los cebadores de la SEQ ID NO: 79 y SEQ ID
NO: 78, obteniendo de eso modo un fragmento de ADN que contenia mcl de Hyphomicrobium y el gen del fragmento
mtk de Granulibacter. El fragmento de ADN obtenido se digirié con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal, y se ligd
en un plasmido obtenido digiriendo el plasmido pMWGKC preparado en el Ejemplo 10 con las enzimas de restriccion
EcoRI y Xbal. El plasmido obtenido se llamé pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Gb).

pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Gb) alberga el gen mtkA (SEQ ID NO: 81) y el gen mtkB (SEQ ID NO: 82) derivados de
Granulibacter bethesdensis. Las secuencias de aminocidos de mtkA y mtkB derivadas de Granulibacter
bethesdensis se muestran en la SEQ ID NO: 107 y la SEQ ID NO: 108, respectivamente.

[Ejemplo 19]

<Construccién del plasmido de expresion para la malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium denitrificans DSM
1869>

Se adquiri6 Hyphomicrobium denitrificans DSM 1869 de DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Alemania). DSM1869 se cultivé en un medio (nimero de medio: 803, DSM), y se obtuvo el ADN
cromosémico a partir del mismo usando el kit DNeasy Blood &Tissue (QIAGEN).

Se realizd6 PCR usando el ADN cromosémico de Hyphomicrobium denitrificans como molde y usando
ACCAGGGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGAGCTATACCCTCTACCCAACCGTA AGC (SEQ ID NO: 83) y
GCCCACTCTAGATCAGGCAACTTTTTTCTGCTTGCCGAGAACC (SEQ ID NO: 84) como cebadores, como
resultado de lo cual se obtuvo un fragmento mcl-mtk de Hyphomicrobium. El fragmento obtenido se digirié con las
enzimas de restriccion EcoRlI y Xbal y se ligd en un plasmido obtenido digiriendo el plasmido
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl preparado en el Ejemplo 12 con las enzimas de restricciéon EcoRI y Xbal. El
plasmido obtenido se llamé pMWGKC_mcl(Hde)_mtk(Hde)_mcl.

pMWGKC_mcl(Hde)_mtk(Hde)_mcl alberga la secuencia de bases del gen mcl (SEQ ID NO: 85), la secuencia de
bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 86) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 87) derivadas de
Hyphomicrobium denitrificans. Las secuencias de aminoacidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de Hyphomicrobium
denitrificans se muestran en las SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110, y SEQ ID NO: 111, respectivamente.

[Ejemplo 20]

<Construccién del plasmido de expresiéon para la malato tioquinasa derivada de Nitrosomonas europaea NBRC
14298>

Se adquirié Nitrosomonas europaea NBRC 14298 de NBRC (Biological Resource Center, NITE). NBRC 14298 se
cultivd en un medio (nimero de medio: 829, NBRC) y se obtuvo el ADN cromosémico a partir del mismo usando el
kit DNeasy Blood &Tissue (QIAGEN).

Se realiz6 PCR wusando el ADN cromosomico de Nitrosomonas europaea como molde y usando
GCGGGGGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGAGTCATACCCTGTATGAACCAAA ACACC (SEQ ID NO: 88) y
CAGGCGTCTAGATTAGAGTCCGGCCAGAACTTTTGCGACG (SEQ ID NO: 89) como cebadores, como resultado
de lo cual se obtuvo un fragmento mtk de Nitrosomonas europaea. El fragmento obtenido se digiri6é con las enzimas
de restriccion EcoRlI y Xbal y se 1ligd en wun plasmido obtenido digiriendo el plasmido
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl preparado en el Ejemplo 12 con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal. El
plasmido obtenido se llamé pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne)_mcl.

pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne)_mcl alberga la secuencia de bases del gen mcl (SEQ ID NO: 90), la secuencia de

bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 91) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 92) derivadas de
Nitrosomonas europaea. Las secuencias de aminoacidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de Nitrosomonas
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europaea se muestran en la SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 113, y SEQ ID NO: 114, respectivamente.
[Ejemplo 21]

<Construccion de plasmidos de expresion para la malato tioquinasa derivada de Methylococcus capsulatus ATCC
33009>

El ADN gendmico de Methylococcus capsulatus ATCC 33009 se adquirié de la ATCC.

Se realizd PCR usando el ADN cromosémico de Methylococcus capsulatus como molde y usando
GGAATTCCATATGGCTGTTAAAAATCGTCTAC (SEQ ID NO: 93) y GCTCTAGATCAGAATCTGATTCCGTGTTC
(SEQ ID NO: 94) como cebadores, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento mcl-mtk de Methylococcus. El
fragmento obtenido se digirid con las enzimas de restriccién Ndel y Xbal y se ligé en un plasmido obtenido digiriendo
el plasmido pMWGKC preparado en el Ejemplo 10 con las enzimas de restriccion Ndel y Xbal, o en un plasmido
obtenido digiriendo el pldsmido pMWGC preparado en el Ejemplo 10 con las enzimas de restriccion Ndel y Xbal. El
plasmido obtenido se llamé pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) o pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc).

Cada uno de pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) y pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) albergan la secuencia de bases del gen mcl
(SEQ ID NO: 95), la secuencia de bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 96) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ
ID NO: 97) derivadas de Methylococcus capsulatus. Las secuencias de aminoacidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas
de Methylococcus capsulatus se muestran en la SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 116, y SEQ ID NO: 117,
respectivamente.

[Ejemplo 22]

<Construccién del plasmido de expresién para la malato tioquinasa derivada de gammaproteobacteria no cultivada
(Gen-Bank: AP011641.1)>

Para obtener mtk derivado de una gammaproteobacteria no cultivada, se disefi6 metk derivado de un
gammaproteobacteria basandose en la secuencia de aminoacidos de GenBank: Asp011641.1, y se preparé el
siguiente fragmento de ADN (SEQ ID NO: 98) por sintesis de ADN.

Se realizd PCR usando el fragmento de ADN preparado como molde y usando
GTTGAACGAGGAGATCGTCCATGAACATTCACGAATATCA (SEQ ID NO: 99) y
GCTCTAGATTAGCCAGAAACTGCAGATCC (SEQ ID NO: 100) como cebadores, como resultado de lo cual se
obtuvo un fragmento mtk de la gammaproteobacteria. Ademas, se realizé PCR usando pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc)
o pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el Ejemplo 21 como molde y usando los cebadores de la (SEQ ID NO: 93
y TGATATTCGTGAATGTTCATGGACGATCTCCTCGTTCAAC (SEQ ID NO: 101), obteniendo de ese modo un
fragmento mcl de Methylococcus. Ademas, se realiz6 PCR usando el fragmento mtk de gammaproteobacteria
obtenido y el fragmento mcl de Methylococcus obtenido como moldes y usando los cebadores de la SEQ ID NO: 93
y SEQ ID NO: 100, obteniendo de ese modo un fragmento de ADN que contenia el gen mcl de Methylococcus y el
gen del fragmento mtk de la gammaproteobacteria. El fragmento de ADN obtenido se digirid con las enzimas de
restriccion Ndel y Xbal y se ligd en un plasmido obtenido digiriendo el plasmido pMWGKC preparado en el Ejemplo
10 con las enzimas de restriccion Ndel y Xbal. El plasmido obtenido se llamé pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(gamma).

pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(gamma) alberga el gen mtkA (SEQ ID NO: 102) y el gen mtkB (SEQ ID NO: 103) derivadas
de la gammaproteobacteria no cultivada. Las secuencias de aminoacidos de mtkA y mtkB derivadas de la
gammaproteobacteria no cultivada se muestran en la SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 119, respectivamente.

[Ejemplo 23]

<Preparacion de variante con malato tioquinasa y malil-Coa liasa introducida, productora de alcohol isopropilico, de
genoma AtoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado,
gen fumAC delecionado, gen aceBA delecionado, gen glcB delecionado>

Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (atoDAB,
Apgi_gntRgnd_IdhA_aceBA_glcB_fumAC) preparada en el Ejemplo 8 con el plasmido plaz y cada uno de los
plasmidos que expresan mtk y mcl preparados en los Ejemplos 18 a 22. Los transformantes que crecieron en el
medio de agar LB que contenia 25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina se denominaron del siguiente modo
(véase la Tabla 8).

Los numeros de variante descritos en la Tabla 8 representan las variantes preparadas introduciendo plaz y cada uno

de los plasmidos descritos en Ila Tabla 8 en la variante de Escherichia coli B (atoDAB,
Apgi_gntR_gnd_ldhA_aceBA_glcB_fumAC).
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Tabla 8
Numero
de Plasmido Origen de mtk Origen de mcl
variante
MT-4 | pMWGKC_mcl(Hme) mtk(Gb) Granulibacter bethesdensis| Hyphomicrobium methylovorum
MT-5 PMWGKC_mcl(Hde)_mtk(Hde)_mdl Hyp.hc.>r'n|crob|um Hyphomlcroblgm denitrificans,
denitrificans Methylobacterium extorquens
. Nitrosomonas europaea,
MT-6 pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne)_mcl Nitrosomonas europaea Methylobacterium extorquens
MT-7 | pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) Methylococcus capsulatus | Methylococcus capsulatus
ADN de
MT-8 | pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(gamma) gammaproteobacteria no Methylococcus capsulatus
cultivada

[Ejemplo 24]
<Medicién de la actividad de produccién de glioxilato usando malato como sustrato>
Del mismo modo que en el Ejemplo 16, se determind la actividad enzimatica por proteina (Tabla 9).

Como se muestra en la Tabla 9, se confirmé que cada una de las variantes MT-4 a MT-8 tiene actividad enzimatica,
y que la actividad enzimatica era mayor en comparaciéon con la variante MT-1. En particular, se descubrié que la
variante MT-5, la variante MT-6, la variante MT-7 y la variante MT-8 tienen una actividad equivalente o mayor en
comparacién con la variante MT-2 y la variante MT-3 mostradas en el Ejemplo 16. En contraste, no se detectd
actividad enzimatica en el control.

Tabla 9
Nombre de la muestra | Actividad (nmol/min/mg de proteina)

MT-4 7510
MT-5 34,0+ 0
MT-6 54,0+ 0
MT-7 68,3+0
MT-8 434+0
MT-1 2+0
MT-2 29+0
MT-3 230

Control 00

[Ejemplo 25]
<Preparacion de variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado>

Para clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la malato sintasa (a partir de ahora
en este documento abreviado a veces como "aceB") (1602 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores
oligonucleotidicos representados por GGAATTCATTCAGCTGTTGCGCATCGATTC (SEQ ID NO: 24),
GTTATGTGGTGGTCGTGCAGCTCCTCGTCATGG (SEQ ID NO: 104),
GAGCTGCACGACCACCACATAACTATGGAG (SEQ ID NO: 105) y GGAATTCCAGTTGAACGACGGCGAGCAG
(SEQ ID NO: 106). Cada uno de estos cebadores tiene un sitio de reconocimiento de EcoRlI en el lado del extremo 5'
del mismo.

Se preparé el ADN gendémico de Escherichia coli B (n.° de acceso CP000819) y se realiz6 PCR usando el ADN
gendémico obtenido como molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 106, como
resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este
documento mencionado a veces como "fragmento aceB-L"). Ademas, se realizé PCR usando un par de cebadores
de la SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 106, como resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento aceB-R").
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realiz6 PCR usando los
fragmentos aceB-L y aceB-R como moldes y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 24 y la SEQ ID NO:
108, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en
este documento mencionado a veces como "fragmento aceB-LR"). El fragmento aceB-LR se separé por
electroforesis en agarosa y se recupero, se digirio con EcoRI y se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo un
plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 (nimero de acceso a GenBank ABO 19610) con EcoRI. Se permitié que
los fragmentos mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol a 30 °C.
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Se recuperd un plasmido de los transformantes obtenidos y se confirmé que el fragmento aceB-LR estaba
apropiadamente insertado en pTH18cs1. El plasmido obtenido se llamoé pTH18cs1-aceB.

La variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 se transformé con el plasmido asi obtenido
pTH18cs1-aceB y se cultivd a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon
en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante una noche.
Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
durante 24 horas en un medio liquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se
obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivé individualmente en
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones
sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN cromosoémicos de estos clones diana, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que indica delecion
del gen aceB. La variante obtenida se llamé variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado (a partir de
ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDABAaceB").

[Ejemplo 26]
<Preparacion de variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado, gen glcb delecionado>

Se transformé la variante de Escherichia coli B::atoDABAaceB preparada en el Ejemplo 25 con el pldsmido
pTH18cs1-gcIB preparado en el Ejemplo 7, y se cultivd a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que
contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes
obtenidos se inocularon en un medo liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C
durante una noche. Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10
ug/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias
obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. De las colonias que aparecieron se picaron
aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivd individualmente en una placa de agar LB y una placa de agar LB
que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones sensibles a cloranfenicol. Ademas, se
amplificaron por PCR los ADN cromosomicos de estos clones diana, y se seleccion6 una variante de la cual podia
amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica delecion del gen glcB. La variante obtenida se
llamoé variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado, gen glcb delecionado (a partir de ahora en este
documento abreviado a veces como " variante B::atoDABAaceBAgcIB").

[Ejemplo 27]
<Preparacion de variante de genoma atoD potenciado, gen IdhA delecionado>

Se transformé la variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 con el plasmido pTH18cs1-IdhA
preparado en el Ejemplo 5 y se cultivé a 30 °C durante una noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon
en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante una noche.
Posteriormente, parte del liquido de cultivo se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol,
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
durante 24 horas en un medio liquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se
obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivé individualmente en
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones
sensible a cloranfenicol. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN cromosémicos de estos clones diana, y se
selecciond una variante de la cual podria amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica
delecién del gen IdhA. La variante obtenida se llamé variante de genoma atoD potenciado, gen IdhA delecionado (a
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDABAIdhA")

[Ejemplo 28]

<Preparacion de variante pBRgapP, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B y la variante pBRgapP, pMWGC/B>

Se transformaron células competentes de Escherichia coli B con el plasmido pBRgapP preparado en el Ejemplo 2, y
el plasmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el Ejemplo 21 o el pldsmido pMWGC preparado en el Ejemplo

21, y se aplicaron a una placa de agar LB que contenia 25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina. Como
resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el medio.
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[Ejemplo 29]
<Preparacion de variante pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB vy la variante pla, pMWGC/B::atoDAB>

Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDAB) preparada en el Ejemplo 1
con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plasmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el Ejemplo 21
o el plasmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a una placa de agar LB que contenia 25 mg/l de
cloranfenicol y 100 mg/ml de ampicilina. Como resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el medio.

[Ejemplo 30]

<Preparacion de variante pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDABAaceB 'y la variante pla,
pMWGC/B::atoDABAaceB>

Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDABAaceB) preparada en el
Ejemplo 25 con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plasmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el
Ejemplo 21 o el plasmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a un medio de agar LB que contenia
25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/m de ampicilina, y se obtuvieron transformantes que crecieron en el medio.

[Ejemplo 31]

<Preparacion de variante pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDABAaceBAgicB 'y variante pla,
pMWGC/B::atoDABAaceBAgIcB>

Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDABAaceBAgIcB) preparada en el
Ejemplo 26 con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plasmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el
Ejemplo 21 o el plasmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a un medio de agar LB que contenia
25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina. Como resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el
medio.

[Ejemplo 32]

<Preparacion de variante pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDABAIdhA y variante pla, pMWGC/B:
:atoDABAIdhA>

Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDABAIdhA) preparada en el
Ejemplo 27 con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plasmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el
Ejemplo 21 o el plasmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a un medio de agar LB que contenia
25 mgl/l de cloranfenicol y 100 mg/lI de ampicilina. Como resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el
medio.

[Ejemplo 33]

<Produccioén de alcohol isopropilico>

En este ejemplo, se produjo alcohol isopropilico usando un aparato de produccién mostrado en la Fig. 1 del
documento WO 2009/008377. El tanque de cultivo usado era un tanque que tenia una capacidad de 3 | y hecho de
vidrio. En los tanques de atrapamiento, se inyecté agua como solucién de atrapamiento (agua de atrapamiento) en

una cantidad de 9 | por tanque, y se conectaron dos tanques de atrapamiento para su uso.

En la Tabla 10 se muestra una lista de las variantes usadas en la evaluacién de la produccion de alcohol
isopropilico.

Tabla 10

Nombre de la variante [Plasmido/variante Caracteristica Decs;i(;;lsglon
Sin sistema de produccion de IPA, .

vec/B pBRgapP, pMWGC/B sin expresién de mtk y mel Ejemplo 28
pBRgapP, Sin sistema de produccioén de IPA, .

mtk_mcl/B pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B expresion de mtk y mcl Ejemplo 28
. Contiene sistema de produccion de .

vec/atoDAB pla, pPMWGC/B::atoDAB IPA, sin expresion de mtk y mcl Ejemplo 29
pla, Contiene sistema de produccion de| .

mtk_mcl/atoDAB 0\ \yGC mel(Mc) mik(Mc)/B::atoDAB IPA, expresion de mtk y mel | Ciemplo 29

vec/atoDAB AaceB |pla, pPMWGC/B::atoDABAaceB Contiene sistema de produccion de| Ejemplo 30
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Nombre de la variante |Plasmido/variante Caracteristica Dezic;;lsglon
IPA, sin expresion de mtk y mcl,
alteracion del gen aceB
mtk mcl/atoDAB pla, Contiene sistema de produccién de
- pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB IPA, expresién de mtk and mcl, Ejemplo 30
AaceB s
AaceB alteracion del gen aceB
vecitoDAB “IPA. sin oxpresien de mik y mol,
AaceBAglcB pla, pPMWGC/B::atoDABAaceBAgIcB » SIN eXp YyMCE. | Ejemplo 31
alteracion de los genes aceB y
AaceBAgIcB glcB
Contiene sistema de produccién de
mtk_mcl/atoDAB  |pla, pPMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) IPA, expresién de mtk y mcl, Eiemplo 31
AaceBAgIcB /B::atoDABAaceBAgIcB alteracion de los genes aceB y jemp
glcB
Contiene sistema de produccion de
vec/atoDABAIdhA  |pla, pMWGC/B::atoDABAIdhA IPA, sin expresion de mtk y mcl, Ejemplo 32
alteracion del gen IdhA
Contiene sistema de produccién de
mtk_mcl/atoDAB  |pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) s .
AldhA /B:*atoDABAIGhA IPA, expresion de mtk y mcl, Ejemplo 32
alteracion del gen IdhA

Como precultivo, cada una de las variantes a evaluar se inocul6 individualmente en un matraz Erlenmeyer que tenia
una capacidad de 500 ml y que contenia 50 ml de un caldo LB de Miller (Difco 244620) que contiene 25 mg/l de
cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina, y se cultivaron durante una noche a una temperatura de cultivo de 30 °C
agitando a 120 rpm. Después de ello, se transfirieron 45 ml del precultivo a un tanque de cultivo (dispositivo de
cultivo BMS-PI fabricado por ABLE corporation) que tiene una capacidad de 3 | y que contiene 90 g del medio que
tiene la siguiente composicion, y se cultivé. El cultivd se realizé a un volumen de aireacion de 0,45 I/min, a una
velocidad de agitacion de 490 rpm, a una temperatura de cultivo de 30 °C y a un pH de 7,0 (ajustado con solucion
acuosa de NHs3) a presion atmosférica. Al cultivo, se le afiadié una solucion acuosa de glucosa al 50 % p/p a un
caudal de 20 g/I’h durante el periodo desde el inicio del cultivo hasta 8 horas después del inicio del cultivo. Después
de ello, se afiadi6é una solucién acuosa de glucosa al 50 % p/p a un caudal de 20 g/I/h, segun lo apropiado, de modo
que la cantidad de glucosa que quedaba en el tanque de cultivo estuviera minimizada. El liquido de cultivo
bacteriano se muestreo varias veces durante el periodo desde el inicio del cultivo hasta 30 horas después del inicio
del cultivo y, después de retirarse las células bacterianas por una operacion de centrifugacion, se midieron las
cantidades de alcohol isopropilico, acetona y subproductos principales acumulados en los sobrenadantes de cultivo
y las aguas de atrapamiento obtenidos por HPLC de acuerdo con un método habitual. Cada uno de los valores de
mediciéon es una suma de las cantidades en el liquido de cultivo y los dos tanques de atrapamiento después del
cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla 11 y los subproductos se muestran en la Tabla 12.

<Composicion del medio de cultivo>

Licor de macerado del maiz (fabricado por Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.), 50 g/l
Fe>S04-7H.0: 0,1 g/l

KoHPO4: 2 g/l

KH2P04Z 2 g/I

MgSOQ4-7H,0: 2 g/l

(NH4)ZSO4: 2 g/|

ADEKANOL LG126 (ADEKA Corporation): 0,1 g/l

(Equilibrio: agua)

Tabla 11
Uso de Rendimiento relativo al consumo de
Nombre de la variante Cantidad de produccién (g/30h)|  glucosa azucar (30h)
IPA Acetona (g/30h) IPA IPA + Acetona
vec/B - - 212,7 - -
mtk_mcl/B - - 257,9 - -
vec/atoDAB 33,2 6,0 210,0 15,8 18,6
mtk_mcl/atoDAB 34,6 8,8 209,5 16,5 20,7
vec/atoDAB AaceB 30,8 6,1 205,3 15,0 18,0
mtk_mcl/atoDAB AaceB 32,8 6,6 202,6 16,2 19,5
vec/atoDAB AaceBAglcB 31,9 5,5 2041 15,6 18,4
mtk_mcl/atoDAB AaceBAgIcB 31,9 5,6 195,3 16,3 19,1
vec/atoDABAIdhA 32,0 53 197,2 16,2 18,9
mtk_mcl/atoDAB AldhA 38,6 6,8 197,9 17,4 21,3
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Como resultado de la evaluacion, la cantidad de alcohol isopropilico producido por la cepa de control (vec/atoDAB)
fue de 32,2 g/30 h, y la cantidad producida por la variante con mtk introducido (mtk_mcl/atoDAB) 34,6 g/30 h. La
cantidad de acetona producida fue de 6,0 g/30 h en la cepa de control (vec/atoDAB) y de 8,8 g/30 h en la variante de
mtk introducido (mtk_mcl/atoDAB). A partir de estos resultados, se descubrié que las cantidades de produccion de
alcohol isopropilico y acetona se aumentaban por la introduccién de mtk y mcl. El rendimiento de alcohol isopropilico
relativo al consumo de azucar a las 30 horas después del inicio del cultivo fue del 15,8 % en la cepa de control
(vec/atoDAB) y del 16,5 % en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/atoDAB). El rendimiento de alcohol
isopropilico y acetona relativo al consumo de azucar a las 30 horas después del inicio del cultivo fue del 18,6 % en la
cepa de control (vec/atoDAB) y del 20,7 % en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/atoDAB). A partir de
estos resultados, se demostré que las eficacias de conversién de azucar en alcohol isopropilico o acetona se
aumentaban por la introduccion de la ruta mtk + mcl.

Respecto a atoDABAIdhA las cantidades de produccion de alcohol isopropilico y acetona y los rendimientos de
alcohol isopropilico y acetona relativo al consumo de azucar se mejoraban en la variante de mtk + mcl introducidos
de forma similar al caso de atoDAB. Respecto a atoDABAIdhA atoDABAaceB y atoDABAaceBAgIBc los
rendimientos relativos al consumo de azicar se aumentaron en la variante de mtk + mcl introducidos, en
comparacion con los de la cepa de control (vec) de cada variante. Por lo tanto, se cree que la produccion de acetil-
CoAy las sustancias utiles derivadas de acetil-CoA se aumentaban de forma eficaz por mtk + mcl.

La Tabla 12 muestra los subproductos. En comparacién con la cepa de control (vec/B), se descubrié que las
cantidades de etanol, piruvato y succinato se reducian en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/B) a las 30
horas del inicio del cultivo, y la cantidad total de subproductos también estaba inesperadamente reducida en la
variante de mtk + mcl introducidos. Asimismo, respecto a atoDAB, atoDABAaceB, atoDABAaceBAgIBc y
atoDABAIdhA las cantidades de etanol, piruvato y succinato y la cantidad total de subproductos estaba reducida en
las variantes de mtk + mcl introducidos en comparacién con las cepas de control respectivas. A partir de estos
resultados, se descubrié que mtk + mcl producia efectos similares con o sin atoDAB.

Respecto a atoDABAaceB y atoDABAaceBAgIBc el rendimiento de IPA y acetona relativo al consumo de azucar era
casi el mismo que en la variante atoDAB. Sin embargo, la cantidad total de subproductos estaba reducida en las
variantes de vec introducido y las variantes de mtk introducido. Inesperadamente, las cantidades de lactato y
succinato acumuladas estaban significativamente disminuidas en las variantes de mtk + mcl introducidos. Por lo
tanto, atoDABAaceB y atoDABAaceBAgIcB eran industrialmente preferibles, ya que una cantidad mas pequefia de
subproductos permite una reduccion significativa en la carga de purificacién cuando se recoge alcohol isopropilico o
acetona de un liquido de cultico.

Respecto a atoDABAIdhA, se demuestra que las cantidades de produccién de alcohol y acetona y los rendimientos
de alcohol y acetona relativo al consumo de azucar estaban mejorados en la variante de mtk + mcl introducidos de
forma similar al caso de atoDAB. Respecto a todas las variantes anteriores, los rendimientos relativos al consumo de
azucar estaban mejorados en las variantes de mtk + mcl introducidos en comparacién con la cepa de control (vec).
Por lo tanto, se cree que la acetil-CoA y las sustancias utiles derivadas de acetil-CoA se aumentaban de forma
eficaz.

Respecto a atoDABAIdhA, la cantidad total de subproductos estaba reducida, y la cantidad de piruvato acumulada
estaba significativamente reducida en la variante de mtk + mcl introducidos. Ademas, los rendimientos de alcohol
isopropilico y acetona relativo al consumo de azucar estaban aumentados en la variante atoDABAIdhA de mtk + mcl
introducidos, lo que indica que el alcohol isopropilico y la acetona se producian de forma eficaz por las rutas tanto de
glucosa como mtk + mcl. La cantidad de subproductos en atoDABAIdhA se reducia de forma similar a los casos de
atoDABAaceB y atoDABAaceBAgIcB. Ademas, los rendimientos de alcohol isopropilico y acetona relativo al
consumo de azucar se mejoraba en atoDABAIdhA cuando se introducia mtk + mcl. Estos resultados indican que, en
la produccioén industrial de alcohol isopropilico y/o acetona, la alteracion de IdhA es preferible en vista de la
reduccion de la carga de purificacion durante la recogida de alcohol isopropilico y/o acetona y en vista del aumento
de sus rendimientos.

La ruta de produccién de alcohol isopropilico y la ruta de produccidon de acetona no se han introducido en las
variantes B. Como la cantidad de acetato estaba significativamente aumentada en las variantes B, se cree que la
acetil-CoA se convertia principalmente en acetato. Ademas, se asume que la acetil-CoA aumentada se convertia en
acetato y etanol en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/B). Estos resultados indican que la cantidad de
acetil-CoA se aumentaba por el efecto de mtk + mcl incluso en las variantes B.

[Ejemplo 34]
<Construccién del plasmido pGAPS>
Para obtener un gen de resistencia a espectinomicina, se realizé6 amplificacion por un método de PCR usando el

plasmido pIC156 (Steinmetz et al., Gene, 1994, 142(1):79-83) como molde y
CCGCGGTACCGTATAATAAAGAATAATTATTAATCTGTAGACAAATTGTGAAAGG (SEQ ID NO: 120) vy
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CTTTTGTTTATAAGTGGGTAAACCGTGAATATCGTGTTCTTTTCAC (SEQ ID NO: 121), y el fragmento de ADN
obtenido se fosforild usando la polinucleétido quinasa T4 (Toyobo), como resultado de lo cual se obtuvo un
fragmento de ADN que contenia un gen de resistencia a espectinomicina. Ademas, el plasmido pGAP se traté con
Pvul, y el fragmento de ADN obtenido se sometié a tratamiento de extremos romos con Toyobo BLUNTING HIGH, y
se ligé al fragmento de ADN descrito anteriormente que contenia el gen de resistencia espectinomicina. Después de
ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 120 pg/ml de espectinomicina. Las colonias
obtenidas se cultivaron durante una noche en un medio liquido LB que contenia 120 pyg/ml de espectinomicina, y el
plasmido obtenido se llamo6 pGAPS.

[Ejemplo 35]
<Preparacion del plasmido pGAPS_gcl>

Se obtuvo el ADN cromosémico de Escherichia coli MG1655 usando el kit DNeasy Blood &Tissue (QIAGEN).
Basandose en el operén que contiene la glioxilato carboligasa (gcl, NCBI-GI: 945394), se prepararon dos tipos de
cebadores representados por
AAGAACTCTAGAACAAAAAGGATAAAACAATGGCAAAAATGAGAGCCGTTGACGCGGCAATG (SEQ ID NO: 122)
y GACCAGCTGCAGTCAGGCCAGTTTATGGTTAGCCATTAATTCCAGC (SEQ ID NO: 123).

Ademas, se prepararon dos tipos de cebadores representados por
ACACAACTGCAGACAAAAAGGATAAAACAATGAAGATTGTCATTGCGCCAGACTCTTTTAAAGAGAGCT (SEQ ID
NO: 124) y GCCCCCAAGCTTTCAGTTTTTAATTCCCTGACCTATTTTAATGGCGCAGG (SEQ ID NO: 125).

Se realizé amplificacion por PCR del ADN cromosdmico de Escherichia coli MG1655 como molde y usando los
cebadores de las SEQ ID NO: 122 y 123 obtenidos como se ha descrito anteriormente, como resultado de lo cual se
obtuvo un fragmento de ADN de aproximadamente 3 kb. Ademas, se realizé6 amplificacion por PCR usando el ADN
cromosomico de Escherichia coli MG1655 como molde y usando los cebadores de las SEQ ID NO: 124 y 125
obtenidos como se ha descrito anteriormente, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,1 kb. Estos ADN obtenidos se digirieron con Pstl, y estos fragmentos se ligaron juntos. Se
realizo amplificacion por PCR usando el ADN ligado como molde y usando
AAGAACTCTAGAACAAAAAGGATAAAACAATGGCAAAAATGAGAGCCGTTGACGCGGCAATG (SEQ ID NO: 126)
y GCCCCCAAGCTTTCAGTTTTTAATTCCCTGACCTATTTTAATGGCGCAGG (SEQ ID NO: 127) como cebadores,
como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN. El fragmento de ADN obtenido se digirié con las enzimas
de restriccion Xbal y Hindlll, y se ligé en un plasmido pGAPS que se habia digerido con las enzimas de restriccion
Xbal y Hindlll. Después de ello, se transformd Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento y se cultivd en
una placa de agar LB que contenia espectinomicina, y se recuperoé un plasmido de los transformantes obtenidos.

Los plasmidos se digirieron con las enzimas de restriccion Clal y Hindlll, y se recuper6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 4 kb que albergaba pGAPS. El fragmento de ADN se sometié a tratamiento de extremos romos y
auto-ligamiento. Se transformé Escherichia coli DH5a con el producto de ligamiento y se cultivd en una placa de
agar LB que contenia 120 pyg/ml de espectinomicina. Las células bacterianas que crecieron en la placa se cultivaron
en un medio liquido LB que contenia 120 ug/ml de espectinomicina, como resultado de lo cual se obtuvieron
transformantes. Se recuperé un plasmido de los transformantes obtenidos, como resultado de lo cual se obtuvo el
plasmido pGAPS_gcl.

[Ejemplo 36]
<Obtencién de la variante Pantoea ananatis PA>

Se recuperd el plasmido RSFCPG de Pantoea ananatis AJ13601 (cepa depositada de patente BP-7207). El
plasmido RSFCPG es un plasmido de resistencia a tetraciclina que tiene las enzimas glutamato deshidrogenasa,
citrato sintasa y fosfoenolpiruvato carboxilasa que cataliza la reaccién de biosintesis de L-glutamato (JP-A n.° 2001-
333769). Pantoea ananatis AJ417 (cepa depositada de patente BP-8646) se transformé con RSFCPG usando el
método de CaCl, (Molecular Cloning, 32 edicién, Cold Spring Harbor press, 2001) y se cultivd en un medio liquido LB
que contenia 10 pg/ml de tetraciclina, como resultado de lo cual se obtuvo Pantoea ananatis AJ417/RSFCPG (a
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante PA").

[Ejemplo 37]

<Preparacion de variante de Pantoea ananatis de gen aceB delecionado>

Se conoce la secuencia completa del ADN genémico de Pantoea ananatis AJ13355 (cepa depositada de patente
BP-6614) (numero de acceso a GenBank AP012032), y también se ha informado de la secuencia de bases del gen

que codifica la malato sintasa de Pantoea ananatis (a partir de ahora en este documento a veces mencionada como
"PAaceB") (numero de acceso a GenBank NC_017531). Para clonar una region que flanquea la secuencia de bases
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del gen que codifica aceB (1.599 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos representados por

GACTCTAGAGGATCCCCGGGATGACAGACTCGGTTATCAACAGTGAATTACTTTTCAG (SEQ ID NO: 128),
GACGGGACGGCGGCTTTGTTGGCTTCCGCGTTATGAAAAAAGTAGAGAGC (SEQ ID NO: 129),
TTGAGACACAACGTGGCTTTCCCAGCAAGGACAGCGCGCGCAATGAATG (SEQ ID  NO: 130), vy
ATGACCATGATTACGAATTCTCAGGGAAGCAGGCGGTAGCCTGGCAGAGTCAG (SEQ ID NO: 131).

Ademas, para clonar un gen de resistencia a kanamicina, se sintetizaron dos tipos de cebadores oligonucleotidicos
representados por

TTTTTCATAACGCGGAAGCCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGC (SEQ ID NGO 132) vy
CGCGCGCTGTCCTTGCTGGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGC (SEQ ID NO: 133).

Se preparé el ADN gendémico de Pantoea ananatis AJ417 y se realizé amplificacion por PCR usando el ADN
genomico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 128 y la SEQ ID NO: 129, como resultado
de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que contenia una secuencia que flanquea el gen aceB (a partir de ahora
en este documento mencionado a veces como "fragmento PAaceB-L"). Ademas, se realizé amplificacion por PCR
usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 130 y la SEQ ID NO: 131, como resultado de lo cual se obtuvo un
fragmento de ADN que contenia una secuencia que flanqueaba el gen aceB (a partir de ahora en este documento
mencionado a veces como "fragmento PAaceB-R"). Ademas, se realizé amplificacién por PCR usando el plasmido
pUC4K que tiene un gen de resistencia a kanamicina y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 132 y la SEQ
ID NO: 133, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN que contenia el gen de resistencia a
kanamicina (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento KanR"). El plasmido pUC18
se traté con EcoRI y Xmal, preparando de ese modo un fragmento pUC18. Este fragmento PAaceB-L, fragmento
PAaceB-R, fragmento KanR y fragmento pUC18 se recuperaron, y los fragmentos se mezclaron juntos y se trataron
el kit de clonacion In-fusion HD (Invitrogen). Se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a
(NEB5a; New England Biolabs) con el producto de reaccion y se cultivaron en una placa LB que contenia 30 ug/ml
de kanamicina. Se recuperé un plasmido de los transformantes obtenidos, y se confirmé por secuenciaciéon de ADN
que el vector pUC 18 estaba construido de modo que estaba incluida la secuencia de "la secuencia flanqueante 5'
de aceB_gen de resistencia a kanamicina_la secuencia flanqueante 3' de aceB". Se realiz6 PCR usando este
plasmido como molde y usando GCCGCCGAATTCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACC (SEQ ID NO:
134) y ATGACCATGATTACGAATTCTCAGGGAAGCAGGCGGTAGCCTGGCAGAGTCAG (SEQ ID NO: 135). El
producto de amplificacion se purifico y digiri6 con EcoRI, seguido por auto-ligamiento del fragmento resultante
usando ADN ligasa (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un plasmido que no tenia origen de replicacion.
Se transformé Pantoea ananatis AJ417 con el plasmido obtenido y se cultivd en placa LB que contenia 30 ug/ml de
kanamicina. Las colonias obtenidas se sometieron a PCR gendmica y secuenciacion de ADN, y se confirmo que el
gen aceB estaba apropiadamente delecionado. Las bacterias obtenidas se transformaron con RSFCPG usando el
método de CaCl, y se cultivaron en medio LB que contenia 10 pg/ml de tetraciclina. La variante obtenida se llamé
variante de Pantoea ananatis AJ417 de gen aceB delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a
veces como "variante PAAaceB").

[Ejemplo 38]
<Preparacion de variante de Pantoea ananatis de gen fumA delecionado>

Se preparé el ADN gendmico de Bacillus sutbtilis subespecie subtilis cepa 168 (ATCC 23857) y se realizd
amplificacion por un método de PCR usando el ADN gendémico obtenido como molde y usando
AGTCTAGAGATCCTTTTTAACCCATCAC (SEQ ID NO: 136) y AGTCTAGAAGTCGATAAACAGCAATATT (SEQ ID
NO: 137) como cebadores. El fragmento de ADN obtenido se digirié con la enzima de restriccion Xhol, obteniendo
de ese modo un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb que contenia el gen sacB. El fragmento de ADN
obtenido se mezclé con un fragmento de ADN preparado digiriendo el plasmido pHSG298 (Takara) con la enzima de
restriccion Xhol y sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos
mezclados se ligaron usando una ligasa. Se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (Toyobo
Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento resultante, y se obtuvieron transformantes que crecieron en la
placa de agar LB que contenia 25 pg/ml de kanamicina. Se recuperd un plasmido de las células bacterianas
obtenidas, como resultado de lo cual se obtuvo el plasmido pHSG-sacB, en que estaba insertado el fragmento de
ADN que contiene el gen sacB en pHSG298.

Se conoce la secuencia completa del plasmido pEA320, originalmente encontrado en Pantoea ananatis AJ13355,
(secuencia de referencia del NCBI NC_017533.1) y también se ha informado de la secuencia de bases del gen que
codifica la fumarato hidratasa clase | (a partir de ahora en este documente a veces mencionada como "fumA"). Para
clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica fumA (1.647 pb), se sintetizaron cuatro
tipos de cebadores oligonucleotidicos representados por GCAACGTTGGCTCTCATCT (SEQ ID NO: 138),
CGGGATCCAAACACGCGGCGGAAAACA (SEQ ID NO: 139), CGGGATCCGTTAACGCAGGCTGAC (SEQ ID NO:
140) y GCTGCTGGCGTACTGGTTC (SEQ ID NO: 141).
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Se prepard el ADN gendmico de Pantoea ananatis AJ417 y se realizé PCR usando el ADN genémico obtenido como
molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 138 y la SEQ ID NO: 139, como resultado de lo cual se
amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 0,7 kb (a partir de ahora en este documente mencionado a
veces como "fragmento fumA-L"). Ademas, se realizé CR usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 140 y la
SEQ ID NO: 141, como resultado de lo cual se amplificd un fragmento de ADN de aproximadamente 0,9 kb (a partir
de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento fumA-R").

Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron, y cada uno del fragmento
fumA-L y el fragmento fumA-R se digiri6 con BamHI. Los fragmentos resultantes se ligaron usando una ligasa y los
extremos 5' del producto ligado se fosforilaron usando la polinucleétido quinasa T4. El fragmento de ADN obtenido
se mezclé con un fragmento de ADN preparado digiriendo el pHSG-sacB descrito anteriormente con BamHI y
sometiendo adicionalmente el producto resultante a tratamiento de extremos romos con la ADN polimerasa T4 y
tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se
transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de
ligamiento, y se obtuvieron los transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 25 pg/ml de
kanamicina a 30 °C. Se recuperd un plasmido de los transformantes obtenidos, y se confirmé que los dos
fragmentos - el fragmento de la regidn flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la region flanqueante cadena
abajo 3' del gen que codifica fumA - estaban apropiadamente insertados en pHSG-sacB. El plasmido obtenido se
llamo psacB-PAfumA.

El plasmido psacB-PAfumA es replicable en Pantoea ananatis. Por lo tanto, para obtener un plasmido para
delecionar el gen fumA que carece de un origen de replicacion y que no se replicaria en Pantoea ananatis, se realizé
amplificacion por PCR usando psacB-PAfumA como molde y un par de cebadores de CTTTACACTTTATGCTTCC
(SEQ ID NO: 142) y TTGAGCTCGAGAGGTCTGCCTCGTGA (SEQ ID NO: 143) que tiene un sitio de
reconocimiento de Sacl en el lado del extremo 5' del mismo, y como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de
ADN de aproximadamente 5 kb. El fragmento de ADN obtenido se digirié6 con Sacl y se permitié que ligara usando
una ligasa, como resultado de lo cual se obtuvo el plasmido pPAfumA. ElI pPAfumA obtenido alberga el fragmento
fumA-L, el fragmento fumA-R, el gen sacB y el gen de resistencia a kanamicina, pero sin origen de replicacion.
Pantoea ananatis AJ417 se transform6 con pPAfumA por electroporacion y se aplicéd a una placa de agar LB que
contenia 40 pg/ml de kanamicina. El clon de un unico entrecruzamiento que crecié en el medio anterior se cultivd
durante una noche en un medio liquido LB, y parte del liquido de cultivo se aplic6 a un medio de agar LB que
contenia sacarosa al 10 % (p/v).

Posteriormente, entre los clones obtenidos con el medio anterior, se seleccionaron los clones sensibles a
kanamicina que crecieron en el medio que contiene sacarosa. Ademas, se amplificaron por PCR los ADN
cromosomicos de estos clones usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 138 y la SEQ ID NO: 141, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 1,5 kpb, que indica
delecion del gen fumA. La variante obtenida se llamo variante de Pantoea ananatis AJ417 de gen fumA delecionado
(a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante PAAfumA").

[Ejemplo 39]
<Preparacion de variante de Pantoea ananatis de gen fumA delecionado, gen fumC delecionado>

Para clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la fumarato hidratasa clase Il (a
partir de ahora en este documento a veces mencionada como " fumC") (1.398 pb), se sintetizaron cuatro tipos de
cebadores oligonucleotidicos representados por TCGCCATGATGCTGCTGTG (SEQ ID NO: 144),
CGGGATCCGACTTAGCGTCATCGGTTG (SEQ ID NO: 145), CGGGATCCGATGAAGATTGCTAACGACG (SEQ ID
NO: 146) y TGATGCCGACAATATTACGC (SEQ ID NO: 147).

Se prepard el ADN gendmico de Pantoea ananatis AJ417 y se realizé PCR usando el ADN gendmico obtenido como
molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 144 y la SEQ ID NO: 145, como resultado de lo cual se
amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 0,8 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a
veces como "fragmento fumC-L"). Ademas, se realizé PCR usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 146 y la
SEQ ID NO: 147, como resultado de lo cual se amplifico un fragmento de ADN de aproximadamente 0,7 kb (a partir
de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento fumC-R").

Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Cada uno del fragmento
fumC-L y el fragmento fumC-R se digirié6 con BamHI, y se permitié que estos fragmentos ligaran usando una ligasa,
seguido por tratamiento de fosforilacion de los extremos 5' usando la polinucleétido quinasa T4. El fragmento de
ADN resultante se mezclé con un fragmento de ADN preparado digiriendo pHSG-sacB preparado en el Ejemplo 38
con BamHI y sometiendo adicionalmente e producto resultante a tratamiento de extremos romos con la ADN
polimerasa T4 y tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa.
Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.)
con el producto de ligamiento resultante, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que
contenia 25 ug/ml de kanamicina a 30 °C. Se recuperd un plasmido de los transformantes obtenidos, y se confirmé
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que los dos fragmentos - el fragmento de la region flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la regién
flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica fumC - estaban insertados apropiadamente en pHSG-sacB. El
plasmido obtenido se llamé psacB-PAfumcC.

El plasmido pPAfumC para delecionar el gen fumC que carece de un origen de replicacion y no se replicaria en
Pantoea ananatis se obtuvo del mismo modo que en el Ejemplo 38, excepto que se usé el plasmido psacB-PAfumC
en lugar de psacB-PAfumA. Ademas, se seleccionaron clones sensibles a kanamicina que crecieron en un medio
que contiene sacarosa del mismo modo que en el Ejemplo 38, excepto que se uso el plasmido pPAfumC en lugar de
pPAfumA y que se usé la variante PAAfumA en lugar de Pantoea ananatis AJ417. Se amplificod por PCR el ADN
cromosomico de estos clones usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 138 y la SEQ ID NO: 141, y se
selecciond una variante de la cual podia amplificarse un fragmento de aproximadamente 1,5 kpb, que indica
delecion del gen fumC. La variante obtenida se transformé con RSFCPG por el método de CaCly y se cultivd en
medio LB que contenia 10 ug/ml de tetraciclina. La variante obtenida se llamo variante de Pantoea ananatis, de gen
fumA delecionado, gen fumC delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante
PAAfumAC").

[Ejemplo 40]
<Construccién de variantes de Pantoea ananatis para evaluacion>

Cada una de las variantes de Pantoea ananatis PA preparadas en el Ejemplo 36, la variante PAAaceB preparada en
el Ejemplo 37 y la variante PAAfumAC preparada en el Ejemplo 39, se transformé con pGAPS preparado en el
Ejemplo 34, pGAPS_gcl preparado en el Ejemplo 35, pMWGKC preparado en el Ejemplo 10, y/o
pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) del Ejemplo 21 por el método de CaCl, o electroporacion, y se aplicé a una placa de
agarLB que contenia 30 ug/ml de cloranfenicol, 120 pg/ml espectinomicina y 15 pug/ml de tetraciclina. La colonia que
crecid en la placa se us6 como la variante para evaluacioén. Las variantes obtenidas se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13
Nombre de la variante Plasmido/variante Caracteristica
PAvec PMWGKC/pGAPS/RSFCPG/P. ananatis Sin expresion de

mtk, mcl y gcl
Expresion de mtk
PA/mtk_mcl pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/pGAPS/RSFCPG/P. ananatis y mcl, sin
expresion de gcl
Expresion de mtk,

PA/mtk_mcl/gcl pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/jpGAPS_gcl/RSFCPG/P. ananatis mdl y gol
Expresion de mtk,
PAAaceB/mtk_mcl/ gcl pMWG_KC_mcI(Mc)_mtk(Mc)/pGAPS_ch/RSFCPG/P. mcl y gcl
ananatisAaceB alteracion del gen
aceB
Expresion de mtk,
PAAfUMAC/mtk_me ligel pMWG_KC_mcI(Mc)_mtk(Mc)/pGAPS_ch/RSFCPG/P. mcl y ch
ananatisAfumAC alteracion del gen
fumAC

[Ejemplo 41]
<Confirmacion de la incorporacién de CO, marcado con ¥Cen glutamato en variantes de Pantoea>

Cada una de las variantes diana de Pantoea se precultivo en un medio LB que contenia 30 ug/ml de cloranfenicol,
120 pg/ml de espectinomicina y 15 pg/ml e tetraciclina a 30 °C, a 220 r.p.m. Las células bacterianas se recogieron
del precultivo por separacion centrifuga (5.000 r.p.m. durante 5 minutos). Se prepararon 2 ml de medio minimo de
Pantoea (17 g/l de NaHPO4-12H,0, 3 g/l de KH2POQO4, 0,5 g/l de NaCl, 1 g/l de NH4Cl, MgSO4 10 mM, CaCl, 10 uM,
50 mg/l de L-lisina, 50 mg/l de L-metionina, pH 6,0) que contenia 20 g/l de glucosa, 30 pg/ml de cloranfenicol, 120
ug/ml de espectinomicina y 15 ug/ml de tetraciclina, y las células bacterianas obtenidas se afadieron al mismo de
modo que la DO se ajustd al intervalo de 1 a 5. Después de sellar fuertemente el recipiente de cultivo, las células
bacterianas se cultivaron a 30 °C, a 220 r.p.m. durante 1 dia. El liquido de cultivo se muestred periédicamente y se
retiraron las células bacterianas por separaciéon centrifuga (12.000 r.p.m. durante 3 minutos). El sobrenadante
obtenido se filtr6 a través de una membrana de filtro de PTFE hidréfila (Millipore Corporation, MSGVN2B50),
obteniendo de ese modo una muestra de cultivo. Las variantes usadas como muestras de cultivo se resumen en la
Tabla 13.

Para medir el contenido de "°C de glutamato en cada muestra de cultivo, se afadieron 500 ul de MTBSTFA con

TBDMSCI al 1 % (fabricado por Sigma-Aldrich Co., 375934) y 500 yl de DMF seca a una cantidad apropiada de la
muestra, que se seco por, por ejemplo, secado por congelacion o secado al vacio. La mezcla obtenida se calenté a
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80 °C durante 2 horas y después se separd por centrifugacion (14.000 r.p.m. durante 5 minutos). El sobrenadante
obtenido se analizé por GC-MS (Agilent 7890A y 5975c). Se midieron las areas respectivas de los picos del espectro
de masas a los pesos moleculares de 432, 433 y 434, cada uno de los cuales se asumié correspondiente a una
estructura en que un grupo t-butilo estaba retirado de un derivado de glutamato. Aqui, se asume que el peso
molecular de 432 corresponde a una estructura en que todos los atomos estan formados de los isétopos mas
abundantes, que el peso molecular de 433 corresponde a una estructura que contiene un neutrén y que el peso
molecular 434 corresponde a una estructura que contiene dos neutrones. Los picos a los pesos moleculares de 432,
433 y 434 se definieron como [M+0], [M+1] y [M+2], respectivamente. El valor de [M+1]/[M+0] se represento en el
eje-x y el valor de [M+2]/[M+0] se represento en el eje-y. Los resultados del andlisis se muestran en la Tabla 4.

En la fermentacién general de glutamato, se incorporan 3C derivado de NaH'>COs; mediante oxaloacetato en
glutamato solamente en la posicion C1 o C5. Por lo tanto, los valores mencionados anteriormente estaran
posicionados en una linea de referencia. La linea de referencia se determina de acuerdo con las siguientes
ecuaciones.

X=(Xo-Xo xa+a)(1-a)
y=(Yo-Yoxa+xoxa)(1-a)

a representa la relacion del is6topo 3C en el carbono derivado de CO; (en la posiciéon C1 o la posicion C5) en
glutamato [="*C/("3*C+'?C)]. x e y representan las coordenadas de un punto arbitrario sobre la linea de referencia. xo e
Yo representan los valores de x e y, asumiendo que la relacién de is6topo de '2C en el carbono derivado de CO; (en
uno de la posicion 1y la posicion 5 de glutamato) en glutamato es el 100 % y que las relaciones de is6topos de otros
atomos son las mismas que sus relaciones de isétopos naturales (es decir, los valores de x e y, si a=0). xo e Yo se
establecieron a 0,358527 y 0,16822084314, respectivamente. Resolviendo las ecuaciones anteriores, se expresa la
linea de referencia en la siguiente ecuacion.

- 2
Y = Xo'X + Yo - Xo

En la ruta intrinseca de produccion de glutamato, se fija "*C derivado de NaH'*COs por una enzima de fijacién de
diéxido de carbono tal como fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), piruvato carboxilasa (pyc) o fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (pck), y se incorpora mediante oxaloacetato en glutamato en la g)osicién C1 o la posicion C5. Aunque
los valores de [M+1] y [M+2] varian dependiendo de las relaciones de 2co, y ®Co; incorporado por ppc, los valores
se representan siempre sobre la linea de referencia en un caso en que la incorporacion sucede en una Unica
posicion. Por otro lado, en el caso de que funcione la ruta pretendida de fijacion de diéxido de carbono, 3C se
incorpora en glutamato mediante oxaloacetato y acetil-CoA. En este caso, existe una posibilidad de que se incorpore
3C en glutamato tanto en la posicion C1 como en la posicion C5, como resultado de lo cual el valor [M+2] debe
aumentarse para dar un valor representado por encima de la linea de referencia.

Como se muestra en la Fig. 4, cada una de la variante PA/mtk_mcl_gcl, la variante PAAaceB/mtk_mcl_gcl y la
variante PAAfumAC/mtk_mcl_gcl dieron un valor representado significativamente por encima de la linea de
referencia. Es decir, se cree que el CO: fijado se incorporaba en glutamato mediante acetil-CoA. Por otro lado, la
cepa de control (PA/vec) daba un valor representado sobre la linea de referencia y no se observaba incorporacion
de ®C mediante acetil-CoA. Asimismo, no se observaba incorporacién de 8C mediante acetil-CoA en la variante en
que solamente se introducia mtk+mcl (PA/mtk_mcl). Se cree que, como Pantoea ananatis no tiene gcl, conferir
solamente mtk y mcl era insuficiente para permitir la conversion adicional de glioxilato y, por lo tanto, la reaccion no
continuaba adicionalmente. A partir de estos resultados, se demostré que, como se muestra en la Fig. 1, no
solamente la introduccion de mtk y mcl, sino también la unién a la ruta gcl cadena abajo son necesarios para la
conversion de CO; en acetil-CoA.

[Ejemplo 42]

<Produccioén de glutamato por variantes de Pantoea>

Se midié la cantidad de glutamato y las cantidades de subproductos en el liquido de cultivo en el Ejemplo 41. La
cantidad de glutamato en la muestra de cultivo se midié usando HPLC (2695, Waters) equipada con una columna
NN-814 (Showa Denko K.K.) y un detector UV/Vis (2489, Waters). Las cantidades de glucosa y otros productos en el

filtrado se midieron usando HPLC (2695, Waters) equipada con una columna ULTRON PS-80H (Shinwa Chemical
Industries Ltd.) y un detector de IR (2414, Waters). Los resultados se muestran en las Tablas 14 y 15.
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Tabla 14
Nombre de la variante | Rendimiento relativo al consumo de azucar (24 h) Confirmacion d%gcorporacmn de
PA/vec 9% -
PA/mtk_mcl 10 % -
PA/mtk_mcl/gcl 11 % +
PAAaceB/mtk_mcl/gcl 16 % +
PAAfumAC/mtk_mcl/gcl 16 % +
Tabla 15
Subproductos (g/1/24 h)
. Cantidad
Nombre de la variante Etanol Piruvato Succinato Lactato | Acetato | 2,3-BDO total de
subproducto
PA/vec 0,0 0,0 43 0,8 0,0 0,7 5,8
PA/mtk_mcl 0,0 0,0 3,0 0,5 1,7 0,1 5,2
PA/mtk_mcl/gcl 0,0 0,0 3,2 0,5 1,2 0,1 5,0
PAAaceB/mtk _mcl/gcl 0,0 0,0 0,3 0,4 0,0 0,0 0,7
PAA1fumAC/mtk_mcl/gcl 0,1 0,0 0,0 0,7 3,7 0,0 4,6

La variante mtk+mcl+gcl inducido (PA/mtk_mcl/gcl) mostré un rendimiento mejorado relativo al consumo de azucar,
en comparacion con la cepa de control (PA/vec) y la variante mtk+mcl inducido (PA/mtk_mcl). En el caso de
alteracion del gen aceB o el gen fumA-C (PAAaceB/mtk_mcl/gcl, PAAfumAC/mtk_mcl/gcl), el rendimiento relativo al
consumo de azucar se aumento adicionalmente.

Respecto a las cantidades de subproductos, en comparacién con la cepa de control (PA/vec), se descubrié que,
inesperadamente, las cantidades de succinato y 2,3-butanodiol (2,3-BDO) se reducian y la cantidad de subproductos
se reducian en la variante de mtk+mcl+gcl introducido (PA/mtk_mcl/gcl). Ademas, en comparacién con la variante
sin alteracion en el gen aceB (PA/mtk_mcl/gcl), se reveld que, inesperadamente, las cantidades de succinato y
acetato estaban reducidas, y también la cantidad total de subproductos estaba notablemente reducida en la variante
de gen aceB alterado (PAAaceB/mtk_mcl/gcl). En la variante de gen fumAC alterado (PAAfumAC/mtk_mcl/gcl), la
cantidad de succinato estaba notablemente disminuida en comparacién con la variante sin alteraciéon en el gen
fumAC (PA/mtkAmcl/gcl), pero la cantidad de acetato estaba aumentada y la cantidad total de subproductos estaba
reducida. Estas variantes eran industrialmente preferibles, ya que una cantidad mas pequefia de subproductos
permite una reduccion significativa en la carga de purificacion cuando se recoge glutamato de un liquido de cultivo.

El efecto anterior de disminucién de los subproductos se observé de forma similar en la variante PA que no tiene
RSFCPG.

[Ejemplo 43]
<Preparacion del plasmido pCASET>

Se realiz6 amplificacion por un método de PCR usando pHSG298 (Takara) como molde y usando
CGCCTCGAGTGACTCATACCAGGCCTG (SEQ ID NO: 148) y CGCCTCGAGGCAACACCTTCTTCACGAG (SEQ
ID NO: 149) como cebadores, y el fragmento de ADN obtenido se digirié6 con la enzima de restriccion Xhol y se
permitid que ligara usando una ligasa. Después de ello se transformaron células competentes de Escherichia coli
DH5a (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en
una placa de agar LB que contenia 25 pg/ml de kanamicina. Se recuperaron los plasmidos de las células
bacterianas obtenidas, y un plasmido en que estaba insertado un sitio de reconocimiento de Xhol en pHSG298 se
llamoé pHSG298-Xhol.

Para obtener el promotor tac, se realizé6 amplificacion por un método de PCR usando pKK223-3 (Pharmacia) como
molde y usando ATCATCCAGCTGTCAGGCAGCCATCGGAAG (SEQ ID NO: 150) y ATCCCCGGGAATTCTGTT
(SEQ ID NO: 151) como cebadores, y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las enzimas de restriccion Pvull y
Smal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de aproximadamente 0,2 kpb que codifica el
promotor tac. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento de ADN de aproximadamente 2,4 kpb
preparado digiriendo el plasmido pHSG298-Xhol con la enzima de restriccion Pvull y sometiendo el producto
resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después
de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 25
pg/ml de kanamicina. Se recuperd un plasmido de las células bacterianas obtenidas, obteniendo de ese modo un
plasmido pHSGT1 en que el promotor lac de pHSG298-Xhol esta remplazado por el promotor tac y el promotor tac
esta insertado en la misma direccion que el promotor lac original.
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Para ligar el sitio de clonacion mudltiple de pHSG298 corriente abajo del promotor tac de pHSGT1, se digirid
pHSG298 con las enzimas de restriccion EcoRI y Clal, obteniendo de ese modo un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kpb que contenia el sitio de clonacién multiple de pHSG298. El fragmento de ADN obtenido se
mezcld con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7 kpb preparado digiriendo el plasmido pHSGT1 con las
enzimas de restriccion EcoRl y Clal, y sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los
fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de
Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes
que crecieron en una placa de agar LB que contenia 25 pg/ml de kanamicina. Se recuperd un plasmido de las
células bacterianas obtenidas, obteniendo de ese modo un plasmido pHSGT2 en que el sitio de clonacion multiple
de pHSG298 esta ligado corriente abajo del promotor tac.

El siguiente fragmento de ADN (SEQ ID NO: 152) que contiene el origen de replicacion, repA y repB de pCASE1
(Appl Microbiol Biotechnol (2009) 81:1107-1115) aislado de Corynebacterium casei JCM 12072 se prepard por
sintesis de ADN. La secuencia del mismo se muestra a continuacion.
CGCCTCGAGCACTGGAAGGGTTCTTCAGGGGAACCCCCGGAAACCGGGGAAACA
TCTGACTTGGTTAAATGTCGTATTATGAACACGCCGAGGAATGAAAACCGACCGTG
CACGCTCGTGTGAGAAAGTCAGCTACATGAGACCAACTACCCGCCCTGAGGGACG
CTTTGAGCAGCTGTGGCTGCCGCTGTGGCCATTGGCAAGCGATGACCTCCGTGAG
GGCATTTACCGCACCTCACGGAAGAACGCGCTGGATAAGCGCTACGTCGAAGCCA
ATCCCGACGCGCTCTCTAACCTCCTGGTCGTTGACATCGACCAGGAGGACGCGCTT
TTGCGCTCTTTGTGGGACAGGGAGGACTGGAGACCTAACGCGGTGGTTGAAAACC
CCTTAAACGGGCACGCACACGCTGTCTGGGCGCTCGCGGAGCCATTTACCCGCAC
CGAATACGCCAAACGCAAGCCTTTGGCCTATGCCGCGGCTGTCACCGAAGGCCTA
CGGCGCTCTGTCGATGGCGATAGCGGATACTCCGGGCTGATCACCAAAAACCCCG
AGCACACTGCATGGGATAGTCACTGGATCACCGATAAGCTGTATACGCTCGATGAG
CTGCGCTTTTGGCTCGAAGAAACCGGCTTTATGCCGCCTGCGTCCTGGAGGAAAA
CGCGGCGGTTCTCGCCAGTTGGTCTAGGTCGTAATTGCGCACTCTTTGAAAGCGCA
CGTACGTGGGCATATCGGGAGGTCAGAAAGCATTTTGGAGACGCTGACGGCCTAG
GCCGCGCAATCCAAACCACCGCGCAAGCACTTAACCAAGAGCTGTTTGATGAACC
ACTACCTGTGGCCGAAGTTGACTGTATTGCCAGGTCAATCCATAAATGGATCATCA
CCAAGTCACGCATGTGGACAGACGGCGCCGCCGTCTACGACGCCACATTCACCGC
AATGCAATCCGCACGCGGGAAGAAAGGCTGGCAACGAAGCGCTGAGGTGCGTCG
TGAGGCTGGACATACTCTTTGGAGGAACATTGGCTAAGGTTTATGCACGTTATCCA
CGCAACGGAAAAACAGCCCGCGAGCTGGCAGAACGTGCCGGTATGTCGGTGAGA
ACAGCTCAACGATGGACTTCCGAACCGCGTGAAGTGTTCATTAAACGTGCCAACG
AGAAGCGTGCTCGCGTCCAGGAGCTGCGCGCCAAAGGTCTGTCCATGCGCGCTAT
CGCGGCAGAGATTGGTTGCTCGGTGGGCACGGTTCACCGCTACGTCAAAGAAGTT
GAAGAGAAGAAAACCGCGTAAATCCAGCGGTTTAGTCACCCTCGGCGTGTTCAAA

GTCCATCGTAACCAAGTCAGCTCGAGGCG
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El fragmento de ADN preparado se digiri6 con la enzima de restriccion Xhol. El fragmento de ADN obtenido se
mezclé con un fragmento de ADN preparado digiriendo el plasmido pHSGT2 con la enzima de restriccion Xhol y
sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron
usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co.,
Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB
que 25 pg/ml de kanamicina. Se recuperaron los pldsmidos de las células bacterianas obtenidas, y un pldsmido en
que el fragmento de ADN que contenia el origen de replicacién, repA y repB de pCASE1 esta insertado en el sitio de
reconocimiento de Xhol de pHSGT2 se llam6é pCASET. En el pCASET recuperado, el repA derivado de pCASE1
estaba insertado en la direccidon opuesta con respecto al promotor tac.

[Ejemplo 44]
<Construccién del plasmido pCASEL>

El fragmento de ADN sintetizado en el Ejemplo 43 (SEQ ID NO: 152) que contiene el origen de replicacion, repA 'y
repB de pCASE1 se digirié con la enzima de restricciéon Xhol. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un
fragmento de ADN preparado digiriendo el plasmido pHSG298-Xhol preparado en el Ejemplo 43 con la enzima de
restriccion Xhol y sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos
mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli
DH5a con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que 25
pug/ml de kanamicina. Se recuperaron los plasmidos de las células bacterianas obtenidas, y un plasmido en que el
fragmento de ADN que contenia el origen de replicacion, repA y repB de pCASE1 esta insertado en el sitio de
reconocimiento de Xhol de pHSG298-Xhol se llamé pCASEL. En el pCASEL recuperado, el repA derivado de
pCASE1 estaba insertado en la direccion opuesta con respecto al promotor lac derivado de pHSG298.

[Ejemplo 45]

<Construccion del plasmido de expresion para mtk y mcl derivado de Methylococcus capsulatus>

Se realiz6 PCR usando pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) como molde y usando un par de cebadores de
GGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGGCTGTCAAGAACCGTCTAC (SEQ ID NO: 153) y
CGAATTCTCAGAATCTGATTCCGTGTTCCTG (SEQ ID NO: 154), como resultado de lo cual se obtuvo un
fragmento de ADN que contenia mcl-mtk de Methylococcus. Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 153 y
154 tiene un sitio de reconocimiento EcoRlI en el lado del extremo 5'. Cada uno del fragmento de ADN obtenido y el
plasmido pCASET se digirieron con EcoRI, y se permitié que los fragmentos resultantes ligaran. Por secuenciacion
de ADN, se confirmd que el fragmento mcl-mtk estaba insertado en la direcciéon apropiada para la expresion con el
promotor del plasmido. El plasmido obtenido se llamé pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) o pCASEL_mcl(Mc)_mtk(Mc).

[Ejemplo 46]

<Construccion de plasmidos de expresion para mtk derivado de Granulibacter bethesdensis, Nitrosomonas
europaea, y Hyphomicrobium methylovorum>

Se transformaron células de Escherichia coli dam/dcm competentes (New England Biolabs) con cada uno de
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Gb), pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl, y pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne), y se cultivaron
en medio LB que contenia 30 pug/ml de cloranfenicol. Se recuperé un plasmido de las mismas digerido con las
enzimas de restriccion EcoRI y Xbal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de
aproximadamente 3 kb que contenia mtk y mcl. El fragmento de ADN que contenia mtk y mcl se ligé en un pldsmido
pCASEL que se habia digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal, preparando de ese modo los vectores
pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Gb), pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Hme), y pCASEL_mcl(Ne)_mtk(Ne) para expresar mtk y mcl
en Corynebacterium. Cada uno de estos vectores tiene mtk de Granulibacter bethesdensis, Nitrosomonas europaea,
o Hyphomicrobium methylovorum.

Los plasmidos para Corynebacterium preparados se resumen en la Tabla 16.

Tabla 16

Numgro de Plasmido Origen de mtk Origen de mcl

variante
MT-9 pCASEL_mcl(Hme) mtk(Gb) Granulibacter bethesdensis Hyphomicrobium methylovorum

MT-10 pCASEL_mcl(Hme) mtk(Hme)  [Hyphomicrobium methylovorum |Hyphomicrobium methylovorum
MT-11 pCASEL_mcl(Ne) mtk(Ne) Nitrosomonas europaea Nitrosomonas europaea
MT-12 pCASEL_mcl(Mc) _mtk(Mc) Methylococcus capsulatus Methylococcus capsulatus
MT-13 pCASET_ mcl(Mc) mtk(Mc) Methylococcus capsulatus Methylococcus capsulatus
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[Ejemplo 47]
<Medicién de actividad mtk en Corynebacterium>

Se transformé Corynebacterium glutamicum ATCC 13012 con cada uno de los plasmidos preparados en el Ejemplo
45 y Ejemplo 46 por electroporacién. El resultante se aplicé a una placa de agar LB que contenia 15 pg/ml de
kanamicina y se cultivé a 30 °C durante 1 a 4 dias. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 1 a 4 dias
en un medio liquido LB que contenia 15 pg/ml de kanamicina, y se recogieron las células bacterianas por separacion
centrifuga. Las células bacterianas se suspendieron en tampon MOPS-K (pH 7,7) y la suspension obtenida se
machacé con perlas de vidrio de 0,1 mm usando un Beads Shocker (MB5000, Yasui Kikai Corporation). Después de
ello, el sobrenadante obtenido por separacion centrifuga (13.000 rpm durante 2 minutos) se usé como extracto
enzimatico en bruto mutante. La actividad en las células bacterianas se midi6 usando el extracto del mismo modo
que en el Ejemplo 16. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17

Numero de Plasmido Actividad (nmol/min/mg)
variante

MT-9 pCASEL_mcl(Hme) mtk(Gb) 55

MT-10 pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Hme) 8,3

MT-11 pCASEL_mcl(Ne) mtk(Ne) 11,0

MT-12 pCASEL_mcl(Mc) mtk(Mc) 51,3

MT-13 pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) 99,1

En un caso en que se usé el plasmido pCASEL como vector de expresion, el plasmido que expresaba mtk derivado
de Methylococcus capsulatus proporcionaba el mayor valore de actividad. Ademas, en comparacién con la Tabla 9,
se observo casi la misma co-relacion entre mtk que tiene alta actividad y mtk que tiene baja actividad. La evaluacion
de las actividades de mtk derivado de Methylococcus capsulatus introducido en pCASEL y el introducido en pCASET
mostré una mayor actividad en la variante que tiene mtk introducido en pCASET.

[Ejemplo 48]
<Construccion del plasmido de expresion para mtk, mcl, gcl, y gIxR en Corynebacterium>

Se adquiri6 Rhodococcus jostii NBRC16295 del NBRC (Biological Resource Center, Biotechnology Field, National
Institute of Technology and Evaluation). NBRC16295 se cultivd en un medio (numero de medio: 802, NBRC), y se
obtuvo el ADN gendémico del mismo usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). Se realiz6 PCR usando este
ADN gendmico como molde y usando
CGAGCTCAAGCTTACAAAAAGGATAAAACAATGAGCACCATTGCATTCATCGG (SEQ ID NO: 155) vy
CGGGATCCCTAGTCCAGCAGCATGAGAG (SEQ ID NO: 156) como cebadores, como resultado de lo cual se
obtuvo un fragmento gIxR-gcl de Rhodococcus (SEQ ID NO: 157). El fragmento obtenido se digirié con Sacl y
BamHlI, y el resultante se ligé a un fragmento obtenido digiriendo pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) con Sacl y BamHI. El
plasmido obtenido se llamé pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc)_gIxR(Rj)_gcl(Rj).

[Ejemplo 49]

<Construccién de variante de Corynebacterium glutamicum para evaluacion de la produccion de glutamato e
incorporacion de ¥c>

Se transformd Corynebacterium glutamicum DSM1412 (a partir de ahora en este documento mencionado a veces
como "cepa CG") con cada uno de los plasmidos construidos en los Ejemplos 43, 45 y 48 por electroporacion, y se
aplicé a una placa de agar LB que contenia 15 pg/ml de kanamicina. La colonia que crecio en la placa se us6 como
la variante para la evaluacién. Las variantes obtenidas se resumen en la Tabla 18.

Tabla 18
Nombre de la variante Plasmido/variante Caracteristicas
CGl/vec pCASET / C. glutamicam Sin mtk, mcl, gcl, y gIxR
CG/mtk_mcl pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) / C. glutamicam E?(pre5|on de mtk y mel,
Sin gcl y gIxR
CG/mtk_mcl/gcl-gIxR  |pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc)_gIxR(Rj)_gcl(Rj) / C. glutamicam EZT;ES'OH de mtk, mcl, gcl,
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[Ejemplo 50]
<Confirmacion de la introduccion de CO, marcado con °C en glutamato en variantes de Corynebacterium>

Cada una de las variantes del microorganismo a analizarse se cultivé en 2 ml de medio liquido LB que contenia 15
pg/ml de kanamicina a 30 °C y 280 rpm hasta que se consiguio suficiente crecimiento. En un matriz Erlenmeyer de
100 ml equipado con palas agitadoras, se prepararon 10 ml de medio minimo [30 g/l de (NH4).SO4, 3 g/l de
NayHPO4, 6 g/l de KH2POy4, 2 g/l NaCl, 84 mg/l de CaCly, 3,9 mg/l de FeCls, 0,9 mg/l de ZnSO4-7H,0, 0,3 mg/l de
CuCl; H20O, 5,56 mg/l de MnSO4-5H,0, 0,1 mg/l de (NH4)gMo7024:4H,0, 0,3 mg/l de NaBsO7-10H.0, 0,4 g/l
MgSQ4-7H,0, 40 mg/l de FeSO4-7H,0O, 500 ug/l de vitamina B1HCI, 0,1 g/l de EDTA, 10 ug/l de biotina] para
Corynebacterium que contiene 20 g/l de glucosa y 15 ug/ml de kanamicina. Se afiadié al mismo 1 ml de cultivo en el
medio liquido LB anterior, y la mezcla se cultivd durante 1 a 4 dias hasta que se consiguié suficiente crecimiento,
mediante lo cual se obtuvo un pre-cultivo. A partir del pre-cultivo, se recogieron células bacterianas por separacion
centrifuga (5.000 rpm durante 15 minutos).

Se prepararon 2 ml del medio minimo para Corynebacterlum (la concentracion final de biotina se cambié a 2 pg/l)
que contenia hidrogenocarbonato sédico (marcado con C) 100 mM, 20 g/l de glucosa, Tween 60 al 1,5 % (p/v)
(fabricado por Sigma-Aldrich Co.), y 15 yg/ml de kanamicina, y las células bacterianas del pre-cultivo se afadieron al
mismo de modo que la DO se ajustara al intervalo de 1 a 5. Después de sellar fuertemente el recipiente de cultivo,
las células bacterianas se cultivaron a 30 °C y 150 rpm durante 1 a 2 dias. El liquido de cultivo se muestred
periddicamente y se retiraron las células bacterianas por separacion centrifuga (Millipore Corporation, 12.000 rpm
durante 3 minutos). El sobrenadante obtenido se filtré a través de un filtro de membrana de PTFE hidrofilo (Millipore
Corporation, MSGVN2B50), obteniendo de ese modo una muestra de cultivo. El contenido de "*C de la muestra de
cultivo se analizé del mismo modo que en el Ejemplo 41. Es decir, se definieron areas respectivas de los picos a
pesos moleculares de 432, 433 y 434 en analisis GC-MS como [M], [M+1] y [M+2], respectivamente, y el valor de
[M+1])/[M] se represento en el eje-x y el valor de [M+2]/[M] se representd en el eje-y. La linea de referencia se obtuvo
por un calculo de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 41.

Basandose en la Fig. 5, la variante de mtk+mcl+gcl+gIxR-introducido (CG/mtk_mcl_gcl_gIxR) dio un valor
representado por encima de la linea de referencia, y se cree que el CO- fijado se incorporaba en glutamato mediante
acetil-CoA. Por otro lado, la cepa de control (CG/vec), dio un valore representado casi en la linea de referencia, y no
se observo incorporacion de *C mediante acetil-CoA. Asimismo, la variante de mtk + mcl |ntrodu0|dos (CG/mtk_mcl)
dio un valor representado casi sobre la linea de referencia, y no se observé incorporacion de "*C mediante acetil-
CoA. Se cree que, como Corynebacterium glutamicum no tiene gcl y gIxR, conferir solamente mtk y mcl era
insuficiente para permitir que la reaccién continuara, como en el caso de Pantoea ananatis.

[Ejemplo 51]
<Ensayo para la produccién de glutamato en variantes de Corynebacterium>
Se midié la cantidad de glutamato y las cantidades de subproductos en el liquido de cultivo en el Ejemplo 50. Del

mismo modo que en el Ejemplo 42, se analiz6 el glutamato, glucosa y otros compuestos organicos en el liquido de
cultivo. Los resultados se muestran en las Tablas 19 y 20.

Tabla 19
Nombre de la variante | Rendimiento relativo al consumo de aztcar (24h) | Resultado del analisis de ™°C
CGlvec 2% -
CG/mtk_mcl 3% -
CG/mtk_mcl_gcl_gIxR 6 % +
Tabla 20

Subproductos (g/l/24h)

Nombre de la variante

Etanol | Piruvato | Succinato | Lactato | Acetato | Cantidad total de subproductos
CG/vec 0,0 0,0 0,2 1,6 0,3 2,1
CG/mtk_mcl 0,0 0,0 0,3 1,6 0,3 2,2
CG/mtk_mcl_gcl_gIxR 0,0 0,0 0,1 0,6 0,2 0,9

La variante de mtk+mcl+gcl+gIxR-introducido (CG/mtk_mcl_gcl_gIxR) mostré un rendimiento mejorado relativo al
consumo de azucar, en comparacion con la cepa de control (CG/vec) y la variante (CG/mtk_mcl) en que solamente
se introdujo mtk+mcl.

Respecto a las cantidades de subproductos, en comparaciéon con la cepa de control (CG/vec), se descubrid que,
inesperadamente, la cantidad de lactato estaba principalmente reducida y la cantidad total de subproductos estaba
reducida en la variante de mtk+mcl+gcl+gIxR-introducido (CG/mtk_mcl_gcl_gIxR). En la variante (CG/mtk_mcl) en
que solamente se introdujo mtk + mcl, las cantidades de subproductos eran casi iguales a las de la cepa de control.
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[Ejemplo 52]

<Potenciaciéon de la actividad por introduccién de mutaciones en el gen de la malato tioquinasa derivado de
Methylobacterium extorquens>

Se realizé PCR usando pMWGKC_mtk(Mex)_mcl como molde y cada uno de los pares de cebadores mostrados en
la Tabla 21. El molde se digirid con la enzima de restriccién Dpnl. Después de ello, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5a con el producto obtenido, y se obtuvieron transformantes que crecieron en
una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante
una noche en un medio liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol. Se recuperd un plasmido de una parte del
liguido de cultivo y se comprobd la secuencia de ADN del mismo. Se us6é un plasmido en que estaba
apropiadamente introducida la mutacion pretendida como la muestra mutante. Esta muestra se pre-cultivdo en un
medio liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y después se inoculé en 3 ml de medio liquido LB que
contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivé a 30 °C y 280 rpm durante una noche. Se separaron 2 ml del cultivo
por centrifugacion a 10.000 rpm durante 5 minutos para retirar el sobrenadante, y se afadieron 2 ml de tampdn
fosfato 10 mM (pH 7,0) al mismo, seguido por lavado de las células. La operacion de lavado se repitié una vez, y las
células se suspendieron en 500 ul de tampoén fosfato 10 mM (pH 7,0). La suspension obtenida se machaco con
perlas de vidrio de 0,1 mm usando un Beads Shocker (MB5000, Yasui Kikai Corporation), y el sobrenadante
obtenido por separacion centrifuga (13.000 rpm durante 2 minutos) se usé como extracto enzimatico en bruto
mutante.

La actividad de cada extracto enzimatico en bruto mutante se evalué de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 16. Los resultados se muestran en la Tabla 21. Como resultado, la mutacién Q244E en mtkB y la mutacion
L1441 en mtkB mejoraron el valore de actividad en comparaciéon con mtkB no mutado. Ademas, se mejoré la
actividad introduciendo otro aminoacido en la posicion Q244 de mtkB, cuando el aminoacido introducido era A, L, |,
M, N, Y, K, o R. Ademas, se mejord la actividad introduciendo una mutacién en la posicion L144 de mtkB, cuando el
aminoacido introducido eraN, D, K, R, H, Q, o P.

Tabla 21
Tipo de mutacion Actividad relativa  Posicion

(Tipo silvestre) (1) —
mtkB_Q244E 1,9 158, 159
mtkB_Q244A 1,2 160, 161
mtkB_Q244L 1,1 162, 163
mtkB_Q244| 1,2 164, 165
mtkB_Q244M 1.1 166, 167
mtkB_Q244N 1,2 168, 169
mtkB_Q244Y 1.1 170, 171
mtkB_Q244K 1,3 172,173
mtkB_Q244R 1,3 174, 175
mtkB_L144I 1,1 176, 177
mtkB_L144N 2,1 178, 179
mtkB_L144D 1,8 180, 181
mtkB_L 144K 1,5 182, 183
mtkB_L144R 1,9 184, 185
mtkB_L144H 1,4 186, 187
mtkB_L144Q 1,4 188, 189
mtkB_L144P 24 190, 191

De acuerdo con la invencion, el CO, puede convertirse en acetil-CoA. Ademas, de acuerdo con la invencién, las
sustancias derivadas de acetil-CoA tales como alcohol isopropilico, acetona y acido glutamico pueden producirse de
forma eficaz.

La descripcion de la solicitud de patente japonesa n.° 2011-167808 presentada el 29 de julio de 2011 se incorpora
en este documento por referencia en su totalidad.

Todas las publicaciones, solicitudes de patente y normas técnicas mencionadas en esta memoria descriptiva se
incorporan en este documento por referencia en la misma medida que si cada publicacién individual, solicitud de
patente o norma técnica estuviera indicada especifica e individualmente como incorporada por referencia.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Mitsui Chemicals, Inc.

<120> Microorganismo que contiene una ruta de fijaciéon de carbono
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<130> P0011000634

<150> JP2011-167808
<151> 29-07-2011

<160> 191
<170> Patentln version 3.4

<210> 1
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1
cgctcaattg caatgattga cacgattccg 30

<210> 2
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2
acagaattcg ctatttgtta gtgaataaaagg 32

<210> 3
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3
cgaattcgct ggtggaacat atgaaaacaa aattgatgac attacaagac

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

<220>
<223> Cebador

<400> 4
gcggtacctt atttgctctc ctgtgaaacg 30

<210> 5
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5
gctctagatg ctgaaatcca ctagtcttgt ¢ 31

<210> 6
<211> 29
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
tactgcagcg ttccagcacc ttatcaacc

<210>7
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7
ggtctagagc aatgattgac acgattccg

<210> 8
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8
caggaattcg ctatatctgg ctctgcacg

<210>9
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
cagtctagag caatactctt ctgattttga g

<210> 10
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
cagtctagat catcgtcgat atgtaggcc

<210> 11
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
gacctgcaga tcatccgtca getgtacgce

<210> 12
<211> 29

29

29

29

ES 2599482 T3

29
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
ggaattcggg tcaattttca ccctctatc 29

<210> 13
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
gtgggccgtc ctgaaggtac aaaagagata gattctc

<210> 14
<211> 37
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
ctcttttgta ccttcaggac ggcccacaaa tttgaag

<210> 15
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ggaattccca geccecgeaag gecgatgge 29

<210> 16
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
cgccatatga atggcgecgge ggggecggtg g

<210> 17
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
tggagctctg tttactcctg tcagggag 28

<210> 18
<211> 33

37

37
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
tggagctctc tgatttaatc aacaataaaa ttg

<210> 19
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
cgggatccac caccataacc aaacgacgg

<210> 20
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
ggaattcgac catcgcttac ggtcaattg

<210> 21
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
gagcggcaag aaagactttc tccagtgatg t

<210> 22
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
ggagaaagtc tttcttgccg ctcecctgca ac

<210> 23
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
ggaattcttt agcaaatggc tttcttc 27

<210> 24
<211> 30

ES 2599482 T3
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
ggaattcatt cagctgttge gcatcgattc 30

<210> 25
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
cggttgttgt tgccgtgcag ctectegtca tggatc

<210> 26
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26

ES 2599482 T3

36

ggagctgcac ggcaacaaca accgttgctg actg 34

<210> 27
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
ggaattccag gcaggtatca ataaataac

<210> 28
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
ggaattccag gagaaagggc tggcacggg

<210> 29
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
cttttttgac gctatgttta tctcctcgtt ttcge

<210> 30
<211> 31

29

29

35
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
gagataaaca tagcgtcaaa aaagccecgg ¢ 31

<210> 31
<211>28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> artificial

<400> 31
ggaattccgt ccatcattge taccagece 28

<210> 32
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> artificial

<400> 32
cgccatatga tcgccagegce gegggatttt tc 32

<210> 33
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> artificial

<400> 33
cgagctctgt tctctcactt actgcctgg 29

<210> 34
<211>28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> artificial

<400> 34
atgagctctc tgcaacatac aggtgcag 28

<210> 35
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> artificial

<400> 35
cgggatccac tacgcgcacg atggtcaag 29

<210> 36
<211> 33
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> artificial

<400> 36
cgagctacat atgcaatgat tgacacgatt ccg 33

<210> 37
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> artificial

<400> 37
cgcgcegcatg ctatttgtta gtgaataaaa gg 32

<210> 38
<211>45
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
aatatgcatg ctggtggaac atatgaaagg ttttgcaatg ctagg 45

<210> 39
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 39

<400> 39
acgcgtcgac ttataatata actactgctt taattaagtc 40

<210> 40
<211> 56
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 40

<400> 40
acgcgtcgac gectggtggaa catatgttaa aggatgaagt aattaaacaa attagc

<210> 41
<211> 44
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
gctctagagg taccttactt aagataatca tatataactt cagc 44

<210> 42
<211> 46
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 44

<400> 42

gctctagacg gagaaagtct tatggcggta acgcaaacag cccagg

<210> 43
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 45

<400> 43
cgggatcccg gagaaagtct tatgaagcaa acagtttata tcgcc

<210> 44
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 46

<400> 44
ccgctcgagce atatgctgtc gcaatgattg acacg 35

<210> 45
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 47

<400> 45
gctattccat atgcagggtt attgtctcat gage 34

<210> 46
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 48

<400> 46
tcggcacgta agaggttcc 19

<210> 47
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 49

<400> 47
cgggtcgaat ttgctttcg 19

<210> 48
<211> 28
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 50

<400> 48
ctagatctga cagtaagacg ggtaagcc

<210> 49
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 51

<400> 49
ctagatctca gggttattgt ctcatgagc

<210> 50
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 52

<400> 50

ES 2599482 T3

28

29

ccgctcgagce atatgctgtc gcaatgattg acacg 35

<210> 51
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 53

<400> 51

gctattccat atgcagggtt attgtctcat gage 34

<210> 52
<211> 55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 54

<400> 52

aaaaggcgga attcacaaaa aggataaaac aatggacgtt cacgagtacc aagcc

<210> 53
<211> 46
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 55

<400> 53

catgcctgca ggtcgactct agaggcgagg ttctttttcc ggactc 46

<210> 54
<211> 48

70
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 56

<400> 54
ggatcctcta gactggtgga atatatgagc ttcaccctga tccagcag

<210> 55
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 57

<400> 55
ggcatgcaag cttttacttt ccgcccatcg cgtc 34

<210> 56
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 58

<400> 56
atgaccgtca cgcctcacct 20

<210> 57
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 59

<400> 57
gaagcggccg gcatccgaga agecggtcetg gat 33

<210> 58
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 60

<400> 58
ggaattcaca aaaaggataa aacaatgagc tacacgcttt acccg

<210> 59
<211>33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 61

<400> 59
gctctagatt acgcgacttt cttacgcetgg ttg 33

<210> 60
<211> 963

71
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<212> ADN
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<213> Hyphomicrobium methylovorum

<400> 60

atgagctaca
cegggeteea
ctegattgeg
caggcgetga
ggcctcgaca
aagctcgaca
tgcatcgtga
ctecatcgaaa
ctecgagteca
gtcatcggcg
atgaccgttg
gacgatccegg
aagtgggcea
aaggaagtcg
aagggcgcag
aacctgctct

<210> 61
<211> 1161
<212> ADN

cgotttacce
acccgageat
aagacgccogt
acgatctega
cgcactacat
cgatcctcat
gccagatcga
cgecgetoegg
tgcacttegg
gcttgaaccce
cetgeegege
aaggctacaa
tececateegte
aacgcgctga
cgtcgecttga

cgactgccga

gacccgcaag
gategatcege
cgogoogece
ctggaaggge
gtaccgcgac
tcccaaggte
agtcgcgaag
catggcaaac
cgttgetgac
tgattacccg
attcggeett
ggcegecget
gcagatcgaa
acgcatccte
cggcaagatg

gcagatcaag

<213> Hyphomicrobium methylovorum

<400> 61

cagegectge
gcactcaaga
gagaaagaac
goaggcaaga
gttgtcgaca
ggcgtteegg
ggtctteccge
gtcgaageoca
tacteceogeocet
ggtgaccagt
cgteoegateg
cgoegtggeyg
ctegecaacyg
gttgcactga
atcgacgceg

aaggeccgagyg

72

agagetegta
gegeagocga
aggctegeaa
gegteteggt
tcgtggagca
ctgacgtcta
accagatcgg
tegegtegge
tcaacaagge
ggcacttcce
acggceccegtt
ctgetetegg
aaatctatte
aggaagctga
catctgaaaa

cegetcacge

cctegeagtyg
ctatgtgttt
gaacatcatt
tegeatcaac
ggctggctce
cacggtcgaa
caccgaagcoyg
aagcagecge
acgcacegte
gctgtegegt
cggtggcatce
catggaaggc
geegacggeqg
agctcaaggt
gatggcgege

agctcagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

360

963



atggacgttc
cgeggeggge
accgtegteg
gtctgcaaga

gtcacgcatec

accaacatcg
goocgtegtty
gacacgatca
gaactcgaogt
atgggatgot
gtcatcacca
gegetgtteoe
gaaacctacg
atcgtcaacg
gagccggcga
ttcaaggctyg
atcaaccgtt
aagatgcega
gacaacagcg
gtegacgctyg
<210> 62

<211> 897
<212> ADN

acgagtatca
ttgettacag
tcaaggogca
acgagaaaga

agaceggees

atcgcgagat
catcegecge
tecgegtgag
teggtetegy
accgogeatt
aggaaaagca
googtocogoa
cgtcggateg
gocgecaggtet
acttecctcocga
ttetitcgega
gcgactgggt
tegtegtteg
gcttgacegt

cgaaaaaagc

ES 2599482 T3

ggccaaagag
cocggageay
gattcactet
gatcgaagac

ggcgggcaay

ctatctegge
tggeggcatyg
cgttgatcaeg
cgtaegatecey
cocgegateta
ggttctegeyg
catogeoagag
tggocctctce
cgoccatggog
cattggcggce
caagaacgtc
tgecaaggge
cctegeoagge
catcagtgea

g

<213> Hyphomicrobium methylovorum

<400> 62

cttcteogega
geaacatate
ggogogogeg
geggetgagt

ctegteotege

ttogtgatgg
gacatcgagg
geogtoeggea
gagatcgtea
gacgcgacca
ctogacgeta
ctgogggaca
tacgttggtc
acgctcgaca
ggagecgtctc
aaggcgatce
gtggtegaty
acgaacgteg

gatactecteg

73

agttoggegt
gtgcaagega
gcaaagetgy
tcatgotegy

gtctitacat

atcgegeete
aaatctctge
tgecageoagtt
acaagetcogt
tggttgaggt
agatgtegtt
agagocagga
tcgatggega
tgatcaagct
cggaacgcgt
tcgtgaacgt
ccgtgaagga
aagaaggecyg

ctgacgegge

gocgategeg
gettggegge
cggogtcaas
cegcaagetyg

cgaagaageqg

cgagegtatc
gagecageee
ccaggegegt
tecggegate
caacaogete
cgatgacaac
agacccogeoge
catcgygctge
cgcaggcyggt
caccaagtecg
cttocgeooggt
actcgagate
caagatcate

caagcagged

60

12¢

18¢

240

300

360

420

480

54¢

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1161
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atggctatct tcatcaatga aaagacgcecg atcctgatcec agggettcac cggacgtatce 60
ggcaccttte acgeotcaaga aatgatcgac tacggeteca atgttgtegg cggtgttacg 120
cecggcaaag geggtaccte gecaccetegge cgtecggtgt tcaacacegt gaagggegeg 180
geecgatgaaa ccggegecga agectegate gtattegtge cgeegeegtt cgeggeggac 240
gegatcatgg aagcagcecaga cgoctggcatce aaatactgceyg tetgeatcac ggacggeatt 300
cctgectcagg atatgatcecyg cgtgaagege tacatgegecs getacaagaa agagagecgco 360
atggttctca cocggcccogaa ctgcgecgge acgatctoge ceoggtaagge gatgectegge 420
attatgcecgg gacacatctt cettcoccggygt cgcgtoggca tegtoggacg ctegggcacyg 480
ctgggctatg aagccgcage gecagcoctcaag gogotgggca teggogtitce gacctoggtce 540
ggtatcggecg gogatccgat caacggttcg togcategtg acattectega agegttegag 600
agegateeceg agaccgatge ggtgeteatg ateggtgaaa teggeggace geaggaageg 660
gaagccggte tettegegaa agagecacatg aagaagecgg tcategecta catcgeagge 720
cttteggeac cgaagggteg cegeatggge cacgcaggeg ctategtite ggeatteggt 780
gaatcggccg ctgagaaggt cgagatcctg aaaggctgca acgtgacgat cgecgogacy 840
cegtoggaga tgggttogac ggtogogeag gttetcaace agegtaagaa agtegeg 897

<210> 63

<211> 2105

<212> ADN

<213> Rhizobium sp. NGR234

<400> 63

74



catatggaca
ccgegtggtyg
ggtgateget
atcaaactgt
accatcgtga
gaagcgatgg
cgcattatga
gaaccggata
gcacgtgaaa
acgctgctgg
ccgoetggtceg
gaaaatgcac
caacgogaaa
ggttgcatta
ggeggtgaac
aaaagcttce
gegggeatta
ggtgttcegg
attctggcgg
aaagcagtgg
tgtccattet
gctcatteca
cgggcaaaqgyg
toccaagaaac
ccattatgga
cgagtcagga
tgaccctgat

ttatgeeqgg

ttcacgaata
gtctggecta
gggtggttaa
gctctaccga
cgcatcagac
atattgcceg
tcgtegegag
gcattateecg
ttgctttegg
gttgttatcg
tgacccgteg
tgtteccgteg
cgtatgecate
tcaatggtge
cggctaattt
gegeegtget
ategttgtga
tecegetggt
aatcaggtga
ctgegtggeg
gctggataaa
tgctgaagat
cggtcaggea
gggtgeggat
agcagctgac
catgattcgt
tggtccgaac

ctectatcetat

ES 2599482 T3

tcaagegaaa
cteeceggaa
agctcagatt
tcacgaaatt
cggtccgcaa
tgaaatttac
ctetagtgge
cgccacggtyg
tetgggeate
tgcattcgtt
cggtgatctg
cccgcacatc
cgategtggt
cggectggeg
tctggatatce
gacggatcgt
ctgggtcgeg
tgtecgtetg
aaatattatc
ttcgttcace
aatacccgtg
atgaaacgct
catctgggta
gccagtatta
gcgggcatcc
gttaaacgct
tgcgcaggeca

ctgecggged

gaactgctga
caagctgecet
catageggtg
gttgaagcgg
ggcaaactgg
atcggttttg
ggtatggaaa
gatcegggtyg
gataacgcge
gattacgacg
gtggcgetgg
gctgaaatgc
ctgtcatacg
atggccacca
ggcggtggeg
caggtggaaa
gaaggcgtga
teceggtacga
gtggccgaaa
gctaataaag
tgatcgtgeca
acggcaccaa
tgeeggtgtt
tctttgteece
gtctgtgogt
atatgcgtcg
tgatcacgcc

gtattggtat

75

gecgttatea
atcgtgeacg
cacgtggcaa
ccgacagtat
tttctegect
ttctggaccg
ttgaagaaat
ttggcatgea
tgattggeceg
cttctatgct
acgccaaaat
gcgataaaag
ttggtetgga
tggatatgat
catcgccgga
ccattctggt
tcaaagecact
acatggaaga
ccctggcaga
ctgcgtaagg
aggctttacc
cgtggttgge
taatacegtt
gecgecegtto
gtgtattacc
ctaccgtttc
gggtgaagct

cgttggtegt

aattcacatc
cgaaatogge
agcetggeggt
gctgggecge
gtatgtcgaa
taaaagtgaa
cgcagaaget
ggactttcaa
cgccaccocaa
ggaaattaac
gtcgtttgat
ccaggaagac
cggcaacatt
taaaatcgca
ccgtgtegea
taacatettt
gegtgaagtg
aggtcgtcge
agctgctgat
tcgecctcoecca
ggcaaaatcg
ggtgttacge
aaaggcgegg
gcggecgatt
gatggtatcc
gaagaccgca
atgatgggta

agcggtacee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



10

15

20

25

30

tgggttacga agcagcctct
gcatcggegg tgatccggtc
aagatceggg cacegacgee

aagcagetet gtgggecege

tgtcageace gaaaggtegt
aatcggctca agaaaaagtg

cgtcctettt tggtgaaacc

ctaga

<210> 64
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 66

<400> 64
ggaattccat atggcaaaag cgtcacgcct

<210> 65
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 67

<400> 65
gctctagact atatcacccg ctttgaacg

<210> 66
<211> 975
<212> ADN

ES 2599482 T3

caaatgaaaqg
aatggtagct
gtgctgatga
gatcacatga
cgcatgggtc
gaaattctga

gttgcggatg

30

29

<213> Methylobacterium extorquens

<400> 66

cgetgggegt
cttttaaaga
ttggtgaaat
aaaaaccgct
acgcaggegce
aatcggcagg

tgctgtegge

76

cggtgtgagt
catgctggaa
cggeggtoeg
gatcgcgtat
tattatctea
tgttacgatc

tatgagtaaa

acgtccattg
ctgttcgaaa
caggaagcgyg
atcgcaggte
gecatttggeg
gtcoccgaccee

gecggcttaat

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2105



atgagcttca
coccggcteca
ctogaccteg
caggcetctta
gacaccecact
atgatcctga
acgcagateg
accgegeteyg

atgtccttcg

ggcgtcaacg
cactggcagg
ggcetgegeo
gecegetegeco
atecgatetgg
atcctggaag
cgcctecateg

atgggcggga

<210> 67
<211> 891
<212> ADN

cccotgateca
acccgacctt
aggacgeggt
acgacctgga
acatgtacecqg
tececcaaggt
agcaggccaa
gcatggecaa

gtgtcgccga

ccgattacag
atccgtgget
cgatcgacgg
getgegecge
ccaacgaggt
ccatggaaga
acatcgectc

agtaa

ES 2599482 T3

gcaggccace
catggagaag
cgegecegac
ttggggecaac
cgacgtggtyg
cggegtgecyg
gaagcgegag
tgtegaggeg

ctacgccgece

cgtgctcacc
gttcegeccag
tececettegge
gcteggette
gttcacccec
ggcogcecaag

gatccgcatg

<213> Methylobacterium extorquens

<400> 67

cegegectge
teggetgeet
gacaaggage
aagaccatga
gacatcgtgg
gcegacgtet
aagaagateg
ategegaccet

tccactcgeg

gacaaggacyg
aaccgcatgc
gacttcteceg
gagggcaagt
tececgaggeceg
gccggoocgeyg

gccgaggege

77

accgctegga
cgaaggcecga
aggcecgcaa
tgatccgeat
aggcctgece
acgeccatega
gecttegaggt
cgteccaageg

cccgetocac

aggcgggcaa
tggtcgecetg
ateccggacgg
gggcgatcea
aggtcaccaa
gegecgtoctco

tgatccagaa

actcgeggtt
cgtgatctte
gaacatcate
caacggtcte
gegectegac
cgtgetgacyg
gctgategag
cctegaggeg

cgtgatcgge

ccgocagace
ccgoegoectac
ctacaccteg
ceccctegeag
ggcecegeege
gctcgacgge

ggccgacgeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

360

975



10

atgagcatte
ggcaccttce
ccgggcaagyg
gtggaggcga
gcgatcatgg
cccgectcagg
acgatggtgg
atcatgcceccg
ctgggctacg
ggcatcggeg
caggatcccg
gaggectegg
ctcaccgcece
gacagcgccg

ccgggctect

<210> 68
<211> 1173
<212> ADN

tcatcgacga
acgccaagga
gcggcaagac
ccggegecac
aggcggecga
acatgatgeg
tgggcccgaa
gccacatcta
aggccgecgce
gcgatccegat
agacggaagc
cctggatcaa
ccaagggcceg
cggagaaggc

tcggcageac

ES 2599 482 T3

gaagaccceg
gatgatcgece
ccattgegge
cacctecgate
cgeceggecte
ggtgaaacgc
ctgegeggge
cctececggge
gcagatgaag
caacggctece
cgtgetgatg
ggagaacttt
ccgeatgggg
cgagatcatg

cgtggcecgac

<213> Methylobacterium extorquens

<400> 68

atcctggtcece
tacggctcga
gtgccggtgt
accttegtgg
aagctegtcet
tacctecegge
atcatctcege
aaggtcggeg
gagctcggca
tcettecteg
atcggecgaga
tccaagcceg
catgccggeg
cgectactatg

gtgctegeee

agggcatcac
acgtcgtcgg
tcaacaccgt
cgcccccett
gctegatcac
gctatccgaa
ccggecaagtce
tcatctceeg
teggcatcte
accacctege
teggegggee
tgatcggett
cgatcatctc
gcctgacegt

gcgeggegtg

gggcgacaag
cggcgtcacce
caaggaggcc
cgcggcggac
cgacggcatc
ggagaagegce
gatgctegge
tteceggeacyg
gacctccgte
tctgttcgag
gcaggaggcc
cgtggcggge
ggcgaccggc
ggcgecegat

a

atggacgttc acgagtacca agccaaggag ctgctcgcga gecttecggggt cgccgteceg

aagggcgccg tggctttcag cccggatcaa gecggtctatg cggcgaccga gctcggceggce

tcgttctggg cggtgaaggce tcagatcecat gccggecgege gecggcaaggce gggcgggatce

78

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

891

60

120

180



ES 2599482 T3

aagetttgee gecacctacaa tgaagtgege gacgecgeece gegacctget gggaaaacge 240
ctegtgacge tecagacegg ccocgagggce aagocggtge agegegtcta cgtegagace 300
goacgaccegt tcgagegtga actctatcte ggctacgtge tcgatcggaa ggcegagoege 360
gteogtgteca tegectceca gegeggegge atggatatceg aggagatcge cgccaaggag 420
cocgaggege tgatcecaggt cgtggtcgag coggeggtgg gectgcagea gttccaggee 480
cgcogagatcg cgttecaget cggectcaac atcaagcagg teteggeege ggtgaagace 540
atcatgaacg cctaccggge gttecgegac tgcegacggea ccatgetgga gatcaacecey 600
ctegtegtea ccaaggacga ccegggttetg geactogacg ccaagatgte cttegacgac 660
aacgecctgt tecgecgecg caacategeg gacatgcacg atccategea gggegatoace 720
cgegaggeec aggctgecoga gecacaatctce agcetatatceg gectegaggyg cgaaattgge 780
tgecatcgtca acggegeggg tetggecatg gogaccatgg acatgatcaa gecacgoggge 840
ggcgagceccygg caaacttcect ggatgtggge ggcggtgeca goccggacceg cgtogoecacy 900
gocticegee tegttctgte ggaccgecaac gtgaaggega tectcogtcaa catcettegee 960
ggcatcaacce getgegactg ggtcegeggag ggcegtggtca aggecgegeg cgaggtgaag 1020
ategacgtge cgetcategt geggetegec ggcacgaacg tcgatgaagg caagaagatce 1080
ctegecgaga gegggetega cctcatcace gecgacacce ttacggaage cgegcegcaag 1140
gctgtegaag cctgoccacgg cgoccaagcac tga 1173

<210> 69

<211> 324

<212> PRT

<213> Methylobacterium extorquens

<400> 69

79



Met

Glu

Ala

Pro

Asp

65

Asp

Ser

Leu

Ser

Asp

50

Leu

Thr

Phe

Ala

Lys

35

Asp

Asp

His

Thr

Val

20

Ala

Lys

Trp

Tyr

Leu

Pro

Asp

Glu

Gly

Met
85

Ile

Gly

val

Gln

Asn

70

Tyr

ES 2599482 T3

Gln

Ser

Ile

Ala

55

Lys

Arg

Gln

Asn

Phe

40

Arg

Thr

Asp

Ala

Pro

25

Len

Lys

Met

Val

80

Thr

by

Thr

Asp

Asn

Met

Val
90

Pro

Phe

Leu

Ile

Tle

75

Asp

Arg

Met

Glu

Ile

60

Arg

Ile

Leu

Glu

Asp

Gln

Tle

Val

His

Lys

30

Ala

Ala

Asn

Glu

Arg

15

Ser

val

Leu

Gly

Ala
95

Ser

Ala

Ala

Asn

Leu

80

Cys



Pro

Val

Arg

Met

145

Mat

Thr

Asp

Ala

Ile

225

Ala

His

Ala

Ala

Ile

305

Met

Arg

Tyr

Glu

130

Ala

Ser

Val

Glu

Gln

210

Asp

Ala

Pro

Gla

Lys

290

Ala

Gly

<210> 70
<211> 296
<212> PRT

Leu

Ala

115

Lys

Asn

Phe

Ile

Ala

195

Asn

Gly

Arg

Ser

Vval

275

Ala

Ser

Gly

Asp

100

Ile

Lys

Val

Gly

Gly

180

Gly

Arg

Pro

Arg

Gln

260

Thr

Gly

Ile

Lys

Met

Asp

Ile

Glu

Val

165

Gly

Asn

Met

Phe

Cys

245

Ile

Lys

Arg

Ile

val

Gly

Ala

150

Ala

Val

Arg

Leu

Gly

230

Ala

Asp

Ala

Gly

310

ES 2599482 T3

Leu

Leu

Phe

135

Ile

Asp

Asn

Gln

vVal

215

Asp

Ala

Leu

Arg

Ala

295

Ala

Ile

Thr

120

Glu

Ala

Tyr

Ala

Thr

200

Ala

Phe

Ala

Arg

280

Val

Glu

Pro

105

Thr

Val

Ala

185

His

Lys

Gln

Leu

Ser

Ala

i70

Tyr

Trp

Cys Arg

Ser

Gly

Asn

265

Ile

Ala

81

Asp

Phe

250

Glu

Leu

Leu

Leu

val

Ile

Ile

Ser

155

Ser

Ser

Gln

Ala

Pro

235

Glu

Val

Glu

Asp

Ile
315

Gly

Glu

Glu

140

Lys

Thr

Val

Asp

Tyr

220

Asp

Gly

Phe

Ala

Gly

300

Gln

val

Gln

125

Thr

Arg

Arg

Leu

Pro

205

Gly

Gly

Lys

Thr

Met

285

Arg

Lys

Pro

110

Ala

Ala

Leu

Ala

Thr
190

Trp

Leu

Tyr

Trp

Pro

270

Glu

Leu

Ala

Ala

Lys

Leu

Glu

Arg

175

Asp

Leu

Arg

Thr

Ala

255

Ser

Glu

Ile

Asp

Asp

Lys

Gly

Ala

160

Ser

Lys

Phe

Pro

Ser

240

Ile

Glu

Ala

Ala
320
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<213> Methylobacterium extorquens
<400> 70

82



"%

Thr

Ser

Gly

Ala

Arg

His
145

Leu

Leu

Trp
225

Gly

Asn

Gly

50

Ala

Ile

Asp

Arg

Gly

130

Ile

Gly

Thr

Asp

Mat

210

Ile

Ile

Asp

Val

a5

Val

Met

Gly

Tyrx

115

Ile

Tyrx

Tyr

Ser

His

195

Ile

Lys

Ala

Leu

Lys

20

Val

Pro

Thr

Glu

Ile

100

Pro

Ile

Glu

Val

180

Gly

Glu

Pro

Ile

Gly

Gly

Val

Ser

Ala

85

Pro

Lys

Ser

Pro

Ala

les

Gly

Ala

Glu

Asn

Lys

Asp

Thr

Gly

Phe

Ile

70

Ala

Ala

Glu

Pro

Gly

150

Ala

Ile

Leu

Ile

Phe
230

ES 2599482 T3

Glu

Phe

Val

Asn

55

Thr

Asp

Gln

Lys

Gly

135

Lys

Ala

Gly

Phe

Gly

215

Ser

Lys

His

Thr

40

Thr

Phe

Ala

Asp

Arg

120

Lys

val

Gln

Gly

Glu

200

Gly

Lys

10

Ala Lys
25

Pro Gly

Val Lys

Val Ala

Gly Leu

90

Met Met
105

Thr Met

Ser Met

Gly val

Met Lys

170

Asp Pro

185

Gln Asp

Pro Gln

Pro Val

Gly Arg Arg Met Gly

83

Ile

Glu

Lys

Glu

Pro

75

Lys

Arg

Val

Leu

Ile

155

Glu

Ile

Pro

Glu

Ile

235

His

Len

Gly

Ala

60

Pro

val

val

Gly

140

Ser

Len

Asn

Glu

Ala

220

Gly

Ala

Val

Ile

Gly

45

Val

Fhe

val

Lys

Gly

125

Ile

Arg

Gly

Gly

Thr

205

Glu

Fhe

Gly

Gln

Ala

30

Lys

Glu

Ala

Cys

aArg

110

Fro

Mat

Ser

Ile

Ser

130

Glu

Ala

val

Ala

Gly

15

Tyr

Thr

Ala

Ala

Serx

95

Tyr

Asn

Pro

Gly

Gly

175

Ser

Ala

Ser

Ala

Ile

Ile

Gly

Bisg

Thr

Asp

Ile

Leu

Cys

Gly

Thr

160

Ile

Fhe

val

Ala

Gly

240

Ile



ES 2599482 T3

245 250 255

Ser Ala Thr Gly Asp Ser Ala Ala Glu Lys Ala Glu Ile Met Arg Ser
260 265 270

Tyr Gly Leu Thr Val Ala Pro Asp Pro Gly Ser Phe Gly Ser Thr Val
275 280 285

Ala Asp Val Leu Ala Arg Ala Ala
290 295
<210> 71
<211> 390
<212> PRT
<213> Methylobacterium extorquens

<400> 71

84



Met

Val

Tyr

Ile

Thr

65

Leu

Tyr

Val

Gly

Ila

145

Arg

Asp

Ala

Alza

His

50

Tyr

Val

Val

Leu

Gly

130

Gln

Glu

Val

Val

Ala

35

Ala

Asn

Thr

Glu

Asp

115

Met

Val

Ila

His

Pro

20

Thr

Gly

Glu

Leu

Thr

100

Arg

Asp

Val

Ala

Glu

Lys

Glu

Ala

Val

Gln

85

Ala

Lys

Ile

Val

Fhea
165

ES 2599482 T3

Tyr

Gly

Leu

Arg

Arg

70

Thr

Asp

Ala

Glu

Glu

150

Gln

Gln

Ala

Gly

Gly

55

Asp

Gly

Pro

Glu

Glu

135

Pro

Lau

Ala

Val

Gly

40

Lys

Ala

Pro

Phe

Arg

120

Ile

Ala

Gly

85

Lys

Ala

25

Ser

Ala

Ala

Glu

Glu

105

Val

Ala

Val

Lau

Glu

10

Phe

Phe

Gly

Arg

Gly

Arg

Arg

Ala

Gly

Asn
170

Leu

Ser

Trp

Gly

Asp

15

Lys

Glu

Val

Lys

Lau

155

Ila

Leu

Pro

Ala

Ile

60

Leu

Pro

Leu

Ila

Glu

140

Gln

Lys

Ala

Asp

Val

45

Lys

Leu

Val

Tyr

Ala

125

Pro

Gln

Gln

Ser

Gln

30

Lys

Leu

Gly

Gln

Leu

110

Ser

Glu

Phe

Val

Phe

15

Ala

Ala

Cys

Lys

Arg

95

Gly

Gln

Ala

Gln

Sar
175

Gly

val

Gln

Arg

Arg

80

vVal

Tyr

Arg

Leu

Ala

160

Ala



ES 2599482 T3

Ala Val Lys Thr Ile Met Asn Ala
180

Gly Thr Met Leu Glu Ile Asn Pro
195 200

Val Leu Ala Leu Asp Ala Lys Met
210 215

Arg Arg Arg Asn Ile Ala Asp Met
225 230

Arg Glu Ala Gln Ala Ala Glu His
245

Gly Glu Ile Gly Cys Ile Val Asn
260

Met Asp Met Ile Lys His Ala Gly
275 280

Val Gly Gly Gly Ala Ser Pro Asp
290 295

Val Leu Ser Asp Arg Asn Val Lys
305 310

Gly Ile Asn Arg Cys Asp Trp Val
325

Arg Glu Val Lys Ile Asp Val Pro
340

Asn Val Asp Glu Gly Lys Lys Ile
355 360

Ile Thr Ala Asp Thr Leu Thr Glu
370 375

Cys His Gly Ala Lys His
385 390

<210> 72

<211> 321

<212> PRT

<213> Hyphomicrobium methylovorum

<400> 72

86

Tyr

185

Leu

Ser

His

Asn

Gly

265

Gly

Arg

Ala

Ala

Leu

345

Leu

Ala

Arg

val

Phe

Asp

Leu

250

Ala

Glu

Val

Ile

Glu

330

Ile

Ala

Ala

Ala

Val

Asp

Pro

235

Ser

Gly

Pro

Ala

Leu

315

Gly

Val

Glu

Arg

Phe

Thr

Asp

220

Ser

Tyr

Ala

Thr

300

val

Val

Arg

Ser

Lys
380

Arg

Lys

205

Asn

Gln

Ile

Ala

Asn

285

Ala

Asn

Val

Gly
365

Ala

Asp

190

Asp

Ala

Gly

Gly

Met

270

Phe

Phe

Ile

Lys

Ala

350

Lau

Val

Cys

Asp

Leu

Asp

Leu

255

Ala

Leu

Arg

Phe

Ala

335

Gly

Asp

Glu

Asp

Arg

Phe

Pro

240

Glu

Asp

Ala
320

Ala

Thr

Ala
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Met Ser Tyr Thr Leu Tyr Pro Thr Arg Lys Gln Arg Leu Gln Arg Ser

87



Tyxr

Lys

Pro

Asp

65

Gly

@ln

Pro

Ala

Pro

145

Leu

Ala

aGln

Gly

Gly

225

Lys

Ser

Leu

Ser

Pro

50

Leu

Lau

Ala

Ala

Lys

130

Leu

Glu

Arg

Trp

Leu

219

Tyr

Trp

Pro

Ala

Ala

35

Glu

Asp

Asp

Gly

Asp

115

Gly

Gly

Sar

Thr

Hisg

195

Arg

Lys

Ala

Thr

Val

20

Ala

Lys

Trp

Thr

Sar

100

val

Leu

Met

Met

Val

180

Fhe

Pro

Ala

Ile

Ala
260

Fro

aAsp

Glu

Lys

His

g8

Lys

Tyr

Pro

Ala

His

165

Vval

Pro

Ila

Ala

His

245

Lys

ES 2599482 T3

Gly

Tyr

Gln

Gly

70

Tyr

Lau

Thr

His

Asn

150

Pha

Ile

Lau

Asp

Ala

230

Pro

Glu

Ser
val
Ala
55

Ala
Met
Asp
val
Gln
val
Gly
Gly
Ser
Gly
215
Arg

Ser

val

Asn

Phe

40

Arg

Gly

Tyr

Thr

Glu

120

Il

Glu

Val

Gly

Arg

200

Pro

Arg

Gln

Glu

88

Pro

25

Leu

Lys

Lys

Arg

Ile

105

Cys

Gly

Ala

Ala

Leu

185

Met

Phe

Gly

Ile

Arg
265

10

Ser

Asp

Asn

Ser

Asp

8¢

Leau

Ile

Thr

Ile

Asp

170

Amn

The

Gly

Ala

Glu

250

Ala

Met

Cys

Ile

val

75

Val

Ila

val

Glu

Ala

155

Tyr

Pro

Val

Gly

Ala

235

Leu

Glu

Ile

Glu

Ile

60

Ser

Val

Pro

Ser

Ala

1480

Ser

Ser

Asp

Ala

Ila

220

Leu

Ala

Arg

Asp

Asp

45

Gln

val

Asp

Lys

Gln

125

Leu

Ala

Ala

Tyr

Cys

203

Asp

Gly

Asn

Ile

Ala

Ala

Ile

val

110

Ile

Ile

Ser

Phe

Pro

190

Arg

Asp

Met

Glu

Leu
270

15

Ala

Val

Ile

Val

95

Gly

Glu

Glu

Ser

Asn

175

Gly

Ala

Pro

Glu

Ile

255

val

Leu

Ala

Agn

Agn

80

Glu

Vval
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Thr

hrg

160

Lys

Phe

Glu

Gly

240

Tyr

Ala
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Leu

Lys

Thr
305

Lys

<210>73
<211> 387
<212> PRT

Lya Glu Ala Glu

275

Met Ile Asp Ala

290

Ala Glu Gln Ile

<213> Hyphomicrobium methylovorum

<400> 73

Met

Val

Tyr

His

Glu

65

val

Ile

Mat

Gly

Arg
145

Asp

Bro

Arg

Ser

50

Lys

Thr

Glu

Asp

Met

130

Val

Val

Tle

Ala

35

Gly

Glu

Hia

Glu

Arg

115

Asp

Ser

His

Ala

20

Ser

Ala

Ila

Gln
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100
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Ile

val

Glu

Arg

Glu

Arg

Glu

Thr

85

Thr

Ser

Glu

Asp
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Ala

Ala

Lys
310

Tyr

Gly

Leu

Gly

Asp

70

Gly

Asn

Glu

Glu

Pro
150

Gln

Ser

295

Lys

Gln

Gly

Gly

Lys

55

Ala

Pro

Ile

Arg

Ile

135

Ala

Gly Lys Gly Ala

280

Glu Lys Met Ala

Ala Glu Alz Ala

Ala

Leun

Gly

40

Ala

Ala

Ala

Asp

Ila

120

Ser

val

89

Lys

Ala

25

Thr

Gly

Glu

Gly

Arg

105

vVal

Ala

Gly

Glu
10

Tyr

Val

Fhea

Lys

90

Glu

Vval

Ser

315

Leu

Ser

Val

Val

Met

75

Leu

Ile

Val

Gln

Gln
155

Ala

Arg

300

His

Leu

Pro

Val

Lys

60

Lau

val

Tyr

Ala

Pro

140

Gln

Ser Leu Asp Gly

285

Asn Leu Leu Ser

Ala Ala Gln Lys
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Glu

Lys

45

VvVal
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Leu

Sar

125

Asp

Phe

Lys

Gln

30

Ala

Cys

Arg

Arg

Gly
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Ala

Thr

Gln

Phe

15

Ala

Gln

Lys

Lys

Leu

95

Phe

Ala

Ile

Ala

320

Gly

Thr

Ile

Asn

Lau

80

Tyr

val

Gly

Ile

Arg
160
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Val

Leu

225

Glu

Gly

Leu

305

Ile

Glu

Val

Ser

Lys
385

<210> 74
<211> 299

Leun

Pro

Ala
210

Pro

Ile

Gly

290

Asn

Leu

Glu

Ala

370

Lys

Ala

Ala

Val

135

Leu

His

Tyr

Gly

Ile

275

Gly

Asp

Arg

Glu

Glu

355

Asp

Ala

Phe

Ile

180

Glu

Asp

Ile

Ala

Cys

260

Lys

Ala

Lys

Cys

Ile

340

Gly

Thr

Gly

165

Met

Val

Ala

Ala

Ser

245

Ile

Leu

Ser

AsSn

Asp

325

Lys

Arg

Leu
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Leu

Gly

Asn

Lys

Glu

230

Asp

val

Ala

Pro

val
310

Trp

Mat

Lys

Ala

Gly

Cys

Pro

Met

215

Leun

AsSn

Gly

Glu

295

Lys

val

Pro

Ile

Asp
375

Vval

Tyr

Leun

200

Ser

Gly

Gly

Gly

280

Ala

Ala

Ile

Ile

360

Ala

90

ASp

185

Val

Phe

Leun

Ala

265

Glu

Val

Ile

Lys

val

345

Asp

Ala

Pro

170

Ala

Ile

Asp

Lys

Ser

250

Gly

Pro

Thr

Leu

Gly

330

val

Asn

Lys

Glu

Phe

Thr

Asp

Ser

235

Tyr

Ala

Lys

Vval

315

val

Arg

Ser

Gln

Ile

Lys

Asn

220

Gln

Val

Ala

Asn

Ser

300

Asn

val

Gly

Ala
380

Vval

Glu

205

Ala

Glu

Gly

Phe

285

Phe

val

Asp

Ala

Leu

365

Val

Asn

Leu

130

Lys

Leu

Asp

Leun

Ala

270

Leu

Lys

Phe

Ala

Gly

350

Thr

Asp

Lys

175

Asp

Gln

Phe

Pro

Asp

255

Thr

Asp

Ala

Ala

val

33%

Thr

vVal

Ala

Leu

Ala

Val

Arg

Arg

240

Gly

Ile

Val

Gly

320

Lys

Asn

Ile

Ala
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<212> PRT
<213> Hyphomicrobium methylovorum

<400> 74
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Thr

Ser

Gly
65

Ala

Thr

Ala

Ris

145

Leun

Ser

Leu

Phe
225

Ala

Gly

Asn

Gly

Ala

Ile

Asp

Arg

Gly

130

Ile

Gly

Thr

Asp

Met

210

Ala

Ser

Ile

Arg

Val

35

Arg

Glu

Met

Gly

Tyr

115

Thr

Phe

Ser

Ile

195

Ile

Lys

Ala

Phe

Ile

20

Val

Pro

Ala

Glu

1le

100

Lys

Ile

Leu

Glu

Val

180

Leu

Gly

Glu

Pro

Ile

Gly

Gly

val

Ser

Ala

85

Pro

Lys

Ser

Pro

Ala

165

Gly

Glu

Glu

His

Lys
245
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Asn

Thr

Gly

Phe

Ile

70

Ala

Ala

Glu

Pro

Gly

150

Ala

Ile

Ala

Ile

Met

230

Gly

Glu

Phe

Val

Asn

53

val

Asp

Gln

Gly

i35

Arg

Ala

Gly

Phe

Gly

215

Lys

Arg

Lys

His

Thr

40

Thr

Fhe

Ala

Asp

Axg

120

Lys

Val

Gln

Gly

Glu

200

Gly

Lys

Arg

92

Thr

Ala

25

Pro

val

val

Gly

Met

108

Met

Ala

Gly

Leu

Asp

185

Ser

Pro

Pro

Met

Pro

10

Gln

Gly

Lys

Pro

Ile

20

Ile

val

Ile

Lys

170

Pro

Asp

Gln

Val

Gly
250

Ile

Glu

Lys

Gly

Pro

75

Lys

Leu

val

155

Ala

Ile

Pro

Glu

Ile

235

His

Met

Gly

Ala

60

Pro

Tyr

val

Thr

Gly

140

Gly

Asn

Glu

Ala

220

Ala

Ile

Ile

Gly

45

Ala

Phe

Cys

Lys

Gly

125

Ile

Arg

Gly

Gly

Thr

205

Glu

Tyxr

Gly

Gln

Asp

30

Thr

Asp

Ala

val

Arg

110

Pro

Met

Ser

Ile

Ser

150

Asp

Ala

Ile

Ala

Gly

15

Tyr

Ser

Glu

Ala

Cys

95

Tyr

ASD

Pro

Gly

Gly

175

Ser

Ala

Gly

Ala

Ile
255

Phea

Gly

His

Thr

ABp

Ila

Met

Cys

Gly

Thr

160

Val

His

Val

Leu

Gly

240

Val
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Ser Ala Phe Gly Glu Ser Ala Ala Glu Lys Val Glu Ile Leu Lys Gly
2690 265 270

Cys Asn Val Thr Ile Ala Ala Thr Pro Ser Glu Met Gly Ser Thr Val
275 280 285

Ala Gln Val Leu Asn Gln Arg Lys Lys Val Ala
290 285

<210>75

<211> 299

<212> PRT

<213> Rhizobium sp.

<400> 75
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Thr

Leu
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65

Ser

Thr

Arg
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Ser

145

Leu

Ser
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Gly

Asn
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50
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Ile

Asp
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Gly
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Ile

Thr

Ile

Lys

Val

35

Met
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Gly

Tyr
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Met

Tyr
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Leu

Ile
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Glu

Ile
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Arg
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Leu

Glu

Ile
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Leu Asp Lys
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85

Pro

Phe

Thr
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Ser
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Phe

Ile

70

Ala

Ser

Glu

Pro

Gly

150

Ala

Ile

Phe

val

Asn

55

Ile

Asp

Gln

Asp

Gly

135

Arg

Ser

Gly

Asn Thr Arg Val

His Ala
25

Thr Pro

40

Thr Val

Phe Val

Ala Gly

Asp Met

105

Arg Met

120

Glu Ala

Ile Gly

Gln Met

Gly Asp

94
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Glu

Gly

Lys

Pro

Ile

90

Ile

Thr

Met

Ile

Lys

170

Pro

Asp

Lys

Gly

Pro

75

Arg

Arg

Leu

Mat

Val
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Ala

val

Ile

Met

Gly

Ala

60

Pro

Leu

Vval

Ile

Gly

140

Gly

Leu

Asn

Val

Lys

Gly

Val

Phe

Cys

Lys

Gly

125

Ile

Arg

Gly
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Gln

Arg

30

Gln

Gln

Ala

val

Arg

110

Pro

Met

Ser

Val

Ser

Gly

Tyr

Ala

Glu

Ala

Cys

95

Tyr

Asn

Pro

Gly

Gly

175

Ser

Phe

Gly

His

Thr

Asp

80

Ile

Mat

Cys

Gly

Thr

160

Val

Phe



<210> 76
<211> 39

Lys

Leu

Trp

225

Leu

Ser

Ala

Ala

4

<212> PRT

<213> Rhizobium sp.

<400> 76

Asp

Met

210

Ala

Ser
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Gly

Asp
290

Met

135

Ile

Arg

Ala

Phe

Val

275

Val
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Leu

Gly

Asp

Pro
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260

Thr

Leu

Glu

Glu

His

Lys

245

Glu

Tle

Ser
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Leu

Ile

Met
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Gly

Ser

Val

Ala

Phe

Gly

215

Lys

Arg
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Pro

Met
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Glu
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Gly

Lys

Arg

Gln

Thr
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Ser

95
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Lys

Pro
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Met

Glu
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Pro

Lys
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Leu
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Lys
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Glu

Tle

235

His

Val

Ser
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Glu
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Thr
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Glu

Tyr
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Ala

Tle
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Glu
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Ile
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Thr
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Ile
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Leu
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Lys Glu
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Leu
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Thr

Leu
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Asn
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Pro
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Leu
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Thr
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Leu
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Glu
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Ile
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Asn
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Val

Asp

lys

235

Ser
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Pro
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Glu
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140
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Phe

Thr
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220

Ser

Tyr
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Lys
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Val
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Arg

Ser
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125
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Pro Asp
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Leu

val

205

ASn

Gln
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Asn

285
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Asn

Ile

Leu
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365

Phe

Ile
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190
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Met

270

Phe
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Ile
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350
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Gln
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Ile Val Ala Glu Thr Leu Ala Glu Ala Ala Asp Lys Ala Val Ala Ala
370 375 380

Trp Arg Ser Phe Thr Ala Asn Lys Ala Ala

10
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20

25

30

35

40

45

50

385 390

<210> 77
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 77
ccctgaggag ggtccaagag atggacgtcc atgagtacca 40

<210>78
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 78
gctctagatc aggcetgectg acgecca 27

<210>79
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 79
ggaattcaca aaaaggataa aa 22

<210> 80
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 80
tggtactcat ggacgtccat ctcttggacc ctcctcaggg 40

<210> 81
<211> 897

<212> ADN
<213> Granulibacter bethesdensis

<400> 81

98



atgagcattc

ggcacgttcc

cccggtaaag
gtgcgtgaaa
gcgatcatgg
ccggegeagg
acgcgtctgg
atcatgcegg
ctcggctatg
ggtatcggtg
gccgaccecyg
gaagcggcga
ctgaccgetce
gacagcgccyg

ccgggtgaac

tgatcaataa

acggtcgcga

gcggccagac
ccggtgocca
aaggcgccga
atatgatgeg
tggggccgaa
gccatatcta
aagcegecge
gtgacccgat
agactcatgc
agtggatcag
cgaaggggcg
ccgaaaagag

tcggectcegac

<210> 82

<211> 1170

<212> ADN

<213> Granulibacter bethesdensis

<400> 82
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gcagaccaag

gatgatcgat

ccatctgggt
ggcgtcgate
tgcggggetg
cgtgaagegt
ctgegeggge
caaggaaggc
gcagctgaag
caatggttet
cgtgcetgatg
cgagaacatg
tegtatggge
cgagatcatg

cgttgcecgeg

atcatcattc

tacggcacca

cgtecegtgt
acctttgtgg
gagctgatct
tatctgegec
atcatcagce
catgtcggca
gagctgggca
teccttecttg
atcggcgaga
tcgaageccgg
catgcecggtg
cgctectacg

gtgctggetg

99

agggcttcac

atgtcgtcgg

tcaacacggt
cacctgeett
gcaccatcac
gctaccagaa
cgggccaggce
ttgtttececeg
teggtgtgte
atcacctteca
teggtggece
tggttggcta
cgatcatcte
gtctgacggt

ggcgtcaggce

cggcgacaag

tggegtgacg

cgaggacgeg
ttgecgeegat
ggacggtatt
ggategtege
catgctggge
ctcaggcacg
caccagtgtg
gctgttegaa
gcaggaagcc
cgttgecegge
tggcgaagge
tgctcecage

agcctga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

897
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20

atggacgtcc
cgcggtgcaa
tggeactggg
aagectgtgea
ctggtcacge
gecgateccet
gtgegtgtga
ccggaaaagc
cgccagateg
atcatgggeg
ctggttctga
aacgccttgt
cgtgaggege
tgcgtggtga
ggtgagcctg

gegtteegte

ggcatcaacc
ctgaagctte
ctgaaagaaa

gcegtcgagg

<210> 83
<211> 59
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 83

atgagtacca
tcgetttecag
cggtgaaagc
agacgtatca
atcagaccgg
tcgagaaaga
tcgecteege
tgatccaggt
ccttcaagcet
cttatecgege
ccaaggatga
tccgtcgecaa
aggctgccga
atggcgecgg
ccaacttccet

tggtgctgte

gctgcgactg
cgetggtggt
gcggcatttce

ccgegaagge
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ggcaaaagaa
cgctgatcag
ccagattcat
tgaagtgcgce
tccggaaggce
attctatctg
cgagggcggc
gatcgtggag
gggcctgtcc
attccgegat
ccgtattcectg
caacgtcgce
gcacaacctc
cctggcgatg
cgatgtcggce

cgacaagaac

gatcgcggaa
gcgtctggea
cgtcatcatg

cgcggcgtaa

ttgcttgega
gccgtgtatg
gceggtgege
gaggctgctg
aagcctgtcce
ggctttgtge
atggagatcg
ccggeggttg
agccgtcagg
cacgacgcga
gcgctcgatg
aacatgcatg
aactatgtgg
gcgaccatgg
ggcggggcaa

gtgaaggttg

ggcgtggtge

ggcaccaatg

gccgaaagcc

gcgeeggtgt
ccgegaccga
gcggcaaggce
ccggtatget
agcgcgtgta
tggatcgtaa
aggaaatcge
gtcttcagca
tacagcgtgce
ccatgctgga
cgaagatgag
acccctcteca
gtctggaagg
acgtcatcaa
gccccgagceg

ttctggtcaa

acgcggtgaa
tggaggaagyg

tgaccgaagc

accagggaat tcacaaaaag gataaaacaa tgagctatac cctctaccca accgtaage 59

<210> 84
<211>43
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 84

gcccactcta gatcaggcaa ctttttctg cttgccgaga acc

43

100

ggccgtgcece
actgggtgge
cggcggcatc
cggcaagcgt
tgtcgaggtc
gctggagege
ttccaagcat
gttccaggce
ggtgaccagc
aatcaatcct
cttecgacgac
ggacgatccg
cgatatcggce
atatgcgggt
taccgcgacg

catcttcgee

agaagtcgat
ccgeccegtatt

ggccgaaaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1170
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<210> 85

<211> 963

<212> ADN

<213> Hyphomicrobium denitrificans

<400> 85
atgagctata ccctctaccec gaaccgtaag cagcocgtcectge ageogttctta tcteogeocegtg 60
ccgggceteca acccocgacgat gatcgaccge goccoctcaaga gegecgccega ctacgttttce 120
cttgattgcg aagacgccocgt cgogoccgecc gagaaagage aggctcgcaa gaacatcatc 180
caggctectga acgatctega ctggaaggge gegggecaaga gegtcteggt ccgeatcaac 240
ggecteogaca cgeattattg ctaccgegac gtegtegaca tegtegagea ggetggtgec 300
aagctcgata cgatectcat tecgaaggte ggegttcegg ccgacgtceta cgecatcgaa 360
agcttcgtca gccagatcga agtcgcgaag ggtctcccgcec accagatcgg catggaagec 420
ctcatcgaaa cgccgctogg catggccaac gtcgaagcca tegegtctge caacagecge 480
cttgagtega tgcacttcocgg cgttgecgac tactecgcat tcaacaagge ccocgcacegtc 540
gteatceggeg gettgaacee cgactatecg ggtgaccagt ggecacttece getgtegege 600
atgacggteg cetgecgege atteggtete cgtecegateg acggecegtt cggeoggeate 660
gacgatcegg aaggetacaa ggccegetgeg cgecgtggtg cegetetegg catggaagge 720
aagtgggega tccacccecctc gecagatcgaa ctcegceccaacg aaatctactc tccgacggeg 780
aaggaaatcg aacgcgecga gegeatceetg gtegcactca aggaagecga agegeaggge 840
aagggcgceag catcgetega cggcaagatg atcgacgegg catctgaaaa gatggegaag 900
ascctgetgg tcacggcage ggegatcaag geaggegaag aagctcgege aaagagcaaa 960
taa 963

<210> 86

<211> 900

<212> ADN

<213> Hyphomicrobium denitrificans

<400> 86

101
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102

atggcaatct ttatcaatga aaagacgccg atcctgatcc agggectttac cggtcgcatce 60
ggcacgttcc acgcccagga aatgatcgac tacggctcca acgtcecgttgg cggcecgtgacg 120
cccggtaaag gcggcacctc gcatctecggce cgtccggtgt tcaacaccgt caagggcgcce 180
gtcgacgaga cgggcgctga agccteccatec gtgttegtge cgeccgeegtt cgeggcectgac 240
gcgatcatgg aagcggccga cgctgggatc aaatactgeg tctgecatcac ggacggcecatt 300
cctgctcagg atatgatccg cgtgaagcge tacatgecgec gectacaagaa agaagcgcege 360
atgatcctga ccggcccgaa ctgcgceccggce acgatctcge caggcaaggc gatgctcgge 420
atcatgccgg gacacatcta ccttcocecggge cgecgtcggceca tcgtecggccg ctccggtacg 480
ctcggctacg aagccgccge gcagctcaag gcecccttggceca tecggegtctc gacgtceggtt 540
ggtatcggecg gcgacccgat caacggctcg tcgcatcgtg acgtcctcega gcacttegag 600
aacgatcccg agaccgacgc gatcctgatg atcggegaaa tcggtggtce gcaggaagece 660
gaagccggcece tcttegecaa agagcacatg aagaagectg tcatcgecta catcgeeggt 720
ctgtcggecece cgaagggccg ccgcatggge cacgctggeg ccatcgttte ggecattcegge 780
gagtcggcectg ctgagaaggt cgagatcctg aagggctgeg gecgtegetat cgegeccgacg 840
ccgtecggaaa tgggetcgac cgtcgegecag gttcteggea agcagaaaaa agttgectga 900

<210> 87

<211> 1164

<212> ADN

<213> Hyphomicrobium denitrificans

<400> 87
atggacattc atgaatacca ggccaaagag cttcttgega agttcoggcgt gocgatcgee 60
cgcocggcggac ttgeoctacag ccctgaacag gocacctatce gogccagega gottggcgge 120
acggtcegteg tcaaggegea gatteacteec ggegegegeg gtaaagecgg cggegtceaag 180
gtectgcaaga cggaaaagga aatcgaggat geagecgagt tcatgetegg cegecaagete 240
gtcacgecace aaacgggate ggceggcecaag ctggtetege gectetacat cgaagaageg 300
acgaacatcg atcgcgaaat ctatctoggt tteogtgatgyg accgegettce ggagcogcatce 360
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gtegtegtgg
gacacgatca
gagctggcat
atgggctgcet
gtcatcacca
gcgectgtteea
gaaacctacg
atcgtcaacg
gagcctgega
ttcaaggegg
atcaaccgtt
aagctgccga
gacaacagcg

gtcgaagegg

ccteggecge
tcegegtege
tcggacttgg
atcgegectt
aggaaaagca
gcegteagea
cgtcggateg
gtgeccggtet
acttcctcga
ttetgegega
gcgactgggt
tcgtegtteg
gcctgacggt

cCaaaaaagc

ES 2599 482 T3

gggeggcatyg
cgtecgacceg
cgtcgatcct
ccgegatete
ggtcgttgeg
catcgccgag
tggtctcteg
cgegatggeg
catecggegge
caagaacgtce
tgccaagggt
cctecgecagge
catcagcgecg

ctaa

<210> 88
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 88

gacatcgagg
gcggteggea
gagatcgtca
gatgcgatga
ctcgacgeca
ctgcgecgaca
tacgtcggtc
acgctcgaca
ggcgectcete
aaggccatcc
gtegtegacg
accaacgtcg

gaaactctcg

aaatctegge
tgcagcagtt
acaagctegt
tggttgaaat
agatgtegtt
agagccagga
tegatggega
tgatcaagcet
ccgagegegt
tggtcaacgt
cecgtcaagga
aagaaggccg

ccgatgctge

gcgggggaat tcacaaaaag gataaaacaa tgagtcatac cctgtatgaa ccaaaacacc 60

<210> 89
<211>40
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 89
caggcgtcta gattagagtc cggccagaac ttttgcgacg

<210> 90

<211> 951

<212> ADN

<213> Nitrosomonas europaea

<400> 90

40

103

gtegecagececce
ccaggcacgt
gcccgegatce
caacccgcete
cgacgacaac
agatccccge
catecggetge
tgegggegge
caccaagtecg
cttegeegge
actcgatatc
caagatcatc

caagcaggcg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1164
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atgagtcata ccctgtatga aaccaaaaca cegegtgtac agegetgega actggetgtt 60
ccgggttcec gtcecgaaat gtttgaaaaa gegcectgaaaa geoggagtgga cttcatattt 120
ctggatctgg aggatgcagt cgcaccagat gacaagatcc aggcaagaaa aaatatcatt 180
caggcaatca atgatctgga ctggaaaagt cacggtgtca cgctttctgt acgcatcaat 240
ggtctcgata cccaatatat ggtgcgtgat gtggtcgatc tggtagagca ggeccgggcac 300
aagatcgata cgttgctgat tecccaaagta ggtgtttatg ctgatgttta catggtegaa 360
gecatgeteca gecagettga aatgecageag gggetgaaaa accgaattgg tgtggaagea 420
ctgatcgaaa cggcactggg gatggecaat gttgaagata tegecegecag aggaacggec 480
gggcgtctgg aagcattgeca ttteggtgta gcoctgactacg ctgecagecaa tcocgtgcacgt 540
accaccaata tcggeggget caatceggat tatccagggg atcagtggca cgcagccatc 600
agcagaatga ccgttgectg cocgegecattce ggectgegac caatcgatgg cccatttggt 660
gacattcagg atccegaagg ttacaaacag gecagecagac gtgetgeage actgggttgt 720
gaaggtaaat gggcaattca tecgacacag ategegetgg ccaatgaagt ctttacgeeg 780
docacageag aagtcgacaa agcecaaacge attctgacag cattgaagga agetgeaget 840
caaggtaaag gtgcagecte acttgatgge cgectgateg atgecgettc ggaaagaatg 200
gcaaztaaca tcgtcaaaat ggcggaagea attgetgeca aaagcaaata a 951

<210> 91

<211> 888

<212> ADN

<213> Nitrosomonas europaea

<400> 91

104
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gtggcaattc tcatcaatga gocagacgegg atcatcgtac agggctttac cggecggate 60
ggeacctteoce atgeoctcagga aatgatcgat tacggatcta atgtagtggg aggcogtaacg 120
cccggcaazg gogggcagaa acaccigggg ctgecagtat tcaatacegt ccgggaagea 180
gtogagecagy caggtgegga agecageatt gtattegtee cgecggeatt tgeoggetgat 240
togattatgg aagecagecga tgocggtate aaatattgeog tatccatcac cgatggeatt 300
ccaacccagy acatgatgac cgtcaaaaac ttcettacgee tettecctga ggaggacaga 360
atgatgetga ccggececas ctgtteagge actatcagee ceggacggge gatgttggge 420
atcatgecgg ggeatattta cageegtggg gtegttggtg tegteggecqg tteecggtaca 480
ctgggttatg aagctgcecga ccagatgoga cggctgaata tegggatttc gacticggta 540
ggtattggeyg gagaccegat catcggcagt tegcaccgga atgtgectgea aaagetggaa 600
gaagatccgg aaaccaaagt cacgctgatg attgogtgaaa ttggtggceccce aatggaagta 660
gqaagccggac tgttogecaaa ggaaaacatqg agcaaaccge tggttgceccta cattgeegge T20
ctgactgcac ctcccggaag acggatgggg cacgccggag caatcatete ttcagecggt 780
gaaagcgcag cagaaaaagt ggaaagactg aaagaactgg gegtecaccat ctgecegact 840
cagtetetga tgggtgaaac cgtegeaaaa gttetggecg gactctaa 888

<210> 92

<211> 1173

<212> ADN

<213> Nitrosomonas europaea

<400> 92

105
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ttggatatce
gaaggcggat
aatgtgtggg
aaagtatgee
ctggtcacac
ggtaccgaaa
atcgtcatygy
cetgatgeca
agaaccatgg
atcagaggtt
ctggttgtea
aatgcactgt
cgcgaaatty
tgcatgatca
ggogaacegqg
gecattecgge
ggtattaacc
atgacggtce
atcgctgaca

gtagtgcacyg

atgaatatca
tggcgcacac
tcgtcaagge
ggacacatga
accaaacegg
ttgecccggga
tgggttccege
tcaaaaaaat
cttttgcact
gctacegege
cgcgcaacaa
tceggegeca
ctgcagcegga
atggegecgg
ccaattttct
tggtactgge
gctgtgactg
ctetggtegt
gegggttgee

ctegcaacca

<210> 93
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 93
ggaattccat atggctgtta aaaatcgtct ac

<210> 94
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 94
gctctagatc agaatctgat tcegtgttc

ES 2599482 T3

ggccaaggaa
tgtggaagaa
acaaatccat
agaaatcgaa
cceggegagt
agtgtatcte
acagggggga
tcacatcgag
gggtctggaa
catgegegat
cgagetgate
ceggatttcee
agcaggcttg
gctggcaatyg
ggatgtegge
ggataacaac
gattgcegaa
gegectgtet
gatcattact

ggctgcagtt

32

29

atectggcectg
gcggtacaac
tecggegece
gtcgcagetg
aaactotgcet
gctttcatga
atggatatcg
cctgetgteg
gatgttctge
ctggatgega
geoactggatg
gaattgegtg
agctacgteg
gccaccatgg
ggcggegeat
gtaaaagcca
ggtgtggtte
ggcaccaacg
gcagaaacce

tga

106

aatacggtat
geageeggga
gtggtaaagc
aatcactget
ccagactgta
tcgatcgeag
agaccctgge
gectgcagga
tcaatcacgce
acatactcga
cgaagatgag
acaactcaca
ggctggatgg
acatgatcaa
ctgcegageg
tgetggtcaa
aggctgtacg
tggaagaagyg

tggccgatge

caagctgget
aatcgatgge
aggeggtgte
ggggaaaaaa
tatecgaagee
tcatgaacgt
agccacgaat
tttccaggea
cgtcaagacg
aatcaaccocg
ctttgatgaa
aatcgattcg
agacatcgge
actggeccegge
aactgaaaaa
tatetttgee
gaatatcgga
ccgecgtate

agcagagaaa

60

120

180

240

300

360

420

489

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1173
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<210> 95

<211> 963

<212> ADN

<213> Methylococcus capsulatus

<400> 95
atggctgtca agaaccgtcet acaccgcage gaactegegg tgccgggeag caatccacge 60
atgctcgaga aagegocgga agecggegcee gacategtet ttcetggacct ggaagatgeg 120
gttgegecgg atgacaagga gcaagegege cggaacatcg tcttegeget caacacctac 180
gactggteeca gatgegeggt ctecgtecge atcaacggee tcgacaccca ttacgectac 240
cgggaceteg ttgagategt cgagtcetge ggegacaage tcgacaccat tetggtgeeg 300
aaagtcggca gcgcocctcgga cgttctgttc gtegegactt tactttccecca gatcgaggec 360
tacaaaggtt tcaaaccgat caatatccac gtgctgatcg aaacggcoccat gggcatggcec 420
aacgtggagg agatcgccceqg cacctgtcect gaacgcatgg aggccatggt gttcocggogtg 480
geegactaeg ctgegteggt gegegeccge acgaccaaca teggeggege caacceggat 540
tacggcatge tgaccgaccc tgacgaaagce ggtacccgeg cctatcactg ggccgaccag 600
tggcatttcg gecatttcceg catggtcgeg goctgoccgeg cctatggget togocccatc 660
gacggceecet teggegattt cagegatcecg gaaggattcece gegecegeage cegecgtgece 720
geggeactgg getgegaagg gaagtgggeg atccatcect cccagattec actgtgcaac 780
gaaatcttea cacccacgga aaaagaggtc acgegggcect accgecatcet ggaagecatg 840
gagcaggegg caaaggaggg caaaggcgcg gtgtctctgg atgggeggcect gatcgatgec 200
gocctcgatcce ggatggegga gaacgtggtce cgceccagatga agcagatcga gtogogtcocgg 260
tag 963

<210> 96

<211>903

<212> ADN

<213> Methylococcus capsulatus

<400> 96

107
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atgagegtat tegttaacaa gecactcocaag gtcatetteoe agggettcac cggegageac 60
gecacctteec acgecaagga cgccatgegg atgggecacee gggtggtegg cggtgteace 120
cctggecaaag geggcaccecyg ccatecegat cecgaacteg cteatetgee ggtgttegac 180
accgtggctyg aagecogtgge cgccaccgge gocgacgtet cogecgtgtt cgtgeocgecg 240
cccttcaatg cggacgegtt gatggaagee atagacgeeg geatecgggt cgecgtgace 300
atcgeegacg geocatcceggt acacgacatg atccgactge agegetaceg ggtgggtaag 360
gattccatcg tgatcggacs gaacaccoce ggcatcatca cgeeogggeoga ghgcaaggtg 420
ggcatcatge cttcgcacat ttacaagaag ggcaacgtceg gecatcgtgtc gogcectoccogge 480
accctcaatt acgaggcgac ggaacagatg gecgegettg ggetgggcat caccaccteg 540
gteggtateg geggtgacece catcaacgga accgattteg tcactgtcecet gegegectte 600
gaagccgacce cggaaaccga gatcgtggtg atgateggeg aaateggegg cccccaggaa 660
gtcgcegecg cccgectggge caaggaaaac atgacaaagc cggtcatcgg cttcecgtcegca 729
ggccttgeecg caccgacegg ccgacgcatg ggccatgecg gegecatcat ctceccagegag 780
gccgacaccyg ccggagccaa gatggacgcece atggaagect tggggctgta tgtegecege 840
aacccggcac agatcggeca gacegtgeta cgegecgege aggaacacgg aatcagatte 900
tga 803
<210> 97
<211> 1170
<212> ADN

<213> Methylococcus capsulatus

<400> 97

108
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gtgaatatce atgagtacca ggccaaggag ctgcetcaaga cctatggegt goecgtgoee 60
gacggegecg ttgectatte cgacgegoag gecgeocageg togocgagga gatceggegge 120
ageegetggg tggtcaagge geagatecat gecggeggte geggcaagge cgggggegta 180
aaggtcgcce actcecatcga ggaagtcecge caatacgecg acgeccatget cggeagcocac 240
ctcgtcacce atcagaccgg ccoccgggagge togetggtte agegtectgtyg ggtggaacag 300
gccagccata tcaaaaagga atactacctg ggcttogbga tcgatcgcgg caatcaacge 360
atcaccctga togoctecag cgagggogygce atggaaatcy aggaagtcgc aaaggaaace 420
cceggagaaaa tcgtcaagga agtegtegat ceggecatag gectgetgga cttecagtge 480
cgcaaggteg ccacggegat cggectgaaa ggecaaactga tgecccagge cgteaggetg 540
atgaaggcca tctacegetg catgegegac aaagatgcece tgecaggecga aatcaatect 600
ctggecateg tgggegaaag cgacgaatcg ctecatggtee tggatgecaa gttcecaactte 660
gacgacaacqg ccctgtacceg geagegeacce atcacegaga tgegegacet ggecgaggaa 720
gacccgaaag aggtcgaage ctceggecac ggtctcecaatt acategecet cgacggcaac 780
atcggctgeca togtcaatgyg cgocggocte gocatggett cgeotogacge catcaccctg 840
catggcggece gtecggecaa cttectogac gtgggogygcg gocgoctoccoc cgagaaggtce 900
accaatgcct goegeatcogt actggaagat cccaacghtcece gectgecatccoct ggtcaacatce 960
tttgeecggea tcaaccgetg tgactggate gecaagggec tgatccagge ctgegacage 1020
ctgecagatca aggtgeeget gategtgege ctggecggga cgaacgtega cgagggecge 1080
aagatcctgg ccgaatecegg cctectectte atcacegegg aaaatctgga cgacgeggece 1140
geccaaggccg tcgocatcgt caagggataa 1170

<210> 98

<211> 2072

<212> ADN

<213> Gammaproteobacteria no cultivada

<400> 98

109



atgaacatte
gocgggaacy

gacggatggg

aaactegece
ttggtgacte
goggttagte
atcaccatcg
caggagaaaa
cgtaaggteg
cteatgeage
cctctaggea
gaccccaacyg
gaccogcgyy
ateggetgea
catggtggtt
caaaacgctt
tttgoccggeca
ttgegecatey
aggattttga
gotaaageceg
cgcgggtgat
tteggtacgg
ttggattgee
ctgggattte
ggatccgggt
agogotaceg
ctectggaga
gggtagtgte

gtttgggtca

acgaatatca
tcgectatte
tagtaaaagc
aatcctigga
ctcaaaccgg
cgcaacggga
tggcttecge
tegtgeggga
ccgecgecat
gcatctateg
tegteggcag
ceettttecy
aggtggaage
tcgtcaacgg
ggccggcgaa
gtceggategt
tcaaccgetyg
acaagcectyg
ccgacteggg
tcgecatege
catccaggga
cactcaagtg
ggtgttcgat
tgtgccccea
aatcgtggtg
gcteggacge
gtgcaaggtg
geggtceegga

atccacegeg
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ggccaaggag

cgatecgecaa
gcaaatccat
ggaagteege
gcccaaagyge
attgtacctt
dgaaggagyqg
ggcgategac
tggectgege
cotgtttegt
cgagccaaag
acatccggaa
cttaggtcac
cgecggecty
tttectggat
gattcaggac
cgattggate
cgtegtgege
tettgetete
tcatgggagyg
ttecacecggec
gteggeggeg
acagtttetg
gegtttgety
attgccgatg
gactgtctgg
gggatcatgce
acgctgaatt

gttggcatcyg

ctgctteogtt
gcgeaggeag
accggeggge
aagatageceg
aaagtggtcec
gggttggtca
gtagagatcg
ccggecateg
gacaaacatc
gacaaggatg
ctggtttgtt
atcaacgage
gggctcaact
gcecatggega
atcgggggtg
cagaacgtca
gctaccggtce
cttgcaggaa
gtaaaagcga
aacgtatgag
aacacgctac
tcacceceggg
aageggttte
ccgacgecat
geatccocyggt
tgettgggece
ctgetggaat
acgaggcegt

gtggggatcc

110

cttacggtgt
tggccgaaca
dgaggcaaggce
acgaaatgat
ggcgegtatt
tcgaccyggey
aggaagtgge
gtctgegega
taatggcgea
cecctecaggt
tggacgccaa
tgcgecgattt
acatcgettt
ccatggacge
gggcecetegee
agactttgtt
tagtccagge
cgaatgtaga
gcaatctgga
tatttttgte
gtttcacgee
caagggagga
agagacgggc
catggaageg
gcaagacatg
aaacacgcct
ttaccgteca

cgaacaattg

ggtcaacgge

ceecgttcea
gatcggceggg
cggcggegtt
cggcaaaact
ggtggaagaa
cagccaacge
ggccaggagt
ttttcaatge
ggcggtgege
ggagatcaat
attcaatttc
ggaagaggaa
agacggcegat
catcegtgttt
ggagaaagtg
ggtcaatatc
ttacaccage
ggaggggcta
cgatgcggea
aaccgccatt
agcgaggega
agtaagcace
geegatgtet
atcgaagceeyg
atteogagtge
ggaatcatca
ggaagaattg
ggcaaactgg

accgacttig

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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tgactgtget caaagecttc gaacaagate

aaatcggogg gecgoaagaa gtoegoegotg

cgetecatagy ttttgtggeg ggggectegy

gggcgatcat cgaaggtgag gaagacacceg

ttggggtata cgtggtcaga aatccogeoce

aggagegect gggatctgea gtttctgget

<210> 99
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 99
gttgaacgag gagatcgtcc atgaacattc acgaatatca

<210> 100
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 100
gctctagatt agccagaaac tgcagatce 29

<210> 101
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 101
tgatattcgt gaatgttcat ggacgatctc ctcgttcaac

<210> 102

<211> 897

<212> ADN

<213> Gammaproteobacteria no cultivada

<400> 102

40

40

cggacaccga tgogatcgte atgatoggceyg
ceagetggge caaagaaaat atgoaaaage
ctaocaccggy goggoegeatyg gggeatgetg
ccaaagocaa gatggacgeg atggaggagoe
ggatcggcga aacggtttta agggcgetea

aa

111

1800

186¢C

1920

1980

2040

2072
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atgagtattt ttgtcaaccg ccattcgegg gtgatcatee agggattcac cggccaacac 60
getacgttte acgecagega ggegattegg tacggeacte aagtggtegg cggegtcace 120
cogggcaagg gaggaagtaa gceaccttgga ttgeceggtgt tcegatacagt ttcetgaageg 180
gtttcagaga cgggegecga tgtetetggg atttttgtge ceccagegtt tgetgecgac 240
gocatcatgg aagcgatcga agceccegggate cgggtaatceg tggtgattge cgatggeate 300
ccggtgcaag acatgattceg agtgcagege taccggeteg gacgocgactg tctggtgett 360
gggccaaaca cgectggaat catcactect ggagagitgea aggtggggat catgectget 420
ggaatttace gtecaggaag aattggggta gtgtegeggt ceggaacget gaattacgag 480
goeegtegaace aattgggecaa actgggtttg ggtcaatceca cegeggttgg categgtggg 540
gatccggtca acggcaccga ctttgtgact gtgctcaaag ccttcgaaca agatccggac 600
accgatgega tegtcatgat cggcegaaate ggegggcecge aagaagtege cgetgeccege 660
tgggcecaaag aaaatatgcea aaagecgetce ateggttttyg tggeggggge cteggetceca 720
coggggcgyc geatgygggea tgctyggygcy atcatcgaayg gtgaggaaga caccgccaaa 780
gecaagatgg acgcegatgga ggagettggg gtatacgtgg tcagaaatcee cgeccggate 840
ggcgaaacgyg ttttaaggge getcaaggag cgcectgggat ctgcagttte tggctaa 897

<210> 103

<211> 1179

<212> ADN

<213> Gammaproteobacteria no cultivada

<400> 103

112



10

15

20

atgaacattc
gccgggaacg
gacggatggg
aaactcgccce
ttggtgactc
geggttagte
atcaccatcg
ccggagaaaa
cgtaaggtcg
ctcatgcagce
cctctaggeca
gaccccaacg
gaccecgeggg
atcggctgeca
catggtggtt
caaaacgctt
tttgcecggea
ttgegeateg

aggattttga

gctaaagccg

acgaatatca
tcgectatte
tagtaaaagc
aatccttgga
ctcaaacegg
cgcaacggga
tggcttcege
tcgtgeggga
ccgecgecat
gcatctatcg
tcgteggeag
ccctttteeg
aggtggaage
tcgtcaacgg
ggccggcegaa
gtcggategt
tcaaccgcectg
acaagccctg

ccgacteggg

tcgecatege

ES 2599 482 T3

ggccaaggag
cgatcgccaa
gcaaatccat
ggaagtccgc
gcccaaaggce
attgtacctt
ggaaggaggg
ggcgatcgac
tggecctgege
cctgtttegt
cgagccaaag
acatccggaa
cttaggtcac
cgccggectg
tttectggat
gattcaggac
cgattggatc
cgtegtgege

tettgettte

tcatgggagg

<210> 104
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 104
gttatgtggt ggtcgtgcag ctectegtca tgg - 33

<210> 105
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 105
gagctgcacg accaccacat aactatggag 30

ctgecttegtt
gcgcaggeag
accggcgggc
aagatagccg
aaagtggtcc
gggttggtca
gtagagatcg
ccggecateg
gacaaacatc
gacaaggatg
ctggtttgtt
atcaacgagc
gggctcaact
gccatggecga
atcgggggtg
cagaacgtca
gctaccggte
cttgcaggaa

gtaaaagcga

aacgtatga

113

cttacggtgt
tggccgaaca
gaggcaaggc
acgaaatgat
ggcgegtatt
tcgaccggeg
aggaagtggc
gtctgcgega
taatggcgceca
ccctccaggt
tggacgccaa
tgcgegattt
acatcgcttt
ccatggacgc
gggcctegee
agactttgtt
tagtccagge
cgaatgtaga

gcaatctgga

ccccgttcea
gatcggeggg
cggecggegtt
cggcaaaact
ggtggaagaa
cagccaacgc
ggccaggagt
ttttcaatge
ggcggtgege
ggagatcaat
attcaatttce
ggaagaggaa
agacggcgat
catcgtgttt
ggagaaagtg
ggtcaatatc
ttacaccagc
ggaggggcta

cgatgcggca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1179



10

15

20

<210> 106
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 106

ggaattccag ttgaacgacg gcgagcag

<210> 107
<211> 298
<212> PRT

ES 2599482 T3

28

<213> Granulibacter bethesdensis

<400> 107

Met Ser
1

Thr Gly

Thr Asn

Leu Gly

50

Gly Ala

Ile

Asp

Val

35

Arg

Gln

Len

Lys

20

Val

Pro

Ala

Ile Asn

5

Gly Thr

Gly Gly

Val Phe

Ser Ile
70

Lys

Phe

Val

Asn

55

Thr

Gln

His

Thr

40

Thr

Phe

114

Thr

Gly

25

Pro

Val

Val

Lys

10

Arg

Gly

Glu

Ala

Ile

Glu

Lys

Asp

Pro
75

Ile

Met

Gly

Ala
60

Ile

Tle

Gly

Val

Phe

Gln

Asp

30

Gln

Arg

Cys

Gly

15

Tyr

Thr

Glu

Ala

Phe

Gly

His

Thr

Aep
80



Ala

Thr

Ala

His

145

Leu

Ser

Len

Leu

Trp
225

Leu

Ser

Iyr

Ala

<210> 108
<211> 389
<212> PRT

Ile

Asp

Arg

Gly

130

Tle

Thr

Asp

Met

210

Ile

Thr

Gly

Gly

Ala
250

Met

Gly

Tyr

115

Ile

Tyr

Tyr

Ser

His

135

ITle

Ser

Ala

Glu

Leu

275

Val

Glu

ITle

100

Gln

Ile

Lys

Glu

Val

180

Leu

Gly

Glu

Pro

Gly

260

Thr

Leu

Gly

85

Pro

Lys

Ser

Glu

Ala

165

Gly

Gln

Glu

Asn

Lys

245

Asp

Val

Ala

<213> Granulibacter bethesdensis

<400> 108

ES 2599482 T3

Ala

Ala

Asp

Pro

Gly

159

Ala

Ile

Leu

Ile

Met

230

Gly

Ser

Ala

Gly

Asp

Gln

Arg

Gly

135

His

Ala

Gly

Phe

Gly

215

Ser

Arg

Ala

Pro

Arg
2595

Ala

Asp

Arg

120

Gln

val

Gln

Gly

Glu

200

Gly

Lys

Arg

Ala

Ser

280

Gln

115

Gly

Met

105

Thr

Ala

Gly

Leu

Asp

185

Ala

Pro

Pro

Met

Glu

265

Pro

Ala

Leu

ac

Met

Arg

Met

Tle

Lys

170

Pro

Asp

Gln

Val

Gly

250

Lys

Gly

Ala

Glu

Leu

Leu

val

i55

Glu

Ile

Pro

Glu

Val

235

His

Ser

Glu

Leu

Val

val

Gly

140

Ser

Leu

Asn

Glu

Alz

220

Gly

Ala

Glu

Ile

Lys

Gly

125

Ile

Arg

Gly

Gly

Thr

205

Glu

Tyr

Gly

Ile

Gly
285

Cys

Arg

110

Pro

Met

Ser

Ile

Ser

190

His

Alaz

Val

Ala

Met

270

Ser

Thr

95

Tyr

Asn

Pro

Gly

Gly

175

Ser

Ala

Alaz

Ala

Ile

255

Arg

Thr

Ile

Leu

Cys

Gly

Thr

1690

Val

Phe

Val

Lys

Gly

240

Ile

Ser

Val



"%

Val

Ile

Tyr

val

Gly

Ile

145

Ala

Ile

Arg
225

Arg

Asp

Ala

Ala

His

50

Tyr

val

Val

Leu

Gly

130

Gln

Gln

Val

Thr

Leu

210

Arg

Glu

Val

val

Ala

35

Ala

His

Thr

Glu

Asp

115

Met

Val

Ile

Thrx

Met

195

Ala

Asn

Ala

Gly Asp Ile

His

Pro

20

Thr

Gly

Glu

His

val

100

Arg

Glu

Ile

Ala

Sar

180

Leu

Leu

Agn

Gln

Gly

Glu

Glu

Ala

vVal

Gln

Ala

Lys

Ile

Val

Phe

165

Ile

Glu

Asp

Val

Ala
245

ES 2599482 T3

Tyr Gln Ala

Gly

Arg

Thr

Asp

Glu

Glu

150

Lys

Met

Ile

Ala

Ala

230

Ala

Vval

Ala

Ile

Gly Gly

Gly

55

Glu

Gly

Pro

Glu

Glu

135

Fro

Leu

Gly

Asn

Lys

213

Asn

Glu

Val

449

Lys

Ala

Pro

Phe

Arg

120

Ile

Ala

Gly

Aa

Pro

200

Met

Met

Asn

116

Lys

Ala

25

Tp

Ala

Ala

Glu

Glu

105

val

Ala

val

Leu

Tyr

185

Leu

Ser

His

AsSn

Gly

Glu

10

Phe

His

Gly

Ala

Gly

Lys

Arg

Ser

Gly

Ser

170

Arg

val

Phe

Asp

Leun

250

Ala

Leu

Ser

Trp

Gly

Gly

15

Lys

Glu

val

Lys

Leu

155

Ser

Alza

Lau

Asp

Pro

235

Asn

Gly

Leu

Ala

Ala

Ila

60

Mat

Pro

Fhe

Ile

His

140

Gln

Arg

Phe

Thr

Asp

220

Ser

Tyr

Leu

Ala

Asp

Val

Lys

Leu

Vval

Tyr

Ala

125

Pro

Gin

Gln

Arg

Lys

205

Asn

Gln

val

Ala

Ser Ala
15

Gln Ala
30
Lys Ala

Leu Cys

Gly Lys

Gln Arg

Leu Gly
110

Ser Ala

Glu Lys

Fha Gln

Val Gln

175

Asp Hias
130

AsSp ASp

Ala Leu

Asp Asp

Gly Leu

255

Met Ala

Gly

val

Gln

Lys

Arg

val

Phe

Glu

Lau

Ala

160

Arg

Asp

Arg

Fhe

Pro

240

Glua

Thr



Met

Val

Val

305

Gly

Lysa

Asn

Ile

Ala
385

<210> 109
<211> 320
<212> PRT

Asp

Gly

290

Leu

Ile

Glu

Val

Met

370

Lya

Val

275

Gly

Ser

Asn

val

Glu

355

Ala

Ala

260

Ile

Gly

Asp

Arg

Asp

340

Glu

Glu

Ala

Lys

Ala

Lys

Cys

325

Leu

Gly

Ser

Ala

<213> Hyphomicrobium denitrificans

<400> 109

ES 2599482 T3

Tyr

Ser

Asn

310

Asp

Lysa

Arg

Lau

Ala

Pro

295

Val

Trp

Leu

Arg

Thr
375

Gly
280

Glu

Lys

Ile

Pro

Ile

360

Glu

117

265

Gly

Arg

Val

Ala

Leu

345

Lau

Ala

Glu

Thr

Val

Glu

330

val

Lys

Ala

Pro

Ala

Leu

315

Gly

val

Glu

Glu

Ala

Thr

300

Val

val

Azrg

Ser

Lya
380

Asn

285

Ala

Asn

val

Leu

Gly

365

Ala

270

Phe

Phe

Ile

His

Ala

350

Ile

Val

Leu

Arg

Phe

Ala

335

Gly

Ser

Glu

Asp

Leu

Ala

320

Val

Thr

Val

Ala



Met Ser
1

Tyr Leu

Lys Ser

Pro Pro
S0

Asp Leu
65

Gly Leu

ES 2599482 T3

Tyr Thr Leu Tyr
5

Ala Val Pro Gly
20

Ala Ala Asp Tyr
35

Glu Lys Glu Gln

Asp Trp Lys Gly
70

Asp Thr His Tyr
85

Pro

Ser

val

Ala

Ala

Cys

Asn

Asn

Phe

40

Arg

Gly

Tyr

118

Arg

Pro

25

Leu

Lys

Lys

Arg

Lys Gln
10

Thr Met

Asp Cys

Asn Ile

Ser Val

75

Asp Val

Arg Leu Gln

Ile Asp Arg
30

Glu Asp Ala
45

Ile Gln Ala
60

Ser Val Arg

Val aAsp Ile

Arg Ser
1%

Ala Leu

Val Ala

Leu Asn

Ile Asn

80

Val Glu
- 1.3



Gln

Pro

Pro
145

Leu

Gln

Gly

Gly
225

Lys

Ser

Lys

Thr
305

<210> 110
<211> 299
<212> PRT

Ala

Ala

Lys

130

Leu

Glu

Trp

Leu
210

Tyr

Trp

Pro

Lys

Met

290

Ala

Gly

Asp

115

Gly

Gly

Ser

Thr

His

195

Arg

Lys

Thr

Glu

275

Ile

Ala

Ala

100

Val

Leu

Met

Met

val

180

Phe

Pro

Ala

Ile

Ala

260

Ala

Asp

Ala

Lys

Tyr

Pro

Ala

His

165

Val

Pro

Ile

Ala

His

245

Lys

Glu

Ala

Ile

<213> Hyphomicrobium denitrificans

<400> 110

ES 2599482 T3

Ala

His

Asn

150

Phe

Ile

Asp

Ala

230

Pro

Glu

Ala

Ala

Lys
310

Asp

Ile

Gln

135

Val

Gly

Gly

Ser

Gly

215

Ser

Ile

Gln

Ser

295

Ala

Thr

Glu

120

Ile

Glu

Val

Gly

Arg

200

Pro

Gln

Glu

Gly

280

Glu

Gly

119

Ile

105

Ser

Gly

Ala

Leu

185

Met

Phe

Gly

Ile

265

Lys

Lys

Glu

Leu

Phe

Met

Ile

Asp

170

Asn

Thr

Gly

Ala

Glu

250

Ala

Gly

Met

Glu

Ile

val

Glu

Ala

155

Tyr

Pro

Val

Gly

Ala

235

Glu

Ala

Ala

Ala
315

Pro

Ser

Ala

140

Ser

Ser

Asp

Ala

Ile

220

Leu

Ala

Arg

Ala

Lys

300

Arg

Lys

Gln

125

Leu

Ala

Ala

Tyr

Cys

205

Asp

Gly

Asn

Ile

Ser

285

Asn

Ala

Val

110

Ile

Ile

Asn

Phe

Pro

190

Arg

Asp

Met

Glu

Leu
270

Lys

Gly

Glu

Glu

Ser

Asn

175

Gly

Ala

Pro

Glu

Ile

255

val

Asp

Leu

Ser

Val

val

Thr

Arg

160

Lys

Asp

Phe

Glu

Gly

240

Tyr

Ala

Gly

val

Lys
320



ES 2599482 T3

Met Ala Ile Phe Ile Asn Glu Lys Thr Pro Ile Leu Ile Gln Gly Phe

120



Thx

Ser

Leu

Gly

Ala

Thr

hrg

Ala

His

145

Leu

Sar

Lau

Pha

225

Leu

Ser

Gly

Asn

Gly

30

Ala

Ile

Asp

Arg

Gly

130

Ile

Gly

Thr

Asp

Mat

219

Ala

Ser

Ala

Arg

val

35

Arg

Glu

Met

Gly

Tyr

115

Thr

Tyr

Tyr

Ser

Val

155

Ila

Lys

Ala

Phe

Ile

20

val

Pro

Ala

Glu

Ila

100

Lys

Ile

Leu

Glu

val

180

Leu

Gly

Glu

Pro

Gly
260

Gly

Gly

val

Ser

Ala

85

Pro

Lys

Ser

Pro

Ala

165

Gly

Glu

Glu

His

Lys

245

Glu

ES 2599482 T3

Thr

Gly

Phe

Ile

70

Ala

Ala

Glu

Pro

Gly

150

Ala

Ile

His

Ila

Mat

230

Gly

Ser

Phe

val

Asn

35

Val

Asp

Gln

Ala

Gly

‘135

Arg

Ala

Gly

Pha

Gly

215

Lys

Arg

Ala

His

Thr

45

Thr

Phe

Ala

Asp

Arg

120

Lys

val

Gln

Gly

Glu

200

Gly

Lys

Arg

Ala

121

Ala

25

Pro

val

val

Gly

Mat

105

Met

Ala

Gly

Lau

AsBp

185

Asn

Pro

Fro

Met

Glu
265

10

Gln

Gly

Lys

Pro

Ile

90

Ile

Ile

Mat

Ile

Lys

170

Pro

Asp

Gln

Val

Gly

250

Lys

Glu

Lys

Gly

Pro

75

Lysa

Arg

Leu

Lau

val

153

Als

Ile

Fro

Glu

Ila

235

His

val

Met

Gly

Ala

60

Pro

Tyzr

val

Thr

Gly

140

Gly

Asn

Giu

Ala

220

Ala

Ala

Glu

Tle

Gly

43

Val

Phe

Cys

Lys

Gly

125

Ile

Arg

Gly

Gly

Thr

205

Glu

Tyr

Gly

Ile

Asp

30

Thr

Asp

Ala

Val

Arg

110

Pro

Mat

Ser

Ils

Sar

190

Asp

Ala

Ils

Ala

Leu
270

Tyx

Ser

Glu

Ala

Cys

95

Tyr

Pro

Gly

Gly

175

Ser

Ala

Gly

Ala

Ile

255

Lys

Gly

His

Thr

Asp

80

Ile

Mat

Cys

Gly

Thr

160

val

His

Ile

Loy

Gly

240

val

Gly



ES 2599482 T3

Cys Gly Val Ala Ile Ala Pro Thr Pro Ser Glu Met Gly Ser Thr Val
275 280 285

Ala Gln Val Leu Gly Lys Gln Lys Lys Val Ala
290 235

<210> 111
<211> 387
<212> PRT
<213> Hyphomicrobium denitrificans

<400> 111

Met Asp Ile His Glu Tyr Gln Ala Lys Glu Leu Leu Ala Lys Phe Gly
1 5 10 15

Val Pro Ile Ala Arg Gly Gly Leu Ala Tyr Ser Pro Glu Gln Ala Thr
20 25 30

Tyr Arg Ala Ser Glu Leu Gly Gly Thr Val Val Val Lys Ala Gln Ile
35 40 45

His Ser Gly Ala Arg Gly Lys Ala Gly Gly Val Lys Val Cys Lys Thr
50 55 60

Glu Lys Glu Ile Glu Asp Ala Ala Glu Phe Met Leu Gly Arg Lys Leu
65 70 75 80

Val Thr His Gln Thr Gly Ser Ala Gly Lys Leu Val Ser Arg Leu Tyr
85 90 95

Tle Glu Glu Ala Thr Asn Ile Asp Arg Glu Ile Tyr Leu Gly Phe Val
100 105 110

Met Asp Arg Ala Ser Glu Arg Ile Val Val Val Ala Ser Ala Ala CGly
115 120 125

Gly Met Asp Ile Glu Glu Ile Ser Ala Ser Gln Pro Asp Thr Ile Ile
130 135 140

Arg Val Ala Val Asp Pro Ala Val Gly Met Gln Gln Phe Gln Ala Arg
145 150 155 160

Glu Leu Ala Phe Gly Leu Gly Val Asp Pro Glu Ile Val Asn Lys Leu
165 170 175

Val Pro Ala Ile Met Gly Cys Tyr Arg Ala Phe Arg Asp Leu Asp Ala
180 185 190

122



Val

225

Glu

Gly

305

Ile

Glu

val

Ser

Lys
385

<210> 112
<211> 316
<212> PRT

Met

Ala

210

Pro

Thr

Ile

Gly

290

Asn

Leu

Glu

Ala

370

Lys

Val

135

Leu

His

Tyr

Gly

Tle

275

Gly

Asp

Arg

Asp

Glu

355

Glu

Glu

Asp

Ile

Ala

Cys

260

Lys

Ala

Lys

Cys

Ile

340

Gly

Thr

<213> Nitrosomonas europaea

<400> 112

Ile

Ala

Ala

Ser

245

Ile

Leu

Ser

Asn

Asp

325

Lys

Arg

Leu

ES 2599482 T3

Asn

Lys

Glu

230

Val

Ala

Pro

Val
310

Trp

Lys

Ala

Pro Leu
200

Met Ser
215

Leu Arg

Arg Gly

Asn Gly

Gly Gly

280

Glu Arg
295

Lys Ala

vVal Ala

Pro Ile

Ile Ile

360

Asp Ala
375

123

Vval

Phe

Leu

Ala

265

Glu

Vval

Ile

Lys

Val

345

Asp

Ala

Ile

Lys

Ser

250

Gly

Pro

Thr

Leun

Gly

330

Val

Asn

Lys

Thr

Ser

235

Tyr

Leun

Ala

Lys

Val

315

val

Arg

Ser

Gln

Lys

Asn

220

Gln

Vval

Ala

Asn

Ser

300

Asn

vVal

Leu

Gly

Ala
380

Glu

205

Ala

Glu

Gly

Phe

285

Phe

Val

Asp

Ala

Leu

365

Val

Lys

Len

Asp

Leu

Ala

270

Leu

Lys

Phe

Ala

Gly

350

Thr

Glu

Gln

Phe

Pro

ASp

255

Thr

Asp

Ala

Ala

Val

335

Thr

Val

Ala

val

Arg

Arg

240

Cly

Leu

Ile

val

Gly

320

Lys

Asn

Ile

Ala



ES 2599482 T3

Met Ser His Thr Leu Tyr Glu Thr Lya Thr Pro Arg Val Gln Arg Cya
1 5 10 15

Glu Leu Ala Val Pro Gly Ser Arg Pro Glu Met Phe Glu Lya Ala Leu
20 25 30

124



Lys

Pro

Asp

Gly

Gln

Gln

Ala

145

Gly

Asn

Gly

Ala

Pro

225

Glu

Val

Thr

Ser

Asp
50

Ala

Ala

Gln
130

Arg

Asp

Phe

210

Glu

Gly

Phe

Ala

Gly

35

Asp

Asp

Asp

Gly

Asp

115

Gly

Gly

Ala

Gln

195

Gly

Gly

Lys

Thr

Leu
275

val

Lys

Trp

Thr

His

100

Val

Leu

Met

Glu

Arg

180

Trp

Leu

Tyr

Trp

Pro

260

Lys

Asp

1le

Lys

Gln

85

Lys

Tyr

Lys

Ala

Ala

165

Thr

His

Arg

Lys

Ala

24%

Pro

Glu

ES 2599482 T3

Fhe

Gln

Ser

70

Tyr

Ile

Met

Asn

Asn

150

Leu

Thr

Ala

Pro

Gln

230

Ile

Thzx

Ala

Ile

Ala

55

His

Met

Asp

val

Arg

135

val

His

Asn

Ala

Ile

215

Ala

Hie

Ala

Ala

Phe

40

Arg

Gly

val

Thr

Glu

120

Ile

Glu

Phe

Ile

Tle

200

Asp

Ala

Pro

Glu

Ala
280

125

Leu

Lys

val

Arg

Leu

105

Ala

Gly

Gly

Gly

185

Ser

Gly

Arg

Thx

val

265

Gln

Asp

Asn

Thr

Asp

90

Laeu

Met

val

Ile

val

170

Gly

Arg

Pro

Arg

Gln

250

Asp

Gly

Leu

Ile

Leu

15

Val

Ile

Glu

Ala

155

Ala

Met

Phe

Ala

235

Ile

Lys

Lys

Glu

Ile

60

Ser

val

Pro

Ser

Ala

140

Arg

Asp

Asn

Thr

Gly

220

Ala

Ala

Ala

Gly

Asp

45

Gln

val

Agp

Lys

Gln

125

Leu

Arg

Tyr

Pro

val

205

Agp

Ala

Leu

Lya

Ala
285

Ala

Ala

Arg

Leu

val

110

Lau

Ile

Gly

Ala

Asp

150

Ala

Ile

Leau

Ala

Arg

270

Ala

Val

Ila

Ile

Val

85

Gly

Glu

Glu

Thr

Ala

175

Tyr

Cys

Gln

Gly

Asn

255

Ile

Ser

Ala

Asn

Asn

80

Glu

val

Met

Thr

Ala

160

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

240

Glu

Leu

Leu



ES 2599482 T3

Asp Gly Arg Leu Ile Asp Ala Ala Ser Glu Arg Met Ala Asn Asn Ile
290 295 300

Val Lys Met Ala Glu Ala Ile Ala Ala Lys Ser Lys
305 310 315

<210> 113
<211> 295
<212> PRT
<213> Nitrosomonas europaea

<400> 113

126



Met

Thr

Ser

Leau

Gly

65

Ser

Thr

Ser

His
145

Ser

Ala

Gly

Asn

Gly

Ala

Ila

Asp

Lsu

Gly

130

Ila

Gly

Thr

Asn

Ile

Arg

Val

35

Leu

Glu

Mat

Gly

Pha

115

Thr

Tyr

Tyr

Ser

Val

Lau

Ile

Val

Pro

Ala

Glu

Ile

100

Pro

Ile

Ser

Glu

Val

1890

Leu

Ile

Gly

Gly

val

Ser

Ala

85

Pro

Glu

Ser

Arg

Ala

165

Gly

Gln

ES 2599482 T3

Asn

Thr

Gly

Phe

Ile

70

Ala

Thr

Glu

Pro

Gly

150

Ala

Ile

Lys

Glu

Fhe

val

Asn

55

val

Asp

Gln

Asp

Gly

135

val

Asp

Gly

Gln

His

Thr

40

Thr

Phe

Asp

Arg

120

Arg

val

Gln

Gly

Glu

127

Thr

Ala

25

Pro

val

val

Gly

Met

105

Mat

Ala

Gly

Met

Asp

iB5

Glu

Arg

10

Gln

Gly

Arg

Pro

Ile

90

Met

Mat

Met

Val

Arg

170

Pro

Asp

Ile

Glu

Lys

Glu

Pro

75

Lys

Thr

Lau

Val

155

Arg

Ile

Pro

Ile

Mat

Gly

Ala

60

Ala

Tyr

vVal

Thr

Gly

140

Gly

Leu

Ile

Glu

val

Ile

Gly

45

val

Phe

Cys

Lya

Gly

125

Ile

Arg

Asn

Gly

Thr

Gln

Asp

Gln

Glu

Ala

val

Asn

110

Pro

Met

Ser

Ile

Ser

1990

Lys

Gly

15

Tyr

Lys

Gln

Ala

Ser

95

Phe

Asn

Pro

Gly

Gly

175

Ser

Val

Phe

Gly

His

Ala

Asp

80

Ila

Leu

Cys

Gly

Thr

160

Ile

His

Thr



Len

Phe
225

Leu

Ser

Leu

Ala

<210> 114
<211> 390
<212> PRT

Met

2190

Ala

Thr

Ser

Gly

Lya
290

185

Ile

Lys

Ala

Ala

Val

275

val

Glu

Pro

Gly

260

Thr

Lau

<213> Nitrosomonas europaea

<400> 114

Glu

Asn

Pro

245

Glu

ITle

Ala

ES 2599482 T3

Ile

Met

230

Gly

Ser

Cys

Gly

Gly

215

Ser

Arg

Ala

Pro

Leu
295

200

Gly

Lys

Pro

Pro

Arg Met

Ala

Thr
280

128

Glu
265

Pro

Met

Leu

Gly

250

Lys

Ser

Glu

Val

235

His

Val

Leu

205

Val Glu

220

Ala Tyr

Ala Gly

Glu Arg

Met Gly
285

Ala

Ile

Ala

Leu

279

Glu

Gly Leu

Ala Gly

Tle
255

Lys

Thr

240

Tle

Glu

Val



Gln

Ile

Thr

65

Tyr

Lys

Arg

His

50

His

Val

Ile

Ile

Ile

Leu

Ser

35

Ser

Glu

Thr

Glu

Asp
115

His

Ala

20

Arg

Gly

Glu

His

Ala

100

Arg

Glu

Glu

Glu

Ala

Ile

Gln

8s

Gly

Ser

ES 2599482 T3

Tyr

Gly

Ile

Arg

Glu

70

Thr

Thr

His

Gln

Gly

Asp

Gly

val

Gly

Glu

Glu

Ala Lys

Leu Ala
25

Gly Asn
40

Lys Ala

Ala Ala

Pro Ala

Ile Ala

105

Arg Ile
120

129

Glu

10

His

val

Gly

Glu

Gly

90

Arg

val

Ile

Thr

Trp

Gly

Ser

75

Lys

Glu

Met

Val

Val

Val
60

Val

Val

Ala

Glu

Val

45

Lys

Cys

Tyr

Gly
125

Glu

Glu

30

Lys

Val

Gly

Ser

Lau

110

Ser

Tyr

15

Ala

Ala

Cys

Lys

Arg

95

Ala

Ala

Gly

val

Gln

Arg

Lys

80

Leu

Phe

Gln



Gly

Lys

145

Ala

Ala

Leu

225

Gly

Val

val

305

Gly

Asn

Ile

Gly

130

Lys

Thr

Val

Asn

Ile

2190

Glu

Asp

Asp

Gly

290

Leu

Ile

Asn

Val

Thr
370

Met

Ile

Lys

Ile

195

Ala

His

Ile

Ile

Met

275

Gly

Ala

Ile

Glu
355

Ala

Asp

Ala

180

Leu

Leu

Ala

Gly

260

Ile

Gly

Asp

Gly
340

Glu

Glu

fle

Ile

Phe

165

Ile

Glu

Asp

Ile

Ala

245

Cya

Lys

Alz

Cys

325

Met

Gly

Thr

ES 2599482 T3

Glu

Glu

150

Ala

Ile

Ala

Ser

230

Ala

Met

Leu

Ser

Asn

310

Thr

Leu

Thr

135

Pro

Leu

Gly

Asn

Lys

215

Glu

Glu

Ile

Ala

Ala

295

Val

Trp

Val

Ala
375

Ala

Gly

Cys

Pro

200

Met

Leu

Ala

Asn

Gly

280

Glu

Lys

Ile

Pro

Ile

360

Asp

130

Ala

Val

Leu

Tyr

185

Leu

Ser

Arg

Gly

Gly

265

Gly

Arg

Ala

Ala

Leu

345

Ile

Ala

Ala

Gly

Glu
170

155

Asp

Arg Ala

Val

Phe

aAsp

Len

250

Ala

Glu

Thr

Met

Glu

330

Val

Ala

Ala

Val

Asp

Asn

235

Ser

Gly

Pro

Glu

Leu

315

Gly

Val

Asp

Glu

Asn

140

Gln

Vval

Met

Thr

Glu

220

Ser

Tyr

Leu

Ala

Lys

300

Val

val

Ser

Lys
380

Pro

Asp

Leu

Arg

Arg

205

Asn

Gln

val

Ala

Asn

285

Ala

Asn

Vval

Leu

Gly

365

val

Asp

Phe

Leu

Asp

130

Asn

Ala

Ile

Gly

Met

270

Phe

Pha

Ile

Gln

Ser

350

Leu

Val

Ala

Gln

Asn

175

Leu

Asn

Len

Asp

Leu

255

Ala

Leu

Arg

Phe

Ala

335

Gly

Pro

His

Ile

Ala

160

His

Asp

Glu

Phe

Ser

240

Asp

Thr

Asp

Leu

Ala

320

val

Thr

Ila

Ala



<210> 115
<211> 320
<212> PRT
<213> Methylococcus capsulatus

<400> 115

ES 2599482 T3

Arg Asn Gln Ala Ala Val

385

131

390



Met

Ser

val

Ala

Cys

65

Ile

Thr

Ile

Tle

145

Ala

Ala

vVal

Ala

Asn

Phe

Arg

50

Ala

Len

Len

His

130

Ala

Asp

Asn

Ala

Ala
210

Val

Pro

Leu

35

Arg

Val

Leu

Val

Leu

115

Val

Arg

Tyr

Pro

Tyr

195

Ala

Lys

20

Asp

Asn

Ser

Val

Pro

100

Ser

Leu

Thr

Ala

Asp

180

His

Cys

Asn

Met

Leun

Ile

Val

Glu

85

Lys

Gln

Ile

Cys

Ala

165

Tyr

Trp

Arg

ES 2599482 T3

Arg

Leu

Glu

Val

Arg

70

Ile

Val

Ile

Glu

Pro

150

Ser

Gly

Ala

Ala

Leu

Glu

Asp

Phe

55

Ile

Val

Gly

Glu

Thr

135

Glu

Val

Met

Asp

Tyr
215

His

Lys

Ala

40

Ala

Asn

Glu

Ser

Ala

120

Ala

Arg

Arg

Leu

Gln

200

Gly

132

Arg

Ala

25

Val

Leu

Gly

Ser

Ala

105

Tyr

Met

Met

Ala

Thr

185

Trp

Leu

Ser

10

Pro

Ala

Asn

Leu

Cys

90

Ser

Lys

Gly

Glu

Arg

170

Asp

His

Arg

Glu

Glu

Pro

Thr

Asp

75

Gly

Asp

Gly

Met

Ala

155

Thr

Pro

Phe

Pro

Leu

Ala

Asp

Tyr

60

Thr

Asp

Vval

Phe

Ala

140

Met

Thr

Asp

Gly

Ile
220

Ala

Gly

Asp

45

Asp

His

Lys

Leu

Lys

125

Asn

Val

Asn

Glu

Ile

205

Asp

Val

Ala

30

Lys

Trp

Tyr

Len

Phe

110

Pro

Val

Phe

Ile

Ser

1380

Ser

Gly

Pro

15

Asp

Glu

Ser

Ala

Asp

85

Val

Ile

Glu

Gly

Gly

175

Gly

Arg

Pro

Gly

Ile

Gln

Arg

Tyr

80

Thr

Ala

Asn

Glu

Val

160

Gly

Thr

Met

Phe



10

Gly
225

Ala

Pro

Ala

Gly

Met
305

<210> 116
<211> 300
<212> PRT

Asp

Ala

Len

Tyr

Ala

290

Ala

Phe

Leu

Cys

Arg

275

Val

Glu

Ser

Gly

AsSn

260

Ile

Ser

Asn

Asp

Cys

245

Glu

Leu

Leu

Val

<213> Methylococcus capsulatus

<400> 116

Met

1

Thr

Thr

Pro

Ala

65

Pro

Val

Leu

Ser

Gly

Asp

50

Vval

Phea

Ala

Gln

val

Glu

Val

35

Pro

Ala

Asn

val

Arg
115

Phe

His

20

Val

Glu

Ala

Ala

Thr

100

Tyr

Val

Ala

Gly

Leu

Thr

Asp

85

Ile

Arg

ES 2599482 T3

Pro

230

Glu

Ile

Glu

Asp

Val
310

Asn

Thr

Gly

Ala

Gly

70

Ala

Ala

Val

Glu

Gly

Phe

Ala

Gly

295

Arg

Lys

Phe

Val

His

55

Ala

Leu

Asp

Gly

Gly

Lys

Thr

Met

280

Arg

Gln

His

His

Thr

40

Leu

ASp

Met

Gly

Lys
120

133

Phe

Trp

Pro

265

Glu

Len

Met

Ser

Ala

25

Pro

Pro

Vval

Glu

Ile

105

Asp

Arg

Ala

250

Thr

Gln

Ile

Lys

Lys

10

Lys

Gly

Vval

Ser

Ala

90

Pro

Ser

Ala

235

Ile

Glu

Ala

Asp

Gln
315

Vval

Asp

Lys

Phe

Ala

15

Ile

Vval

Ile

Ala

His

Lys

Ala

Ala

300

Ile

Ile

Ala

Gly

AsSp

60

Vval

Asp

His

val

Ala

Pro

Glu

Lys

285

Ala

Glu

Phe

Met

Gly

45

Thr

Phe

Ala

Asp

Ile
125

Arg

Ser

Val

270

Glu

Ser

Ser

Gln

Arg

30

Thr

val

val

Gly

Met

110

Gly

Arg

Gln

255

Thr

Gly

Ile

Arg

Gly

15

Met

Arg

Ala

Pro

Ile

95

Ile

Pro

Ala

240

Iie

Arg

Lys

Arg

Arg
320

Phe

Gly

His

Glu

Pro

80

Arg

Arg

Asn



Ser

145

Thr

ile

Phe

val

Arg

225

Gly

Ile

Ala

Val

<210> 117
<211> 389
<212> PRT

Pro

130

His

Leu

Thr

vVal

val
210

Trp

Leu

Ser

Leu

Leu
290

Gly

Ile

Asn

Thr

Thr

195

Met

Ala

Ala

Gly
275

Arg

Ile

Tyr

Tyr

Ser

180

vVal

Ile

Lys

Ala

Glu

260

Leu

Ala

Ile

Lys

Glu

165

Val

Leun

Gly

Glu

Pro

245

Ala

Tyr

Ala

<213> Methylococcus capsulatus

<400> 117

ES 2599482 T3

Thr

Lys

150

Ala

Gly

Arg

Glu

Asn

230

Thr

Asp

Val

Gln

Pro

135

Gly

Thr

Ile

Ala

Ile

215

Meat

Gly

Thr

Ala

Glua
295

Gly

Asn

Glu

Gly

Phe

200

Gly

Thr

Arg

Ala

Arg

280

His

Glu

Val

Gln

Gly

185

Glu

Gly

Lys

Arg

Gly

265

Asn

Gly

134

Cys

Gly

Mat

170

Asp

Ala

Pro

Pro

Met

250

Ala

Pro

Ile

Lys

Ile

155

Ala

Pro

Asp

Gln

vVal

235

Gly

Lys

Ala

val

140

val

Ala

ile

Pro

Glu

220

Ile

His

Met

Gln

Phe
300

Gly

Ser

Leu

Asn

Glu

205

val

Gly

Ala

Ile
285

Ile

Arg

Gly

Gly

1%0

Thr

Ala

Phe

Gly

Ala

270

Gly

Met

Ser

Leu

175

Thr

Glu

Ala

val

Ala

255

Met

Gln

Pro

Gly

160

Gly

Asp

Ile

Ala

Ala

2490

Ile

Glu



ES 2599 482 T3

Met Asn Ile His Glu Tyr Gln Ala Lys Glu Leu Leu Lys Thr Tyr Gly
1 5 10 15

Val Pro Val Pro Asp Gly Ala Val Ala Tyr Ser Asp Ala Gln Ala Ala
20 25 30

Ser Val Ala Glu Glu Ile Gly Gly Ser Arg Trp Val Val Lys Ala Gln
35 40 45

Ile His Ala Gly Gly Arg Gly Lys Ala Gly Gly Val Lys Val Ala His
50 55 60

135



Ser

65

Trp

val

Gly

Val

145

Ala

Ala

Glu

Leu

225

Leu

Ala

Leu

Arg
305

Ile

val

Vval

Ile

Gly

Lys

Lys

Val

Ser

210

Tyr

Pro

Asp

Ser

Asp

290

Ile

Glu

Thr

Glu

Asp

115

Met

Glu

val

Gln

195

Leu

Arg

Lys

Gly

Leu

275

val

Val

Glu

Gln

100

Glu

Val

Ala

Leu

180

Ala

Met

Gln

Glu

Asn

260

Asp

Gly

Leu

Val

Gln

85

Ala

Gly

Ile

Val

Thr

165

Mot

Glu

Val

Arg

Vval

245

Ile

Ala

Gly

Glu

ES 2599482 T3

Arg Gln Tyr

70

Thr

Ser

Asn

Glu

150

Ala

Lys

Ile

Leu

Thr

230

Glu

Gly

Ile

Gly

Asp
310

Gly

His

Gln

Glu

Pro

Ile

Ala

Agn

Asp

215

Ile

Ala

Cys

Thr

Ala

295

Pro

Pro

Ile

Arg
120

val

Ala

Gly

Ile

Pro

200

Ala

Thr

Ser

Ile

Leu

280

Ser

136

Ala Asp Ala Met

Gly

Lys

105

Ile

Ala

Ile

Leu

Tyr

185

Leu

Lys

Glu

Gly

Val

265

Pro

Val

Gly

Lys

Thr

Lys

Gly

Lys

170

Ala

Phe

Met

His

250

Asn

Gly

Glu

Arg

75

Ser

Glu

Glu

Leu

155

Gly

Cys

Ile

Asn

235

Gly

Gly

Gly

Lys

Cys
315

Leu

Tyr

Ile

Thr

140

Leu

Lys

Met

val

Phe
220

Arg

val
300

Ile

Leu

Val

Tyr

Ala

125

Pro

Asp

Leu

Arg

Gly

205

Asp

Leu

Asn

Gly

Pro

285

Thr

Leu

Gly

Gln

Leu

110

Ser

Giu

Phe

Met

Asp

130

Glu

Asp

Ala

Tyr

Leu

270

Ala

Asn

Val

Ser

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Pro

175

Lys

Ser

Asn

Glu

Ile

255

Ala

Asn

Ala

Asn

His

B0

Leu

Phe

Glu

Ile

Cys

160

Gln

Asp

Asp

Ala

Glu

240

Ala

Met

Phe

Cys

Ile
320



ES 2599482 T3

Phe Ala Gly Ile Asn Arg Cys Asp Trp Ile Ala Lys Gly Leu Ile Gln
325 330 335

Ala Cys Asp Ser Leu @Gln Ile Lys Val Pro Leu Ile Val Arg Leu Ala
340 345 350

Gly Thr Aen Val Asp Glu Gly Arg Lys Ile Leu Ala Glu Ser Gly leu
355 360 365

Ser Phe Ile Thr Ala Glu Asn Leu Asp Asp Ala Ala Ala Lys Ala Val
370 3758 380

Ala Ile Val Lya Gly
385

<210> 118
<211> 298
<212> PRT
<213> Gammaproteobacteria no cultivada

<400> 118

137



Met

Thr

Leu

Gly

Ala

Ala

Leu

Thr

Pro

Ser

Gly

Gln

Gly

50

Ala

Ile

Asp

Gly

Pro

130

Gly

Ile

Gln

Val

35

Leu

Asp

Met

Gly

115

Gly

Phe

His

20

Val

Pro

Val

Glu

Ile

100

Asp

Glu

Ile

val

Ala

Gly

Val

Ser

Ala

85

Pro

Cys

Cys

Gly

ES 2599482 T3

Asn

Thr

Gly

Phe

Gly

70

Ile

Val

Leun

Lys

Val

Arg

Phe

Val

Asp

55

Ile

Glu

Gln

Val

Vval

135

Val

His

His

Thr

40

Thr

Phe

Ala

Asp

Leun

120

Gly

Ser

138

Ser

Ala

25

Pro

Vval

Vval

Gly

Met

105

Gly

Ile

Arg

Ser

Gly

Ser

Pro

Ile

920

Ile

Pro

Met

Ser

Val

Glu

Lys

Glu

Pro

75

Arg

Asn

Pro

Gly

Ile

Ala

Gly

Ala

60

Ala

Vval

Val

Thr

Ala

140

Thr

Ile

Ile

Gly

val

Phe

Ile

Gln

Pro

125

Gly

Leu

Gln

Arg

30

Ser

Ser

Ala

val

Arg

110

Gly

Ile

Asn

Gly

15

Tyr

Lys

Glu

Ala

val

a5

Tyr

Ile

Tyr

Tyr

Phe

Gly

His

Asp

Ile

Arg

Ile

Arg

Glu



145

Ala

Gly

Lys

Glu

Asn

225

Pro

Val

Lys

<210> 119
<211> 392
<212> PRT

Val

Ile

Ala

Ile

210

Met

Gly

Val

Glu
290

Glu

Gly

Phe

195

Gly

Gln

Ala

Arg
275

Arg

Gln

Gly

180

Glu

Gly

Lys

Lys
260

Asn

Leu

Leu

165

Gln

Pro

Pro

245

Ala

Pro

Gly

ES 2599482 T3

150

Gly

Pro

Asp

Gln

Leu

230

Gly

Lys

Ala

<213> Gammaproteobacteria no cultivada

<400> 119

Lys

Vval

Pro

Glu

215

Ile

Mot

Arg

Ala
295

Leu

AsSn

Asp

200

Val

Gly

Ala

Ile
280

Val

139

Gly

Gly

185

Thr

Ala

Phe

Gly

Ala

265

Gly

Leu

170

Asp

Ala

Val

Ala

250

Met

Glu

Gly

155

Gly

Ala

Ala

Ala

235

Ile

Glu

Thr

Gln

Phe

Ile

220

Gly

Ile

Glu

Val

Val

Val
205

Trp

Ala

Glu

Leu

Leu
285

Thr

Thr

190

Met

Ala

Ser

Gly

Gly

270

Arg

Ala

175

Vval

Ile

Lys

Ala

Glu

255

Val

Ala

160

val

Leu

Gly

Glu

Pro

240

Glu

Tyr



Val

Al=

Ile

Ser

AsSn

Pro

val

His

50

Leu

Ile

Val

Ala

35

Thr

Glu

His Glu

Pro Ala

20

Glu Gln

Gly Gly

Glu vVal

ES 2599482 T3

Tyr Gln Ala Lys

Gly Asn Val Ala
25

Ile Gly Gly Asp
40

Arg Gly Lys Ala
5%

Arg Lys Ile Ala
70

140

Glu

10

Tyr

Gly

Gly

Asp

Leu Leu Arg Ser
Ser Asp Arg Gln
30
Trp Val Val Lys
45

Gly Val Lys Leu
60

Glu Met Ile Gly
75

Tyr

15

Ala

Ala

Ala

Lys

Gly

Gln

Gln

Gln

Thr
80



Leu

Leu

vVal

Gly

Val

145

Arg

Gln

Asp

Pro

Leu

225

Asp

Leu

Ala

Len

Arg

305

Fhe

val

Val

Ile

Gly

130

Arg

Lys

Ala

Ala

Lys

210

Phe

Pra

Asp

Thr

Asp

290

Ila

Ala

Thr

Glu

Asp

115

val

Glu

val

val

Leu

195

Leu

Arg

Gly

Met

275

Ile

val

Gly

Pro

Glu

100

Arg

Glu

Ala

Ala

Arg

180

Gln

val

His

Glu

Asp

260

Asp

Gly

Ile

Ile

Gln

85

Ala

Arg

Ile

Ile

Ala

165

Leu

Val

Cys

Pro

val

245

Ile

Ala

Gly

Gln

Asn
325

ES 2599482 T3

Thr

val

Ser

Glu

Asp

150

Ala

Glu

Leu

Glu

230

Glu

Gly

Ile

Gly

ASp

310

Arg

Gly

Ser

Gln

Glu

135

Pro

Ile

Gln

Ile

Asp

215

Ile

Ala

Cys

val

Ala

295

Gln

Cys

Pro

Pro

Arg

1290

val

Ala

Gly

Arg

Asn

200

Ala

Asn

Leu

Ile

Phe

280

Ser

Asn

Asp

141

Lys

Gln

105

Ile

Ala

Ile

Leu

Ile

185

Pro

Lys

Glu

Gly

Val

265

His

Pro

val

Trp

Gly

90

Arg

Thr

Ala

Gly

Arg

170

Tyr

Leu

Phe

Leu

His

2590

Asn

Gly

Glu

Lys

Ile
330

Lys

Glu

Ile

Arg

Leu

155

Asp

Arqg

Gly

Asn

Arg

235

Gly

Gly

Gly

Lys

Thr

315

Ala

val

Leu

val

Ser

140

Arg

Lys

Leu

Ile

Phe

220

Asp

Leu

Ala

Trp

val

300

Leu

Thr

Val

Tyr

Ala

125

Pro

His

FPhe

val

205

Asp

Leu

Asn

Gly

Pro

285

Gln

Lau

Gly

Arg Arg Val

Leu

110

Ser

Glu

Phe

13%0

Gly

Pro

Glu

Tyr

Leu

270

Ala

Asn

val

Leu

95

Gly

Ala

Lys

Gln

Met

175

Ser

Asn

Glu

Ile

255

Ala

Asn

Ala

Asn

val
335

Glu

Ile

Cys

160

Ala

Lys

Glu

Ala

Glu

240

Ala

Met

Phe

Cys

Ile

320

Gln
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Ala Tyr Thr Ser Leu Arg Ile Asp Lya Pro Cys Val Val Arg Leu Ala

340 345 3590

@ly Thr Asn Val Glu Glu Gly Leu Arg Ila Leu Thr Asp Ser Gly Leu

355 360 365

Ala Phe Val Lys Ala Ser Asn Leu Asp Asp Ala Ala Ala Lys Ala Val

370 375 380

Ala Ile Ala Hia Gly Arg Asn Val
385 330

<210> 120
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 120
ccgcggtacc gtataataaa gaataattat taatctgtag acaaattgtg aaagg 55

<210> 121
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 121
cttttgttta taagtgggta aaccgtgaat atcgtgttct tttcac 46

<210> 122
<211> 62
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 122

aagaactcta gaacaazaaag gataaaacaa tggcaaaaat gagagccgtt gacgcggcaa

tg

<210> 123
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 123
gaccagctgc agtcaggcca gtttatggtt agccattaat tccagce 46

<210> 124

142

60

62
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<211>69
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 124

acacaactgc agacaaaaag gataaaacaa tgaagattgt cattgcgcca gactctttta
aagagagct

<210> 125
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 125
gcccccaagc tttcagtttt taattccctg acctatttta atggcgcagg 50

<210> 126
<211> 62
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 126

aagaactcta gaacaaaaag gataaaacaa tggcaaaaat gagagccgtt gacgcggcaa
ty

<210> 127
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 127
gcccccaagc tttcagtttt taattccctg acctatttta atggcgcagg 50

<210> 128
<211> 58
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 128
gactctagag gatccccggg atgacagact cggttatcaa cagtgaatta cttttcag 58

<210> 129
<211> 50
<212> ADN
<213> Atrtificial

143

60

69

60

62
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<220>
<223> Cebador

<400> 129
gacgggacgg cggctttgtt ggcttccgeg ttatgaaaaa agtagagage

<210> 130
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 130
ttgagacaca acgtggcttt cccagcaagg acagcgcgceg caatgaatg

<210> 131
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 131

50

49

atgaccatga ttacgaattc tcagggaagc aggcggtagc ctggcagagt cag

<210> 132
<211>48
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 132
tttttcataa cgcggaagcc aacaaagccg ccgtceccgtc aagtcage

<210> 133
<211>60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 133

48

cgcgcegctgt ccttgetggg aaagecacgt tgtgtctcaa aatctctgat gttacattge

<210> 134
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 134

gccgcecgaat tcccgaaaag tgccacctga cgtctaagaa acc 43

<210> 135
<211>53
<212> ADN
<213> Atrtificial

144

53

60
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<220>
<223> Cebador

<400> 135

ES 2599482 T3

atgaccatga ttacgaattc tcagggaagc aggcggtagc ctggcagagt cag

<210> 136
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 136
agtctagaga tcctttttaa cccatcac

<210> 137
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 137

agtctagaag tcgataaaca gcaatatt

<210> 138
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 138
gcaacgttgg ctctcatct 19

<210> 139
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 139

cgggatccaa acacgcggcg gaaaaca

<210> 140
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 140
cgggatccgt taacgcaggc tgac

<210> 141
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

24

27

145
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<220>
<223> Cebador

<400> 141
gctgetggceg tactggtte 19

<210> 142
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 142
ctttacactt tatgcttcc 19

<210> 143
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 143
ttgagctcga gaggtctgcc tcgtga

<210> 144
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 144
tcgccatgat getgetgtg 19

<210> 145
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 145
cgggatccga cttagegtca tcggttg

<210> 146
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 146

cgggatccga tgaagattgc taacgacg

<210> 147
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

ES 2599482 T3

26

27

28

146
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<220>
<223> Cebador

<400> 147
tgatgccgac aatattacge 20

<210> 148
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 148
cgcctcgagt gactcatacc aggcctg

<210> 149
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 149
cgcctcgagg caacaccttc ttcacgag

<210> 150
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 150
atcatccagc tgtcaggcag ccatcggaag

<210> 151
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 151
atccccggga attetgtt 18

<210> 152

<211> 1352

<212> ADN

<213> Corynebacterium casei

<400> 152

ES 2599482 T3

27

28

30

147



10

15

20

cgccteogage
ttggttaaat
tgagaaagtc
gctgeegetg
gaagaacgcg
ggtcgttgac
gagacctaac
cgcggagcca
tgtcaccgaa
caaaaacccce
cgatgagctg
aacgcggegg
tacgtgggca
aatccaaacc
cgaagttgac
gacagacggc
gaaaggctgg
cattggctaa
aacgtgccgg
tcattaaacg
ccatgcegege

aagaagttga

actggaaggg
gtecgtattat
agctacatga
tggccattgg
ctggataagc
atcgaccagg
gcggtggttg
tttacccgeca
ggcctacgge
gagcacactg
cgcttttgge
ttctegecag
tatcgggagg
accgcgcaag
tgtattgcea
gcecgecgtet
caacgaagcg
ggtttatgca
tatgtcggtg
tgccaacgag
tatcgeggea

agagaagaaa

ES 2599482 T3

ttcttecagagg
gaacacgccg
gaccaactac
caagcgatga
gctacgtega
aggacgcgct
aaaacccctt
ccgaatacge
gctcectgtega
catgggatag
tcgaagaaac
ttggtctagg
tcagaaagca
cacttaacca
ggtcaatcca
acgacgccac
ctgaggtgcg
cgttatccac
agaacagctc
aagcgtgete
gagattggtt

accgcgtaaa

gaacccccgg
aggaatgaaa
ccgecectgag
cctcegtgag
agccaatccce
tttgegetet
aaacgggcac
caaacgcaag
tggcgatage
tecactggatce
cggctttatg
tcgtaattge
ttttggagac
agagctgttt
taaatggatc
attcaccgeca
tcgtgagget
gcaacggaaa
aacgatggac
gcgtccagga
gctcggtggg

tcecageggtt

aaagtcecate gtaaccaagt cagetegagg cg 1352

<210> 153
<211> 46
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 153
ggaattcaca aaaaggataa aacaatggct gtcaagaacc gtctac 46

<210> 154
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

148

aaaccgggga
accgaccgtg
ggacgctttg
ggcatttacc
gacgcgcectct
ttgtgggaca
gcacacgctg
cctttggect
ggatacteccg
accgataage
ccgectgegt
gcactetttg
gctgacggee
gatgaaccac
atcaccaagt
atgcaatccg
ggacatactec
aacagcccge
ttccgaaccg
gctgegegee
cacggttcac

tagtcacecct

aacatctgac
cacgectegtg
agcagctgtg
gcacctcacg
ctaacctcct
gggaggactg
tectgggeget
atgcecgcogge
ggctgatcac
tgtatacgct
cctggaggaa
aaagcgcacg
taggcecgege
tacctgtgge
cacgcatgtg
cacgcgggaa
tttggaggaa
gagctggcag
cgtgaagtgt
aaaggtctgt
cgctacgtcea

cggegtgtte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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<400> 154
cgaattctca gaatctgatt ccgtgttcct g 31

<210> 155
<211> 53
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 155
cgagctcaag cttacaaaaa ggataaaaca atgagcacca ttgcattcat egg 53

<210> 156
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 156
cgggatccct agtccagcag catgagag 28

<210> 157

<211> 2727

<212> ADN

<213> Rhodococcus jostii

<400> 157

atgagcacea ttgeatteat cggactegga atcatgggea goeccdatgge cgttcatete
gocaaggoeyg gecaccaggt ggteggatac aacogotoge cogagoegeac cgeggogeta
gtegacgoeyg ggggcacege ggocgactoe ataegocaagyg cogttgoegyg cgecgacgto

gtggeccgtga tggtececcga ctoccocoggas gtccaggeoeg tactogeegg cgaggacgga

149

€0
120
180

240



gtettegage
gtcaccaccg
gtategggty
ceggaggatt
gtgggcccga
aacatccaac
getgeggteyg
cagaagatgec
cteggeatog
gtegeoocage
ctgctgcgtg
aatccktocgat
ctggaactcg
tacgcagcaa
gectoocaca
ggcacctooyg
tegatcaega
ttocaggoey
cteogageogy
cggoeaggac
gaccoggata
gagaaggcac
atcatcaacg
gtegtgooga
atggteoggas
gtocteggoa
aagggocgea
cccgactacy
aaggagogea
accoggaage
cgcgtgtacyg

gggctctoge

acgeccegge
cccteogoege
gcgaggcecgg
tegaggegge
acggttcegg
teetegoeega
aggtgctegy
tggaccggte
tgaccagoege
tgatggeocte
gagtggagcg
ggagaagtga
aaggtgecac
tgegtaacca
tggecgaggy
ggocogoogy
tectogogat
togacatoge
cocaggttee
cggtgetcat
cctaccagec
togacatgot
cogacgooge
cgotgatggy
tgcagaccge
teggosacey
agttogttca
ggatcgtgte
aggoogecygy
ggaccatgea
aggagatgaa

agatogoogy

ES 2599482 T3

cggegecctyg
gcaggcaacc
tgcggtcaac
caagcogate
gcagacggtg
ggegatcate
cggegggety
cttcgaaceg
cgctegegag
cgccegtgeg
gectgtcocgge
tatgectegt
tcaggeccttc
cggaggaatec
attecacccoge
aaccgacatg
caccggecaa
ctcgatcgea
gggagegttce
cgacctgeeg
gectgecegtg
gggtgeegee
ggacctgetg
ctggggecace
ccaccgatac
gtgggccaac
cgtogacate
cgacgccaag
aaccctggacyg
gcgcaagace
ccgegtette

cggecagtte

atcatcgact
gagcggggct
gcegcactgt
ctegacaceyg
aaggccgoega
ttectogagy
gecggatogg
ggattccgea
geccggtgteg
aacggtgatg
cgcccctece
atgegegooyg
ggccttcecg
aagcacatce
gccaaggoecy
atcaccggte
geteeegtyg
ggeceggtca
gcgcaggeat
atcgacgtge
tacaagcegqg
gaacgeecge
gtggaactgg
atcccggacy
ggcaacgeca
cggeacacgg
gaacccaccee
gctgcgeteg
gaccgcagea
cacttegacy

gggcgcgaca

ctgcacgtet

150

tctecageat
tececggetgat
cgatcatggt
tcggoaagac
accagctgat
cctacggtgt
cegtoctgaa
tecgaactgea
tgacaceccct
gtggoctgga
agtgaccegt
ctgacgcage
gtgcggegat
togococgoeca
gaaacatogg
tgtatteogge
egegectgea
cgaagatgge
ttcacttgat
agttggegga
cecgegacecy
tgategttge
ccgaactget
accaccgtcet
cgatgetgge
geggtetega
agatcggteg
aactgttegt
cctgggtega
acgtceceggt
cecggtacgt

acaaggococyg

ceggcoogac
cgacgccccg
cggcggogeg
cgtggtgeac
cgtcgeggge
cgacacegeg
ccagaaggca
ccacaaggac
cggoegoeggte
ccatteggge
tecaactegt
ggtcaagatt
caacccgttce
cgtcgaggge
agtctgeatce
catggcggac
caaggaagac
gatgacggtyg
geggtetggt
gatcgactte
cgegeagocy
gggcggtggc
ggacattccg
cgeegecygy
gteggactte
cacctaccegy
cgtgttegeyg
cgecgtegeg
ggactgtgee
caaaccgceag
gagcacgatc

caactggatc

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100

21690
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aactgcgggce
gcggagcegg
gaggaactgg
tecctacctgg
ctgggcttcg
ccgaaggggt
cgggtcaccg
gaacacaagg
ggcaccgaac

cccacagccc

aggccgggec
agacgccegt
ccgtgggege
gactgatceg
acaacatcaa
acggegtcga
agccgggega
tgccggtggt
tcgacaacgt

tcatgctget

ES 2599482 T3

gctecggetgg
cgtggcgetg
ccagttcaac
tcaggcacag
cacccaggag
tcacgtcaag
gatcgecegge
cgtecgaggte
cgccgagttc

ggactag

<210> 158
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 158
ccececgegagg ccgaagcetge cgagcacaat ©

<210> 159
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 159
gtgctcggcea gcettcggect cgcggggate

<210> 160
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 160
ccecgegagg ccgecgetge cgagcacaat ¢

<210> 161
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 161
gtgctcggea geggeggect cgeggggate

30

30

31

31

acgatccceg
tcecggtgact
ctgcegtaca
cgegegtteg
cggagcgage
gtegecgagg
gcecctggaga
ttectegage

gaggatctgg

151

ccgcetctegg
acgacttcca
teccacgtegt
acatggactt
acgagacgat
gecectgggetg
aggccegega
gggtcaccaa

cggagagctg

agtggttgec
gttcatgatc
ggtgaacaac
ctgegtgeaa
gceccgeggte
caaggcectg
actcgccgga
catcgcgatg

ggagcacgct

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2727
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<210> 162
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 162
cccecgcegagg ccctggetge cgagcacaat ¢ 31

<210> 163
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 163
gtgctcggca geccagggcect cgcggggate 30

<210> 164
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 164
cccegegagg ccattgetge cgagcacaat ¢ 31

<210> 165
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 165
gtgctcggcea gecaatggcect cgeggggatce 30

<210> 166
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 166
cccecgecgagg ccatggetge cgagcacaat ¢ 31

<210> 167
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 167
gtgctcggca geccatggect cgcggggate 30

152
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<210> 168
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 168
ccccgcegagg ccaatgetge cgagcacaat ¢ 31

<210> 169
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 169
gtgctcggcea geattggect cgecggggate 30

<210> 170
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 170
cccecgegagg cctacgetge cgagcacaat ¢ 31

<210> 171
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 171
gtgctcggcea gegtaggcect cgeggggate 30

<210> 172
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 172
cccegegagg ccaaagcetge cgagcacaat ¢ 31

<210> 173
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 173
gtgctcggca gctttggect cgcggggate 30
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<210> 174
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 174
ccececgegagg cecegegcetge cgagcacaat © 31

<210> 175
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 175
gtgctcggca gecgegggect cgcggggate 30

<210> 176
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 176
gagcccgagg cgattattca ggtegtggte 30

<210> 177
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 177
cacgacctga ataatcgcct cgggctectt g 31

<210> 178
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 178
gagcccgagg cgaatattca ggtcgtggtc g 31

<210> 179
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 179
cacgacctga atattcgcct cgggcetcctt 30
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<210> 180
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 180
gagcccgagg cggatattca ggtcgtggtc g

<210> 181
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 181
cacgacctga atatccgcect cgggctectt

<210> 182
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 182
gagcccgagg cgaaaattca ggtegtggte g

<210> 183
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 183

cacgacctga attttcgcct cgggctectt 30

<210> 184
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 184
gagcccgagg cgcgcattca ggtegtggte g

<210> 185
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 185
cacgacctga atgcgcgcect cgggctectt
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<210> 186
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 186
gagcccgagg cgcacattca ggtegtggtc g

<210> 187
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 187
cacgacctga atgtgcgcct cgggctcectt

<210> 188
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 188
gagcccgagg cgcagattca ggtcgtggte g

<210> 189
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 189
cacgacctga atctgcgcct cgggctcectt

<210> 190
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 190
gagcccgagg cgccgattca ggtegtggte g

<210> 191
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 191
cacgacctga atcggcgcect cgggctectt

ES 2599482 T3

30

30

30

31

31

31

156



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2599482 T3

REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo productor de acetil-CoA que comprende un ciclo de produccién de acetil-CoA obtenido
confiriendo al menos un tipo de actividad enzimatica seleccionada del grupo que consiste en malato tioquinasa,
malil-CoA liasa, carboxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato reductasa, a un
microorganismo que no muestra ninguna de las funciones de un ciclo de fijacién de dioxido de carbono que tiene
una reaccion enzimatica de las siguientes reacciones enzimaticas (a) a (d):

(a) malonil-CoA a malonato semialdehido o 3-hidroxipropionato;
(b) acetil-CoA y CO; a piruvato;

(c) crotonil-CoA y CO; a etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA; y

(d) CO; a formiato;

en el que el microorganismo no tiene ninguna de la actividad malato tioquinasa y/o malil-CoA liasa enddgena.

2. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende un ciclo de
produccién de acetil-CoA en el que el fosfoenolpiruvato o el piruvato se convierte en oxaloacetato, y después en 2-
hidroxi-3-oxopropionato debido a acciones de la malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, y después
en fosfoenolpiruvato de nuevo mediante 2-fosfoglicerato.

3. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende un ciclo de
produccién de acetil-CoA que comprende:

(f) al menos una seleccionada del grupo que consiste en:

piruvato quinasa y piruvato carboxilasa;
fosfoenolpiruvato carboxilasa; y
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa;

(g) malato deshidrogenasa;

(h) malato tioquinasa;

(i) malil-CoA liasa;

(j) glioxilato carboligasa;

(k) al menos una seleccionada del grupo que consiste en:

2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa; e
hidroxipiruvato isomerasa e hidroxipiruvato reductasa;

(1) al menos una seleccionada del grupo que consiste en:

glicerato 2-quinasa; y
fosfoglicerato mutasa y glicerato 3-quinasa; y

(m) enolasa.

4. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
el microorganismo es un microorganismo que pertenece a Enterobacteriaceae o un microorganismo que pertenece a
bacterias corineformes.

5. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que
el microorganismo es bacterias Escherichia o bacterias Pantoea que pertenecen a Enterobacteriaceae, o el
microorganismo es bacterias Corynebacterium que pertenecen a bacterias corineformes.

6. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que
el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad de lactato deshidrogenasa poseida por la
bacteria Escherichia esta inactivada o reducida.

7. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que
el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad de al menos una enzima seleccionada del
grupo que consiste en isocitrato liasa y malato sintasa poseida por la bacteria Escherichia esta inactivada o
reducida.

8. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que

el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad tiolasa, una actividad CoAtransferasa y una
actividad acetoacetato descarboxilasa esta conferida o potenciada.

157



10

15

20

25

30

ES 2599482 T3

9. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que
el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad tiolasa, una actividad CoAtransferasa, una
actividad acetoacetato descarboxilasa y una actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa esta conferida o
potenciada.

10. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
que el microorganismo es una bacteria Pantoea en que:

(i) las actividades de fumarato hidratasa A y fumarato hidratasa C poseidas por la bacteria Pantoea estan
inactivadas o reducidas; o
(ii) una actividad de malato sintasa poseida por la bacteria Pantoea esta inactivada o reducida.

11. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el
que la malato tioquinasa usada es una malato tioquinasa obtenida modificando mtkB derivado de Methylobacterium
extorquens para alterar un aminoacido correspondiente al 144° aminoéacido en isoleucina, asparagina, acido
aspértico, lisina, arginina, histidina, glutamina o prolina, y/o para alterar el 244° aminoacido en &cido glutamico,
alanina, leucina, isoleucina, metionina, asparagina, tirosina, lisina o arginina.

12. Un método de produccion de acetil-CoA, que comprende producir acetil-CoA a partir de un material de fuente de
carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a11.

13. Un método de produccion de acetona, que comprende producir acetona a partir de un material de fuente de
carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicacion 8, reivindicacion 9 o
reivindicacion 11.

14. Un método de produccion de alcohol isopropilico, que comprende producir alcohol isopropilico a partir de un
material de fuente de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicacion 9
o reivindicacién 11.

15. Un método de produccion de glutamato, que comprende producir glutamato a partir de un material de fuente de

carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicacion 5, reivindicacion 10 o
reivindicacion 11.
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cuencias comunes en Rh, Hd, Hme, Ne
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FIG.4
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