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 2 

DESCRIPCIÓN 
 
Procedimiento de producción de ácido 2,4-dihidroxibutírico. 
 
La presente invención se refiere a un nuevo procedimiento de producción de ácido 2,4-dihidroxibutírico a partir 5 
de malato mediante la puesta en práctica de una ruta sintética que comprende enzimas con actividad de malato 
cinasa, malato semialdehído deshidrogenasa y 2,4-dihidroxibutirato deshidrogenasa, respectivamente. 
 
Los ácidos carboxílicos mencionados en la presente solicitud se denominan igualmente bajo sus formas salina 
(por ejemplo 2,4-dihidroxibutirato) o ácida (por ejemplo ácido 2,4-dihidroxibutírico). 10 
 
El ácido 2,4-dihidroxibutírico (igualmente 2,4-DHB o DHB) es un compuesto de considerable interés económico. 
El DHB puede convertirse fácilmente en una α-hidroxi-γ-butirolactona en medios acuosos mediante el ajuste al 
pH apropiado. La α-hidroxi-γ-butirolactona es un precursor importante para la producción del sustituto de la 
metionina llamado 2-hidroxi-4-(metiltio)-butirato (HMTB) (Deck et al., 2008), que presenta un gran mercado en la 15 
nutrición animal. Actualmente, la α-hidroxi-γ-butirolactona se deriva de la γ-butirolactona mediante un 
procedimiento multietapa que implica la halogenación de la γ-butirolactona en posición α y la posterior sustitución 
del átomo de halógeno por un grupo de hidroxilo en medio alcalino (Deck et al., 2008). 
 
La necesidad de producir DHB a partir de recursos renovables surge por el incremento de los precios del 20 
petróleo. Los microorganismos son capaces de transformar materias primas derivadas de biomasa, por ejemplo 
azúcares o ácidos orgánicos, en una gran diversidad de compuestos químicos diferentes (Werpy y Petersen, 
2004). Debido a la creciente información bioquímica y genómica disponible resulta posible modificar los 
microorganismos de manera que produzcan en exceso intermediarios metabólicos naturales con un elevado 
rendimiento y productividad (Bailey, 1991). La optimización de los microorganismos productivos con frecuencia 25 
requiere una manipulación racionalizadora de las redes metabólicas que garantice, entre otros, la sobreexpresión 
de los enzimas necesarios para la biosíntesis del metabolito de interés y el alivio de la inhibición por 
retroalimentación del producto. Otra posibilidad es la implementación de nuevos sistemas enzimáticos que 
catalicen la producción del metabolito de interés. 
 30 
Los enfoques de ingeniería metabólica y las catálisis enzimáticas requieren un conocimiento profundo de la 
bioquímica y la regulación de la ruta metabólica que conduce al metabolito de interés. En el caso de la 
producción de DHB, esta información no se encuentra disponible. Pocos estudios informan de la existencia de 
DBH en pacientes con deficiencia en semialdehído succínico deshidrogenasa (Shinka et al., 2002), aunque sin, 
no obstante, identificar las reacciones enzimáticas que participan en la producción de la DHB. Por lo tanto, la 35 
producción zimótica o enzimática de DHB requiere: (i) la identificación de una ruta termodinámicamente viable 
que transforma un precursor accesible en DHB, (ii) la identificación o la construcción de enzimas que son 
capaces de catalizar etapas de reacción individuales en la ruta, e (iii) la expresión funcional de los enzimas de la 
ruta en un organismo de producción apropiado. 
 40 
La presente invención presenta el objetivo de satisfacer dichas necesidades. 
 
De acuerdo con lo anteriormente expuesto, un objeto de la presente invención es un procedimiento para producir 
2,4-DHB, que comprende una primera etapa de transformación de malato en 4-fosfo-malato utilizando una 
malato cinasa, una segunda etapa de transformación de 4-fosfo-malato en malato-4-semialdehído utilizando una 45 
malato deshidrogenasa deshidrogenasa, una tercera etapa de transformación de malato-4-semialdehído en 2,4-
DHB utilizando una DHB deshidrogenasa. 
 
En la primera reacción (ver la figura 1(i)), el malato (1) se convierte en 4-fosfo-malato (2) mediante la acción de 
un enzima que presenta actividad de malato cinasa (A). En la segunda reacción (B), la 4-fosfo-malato se 50 
convierte en malato-4-semialdehído (3) mediante la acción de un enzima que presenta actividad de malato 
semialdehído deshidrogenasa. Más exactamente, la reacción (B) es catalizada por un enzima que incluye 
actividad de 4-fosfo-malato reductasa desfosforilante en el sentido biosintético de la ruta. En la tercera reacción 
(C), el malato-4-semialdehído es convertido en DHB (4) mediante la acción de un enzima que presenta actividad 
de DHB deshidrogenasa. Más exactamente, la reacción (C) es catalizada por un enzima que incluye actividad de 55 
malato-4-semialdehído reductasa en el sentido biosintético de la ruta. 
 
Ninguno de los enzimas y productos intermedios anteriormente indicados hasta ahora ha sido ni descrito ni 
identificado en las células vivas. De esta manera, la malato cinasa, la malato semialdehído deshidrogenasa, la 
DHB deshidrogenasa son objetos adicionales de la invención. 60 
 
En otro aspecto de la invención, la primera etapa del procedimiento de producción de 2,4-DHB implica una 
malato cinasa que se caracteriza porque transforma el malato en 4-fosfo-malato. Dicho enzima puede obtenerse 
mediante como mínimo una mutación en un enzima, mejorando dicha mutación o mutaciones la actividad y/o 
afinidad de sustrato del enzima mutado para el malato. 65 
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En la presente invención, la expresión "mejora la actividad y/o afinidad para el sustrato" se refiere a que el 
enzima antes de la mutación  
 

- no puede utilizar el sustrato (malato, 4-fosfo-malato o malato-4-semialdehído) y/o  
 5 
- de sintetizar el producto de la reacción (4-fosfo-malato o malato-4-semialdehído o DHB) a una tasa 

específica máxima por lo menos tres veces inferior y/o  
 
- presentaba una afinidad para el malato, el 4-fosfo-malato o el malato-4-semialdehído que era por lo 

menos tres veces menor, y/o 10 
 
- presentaba una afinidad para el sustrato natural (aspartato, 4-fosfo-aspartato, aspartato-4-semialdehído) 

que era por lo menos 3 veces superior.  
 
En otro de sus aspectos, la invención se refiere a la utilización de una malato cinasa para transformar el malato 15 
en 4-fosfo-malato. 
 
La actividad de malato cinasa puede medirse mediante el ensayo enzimático descrito en el Ejemplo 1 (ver 
"Ensayo enzimático"). 
 20 
Según otro aspecto de la invención, la malato cinasa puede obtenerse mediante mutación de una aspartato 
cinasa. 
 
La figura 2 muestra la alineación de las secuencias de aminoácidos de las aspartato cinasas de diferente origen 
biológico. Todas las referencias a la posición de los aminoácidos se llevan a cabo basándose en la secuencia de 25 
aminoácidos de la aspartato cinasa codificada por el gen LysC de E. coli (representada por la SEC ID nº 4). Las 
posiciones relativas de las regiones conservadas correspondientes en las otras aspartato cinasas de diferentes 
organismos podrán ser fácilmente encontradas por el experto en la materia mediante simple alineación de las 
secuencias tal como se representa en la figura 2 con los enzimas listados a continuación:  
 30 

- AKIII - aspartato cinasa III de E. coli (SEC ID nº 4), 
- AKI (SEC ID nº 87) aspartato cinasa I de E. coli, 
- AKII (SEC ID nº 88)- aspartato cinasa II de E. coli, 
- MJ - Methanococcus jannaschii (SEC ID nº 89), 
- TT - Thermus thermophilus (SEC ID nº 90), 35 
- CG - Corynebacterium glutamicum (SEC ID nº 91), 
- AT - Arabidopsis thaliana (SEC nº 10 nº 92), 
- SC - Saccharomyces cerevisiae. (SEC ID nº 93). 

 
Dicha alineación puede llevarse a cabo con el software ClustalW2. Por ejemplo, el residuo E119 de la aspartato 40 
cinasa representada por la SEC ID nº 4 corresponde al residuo E207 de la aspartato cinasa de A. thaliana (SEC 
ID nº 50) o al residuo E147 de la aspartato cinasa de S. cerevisiae (SEC ID nº 51). 
 
La aspartato cinasa mutada según la invención comprende por lo menos una mutación, en comparación con el 
enzima de tipo salvaje, en por lo menos una de las posiciones siguientes: S39, T45, V115, E119, F184 y/o S201, 45 
en el que el aminoácido natural en dichas posiciones ha sido sustituido por cualquiera de entre los otros 19 
aminoácidos proteinógenos que existen de manera natural , es decir, por alanina, arginina, asparagina, ácido 
aspártico, cisteína, ácido glutámico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, 
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptófano, tirosina o valina. 
 50 
En un ejemplo no limitativo, la construcción de una malato cinasa mediante mutagénesis dirigida a sitio se 
muestra utilizando la aspartato cinasa LysC de Escherichia coli a modo de molde. Según un aspecto de la 
invención, la especificidad de sustrato de LysC se cambio a malato mediante la sustitución del ácido glutámico 
en la posición 119 por asparagina, glutamina, cisteína, prolina, serina, treonina, valina o glicina. 
 55 
En un aspecto adicional de la invención, la malato cinasa está representada por la SEC ID nº 9, y más 
específicamente, por SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 16, SEC ID nº 18, SEC ID nº 20, SEC ID nº 22, 
SEC ID nº 24 o SEC ID nº 26. 
 
Las aspartato cinasas resultan típicamente inhibidas por metionina, treonina o lisina. Por lo tanto, las malato 60 
cinasas que se construyeron mediante mutagénesis aleatoria o dirigida a sitio de las aspartato cinasas también 
podrían resultar inhibidas por dichos aminoácidos. En un aspecto adicional de la invención, la inhibición de la 
malato cinasa por la metionina, lisina o treonina resulta reducida mediante la mutagénesis de la malato cinasa. 
 
En un aspecto específico de la invención, la LysC mutada mencionada anteriormente (malato cinasa) se 65 
convierte en insensible a la inhibición por lisina mediante la mutación de por lo menos uno de los aminoácidos 
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siguientes: E250, M318, S321, V339, S338, F324, L325, S345, E346, D340, T344 y/o T352 (ver el Ejemplo 3). 
 
La presente invención comprende además dichos enzimas modificados y más particularmente los representados 
por la SEC ID nº 39, SEC ID nº 41, SEC ID nº 43 o SEC ID nº 45. 
 5 
En un aspecto todavía adicional, la segunda etapa del procedimiento de producción de 2,4-DHB según la 
invención incluye una malato semialdehído deshidrogenasa caracterizada porque transforma la 4-fosfo-malato en 
malato-4-semialdehído, presentando dicho enzima una actividad de 4-fosfo-malato reductasa desfosforilante en 
el sentido biosintético de la ruta. 
 10 
La actividad de malato semialdehído deshidrogenasa puede medirse mediante el ensayo enzimático descrito en 
el Ejemplo 4 (ver "Ensayo enzimático"). 
 
Dicho enzima puede obtenerse mediante por lo menos una mutación de un enzima, mejorando dicha mutación o 
mutaciones la actividad y/o afinidad para el sustrato del enzima mutado para el 4-fosfo-malato. 15 
 
Según otro aspecto, la malato semialdehído deshidrogenasa de la invención puede obtenerse mediante mutación 
de un enzima que presenta actividad de semialdehído deshidrogenasa conocida, más específicamente que 
presenta actividad desfosforilante en el sentido reductor de la reacción, más específicamente que actúa sobre 
moléculas orgánicas que consisten en 3, 4 o 5 moléculas de carbonos. En un aspecto específico de la invención, 20 
dicha malato semialdehído deshidrogenasa se obtiene mediante mutación de una aspartato semialdehído 
deshidrogenasa. 
 
La aspartato semialdehído deshidrogenasa, Asd de E. coli y Hom2 de Saccharomyces cerevisiae muestra 
naturalmente actividad de deshidrogenasa sobre el 4-fosfo-malato 2. 25 
 
Según otro aspecto de la invención, la malato semialdehído deshidrogenasa puede mejorarse mediante la 
mutación de la aspartato semialdehído deshidrogenasa. 
 
La figura 3 representa la alineación de secuencias de aminoácidos de las aspartato semialdehído 30 
deshidrogenasas de diferente origen biológico. Todas las referencias a aminoácidos se llevan a cabo basándose 
en la aspartato semialdehído deshidrogenasa codificada por el gen Asd de E. coli (representada por la SEC ID nº 
20). Las posiciones relativas de las regiones conservadas correspondientes en las otras aspartato semialdehído 
deshidrogenasas de diferentes organismos podrán ser fácilmente encontradas por el experto en la materia 
mediante simple alineación de las secuencias tal como se representa en la figura 4 con los enzimas listados a 35 
continuación:  
 

- EC - E. coli (SEC ID nº 49), 
- MJ - Methanococcus jannaschii (SEC ID nº 94), 
- TT - Thermus thermophilus (SEC ID nº 95), 40 
- BS - Bacillus subtilis (SEC ID nº 96), 
- CG - Corynebacterium glutamicum (SEC ID nº 97), 
- AT - Arabidopsis thaliana (SEC ID nº 98), 
- SC - Saccharomyces cerevisiae. (SEC ID nº 99) 

 45 
Dicha alineación puede llevarse a cabo fácilmente utilizando el software ClustalW2. 
 
La construcción de enzimas con actividad de malato semialdehído deshidrogenasa mejorada puede llevarse a 
cabo de la manera siguiente. 
 50 
La malato semialdehído deshidrogenasa según la invención corresponde en un aspecto específico a una 
aspartato semialdehído deshidrogenasa que comprende por lo menos una mutación respecto al enzima de tipo 
salvaje en por lo menos una de las posiciones T136, Q162, I1230, E241 y/o H274, en el que el aminoácido 
natural en dichas posiciones se ha sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoácidos proteinógenos que 
existen de manera natural , es decir, por alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, 55 
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptófano, 
tirosina o valina. 
 
Tal como se muestra en el Ejemplo 5, la mutagénesis dirigida a sitio de asd de E. coli puede mejorar la actividad 
y la afinidad para el sustrato del enzima mutado para el 4-fosfo-malato, reduciendo simultáneamente la 60 
preferencia del enzima para su sustrato natural 4-fosfo-aspartato. 
 
Con el fin de mejorar la actividad de As sobre el 4-fosfo-malato y según un aspecto de la invención, se sustituyó 
E241 por una residuo de glutamina, alanina, cisteína, glicina, histidina, isoleucina o metionina mediante 
mutagénesis dirigida a sitio (Ejemplo 5). 65 
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En un aspecto adicional de la invención, la malato semialdehído deshidrogenasa está representada por la SEC 
ID nº 68, y más específicamente, por SEC ID nº 54, SEC ID nº 56, SEC ID nº 58, SEC ID nº 60, SEC ID nº 62, 
SEC ID nº 64 o SEC ID nº 66. 
 
En otro de sus aspectos, la invención se refiere a la utilización de una malato semialdehído deshidrogenasa para 5 
transformar el 4-fosfo-malato en malato-4-semialdehído. 
 
En otro aspecto, la tercera etapa del procedimiento para producir 2,4-DHB según la invención incluye una DHB 
deshidrogenasa, caracterizada porque transforma el malato-4-semialdehído en 2,4-DHB, incluyendo dicho 
enzima actividad de malato-4-semialdehído reductasa en el sentido biosintético de la ruta. 10 
 
Los enzimas DHB deshidrogenasa candidatos que potencialmente ya presentan actividad de DHB 
deshidrogenasa pueden seleccionarse de entre la clase de beta-hidroxiácido deshidrogenasas que actúan sobre 
los compuestos C3, C4 o C5. 
 15 
Según un aspecto todavía adicional de la invención, dichos enzimas DHB deshidrogenasa pueden estar 
relacionados estructural y funcionalmente con las β-hidroxiácido deshidrogenasas, tales como las tartronato 
semialdehído reductasas, las succinado semialdehído reductasas, las malonato semialdehído reductasas, las 
metilbutiraldehído reductasas, las alcohol deshidrogenasas de tipo cinc, las L-treonina-3-deshidrogenasas o las 
homoserina reductasas. 20 
 
La presente invención se refiere además a la utilización de una metilbutiraldehído reductasa o de una 
semialdehído succínico reductasa para transformar el malato-4-semialdehído en 2,4-DHB. En formas de 
realización específicas, dicha metilbutiraldehído reductasa está representada por la SEC ID nº 74 y dicha 
semialdehído succínico reductasa está representada por la SEC ID nº 76. La actividad de DHB deshidrogenasa 25 
puede medirse mediante el ensayo enzimático descrito en el Ejemplo 6 (ver "Ensayo enzimático"). 
 
La afinidad de la DBH deshidrogenasa para el malato-4-semialdehído puede incrementarse mediante por lo 
menos una mutación de un enzima, incrementando dicha mutación o mutaciones la actividad y/o afinidad para el 
sustrato del enzima mutado para el malato-4-semiladehído y/o reduciendo la actividad y/o afinidad para su 30 
sustrato natural en un factor de por lo menos 2. 
 
La DHB deshidrogenasa según la invención corresponde en un aspecto específico a la semialdehído succínico 
reductasa de M. sedula (SEC ID nº 76), que comprende por lo menos una mutación respecto al enzima de tipo 
salvaje en por lo menos una de las posiciones S40, N43, H39, T49, F85, Q108, L281 y/o N305, en el que el 35 
aminoácido natural en dichas posiciones se ha sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoácidos 
proteinógenos que existen de manera natural , es decir, por alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, 
cisteína, ácido glutámico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, 
serina, treonina, triptófano, tirosina o valina. 
 40 
Tal como se demuestra en un ejemplo no limitativo, la afinidad de la semialdehído succínico reductasa de M. 
sedula para el (L)-malato-4-semialdehído se incrementó mediante la introducción de la doble mutación H39R 
N43H mediante mutagénesis dirigida a sitio, tal como se representa en la SEC ID nº 81. Los mutantes simples 
H39R (SEC ID nº 225) y N43H (SEC ID nº 227) también se encuentran comprendidos en la presente invención 
(Ejemplo 7). 45 
 
La DHB deshidrogenasa puede utilizarse para transformar el malato-4-semialdehído en 2,4-DHB, constituyendo 
un aspecto adicional de la invención. 
 
La secuencia de ácidos nucleicos de los genes puede adaptarse al uso de los codones del organismo 50 
hospedador, incrementando de esta manera la producción de las proteínas expresadas heterogéneamente. Esto 
constituye un aspecto adicional de la invención. 
 
La síntesis de un gen sintético codificante de la semialdehído succínico reductasa H39R N43H de M. sedula la 
secuencia de nucleótidos de la cual se optimizó para la expresión de dicho enzima en E. coli tal como se 55 
representa en la SEC ID nº 288 es un aspecto adicional de la invención. 
 
En un aspecto todavía adicional, la presente invención se refiere además a ácidos nucleicos, y más 
particularmente a secuencias de ácidos nucleicos aisladas codificantes de una malato cinasa tal como se ha 
mencionado anteriormente. 60 
 
En otro aspecto, dicho ácido nucleico está representado por la SEC ID nº 13, SEC ID nº 15, SEC ID nº 17, SEC 
ID nº 19, SEC ID nº 21, SEC ID nº 23, SEC ID nº 25, SEC ID nº 27, SEC ID nº 38, SEC ID nº 40, SEC ID nº 42 o 
SEC ID nº 44. 
 65 
En un aspecto todavía adicional, la presente invención se refiere además a secuencias de ácidos nucleicos 
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aisladas codificantes de una malato semialdehído deshidrogenasa tal como se ha indicado anteriormente. 
 
Más específicamente, dicho ácido nucleico está representado preferentemente por SEC ID nº 55, SEC ID nº 57, 
SEC ID nº 59, SEC ID nº 61, SEC ID nº 63, SEC ID nº 65 o SEC ID nº 67. 
 5 
En un aspecto todavía adicional, la presente invención se refiere además a secuencias de ácidos nucleicos 
aisladas codificantes de una DHB deshidrogenasa tal como se ha indicado anteriormente. 
 
En otro aspecto, dicho ácido nucleico está representado por SEC ID nº 73 o SEC ID nº 75, SEC ID nº 224, SEC 
ID nº 226 o SEC ID nº 82. 10 
 
Según la presente invención, una "secuencia de ácidos nucleicos" se refiere a una molécula de ADN o ARN en 
forma de cadena sencilla o doble, preferentemente una molécula de ADN. Un "ADN aislado", tal como se utiliza 
en la presente memoria, se refiere a un ADN que no es natural o ya no se encuentra en el medio natural en el 
que se encontraba presente originalmente, por ejemplo una secuencia codificante de ADN asociada a otros 15 
elementos reguladores en un gen quimérico, un ADN transferido a otra célula hospedadora, o una secuencia de 
ADN artificial, producida sintéticamente, que presenta una secuencia de nucleótidos diferente de cualquier 
secuencia de ADN natural. 
 
La presente invención se refiere además a un gen quimérico que comprende, funcionalmente unidos entre sí, por 20 
lo menos un promotor que es funcional en un organismo hospedador, un polinucleótido codificante de cualquiera 
de entre malato cinasa, malato semialdehído deshidrogenasa o DHB deshidrogenasa según la invención, y un 
elemento terminador que es funcional en el mismo organismo hospedador. Los diversos elementos que puede 
contener un gen quimérico son, en primer lugar, elementos que regulan la transcripción, traducción y maduración 
de las proteínas, tal como un promotor, una secuencia codificante de un péptido de señal o un péptido de 25 
tránsito, o un elemento terminador que constituye una señal de poliadenilación y, en segundo lugar, un 
polinucleótido codificante de una proteína. La expresión "funcionalmente unidos entre sí" se refiere a que dichos 
elementos del gen quimérico están unidos entre sí de manera que la función de uno de dichos elementos resulta 
afectada por la función del otro. A modo de ejemplo, un promotor está funcionalmente unido a una secuencia 
codificante en el caso de que sea capaz de afectar a la expresión de dicha secuencia codificante. La 30 
construcción del gen quimérico según la invención y el ensamblaje de sus diversos elementos pueden llevarse a 
cabo utilizando técnicas bien conocidas por el experto en la materia. La elección de los elementos reguladores 
que constituyen el gen quimérico depende esencialmente del organismo hospedador en el que deben funcionar, 
y el experto en la materia podrá seleccionar los elementos reguladores que son funcionales en un organismo 
hospedador dado. El término "funcional" pretende referirse a que es capaz de funcionar en un organismo 35 
hospedador dado. 
 
Los promotores que el gen quimérico según la invención puede contener son constitutivos o inducibles. A título 
de ejemplo, los promotores utilizados para la expresión en bacterias pueden seleccionarse de entre los 
promotores indicados a continuación. Para la expresión en Escherichia coli se puede hacer mención de los 40 
promotores lac, trp, Ipp, phoA, recA, araBAD, prou, cst-I, tetA, cadA, nar, tac, trc, Ipp-lac, Psyn, cspA, PL, PL-9G-
50, PR-PL, T7, [lambda]PL-PT7, T3-lac, T5-lac, gen 32 de T4, nprM-lac, VHb y proteína A, o alternativamente el 
promotor Ptrp (documento WO 99/64607). Para la expresión en bacterias Gram-positivas, tales como 
Corynebacteria o Streptomyces, puede hacerse mención de los promotores PtipA o PS1 y PS2 (documento 
FR91/09870) o los indicados en la solicitud EP0629699A2. Para la expresión en levaduras y hongos, puede 45 
hacerse mención de los promotores PLAC4 de K. lactis o el promotor Ppgk de K. lactis (solicitud de patente FR 
91/05294), el promotor tef1 o cbh1 deTrichoderma (documento WO 94/04673), el promotor his, csl o apf de 
Penicillium (documento WO 00/68401) y el promotor gla de Aspergillus. 
 
Según la invención, el gen quimérico puede comprender además otras secuencias reguladoras, las cuales están 50 
situadas entre el promotor y la secuencia codificante, tales como los activadores de transcripción 
(intensificadores). 
 
De esta manera, el gen quimérico de la invención comprende en una forma de realización específica por lo 
menos, en la dirección de transcripción, ligadas funcionalmente, una secuencia reguladora promotora que es 55 
funcional en el organismo hospedador, una secuencia de ácidos nucleicos codificante de la malato cinasa de la 
malato semialdehído deshidrogenasa de la invención y una secuencia reguladora finalizadora que es funcional 
en dicho organismo hospedador. 
 
La presente invención se refiere además a un vector de clonación y/o expresión que comprende un gen 60 
quimérico según la invención o una secuencia de ácidos nucleicos de la invención. El vector según la invención 
resulta de utilidad para transformar un organismo hospedador y expresar en dicho organismo cualquiera de entre 
malato cinasa, malato semialdehído deshidrogenasa y/o DHB deshidrogenasa. Dicho vector puede ser un 
plásmido, un cósmido, un bacteriófago o un virus. Preferentemente, el vector de transformación según la 
invención es un plásmido. Generalmente, las cualidades principales de dicho vector deberían ser la capacidad de 65 
automantenerse y se autorreplicarse en las células del organismo hospedador, en particular en virtud de la 
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presencia de un origen de replicación, y de expresar cualquiera de entre la malato cinasa, la malato 
semialdehído deshidrogenasa y/o la DHB deshidrogenasa en el mismo. Con el propósito de conseguir la 
transformación estable de un organismo hospedador, el vector también puede integrarse en el genoma. La 
elección de dicho vector, y también las técnicas de inserción del gen quimérico según la invención en dicho 
vector y son parte del conocimiento general del experto en la materia. Ventajosamente, el vector utilizado en la 5 
presente invención contiene además, además del gen quimérico según la invención, un gen quimérico 
codificante de un marcador seleccionable. Dicho marcador seleccionable posibilita la selección de los 
organismos hospedadores que resultan transformados eficazmente, es decir, los que han incorporado el vector. 
Según una forma de realización particular de la invención, el organismo hospedador que debe transformarse es 
una bacteria, una levadura o un hongo. Entre los marcadores seleccionables que pueden utilizarse, pueden 10 
mencionarse marcadores que contienen genes de resistencia a antibióticos, tales como, por ejemplo, el gen de 
higromicina fosfotransferasa. Otros marcadores pueden ser genes que complementan una auxotrofía, tal como 
los genes pyrA, pyrB, pyrG, pyr4, arg4, argB y trpC, el gen de molibdopterina sintasa o el de la acetamidasa. 
También puede hacerse mención a genes codificantes de enzimas fácilmente identificables, tales como el 
enzima GUS, o genes codificantes de pigmentos o enzimas reguladores de la producción de pigmentos en las 15 
células transformadas. Dichos genes marcadores seleccionables se indican en particular en las solicitudes de 
patente WO 91/02071, WO 95/06128, WO 96/38567 y WO 97/04103. 
 
La presente invención se refiere además a organismos hospedadores transformados que contienen por lo menos 
un gen quimérico según la invención, integrado en su genoma o incluido en un elemento genético 20 
extracromosómico, por ejemplo un plásmido. En un aspecto más específico de la invención, el organismo 
hospedador transformado comprende un ácido nucleico de la invención codificante de una malato cinasa o un 
gen quimérico que comprende un ácido nucleico codificante de la malato cinasa y/o un ácido nucleico codificante 
de una malato semialdehído deshidrogenasa, o un gen quimérico que comprende un ácido nucleico codificante 
de una malato semialdehído deshidrogenasa o un vector de expresión que comprende un ácido nucleico 25 
codificante de una malato semialdehído deshidrogenasa y/o un ácido nucleico codificante de una DHB 
deshidrogenasa, un gen quimérico que comprende un ácido nucleico codificante de una DHB deshidrogenasa o 
un vector de expresión que comprende un ácido nucleico codificante de una DHB deshidrogenasa. 
 
En un aspecto específico de la invención, el ácido nucleico codificante de la malato cinasa está representado por 30 
la SEC ID nº 13, SEC ID nº 15, SEC ID nº 17, SEC ID nº 19, SEC ID nº 21, SEC ID nº 23, SEC ID nº 25, SEC ID 
nº 27, SEC ID nº 38, SEC ID nº 40, SEC ID nº 42 o SEC ID nº 44, el ácido nucleico codificante de la malato 
semialdehído deshidrogenasa está representado por la SEC ID nº 55, SEC ID nº 57, SEC ID nº 59, SEC ID nº 61, 
SEC ID nº 63, SEC ID nº 65 o SEC ID nº 67, y el ácido nucleico codificante de la DHB deshidrogenasa está 
representado por la SEC ID nº 73, SEC ID nº 75, SEC ID nº 224, SEC ID nº 226 o SEC ID nº 82. 35 
 
La expresión "organismo hospedador" pretende referirse a cualquier organismo monocelular inferior en el que 
puede introducirse el gen o genes quiméricos, el ácido o ácidos nucleicos o el vector o vectores según la 
invención con el fin de producir 2,4-DHB. Preferentemente, el organismo hospedador es un microorganismo, en 
particular un hongo, por ejemplo del género Penicillium o Aspergillus y más particularmente Aspergillus flavus, 40 
Chrysosporium o Trichoderma, una levadura, en particular del género Saccharomyces, Kluyveromyces o Pichia, 
y más particularmente Zygosaccharomyces rouxii, una bacteria, por ejemplo del género Escherichia, en particular 
E. coli, o el género Corynebacterium, más particularmente Corynebacterium glutamicum, o del género 
Streptomyces o un baculovirus. 
 45 
El organismo hospedador puede ser un organismo hospedador que sobreproduce naturalmente malato o 
succinato a partir de azúcares tales como glucosa, o un organismo hospedador que ha sido manipulado para 
sobreproducir malato o succinato a partir de azúcares tales como glucosa y en el que todos los potenciales 
transportadores membranarios que facilitan la exportación de ácidos orgánicos, tales como malato, piruvato, 
succinato y fumarato, han sido eliminados. El organismo hospedador puede ser un organismo que ha sido 50 
manipulado para sobreproducir DHB y en el que la totalidad de los transportadores membranarios que facilitan la 
exportación de ácidos orgánicos tales como malato, piruvato, succinato y fumarato han sido eliminados. Son 
ejemplos de permeasas que facilitan la exportación del malato y de otros ácidos orgánicos, Mae1 de 
Schizosaccharomyces pombe (Camarasa et al., 2001; Grobler et al., 1995), DctA de Bacillus subtilis (Groeneveld 
et al., 2010), Dct 1-4 de E. coli, Jen1 de S. cerevisiae (Akita et al., 2000). Para un experto resultará posible 55 
identificar las permeasas candidatas en otros microorganismos basándose en la homología de las secuencias. 
Estas construcciones sirven para mantener el malato y otros ácidos orgánicos dentro de la célula para que se 
encuentren disponibles para la producción de DHB. 
 
La expresión "organismo hospedador transformado" pretende referirse a un organismo hospedador que se ha 60 
incorporado en su genoma o en un elemento genético extracromosómico, por ejemplo un plásmido, por lo menos 
un gen quimérico según la invención y en consecuencia produce cualquiera de entre la malato cinasa, la malato 
semialdehído deshidrogenasa y/o la DHB deshidrogenasa en sus tejidos, o en un medio de cultivo. Con el fin de 
obtener los organismos hospedadores según la invención, el experto en la materia puede utilizarse uno de entre 
muchos procedimientos de transformación conocidos. 65 
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Uno de dichos procedimientos consiste en poner en contacto las células de los organismos hospedadores que 
deben transformarse con polietilenglicol (PEG) y con los vectores según la invención. La electroporación es otro 
procedimiento, que consiste en someter a las células que deben transformarse y los vectores de la invención, a 
un campo eléctrico. Otro procedimiento consiste en inyectar directamente los vectores en las células o en los 
tejidos mediante microinyección. Puede utilizarse el procedimiento "biolístico". Consiste en bombardear las 5 
células o tejidos con partículas sobre las que se encuentran adsorbidos los vectores de la invención (patente US 
nº 4.945.050). 
 
Se describen en la literatura varios procedimientos para la transformación de bacterias para las bacterias 
Escherichia coli y otras bacterias Gram-negativas. También puede utilizarse la conjugación. Para las bacterias 10 
Gram-positivas, puede utilizarse la electroporación y también la transformación de protoplastos, en particular 
para bacterias del género Streptomyces. 
 
En la literatura también se describen varios procedimientos para la transformación de hongos. La transformación 
de protoplastos con PEG se ha descrito para Aspergillus en el documento nº EP 0260762y una adaptación de 15 
este procedimiento para la especie Penicillium funiculosum se describe en el documento nº WO 00/36120. 
También es conocida la transformación mediante integración mediada por enzima de restricción (REMI, por sus 
siglas en inglés), al igual que la transformación de protoplastos utilizando bacterias del género Agrobacterium. 
También se describen en la literatura técnicas para la transformación de levaduras. 
 20 
En un aspecto adicional, la invención se refiere a un procedimiento de producción de 2,4-DHB que comprende la 
etapa de cultivar un microorganismo transformado de la invención. 
 
Para la producción de DHB pueden utilizarse diversos carbohidratos, individualmente o en forma de una mezcla, 
tal como glucosa, fructosa, sacarosa, melaza, maltosa, melaza negra, hidrolizado de almidón (glucosa, 25 
oligosacáridos), lactosa, maltosa, almidón e hidrolizados de almidón, celulosa, hidrolizado de celulosa, glicerol y 
determinados hidrocarburos, aceites y grasas, tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y 
aceite de coco, así como ácidos grasos, tales como, por ejemplo, ácido palmítico, ácido esteárico y ácido 
linoleico. Dichas sustancias pueden utilizarse individualmente o en forma de mezclas. 
 30 
Pueden utilizarse diversas fuentes de nitrógeno, individualmente o en forma de mezclas, para la producción 
comercial y a escala piloto, incluyendo compuestos inorgánicos, tales como amonio gaseoso y acuoso, sales 
amónicas de ácidos inorgánicos u orgánicos, tales como sulfato amónico, nitrato amónico, fosfato amónico, 
cloruro amónico, acetato amónico y carbonato amónico. Alternativamente, también pueden utilizarse materiales 
orgánicos que contiene nitrógeno naturales, tales como hidrolizado de soja, hidrolizado de HCl de proteína de 35 
soja (aproximadamente 7% de nitrógeno total), harina de soja, hidrolizado, hidrolizado de torta de soja, licor de 
maceración del maíz, hidrolizado de caseína, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, urea, 
peptonas y aminoácidos. 
 
El procedimiento de producción puede llevarse a cabo bajo condiciones aeróbicas, anaeróbicas y de limitación 40 
de oxígeno. Puede llevarse a cabo en forma de procedimiento alimentado por lotes o un procedimiento 
discontinuo. 
 
Dicha producción de 2,4-DHB puede llevarse a cabo mediante el cultivo del organismo hospedador en medio en 
el que se ha añadido malato (u otro ácido orgánico, tal como piruvato, succinato o fumarato), solo o 45 
conjuntamente con otra fuente de carbono que garantice el crecimiento. El malato (y otros ácidos orgánicos) 
puede añadirse directamente o mediante el diseño de un procedimiento de fermentación en dos etapas en el que 
el malato (u otros ácidos orgánicos) es producido en una primera etapa del procedimiento por un microorganismo 
sobreproductor de malato y se lleva a cabo la producción de 2,4-DHB en la etapa siguiente mediante un 
organismo hospedador según la invención. 50 
 
La separación y purificación del producto es un factor muy importante que afecta enormemente a la eficiencia 
global del procedimiento y a los costes del producto. Los procedimientos de recuperación del producto 
comúnmente comprenden las etapas de separación celular, así como de purificación, concentración y secado del 
producto, respectivamente. 55 
 
Separación celular 
 
Puede utilizarse la ultrafiltración y la centrifugación para separar las células a partir del medio de fermentación. 
La separación de las células del medio de fermentación con frecuencia resulta complicada por la elevada 60 
viscosidad del medio. Por lo tanto, se pueden añadir aditivos, tales como ácido mineral o sales alcalinas, o 
mediante el calentamiento del caldo de cultivo, a fin de optimizar la separación de las células. 
 
Recuperación del producto 
 65 
Pueden ponerse en práctica diversos procedimientos cromatográficos de intercambio iónico para la separación 
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de DHB antes o después de la separación de la biomasa. Entre ellos se incluyen la utilización de resinas 
primarias de intercambio catiónico que facilitan la separación de los productos según su punto isoeléctrico. 
Típicamente, la resina se carga con la solución y el producto retenido se eluye separadamente tras el incremento 
del pH (por ejemplo mediante la adición de hidróxido amónico) del eluyente. Otra posibilidad representa la 
utilización de la cromatografía de intercambio iónico utilizando resinas de lecho fijo o móvil simulado. Puede 5 
resultar necesario combinar diferentes etapas cromatográficas con el fin de alcanzar una pureza adecuada del 
producto. Dichos procedimientos de purificación resultan más económicos que una costosa etapa de 
cristalización, proporcionando además ventajas adicionales y flexibilidad respecto a la forma del producto final. 
 
Concentración y secado del producto 10 
 
El procedimiento de purificación puede comprender además una etapa de secado que puede incluir cualesquiera 
medios de secado adecuados, tales como granulador de pulverización, un secador de pulverización, un secador 
de tambor, un secador giratorio y un secador de túnel. Pueden obtenerse soluciones de DHB concentradas 
mediante el calentamiento de caldos de fermentación bajo presión reducida con vapor a 130ºC utilizando un 15 
concentrador multiuso o evaporador de capa fina. 
 
Puede garantizarse la producción eficiente de DHB mediante la optimización de la redistribución del flujo de 
carbono en la red metabólica del organismo hospedador y garantizando el suministro suficiente de NADPH y 
ATP para los tres enzimas de la ruta de DHB. La canalización del flujo de carbono a una ruta metabólica 20 
deseada y el suministro de cofactor NAD(P)H se ve facilitado comúnmente mediante la eliminación o reducción 
de las rutas fermentativas naturales en competencia. Son ejemplos no limitativos:  
 

- La optimización de la producción del malato en S. cerevisiae mediante el bloqueo de la formación del 
etanol (mediante eliminación de las piruvato descarboxilasas (Zelle et al., 2008; Zelle et al., 2010)). 25 

 
- La optimización de la producción de succinato o malato en E. coli mediante el bloqueo de la formación de 

lactato (por ejemplo la eliminación de IdhA), la formación de acetato (por ejemplo la eliminación de pta, 
ackA), la formación de etanol (por ejemplo la eliminación de adhE), la formación de formato (por ejemplo 
la eliminación de pflB, focA), la oxidación de piruvato (por ejemplo la eliminación de poxB), la degradación 30 
de malato (deleción de maeb y scfA), la formación de succinato (por ejempo eliminación de frdBC), la 
formación de metilglioxal (deleción de mgsA) (Jantama et al., 2008a; Jantama et al., 2008b; Lin et al., 
2005; Sanchez et al., 2005a; Zhang et al., 2011). 

 
Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono y el suministro de ATP para la producción de ácidos 35 
orgánicos es la manipulación del nodo de ramificación del fosfoenolpiruvato (PEP)/piruvato/oxaloacetato (revisión 
en Sauer y Eikmanns, 2005). Son ejemplos no limitativos de estrategias de manipulación metabólica que 
garantizan el incremento del flujo de carbono del fosfoenolpiruvato al oxalacetato  
 

- la optimización de la producción del malato en S. cerevisiae mediante el bloqueo de la función de la 40 
piruvato cinasa y el incremento de la actividad d ela PEP carboxicinasa (Zelle et al., 2010). 

 
- La optimización de la producción del succinato en E. coli mediante el incremento de la actividad de PEP 

caroxilasa, PEP carboxicinasa o piruvato carboxilasa natural o de expresión heteróloga (Millard et al., 
1996; Sánchez et al., 2005b; Zhang et al., 2009). 45 

 
Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono y el suministro de ATP para la producción de ácidos 
orgánicos en E. coli y en otras bacterias utilizando el sistema de fosfotransferasa (PTS, por sus siglas en inglés) 
consumidor de PEP para la etapa inicial de fosforilación de la glucosa es la eliminación de los componentes 
esenciales del sistema PTS (por ejemplo ptsI o ptsG) (Lin et al., 2005; Zhang et al., 2009). Para garantizar la 50 
incorporación adicional de glucosa en mutantes portadores de mutaciones deletéreas del sistema PTS, debe 
garantizarse la actividad de sistemas alternativos de incorporación de la glucosa (por ejemplo GalP). 
 
Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono hacia las rutas deseadas para la producción de ácidos 
orgánicos es la manipulación del ciclo del ácido cítrico y el glioxilato. Son ejemplos no limitativos:  55 
 

- La optimización de la producción de ácido succínico en E. coli mediante el incremento de la actividad de 
la isocitrato liasa (deleción del represor transcripcional iclR) (Lin et al., 2005; Sánchez et al., 2005a). 

 
- La optimización de la producción de ácido succínico mediante la eliminación de la isocitrato 60 

deshidrogenasa y/o la succinato deshidrogenasa (Lin et al., 2005). 
 
Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono hacia las rutas deseadas para la producción de DHB es la 
expresión de piruvato deshidrogenasas y citrato sintasas apropiadas en el organismo de producción. La piruvato 
deshidrogenasa y citrato sintasa naturales de E. coli resultan inhibidas por las concentraciones intracelulares 65 
elevadas de NADH, provocando que dichos enzimas sean menos activos bajo condiciones anaeróbicas. En E. 
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coli, la expresión de una piruvato deshidrogenasa mutante que es insensible a NADH resulta en la 
sobreproducción de acetil-CoA bajo condiciones anaeróbicas y una redistribución modificada del flujo de carbono 
entre los productos finales fermentativos (acetato, lactato, etanol, formato y piruvato) (Wang et al., 2010). La 
expresión heteróloga de la citrato sintasa de Bacillus subtilis, que es insensible a NADH, incrementa la 
producción del ácido succínico en cepas manipuladas de E. coli (Sánchez et al., 2005a). En combinación con las 5 
mutaciones anteriormente indicadas, la utilización de las piruvato deshidrogenasas y citrato sintasas apropiadas 
(sensibles o insensibles a NADH) permite el ajuste fino de la redistribución del flujo de carbono entre las 
reacciones del ciclo del glioxilato y el ácido cítrico y las rutas fermentativas bajo condiciones anaeróbicas y 
aeróbicas. 
 10 
Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono por la ruta de DHB es la eliminación de las reacciones 
enzimáticas que podrían degradar los intermediarios de la ruta 4-fosfomalato y 4-malato semialdehído. Los 
enzimas candidatos que podrían degradar el malato semialdehído se encuentran las semialdehído succínico 
deshidrogenasas (sad, gabD) y otras deshidrogenasas que son capaces de oxidar las moléculas C4 con grupos 
aldehído terminales. 15 
 
Otra posibilidad para incrementar la productividad de DHB del organismo hospedador es la eliminación de las 
reacciones metabólicas que degradan el DHB. El DHB es un inhibidor competitivo del enzima málico. De esta 
manera, presenta una afinidad comparativamente elevada para el sitio activo de dicho enzima (Rognstad y Katz, 
1979). Por lo tanto, el DHB puede ser reconocido por otros enzimas y potencialmente degradado. Dichos 20 
enzimas pueden identificarse y eliminarse del organismo hospedador. 
 
En el caso de que la producción de 2,4-DHB se base en la adición de malato u otros ácidos orgánicos, los 
microorganismos productores de 2,4-DHB deberían expresar funcionalmente una proteína de transporte 
membranario que facilite la incorporación del malato (u otros ácidos orgánicos tales como el piruvato, el 25 
succinato, etc.). 
 
Los ejemplos siguientes ilustran la invención. Los presentes ejemplos se proporcionan únicamente a título 
ilustrativo y no limitativo del alcance de la invención. 
 30 
Breve descripción de las figuras 
 

Figura 1: (I) Esquema de reacción que describe la conversión del (L)-malato en (L)-2,4-dihidroxibutirato 
(DHB), e (ii) analogía con la conversión del (L)-aspartato en (L)-homoserina. 

 35 
Figura 2: Alineación de secuencias de aminoácidos de las aspartato cinasas de diferentes organismos. 

(Ec_AKIII - aspartato cinasa III (SEC ID nº 4), LysC, de E. coli, Ec_AKI (SEC ID nº 87)- aspartato 
cinasa I, ThrA, de E. coli, Ec_AKII (SEC ID nº 88- aspartato cinasa II, MetL, de E. coli, Mj - 
Methanococcus jannaschii (SEC ID nº 89), Tt - Thermus thermophilus (SEC ID nº 90), Cg - 
Corynebacterium glutamicum (SEC ID nº 91), At - Arabidopsis thaliana (SEC ID nº 92), Sc - 40 
Saccharomyces cerevisiae (SEC ID nº 93)). La figura se produjo utilizando ClustalW2 (Larkin et al., 
2007). 

 
Figura 3: Alineación de secuencias de aminoácidos de las aspartato semialdehído deshidrogenasas de 

diferentes organismos. (Ec -E. coli (SEC ID nº 49), Mj - Methanococcus jannaschii (SEC ID nº 94), 45 
Tt - Thermus thermophilus (SEC ID nº 95), Bs - Bacillus subtilis (SEC ID nº 96), Cg - 
Corynebacterium glutamicum (SEC ID nº 97), At - Arabidopsis thaliana (SEC ID nº 98), Sc - 
Saccharomyces cerevisiae (SEC ID nº 99)). La figura se produjo utilizando ClustalW2 (Larkin et al., 
2007). 

 50 
Figura 4: Cromatogramas de CG que muestran una ampliación de la región que corresponde al tiempo de 

retención de DHB, mostrando: (A) estándar de DHB (concentración=1 mM); (B) composición de la 
Reacción A, que contiene malato cinasa (MK), malato semialdehído deshidrogenasa (MSA-Dh) y 
malato semialdehído reductasa (MSA-Red); (C) composición de la Reacción B de control (igual 
que A pero sin MSA-Red); (D) composición de la Reacción C de control (igual que A pero sin MSA-55 
Dh). 

 
Figura 5: Actividades relativas de los mutantes purificados LysC E119G, LysC E119G E250K, LysC E119G 

T344M, LysC E119G S345L, LysC E119G T344M y LysC E119G T352I con respecto a la 
concentración de lisina en el tampón de reacción. 60 
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Ejemplos 
 
Ejemplo 1: Ensayo de las aspartato cinasas LysC y Hom 3 de Escherichia coli y Saccharomyces 
cerevisiae, respectivamente, para la actividad de aspartato y  malato cinasa 
 5 
Construcción de plásmidos que contienen genes de tipo salvaje de aspartato cinasa: el plásmido pLYSCwt se 
construyó mediante la amplificación del gen lysC mediante PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad 
PhusionTM (Finnzymes) y los cebadores directos e inversos 
5'CACGAGGTACATATGTCTGAAATTGTTGTCTCC3'(SEC ID nº 1) y 5'CTTCCAGGGGATCCAGT-
ATTTACTCAAAC3' (SEC ID nº 2) que introducen sitios de restricción NdeI y BamHI cadena arriba del codón de 10 
inicio y cadena abajo del codón de parada, respectivamente. Como molde se utilizó ADN genómico de E. coli 
DH5α. El producto de PCR se digirió con NdeI y BamHI, se ligó en los sitios correspondientes del vector de 
expresión pET28a (Novagen) utilizando ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformó en células de E. coli DH5α. 
Se aisló el plásmido pAKIIIwt resultante y se demostró mediante secuenciación de ADN que contenía el gen lysC 
de longitud completa que presentaba la secuencia correcta (SEC ID nº 3). La proteína correspondiente está 15 
representada por la SEC ID nº 4. 
 
El plásmido pHOM3wt se construyó mediante la amplificación del gen HOM3 mediante PCR utilizando la 
polimerasa de alta fidelidad PhusionTM (Finnzymes) y los cebadores directos e inversos 
5'TATAATGCTAGCATGCCAATGGATTTCCAACC3' (SEC ID nº 5) and 5TATAATGAATTCT-20 
TAAATTCCAAGTCTTTTCAATTGTTC3' ( (SEC ID nº 6) que introducen sitios de restricción NdeI y EcoRI cadena 
arriba del codón de inicio y cadena abajo del codón de parada, respectivamente. Se utilizó ADN genómico de S. 
cerevisiae BY4741 como el molde. El producto de PCR se digirió con NdeI y EcoRI, y se ligó en los sitios 
correspondientes del vector de expresión pET28a (Novagen) utilizando ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se 
transformó en células de E. coli DH5α. Se aisló el plásmido pHOM3wt resultante y se demostró mediante 25 
secuenciación de ADN que contenía el gen HOM3 de longitud completa que presentaba la secuencia correcta 
(SEC ID nº 7). La proteína correspondiente está representada por la SEC ID nº 8. 
 
Expresión de los enzimas: se transformaron células de E. coli BL21 D3 star con los plásmidos apropiados. Se 
expresaron los enzimas con una etiqueta hexa-His N-terminal en cultivos con 250 ml de LB que habían sido 30 
inoculados a partir de un cultivo de durante la noche con una DO600 de 0,1 y se cultivaron hasta una DO600 de 0,6 
antes de inducir la expresión de las proteínas mediante la adición de β-D-1-tiogalactopiranósido de isopropilo 
(IPTG) 1 mM al medio de cultivo. Tras 3 h de expresión de proteínas, se recolectaron las células mediante 
centrifugación a 13.000 g durante 10 minutos y se almacenaron a -20ºC hasta el análisis posterior. Se llevó a 
cabo el crecimiento y la expresión de las proteínas a 37ºC. El medio de cultivo contenía 50 µg/l de canamicina. 35 
 
Purificación de enzimas: Los pellets celulares congelados de los cultivos de expresión se resuspendieron en 0,5 
ml de tampón de rotura (Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,5) y se rompieron mediante cuatro rondas sucesivas 
de sonicación (Bioblock Scientific, VibraCellTM 72437) con la potencia fijada al 30%. Se eliminaron los residuos 
celulares mediante centrifugación de los extractos en bruto durante 15 min. a 4ºC a 13.000 g y conservando el 40 
sobrenadante clarificado. Se eliminó el ARN y el ADN de los extractos mediante la adición de estreptomicina 15 
mg/ml (Sigma), la centrifugación de las muestras a 13.000 g durante 10 min. a 4ºC y conservando el 
sobrenadante. El extracto de proteínas clarificadas se incubó durante 1 h a 4ºC con volúmenes de lecho de 0,75 
ml de resina de afinidad TalonTM Cobalt (Clontech). La suspensión se centrifugó a 700 g en una centrífuga de 
laboratorio y se eliminó el sobrenadante. La resina se lavó con 10 volúmenes de lecho de tampón de lavado 45 
(Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 15 mM, pH 7,5) antes de eluir las aspartato cinasas con 0,5 ml de 
tampón de elución (Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, pH 7,5). Se verificó la pureza de los enzimas 
eluidos mediante análisis de SDS-PAGE. 
 
Ensayo enzimático: Se sometieron a ensayo actividades de aspartato o malato cinasa mediante el acoplamiento 50 
de la producción de ADP en las reacciones de cinasa con la oxidación del NADH en presencia de 
fosfoenolpiruvato, piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa. 
 
Esquema de reacción: 
 55 

Aspartato (o malato) cinasa 
 

aspartato (o malato) + ATP → 4-fosfo-(L)-aspartato (o 4-fosfo-(L)-malato) + ADP 
 
Piruvato cinasa 60 

 
ADP + fosfoenolpiruvato → ATP + piruvato 
 

Lactato deshidrogenasa 
 65 
piruvato + NADH → NAD+ + lactato 
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La mezcla de ensayo contenía Hepes 50 mM (pH 7,5), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, NADH 0,24 mM, ATP 0,96 mM, 
PEP 0,96 mM, 9 µg/ml de lactato deshidrogenasa (Sigma, L2500), 12,4 µg/ml de piruvato cinasa (Sigma, P1506) 
y cantidades apropiadas de aspartato (malato) cinasa purificada. Las reacciones se iniciaron mediante la adición 
de (L)-aspartato o (L)-malato 50 mM. Los ensayos enzimáticos se llevaron a cabo a 30ºC en placas de 5 
microtitulación de fondo plano de 96 pocillos en un volumen final de 250 µl. Se realizó un seguimiento de las 
reacciones a partir de la absorción característica del NADH a 340 nm en un lector de microplacas (BioRad 
680XR). 
 
Ensayo de hidroxamato: con el fin de verificar la fosforilación del sustrato, es decir la formación de un anhídrido 10 
de acilfosfato, por las aspartato cinasas de tipo salvaje o mutadas, se incubó el producto de la reacción de la 
cinasa con hidroxilamina para formar el derivado hidroxamato de aspartato o malato correspondiente. La mezcla 
de ensayo contenía Hepes 120 mM (pH 8), KCl 200 mM, ATP 10 mM, hidroxilamina 200 mM, aspartato o malato 
10 mM y una cantidad apropiada de proteína purificada. La reacción se detuvo tras 30 minutos mediante la 
adición de un volumen igual de FeCl3 al 1,7% (p/v) en ácido clorhídrico 1 M. Se verificó la formación del complejo 15 
de hidroxamato-hierro mediante la medición de su absorbancia característica a 540 nm en un lector de placas de 
microtitulación. Se utilizaron como blanco mezclas de ensayo que contenían todos los componentes excepto 
ATP. 
 
Resultados: los enzimas purificados LysC (sin etiqueta His, SEC ID nº 4) y Hom3 (sin etiqueta His, SEC ID nº 7) 20 
mostraban actividad de aspartato cinasa pero no eran capaces de fosforilar el malato, tal como se verificó 
mediante el ensayo de hidroxamato (Keng y Viola, 1996). Las actividades máximas de LysC y Hom3 sobre el 
aspartato eran 4,5 µmoles/(min*mgprot) y 1,6 µmoles/(min*mgprot), respectivamente. Se estimó el valor de Km 
para el aspartato con el método de Eadie y Hofstee mediante la medición de las tasas de reacción iniciales (v) a 
diferentes concentraciones de sustrato (c) y mediante la extracción de la pendiente de la gráfica de v versus v/c. 25 
Se estimó la Km de LysC purificada y etiquetada con His en aproximadamente 0,6 mM, demostrando que la 
proteína etiquetada con His presenta la misma afinidad para el sustrato que el enzima purificado no etiquetado, 
que se ha informado que es de 0,6 mM (Marco-Marin et al., 2003). 
 
Ejemplo 2: mutagénesis dirigida a sitio de la aspart ato cinasa LysC de Escherichia coli y ensayo de 30 
enzimas mutantes para actividad de malato cinasa. 
 
La mutagénesis dirigida a sitio se llevó a cabo utilizando las parejas de oligonucleótidos listadas en la Tabla 1 y 
el plásmido pLYSCwt (SEC ID nº 3) como molde. Se introdujeron mediante PCR mutaciones puntuales para 
modificar la secuencia de aminoácidos (Phusion 1 U, tampón HF al 20% (v/v), dNTP 2,5 mM, cebadores directos 35 
e inversos: 1 µM de cada uno, plásmido molde: 200 ng, agua) utilizando la pareja de oligonucleótidos listada en 
la Tabla 1. Los plásmidos creados mediante PCR contenían un nuevo sitio de restricción para Nco1 (introducido 
utilizando mutaciones silenciosas) además de la mutación funcional para facilitar la identificación de los clones 
mutados. Los productos de PCR se digirieron mediante DpnI a 37ºC durante 1 h para eliminar el ADN molde y se 
transformaron en células de E. coli 5-alfa NEB competentes (NEB). Los plásmidos mutados se identificaron 40 
mediante análisis de los sitios de restricción y se verificó que portaban las mutaciones deseadas mediante 
secuenciación del ADN.  
 
Tabla 1: Oligonucleótidos utilizados para mutar la aspartato cinasa LysC de E. coli en posición E119. 
  45 

Mutación Secuencia 5'-3' 

E119nnk GCTGGTCAGCCATGGCNNNCTGATGTCGACCCTGC (SEC ID nº 10) 
GCAGGGTCGACATCAGNNNGCCATGGCTGACCAGC (SEC ID nº 11) 

 
La secuencia que representa una mutación en la posición 119 puede representarse con la SEC ID nº 9, en la que 
el residuo en la posición 119 es X, siendo X cualquiera de los 19 aminoácidos naturales (excepto glutamina). 
 
Se expresaron, purificaron y sometieron a ensayo los enzimas mutantes para actividad de aspartato y malato 50 
cinasa tal como se ha indicado en el Ejemplo 1. Se resumen los resultados en la Tabla 2.  
 
Tabla 2: Caracterización de enzimas mutantes para actividades de malato cinasa. Los valores corresponden a 
medias de por lo menos dos experimentos independientes.  
 55 

Aminoácido en la posición 119 (correspondiente a la SEC ID nº) 
Vmax Km 

[µmoles/(mq*min]] [mM]] 
C (SEC ID nº 12) 0,97 19,7 
G (SEC ID nº 14) 0,49 16,0 
N (SEC ID nº 16) 0,13 27,1 
P (SEC ID nº 18) 0,71 19,0 
Q (SEC ID nº 20) 0,01 39,9 
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S (SEC ID nº 22) 0,83 15,7 
T (SEC ID nº 24) 0,33 26,8 
V (SEC ID nº 26) 0,29 39,7 

 
Ninguno de los mutantes presentados en la tabla 2 presentaba actividad sobre el aspartato. 
 
Los resultados demuestran que la aspartato cinasa puede transformarse en malato cinasa mediante la 
sustitución del glutamato conservado en la posición 119 por cisteína, glicina, asparagina, prolina, glutamina, 5 
serina, treonina o valina. 
 
Las secuencias de ácidos nucleicos correspondientes del enzima listado en la tabla 2 son SEC ID nº 13, SEC ID 
nº 15, SEC ID nº 17, SEC ID nº 19, SEC ID nº 21, SEC ID nº 23, SEC ID nº 25 y SEC ID nº 27. 
 10 
Ejemplo 3: construcción de una malato cinasa con sen sibilidad fuertemente reducida a la inhibición por 
lisina 
 
Se llevó a cabo la mutagénesis dirigida a sitio utilizando las parejas de oligonucleótidos listadas en la Tabla 3 y el 
plásmido pLYSC_E119G como molde. El plásmido pLYSC_119G se obtuvo tal como se indica en el Ejemplo 2, 15 
mediante la introducción de los cambios siguientes en la secuencia de ADN del gen lysC: (SEC ID nº 15). Se 
introdujeron mediante PCR mutaciones puntuales para modificar la secuencia de aminoácidos (Phusion 1U, 
tampón HF al 20% (v/v), dNTP 2,5 mM, cebadores directos e inversos: 1 µM de cada uno, plásmido molde: 200 
ng, agua) utilizando las parejas de oligonucleótidos listadas en la Tabla 1. En caso posible, los plásmidos 
creados mediante PCR contenían nuevos sitios de restricción (introducidos utilizando mutaciones silenciosas) 20 
además de la mutación funcional para facilitar la identificación de los clones mutados. Los productos de PCR se 
digirieron mediante DpnI a 37ºC durante 1 h para eliminar el ADN molde y se transformaron en células de E. coli 
5-alfa NEB competentes (NEB). Los plásmidos mutados se identificaron mediante análisis de los sitios de 
restricción y se verificó que portaban las mutaciones deseadas mediante secuenciación del ADN.  
 25 
Tabla 3: oligonucleótidos utilizados para mutar la malato cinasa LysC_E119G de E. coli.  
 

Mutación Secuencia 5'-3' 
E250K, GCGTTTGCCGAAGCGGCAAAGATGGCCACTTTTG (SEC ID nº 28) 

 CAAAAGTGGCCATCTTTGCCGCTTCGGCAAACGC (SEC ID nº 29) 
T344M, GGTAGATCTAATCACCATGTCAGAAGTGAGCGTGG (SEC ID nº 30) 

 CCACGCTCACTTCTGACATGGTGATTAGATCTACC (SEC ID nº 31) 
S345L, GGTAGATCTAATCACCACGTTAGAAGTGAGCGTGGC (SEC ID nº 32) 

 GCCACGCTCACTTCTAACGTGGTGATTAGATCTACC (SEC ID nº 33) 
T344M, GGTAGATCTAATCACCATGTCAGAAGTGAGCGTGG (SEC ID nº 34) 

 CCACGCTCACTTCTGACATGGTGATTAGATCTACC (SEC ID nº 35) 
T352I, GTCAGAAGTGAGCGTGGCATTAATTCTAGATACCAC (SEC ID nº 36) 

 GTGGTATCTAGAATTAATGCCACGCTCACTTCTGAC (SEC ID nº 37) 
 
La secuencia de ácidos nucleicos de la proteína LysC E119G que comprende una mutación adicional 
correspondiente a: (i) la sustitución del ácido glutámico en la posición 250 por una lisina está representada por la 30 
SEC ID nº 38; su secuencia de aminoácidos correspondiente está representada por la SEC ID nº 39; (ii) la 
sustitución de la treonina en la posición 344 por metionina está representada por la SEC ID nº 40; su secuencia 
de aminoácidos correspondiente está representada por la SEC ID nº 41; (iii) la sustitución de la treonina en la 
posición 352 por isoleucina está representada por la SEC ID nº 42; su secuencia de aminoácidos 
correspondiente está representada por la SEC ID nº 43; (iv) la sustitución de la serina en la posición 345 por 35 
leucina está representada por la SEC ID nº 44; su secuencia de aminoácidos correspondiente está representada 
por la SEC ID nº 45. 
 
Expresión y purificación de los enzimas: la expresión de proteínas para los enzimas etiquetados con His LysC 
E119G, LysC E119G E250K, LysC E119G T344M, LysC E119G S345L yLysC E119G T352I se llevó a cabo tal 40 
como se indica en el Ejemplo 1. 
 
Ensayo enzimático: las actividades de la malato cinasa se sometieron a ensayo tal como se indica en el Ejemplo 
1. Se varió la concentración de lisina en el tampón de reacción. 
 45 
Resultados: la introducción de las mutaciones E250K, T344M o S345L en LysC E119G provocó que la actividad 
de la malato cinasa fuese en gran parte insensible a las concentraciones de lisina elevadas (ver la figura 4). 
 
Ejemplo 4: ensayo de aspartato semialdehído deshidro genasas de Escherichia coli para las actividades 
de aspartato y malato semialdehído deshidrogenasa. 50 
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Construcción de plásmidos que contienen genes de tipo salvaje de aspartato semialdehído deshidrogenasa: Se 
construyó el plásmido pASDwt mediante la amplificación del gen asd de E. coli mediante PCR utilizando la 
polimerasa de alta fidelidad PhusionTM (Finnzymes) y los cebadores directos e inversos 
5'TATAATGCTAGCATGAAAAATGTTGGTTTTATCGG3' (SEC ID nº 46) y 
5'TATAATGGATCCTTACGCCAGTTGACGAAGC3' (SEC ID nº 47) que introdujeron un sitio de restricción NheI y 5 
BamHI cadena arriba del codón de inicio y cadena abajo del codón de parada, respectivamente. Se utilizó el 
ADN genómico de E. coli DH5α como molde. Se digirió el producto de PCR se digirió con NdeI y BamHI, se ligó 
en los sitios correspondientes del vector pET28a (Novagen) utilizando ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se 
transformó en células de E. coli DH5α. Se aisló el plásmido pASDwt resultante y se demostró mediante 
secuenciación de ADN que contenía el gen asd de longitud completa que presentaba la secuencia correcta (SEC 10 
ID nº 48). La secuencia de aminoácidos correspondiente de dicho enzima está representada por la SEC ID nº 49. 
 
Expresión y purificación de los enzimas: la expresión de proteínas para los enzimas Asd etiquetados con His se 
llevó a cabo tal como se indica en el Ejemplo 1. 
 15 
Ensayo enzimático: se sometieron a ensayo las actividades de la aspartato o malato semialdehído 
deshidrogenasa en la dirección biosintética inversa mediante el seguimiento de la reducción del NADP durante la 
oxidación del aspartato o malato semialdehído a 4-fosfo-(L)-aspartato o 4-fosfo-(L)-malato, respectivamente 
(Roberts et al., 2003). 
 20 

(L)-aspartato semialdehído (o (L)-malato semialdehído) + NADP + Pi → 4-fosfo-(L)-aspartato (o 4-fosfo-(L)-
malato) + NADPH 

 
La mezcla de ensayo contenía Hepes 200 mM (pH 9), K2PO4 50 mM y NADP 0,25 mM. Las reacciones se 
iniciaron mediante la adición de (L)-aspartato semialdehído o (L)-malato semialdehído. Se añadió (L)-aspartato 25 
semialdehído en forma de trifluoroacetato de hidrato de β-semialdehído de ácido L-aspártico (mantenido a pH 3 
para evitar la degradación), que es un sustrato adecuado para los ensayos enzimáticos de la homoserina 
deshidrogenasa y la aspartato semialdehído deshidrogenasa (Roberts et al., 2003). Se produjo malato 
semialdehído inestable nuevamente antes de los ensayos enzimáticos mediante la desprotección del derivado 
malato semialdehído estable 2-[(4S)-2,2-dimetil-5-oxo-1,3-dioxolán-4-il]acetaldehído (DMODA). Se obtuvo malato 30 
semialdehído mediante la incubación de DMODA en ácido clorhídrico 2 M durante 15 minutos a 25ºC y la 
evaporación de la acetona liberada (35ºC, 50 mbar). Se fijó el pH de la solución de malato semialdehído en 3 
utilizando bicarbonato sódico. 
 
Se llevaron a cabo los ensayos enzimáticos en placas de microtitulación de fondo plano de 96 pocillos en un 35 
volumen final de 250 µl a 30ºC. Se realizó un seguimiento de las reacciones a partir de la absorción 
característica del NADPH a 340 nm en un lector de microplacas (BioRad 680XR). 
 
Resultados: la aspartato semialdehído deshidrogenasa de tipo salvaje etiquetada con His, Asd, oxidó el (L)-
aspartato semialdehído a 4-fosfo-(L)-aspartato con una actividad específica máxima de 160 µmoles/(min*mgprot). 40 
Sobre el (L)-malato semialdehído el enzima presentaba una actividad de 0,01 µmoles/(min*mgprot). 
 
Ejemplo 5: mutagénesis dirigida a sitio de la aspart ato semialdehído deshidrogenasa Asd de Escherichia 
coli y ensayo de enzimas mutantes para actividad de mal ato semialdehído deshidrogenasa. 
 45 
Se introdujeron mutaciones puntuales en la secuencia de aminoácidos de Asd utilizando el plásmido pASDwt 
como molde y siguiendo el protocolo descrito de manera general en el Ejemplo 2. Se utilizaron las parejas de 
oligonucleótidos listadas en la Tabla 4 para mutar el residuo glutamato en la posición 241 o el residuo treonina en 
la posición 136. Los plásmidos mutados se identificaron mediante análisis de los sitios de restricción y se verificó 
que portaban las mutaciones deseadas mediante secuenciación del ADN. 50 
 
La proteína Asd mutada en la posición 241 puede representarse mediante la SEC ID nº 68, en la que el residuo 
en la posición 241 es X, siendo X cualquiera de los otros 19 aminoácidos naturales (excepto glutamina).  
 
Tabla 4: oligonucleótidos utilizados para mutar la aspartato semialdehído deshidrogenasa Asd de E. coli en las 55 
posiciones E241 y T136.  
 

Mutación Secuencia 5'-3' 

E241nnn, 
 

 

 
 

 
 

T136N, TTTTGTTGGCGGTAACTGTAACGTGTCCCTGATGTTG (SEC ID nº 52) 
 CAACATCAGGGACACGTTACAGTTACCGCCAACAAAA (SEC ID nº 53) 
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Resultados: las actividades y valores de Km de Asd mutado en la posición E241 se resumen en la Tabla 5. Los 
mutantes de Asd en los que el glutamato 241 se ha sustituido por alanina, cisteína, glicina, histidina, isoleucina, 
metionina o glutamina oxidaron el (L)-aspartato-4-semialdehído a 4-fosfo-(L)-aspartato con una actividad 
específica máxima significativamente más elevada que el enzima de tipo salvaje. El enzima Asd doble mutante 5 
E241Q T136N (SEC ID nº 231) presentaba una actividad específica máxima de 0,25 µmoles/(min*mgprot) y una 
Km de 0,25 mM.  
 
Tabla 5: Caracterización de enzimas mutantes para actividades de malato semialdehído deshidrogenasa. Los 
valores corresponden a medias de por lo menos dos experimentos independientes.  10 
 

Aminoácido en la posición 241 (correspondiente a la SEC ID nº) Vmax Km* 
 [µmoles/(mq*min)] [mM] 

A (SEC ID nº 54) 0,09 0,378 
C (SEC ID nº 56) 0,18 0,5 

E (=wt )(SEC ID nº 49) 0,01  
G (SEC ID nº 58) 0,09 0,18 
H (SEC ID nº 60) 0,10 0,8 
I (SEC ID nº 62) 0,10 0,23 

M (SEC ID nº 64) 0,15 0,43 
Q (SEC ID nº 66) 0,39 0,52 

* Se estimaron los valores de Km únicamente para mutantes seleccionados 
 
Los ácidos nucleicos correspondientes están representados por SEC ID nº 55, SEC ID nº 57, SEC ID nº 48, SEC 
ID nº 59, SEC ID nº 61, SEC ID nº 63, SEC ID nº 65 y SEC ID nº 67. 
 15 
El enzima Asd doble mutante E241Q T136N presenta una secuencia de ácidos nucleicos representada por la 
SEC ID nº 230. 
 
Ejemplo 6: identificación de una 2,4-DHB-deshidrogen asa 
 20 
Con el fin de identificar una 2,4-DHB-deshidrogenasa adecuada, se sometieron a ensayo para su capacidad de 
reducir el malato semialdehído, beta-hidroxiácido deshidrogenasas de diferente origen biológico. Entre los 
enzimas sometidos a ensayo se encontraban la metilbutiraldehído reductasa, Ypr1 (Ford y Ellis, 2002) (SEC ID 
nº 73 y SEC ID nº 74), de Saccharomyces cerevisiae, y la semialdehído succínico reductasa, Ms-Ssr de 
Metallosphaera sedula (Kockelkorn y Fuchs, 2009) (SEC ID nº 75 y SEC ID nº 76). Los genes YPR1 y Ms-SSR 25 
se amplificaron utilizando los cebadores listados en la Tabla 6 y se clonaron en el vector pET28 (ver los enzimas 
de restricción en la Tabla 3), rindiendo los plásmidos pYPR1 y pMs-SSR, respectivamente. Las proteínas se 
expresaron y purificaron tal como se ha indicado en el Ejemplo 1.  
 
Tabla 6: cebadores y enzimas de restricción utilizados para clonar las beta-hidroxiácido deshidrogenasas 30 
candidatas  
 

Enzima Nº de acceso Cebador 5’-3’ Enzimas de restricción 

Ms-SSR GI:146304190 TATAATGCTAGCATGAAAGCTGCAGTACTTCA 
(SEC ID nº 69) 

NheI 

  TATAATGAATTCTTACGGGATTATGAGACTTC 
(SEC ID nº 70) 

EcoRI 

YPR1 GI:6320576 TATAATGCTAGCATGCCTGCTACGTTAAAGAA 
(SEC ID nº 71) 

NheI 

  
TATAATGAGCTCTCATTGGAAAATTGGGAAGG 

(SEC ID nº 72) 
SacI 

 
Ensayo de la actividad de malato semialdehído reductasa: 
 35 

Reacción: (L)-Malato semialdehído + NAD(P)H → ácido (L)-2,4-dihidroxibutírico + NAD(P) 
 
La mezcla de ensayo contenía Hepes 200 mM (pH 7,5), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, NADH o NADPH 0,24 mM y 
cantidades apropiadas del enzima purificado. Las reacciones se iniciaron mediante la adición de (L)-malato 
semialdehído 10 mM (el malato semialdehído se preparó nuevamente para cada ensayo; ver el Ejemplo 4). Los 40 
ensayos enzimáticos se llevaron a cabo a 30ºC en placas de microtitulación de fondo plano de 96 pocillos en un 
volumen final de 250 µl. Se realizó un seguimiento de las reacciones a partir de la absorción característica del 
NAD(P)H a 340 nm en un lector de microplacas (BioRad 680XR). Se listan los resultados en la Tabla 7.  
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Tabla 7: actividad reductora de beta-hidroxiácido deshidrogenasas seleccionadas del malato semialdehído (los 
resultados son de medias de por lo menos dos experimentos independientes).  
 

Enzima Origen Función conocida Actividad sobre el 
malato semialdehído 

(cofactor NADH) 
[µmoles/(mm*mg_prot)] 

Actividad sobre el 
malato semialdehído 

(cofactor NADPH) 
[µmoles/(mm*mg_prot)] 

Ms-SSR 
(SEC ID nº 76) 

M. sedula Semialdehído succínico 
reductasa 

4,9 4,9 

YPR1 
(SEC ID nº 74) 

S. cerevisiae Metilbutiraldehído 
reductasa 

nd 0,19 

 
La semialdehído succínico deshidrogenasa de M. sedula y la metilbutiraldehído reductasa de S. cerevisiae 5 
presentan actividad de malato semialdehído reductasa. La Km de Ms-SSR para el malato semialdehído era de 
1,1 mM. 
 
Ejemplo 7: mutagénesis dirigida a sitio de la semial dehído succínico reductasa de M. sedula 
 10 
La mutagénesis dirigida a sitio se llevó a cabo utilizando las parejas de oligonucleótidos listadas en la Tabla 8 y 
el plásmido pMs-SSR como molde. Se introdujeron mediante PCR mutaciones puntuales para modificar la 
secuencia de aminoácidos (Phusion 1 U, tampón HF al 20% (v/v), dNTP 2,5 mM, cebadores directos e inversos: 
1 µM de cada uno, plásmido molde: 200 ng, agua). En caso posible, los plásmidos creados mediante PCR 
contenían nuevos sitios de restricción (introducidos utilizando mutaciones silenciosas) además de la mutación 15 
funcional para facilitar la identificación de los clones mutados. Los productos de PCR se digirieron mediante DpnI 
a 37ºC durante 1 h para eliminar el ADN molde y se transformaron en células de E. coli 5-alfa NEB competentes 
(NEB). Los plásmidos mutados se identificaron mediante análisis de los sitios de restricción y se verificó que 
portaban las mutaciones deseadas mediante secuenciación del ADN. La Tabla 9 resume los parámetros 
cinéticos de los mutantes. Los resultados demuestran que el doble mutante Ms-SSR H39R N43H (SEC ID nº 81, 20 
SEC ID nº 82) presenta una afinidad mejorada para el malato semialdehído en comparación con el enzima de 
tipo salvaje.  
 
Tabla 8: parejas de cebadores utilizados para mutar la semialdehído succínico reductasa de M. sedula (Ms-
SSR).  25 
 

Mutación Cebador 5’-3’ Enzimas de restricción 

H39R gtcaaggcaaccggtctctgtcgctccgacgtcaatg 
(SEC ID nº 77). 

NheI 

 cattgacgtcggagcgacagagaccggttgccttgac 
(SEC ID nº 78).  

N43H 
ggctctgtcactccgacgtacatgtctttgaggggaaaac 

(SEC ID nº 79). 
NheI 

 gttttcccctcaaagacatgtacgtcggagtgacagagcc 
(SEC ID nº 80).  

 
Tabla 9: resumen de los parámetros cinéticos de los mutantes de la semialdehído succínico reductasa de M. 
sedula (Ms-SSR) (los resultados son de medias de por lo menos dos experimentos independientes).  
 30 

Mutante Actividad máxima [µmoles/(min*mgprot)] Km [mmoles/l] 
Tipo salvaje (SEC ID nº 76) 4,9 1,1 

H39R (SEC ID nº 225) 1,7 0,5 
N43H (SEC ID nº 227) 4,3 2,5 

H39R N43H (SEC ID nº 81) 4,7 0,4 
 
Las secuencias de ácidos nucleicos correspondientes están representadas por la SEC ID nº 224, SEC ID nº 226 
y SEC ID nº 82. 
 
Ejemplo 8: producción in vitro de DHB 35 
 
Los enzimas malato cinasa (LysC E119G, SEC ID nº 15), malato semialdehído deshidrogenasa (Asd E241Q, 
SEC ID nº 67) y malato semialdehído reductasa (Ms SSrR, SEC ID nº 76) se expresaron y se purificaron tal como 
se ha indicado en el Ejemplo 1. Se demostró la producción de DHB in vitro mediante la adición de malato 50 mM 
a una mezcla de reacción que contenía Hepes 50 mM (pH 7,5), KCl 50 mM, MgCl2 5 mM, NADPH 1 mM, 180 40 
µg/l de malato cinasa (Lys E119G), 325 µg/ml de malato semialdehído deshidrogenasa (Asd E241Q) y 130 µg/ml 
de malato semialdehído reductasa (Ms_Ssr) (Reacción A). Las reacciones de control contenían todos los 
componentes pero no incluían malato semialdehído deshidrogenasa (Reacción B) o malato semialdehído 
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deshidrogenasa (Reacción (C). Tras 30 min. de incubación a 30ºC, se analizó la mezcla de reacción mediante 
cromatografía de gases [CPG, Varian Series 430, dotado de detector FID; automuestreador CP8400, inyector 
splitless 1177 (230ºC); columna: CP-WAX58/FFAP, 30 m × 0,3 mm, df 0,50 µm; y alineador: Prensaestopas de 
entrada, cuello de cisne 6,5 x 78,5 x 4 mm GWOL (Varian). El gas portador era nitrógeno, a un caudal de 25 
ml/min. La ionización de llama se llevó a cabo utilizando una mezcla de aire-hidrógeno (los caudales eran 300 5 
ml/min. y 30 ml/min., respectivamente). La temperatura del detector era 240ºC. Volumen de muestra inyectado: 1 
µl. En la Tabla 10 se proporciona un programa de temperaturas.  
 
Tabla 10: programa de temperaturas para el análisis de las mezclas de reacción.  
 10 

Temperatura de la 
columna [ºC] Tiempo de retención [min.] Gradiente [°C/min] Tiemp o de operación 

90 0 0 0 
115 1,8 30 2,63 
160 2 2 27,13 
230 1 50 29,53 

 
Se detectó producción de DHB en la reacción A (presencia de todos los enzimas) pero no en las reacciones de 
control B y C (figura 5). 
 
Ejemplo 9: optimización de la secuencia codificante de la semialdehído succínico reductasa de M. sedula 15 
para su expresión en E. coli. 
 
Se optimizó la secuencia codificante de la semialdehído succínico reductasa de M. sedula que incluía las 
mutaciones H39R y N43H para la expresión máxima en E. coli utilizando el software GeneOptimizer®. El gen 
sintético fue producido por GeneArt® Gene Synthesis (Invitrogen Life Technologie). Se introdujeron los sitios de 20 
restricción NheI y EcoRI cadena arriba del codón de inicio y cadena abajo del codón de parada, respectivamente, 
permitiendo la clonación directa en pET28a+ (Novagen). 
 
Se aisló el plásmido pSSR-H39RN43H-opt resultante y se demostró mediante secuenciación del ADN que 
contenía el gen SSR H39R N43H de longitud completa de M. sedula que presentaba la secuencia correcta (SEC 25 
ID nº 228). 
 
Ejemplo 10: construcción de un plásmido que facilita  la expresión simultánea de la malato cinasa 
(mutante del gen  lysC de E. coli), la malato semialdehído deshidrogenasa (mutante d el gen asd de E. coli) 
y la DHB deshidrogenasa (mutante del gen de la semi aldehído succínico reductasa de M. sedula) 30 
utilizando E. coli como organismo hospedador. 
 
Se utilizó el plásmido pLYSC-E119G E250K (SEC ID nº 38) como esqueleto para la construcción del operón. Se 
obtuvo un fragmento de ADN que contenía el sitio de unión ribosómica (rbs) de pET28 (Novagen) y se obtuvo la 
región codificante de ASD-E241Q mediante PCR (polimerasa de alta fidelidad PhusionTM (Finnzymes)) utilizando 35 
pASD-E241Q (SEC ID nº 55 como molde, y los cebadores directo e inverso 
TATAAGGATCCGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGG3' (SEC ID nº 83) y 
5'TATAAGAATTCTTACGCCAGTTGACGAAG3' (SEC ID nº 84) que introdujeron un sitio de restricción BamHI y 
uno EcoRI cadena arriba de rbs y cadena abajo del codón de parada, respectivamente. Se digirieron los 
productos de PCR con BamHI y EcoRI, se ligaron en los sitios correspondientes del vector pLYSC-E119G E250K 40 
utilizando la ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformaron en células de E. coli DH5α. El plásmido pLYSC-
E119G-E250K_ASD-E241Q resultante se aisló y demostró mediante secuenciación de ADN que contenía la 
secuencia correcta. 
 
Se obtuvo un fragmento de ADN que contenía el sitio de unión ribosómica (rbs) de pET28 y se obtuvo la región 45 
codificante de Ms-SSR-H39RN43H-opt de codones optimizados mediante PCR utilizando pSSR-H39RN43H-opt 
como molde, y los cebadores directo e inverso 5'TATAAGCGGCCGCGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAT3' (SEC 
ID nº 85) y 5'TATAAACTCGAGCTTACGGAATAATCAGG3' (SEC ID nº 86) que introdujeron un sitio de restricción 
NotI y uno PspXI cadena arriba de rbs y cadena abajo del codón de parada, respectivamente. Se digirieron los 
productos de PCR con NotI y PspXI, se ligaron en los sitios correspondientes del vector pLYSC- E119G-50 
E250K_ASD-E241Q utilizando la ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformaron en células de E. coli DH5α. Se 
aisló el plásmido pET28-DHB resultante (SEC ID nº 229) y se demostró mediante secuenciación de ADN que 
contenía la secuencia correcta. 
 
La región promotora cadena arriba 5’ que regula simultáneamente la expresión de los tres genes (es decir, el 55 
promotor de T7 en pET28-DHB) puede sustituirse por cualquier otro promotor, inducible o constitutivo, mediante 
la digestión con pET28-DHB con SphI y XbaI, y clonando otra región promotora son sitios de restricción 
adecuados. A título de ejemplo de la utilización de un promotor inducible, se sustituyó el promotor de T7 del 
esqueleto pET28-DHB por el promotor tac, las características del cual permiten la expresión de las proteínas en 
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presencia de glucosa (de Boer et al., 1983). Se obtuvo el promotor tac a partir del plásmido pEXT20 (Dykxhoorn 
et al., 1996) mediante la digestión del plásmido con SphI y XbaI. Se purificó el fragmento de ADN que contenía el 
promotor y se clonó en el plásmido pET28-DHB digerido con SphI/XbaI. Se aisló el plásmido pTAC-DHB 
resultante y se demostró mediante secuenciación de ADN que contenía la secuencia correcta.  
 5 
Tabla 11: Lista de plásmidos construidos en el presente estudio  
 

Plásmido Regulación Características 
pET28-DHB T7 lysC-E119G-E250K, asd-E241Q, Ms_SSR-H39R-N43H de codones optimizados 
pTAC-DHB tac lysC-E119G-E250K, asd-E241Q, Ms_SSR-H39R-N43H de codones optimizados 

 
Ejemplo 11: construcción de cepas de  E. coli para optimizar la redistribución del flujo de carb ono y el 
suministro de cofactor NADPH para la producción ferm entativa de DHB 10 
 
Se interrumpieron (“disrupted”) varios genes en E. coli cepa MG1655 con el fin de optimizar la redistribución del 
flujo de carbono y el suministro de cofactor para la producción de DHB. Se llevaron a cabo eliminaciones génicas 
utilizando el procedimiento de recombinasa red de fago lambda según Datsenko et al. (Datsenko y Wanner, 
2000). 15 
 
Se prepararon casetes de eliminación mediante PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad PhusionTM 
(Finnzymes) y el gen de resistencia a canamicina (kan) flanqueado por FRT del plásmido pKD4 a modo de molde 
(Datsenko y Wanner, 2000). Los cebadores de sentido contenían secuencias correspondientes al extremo 5’ de 
cada gen diana (subrayado) seguido de 20 pb correspondientes al casete FRT-kan-FRT de pKD4. Los cebadores 20 
antisentido contenían secuencias correspondientes a la región de extremo 3’ de cada gen diana (subrayado) 
seguido de 20 pb correspondientes al casete. Se indican los cebadores en la Tabla 12. Se digirieron los 
productos de PCR con DpnI y se purificaron antes de la transformación. 
 
La cepa E. coli MG1655 se convirtió en electrocompetentes mediante el cultivo de las células hasta una DO600 de 25 
0,6 en medio líquido LB a 37ºC, concentrando las células 100 veces y lavándolas dos veces con glicerol al 10% 
helado. Las células se transformaron con el plásmido pKD46 (Datsenko y Wanner, 2000) mediante 
electroporación (2,5 kV, 200 Ω, 25 µF, en cubetas de 2 mm). Se seleccionaron los transformantes a 30ºC sobre 
medio sólido LB con ampicilina (100 µg/ml). 
 30 
Los casetes de interrupción se transformaron en cepas de E. coli electrocompetentes que alojaban el plásmido 
pKD46 expresante de recombinasa Red de fago lambda. Se cultivaron las células a 30ºC en medio SOB líquido 
que contenía ampicilina (100 µg/ml). Se indujo el sistema recombinasa red de lambda mediante la adición de 
arabinosa 10 mM al alcanzar la DO600 de los cultivos un valor de 0,1. Las células se cultivaron adicionalmente 
hasta una DO600 de 0,6 antes de recolectarlas mediante centrifugación, se lavaron dos veces con glicerol al 10% 35 
helado y se transformaron con el casete de interrupción mediante electroporación. Tras una expresión fenotípica 
durante la noche a 30ºC en medio LB líquido, las células se sembraron en placa sobre medio LB sólido que 
contenía 25 µg/ml de canamicina. Se seleccionaron los transformantes tras el cultivo a 30ºC. 
 
Se verificó la sustitución génica mediante PCR de las colonias utilizando polimerasa Crimson Taq (NEB). Se 40 
llevó a cabo una primera reacción con los cebadores específicos de locus flanqueantes (ver las tablas 13) con el 
fin de verificar la pérdida simultánea del fragmento parental y la ganancia del nuevo fragmento específico de 
mutante. Se llevaron a cabo dos reacciones adicionales mediante la utilización de los cebadores próximos 
específicos de locus con el cebador de ensayo común respectivo k1rev o k2for (ver la Tabla 13) dentro del 
casete de resistencia a canamicina FRT (cebador de locus de sentido/k1 rev y k2for/cebador de locus inverso). 45 
 
A continuación se extrajo el gen de resistencia (FRT-kan-FRT) del cromosoma utilizando el plásmido que alojaba 
la recombinasa FLP, pCP20 (Cherepanov y Wackernagel, 1995) dejando una región scar que contenía un sitio 
FRT. pCP20 es un plásmido ampicilina y CmR que muestra la replicación sensible a la temperatura y la 
inducción térmica de la síntesis de la recombinasa FLP. Se transformaron mutantes resistentes a canamicina con 50 
pCP20 y los transformantes resistentes a la ampicilina se seleccionaron a 30ºC. A continuación, se cultivaron los 
transformantes sobre medio LB sólido a 37ºC y se sometieron a ensayo para la pérdida de todas las resistencias 
a antibióticos. La extracción del casete FRT-canamicina se analizó mediante PCR de colonias utilizando la 
polimerasa Crimson taq y los cebadores específicos de locus flanqueantes (Tabla 13). Se obtuvieron múltiples 
eliminaciones mediante la repetición de las etapas anteriormente indicadas. 55 
 
Se convirtieron las cepas portadoras de una eliminación individual o eliminaciones múltiples en 
electrocompetentes tal como se ha indicado anteriormente, se transformaron con el plásmido pTAC-DHB, que 
permite la expresión inducible por IPTG de los enzimas de la ruta del DHB (ver el Ejemplo 10) y se seleccionaron 
sobre medio LB sólido que contenía 50 µg/ml de canamicina. 60 
 
Se construyó el plásmido pACT3-pck que alojaba el gen pck codificante de la PEP carboxiquinasa de E. coli 
mediante la amplificación de la secuencia codificante pck utilizando el ADN genómico de E. coli MG1655 como 
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molde y los cebadores directo e inverso, respectivamente, 
5'TATAATCCCGGGATGCGCGTTAACAATGGTTTGACC3' (SEC ID nº 100) y 
5'TATAATTCTAGATTACAGTTTCGGACCAGCCG3' (SEC ID nº 101). Se digirió el fragmento de ADN con XmaI y 
XbaI, se ligó en los sitios correspondientes del vector de expresión pACT3 (Dykxhoorn et al., 1996) utilizando la 
ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformó en células de E. coli DH5α. Se seleccionaron los transformantes 5 
sobre medio LB sólido que contenía cloranfenicol (25 µg/ml). Se aisló el plásmido resultante y se verificó la 
inserción correcta del gen pck mediante secuenciación. Se construyeron análogamente los plásmidos pACT3-
aceA, pACT3-ppc, pACT3-galP, pACT3-pykA y pACT3-pyc que alojaban, respectivamente, aceA, ppc, galP, o 
pykA (todos de E. coli) o pycA de Lactococcus lactis, utilizando los cebadores listados en la Tabla 14. 
 10 
Los plásmidos derivados de pACT3 anteriormente indicados y el plásmido pTAC-DHB se transformaron en E. coli 
MG1655 mutantes que portaban combinaciones de las eliminaciones presentadas en la tabla 12. Se 
seleccionaron los transformantes que contenían ambos plásmidos sobre medio LB sólido que contenía 
cloranfenicol (25 µg/ml) y canamicina (50 µg/ml). En la tabla 15 se listan ejemplos de las cepas construidas.  
 15 
Tabla 12: cebadores utilizados para las disrupciones génicas. Las secuencias homólogas de los genes diana se 
encuentran subrayados.  
 
Gen Cebador Secuencia 

ldhA ∆_ldhA_for Gaaggttgcgcctacactaagcatagttgttgatgagtgtaggctggagctgcttc 
(SEC ID nº 102) 

 ∆_ldhA_rev Ttaaaccagttcgttcgggcaggtttcgcctttttcatgggaattagccatggtcc 
(SEC ID nº 103) 

adhE ∆_adhE_for Atggctgttactaatgtcgctgaacttaacgcactcgtagagcgtgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 104) 
 ∆_adhE_rev Ttaagcggattttttcgcttttttctcagctttagccggaggagccatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 105) 

ackA ∆_ackA_for atgtcgagtaagttagtactggttctgaactgcggtagttcttcagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 106) 
 ∆_ackA_rev tcaggcagtcaggcggctcgcgtcttgcgcgataaccagttcttccatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 107) 

focA-
pflB 

∆_focA-
pflB_for ttactccgtatttgcataaaaaccatgcgagttacgggcctataagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 108) 

 
∆_focA-
pflB_rev atagattgagtgaaggtacgagtaataacgtcctgctgctgttctcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 109) 

pta ∆_pta_for gtgtcccgtattattatgctgatccctaccggaaccagcgtcggtgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 110) 
 ∆_pta_rev ttactgctgctgtgcagactgaatcgcagtcagcgcgatggtgtacatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 111) 

poxB ∆_poxB_for atgaaacaaacggttgcagcttatatcgccaaaacactcgaatcggtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 
112) 

 ∆_poxB_rev ttaccttagccacttttgttttcgccagttcgatcacttcatcacccatatgaatatcctccttag 
(SEC ID nº 113) 

   
sad ∆_sad_for atgaccattactccggcaactcatgcaatttcgataaatcctgccgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 114) 

 ∆_sad_rev tcagatccggtctttccacaccgtctggatattacagaattcgtgcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 115) 
gabD ∆_gabD_for atgaaacttaacgacagtaacttattccgccagcaggcgttgattgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 116) 

 ∆_gabD_rev ttaaagaccgatgcacatatatttgatttctaagtaatcttcgatcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 117) 
gadA ∆_gadA_for atggaccagaagctgttaacggatttccgctcagaactactcgatgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 118) 

 ∆_gadA_rev tcaggtgtgtttaaagctgttctgctgggcaataccctgcagtttcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 119) 

gadB ∆_gadB_for atggataagaagcaagtaacggatttaaggtcggaactactcgatgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 
220) 

 ∆_gadB_rev tcaggtatgtttaaagctgttctgttgggcaataccctgcagtttcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 121) 

gadC ∆_gadC_for atggctacatcagtacagacaggtaaagctaagcagctcacattagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 
122) 

 ∆_gadC_rev ttagtgtttcttgtcattcatcacaatatagtgtggtgaacgtgccatatgaatatcctccttag 
(SEC ID nº 123) 

   
sfcA ∆_sfcA_for atggaaccaaaaacaaaaaaacagcgttcgctttatatcccttacgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 124) 

 ∆_sfcA_rev ttagatggaggtacggcggtagtcgcggtattcggcttgccagaacatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 125) 
maeB ∆_maeB_for atggatgaccagttaaaacaaagtgcacttgatttccatgaatttgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 126) 

 ∆_maeB_rev ttacagcggttgggtttgcgcttctaccacggccagcgccaccatcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 127) 
ppc ∆_ppc_for atgaacgaacaatattccgcattgcgtagtaatgtcagtatgctcgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 128) 

 ∆_ppc_rev ttagccggtattacgcatacctgccgcaatcccggcaatagtgaccatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 129) 

pykA ∆_pykA_for atgtccagaaggcttcgcagaacaaaaatcgttaccacgttaggcgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 
130) 

 ∆_pykA_rev ttactctaccgttaaaatacgcgtggtattagtagaacccacggtcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 131) 

pykF ∆_pykF_for 
 

 ∆_pykF_rev ttacaggacgtgaacagatgcggtgttagtagtgccgctcggtaccatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 133) 
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mgsA ∆_mgsA_for atggaactgacgactcgcactttacctgcgcggaaacatattgcggtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 134) 
 ∆_mgsA_rev ttacttcagacggtccgcgagataacgctgataatcgggatcagcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 135) 
   

iclR ∆_iclR_for 
 

 ∆_iclR_rev tcagcgcattccaccgtacgccagcgtcacttccttcgccgctttcatatgaatatcctccttag (SEC ID No.137) 

icd ∆_icd_for 
 

 ∆_icd_rev ttacatgttttcgatgatcgcgtcaccaaactctgaacatttcagcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 139) 
sucA ∆_sucA_for atgcagaacagcgctttgaaagcctggttggactcttcttacctcgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 140) 

 ∆_sucA_rev ttattcgacgttcagcgcgtcattaaccagatcttgttgctgtttnatatgaatatcctccttag 
(SEC ID nº 141) 

sucB ∆_sucB_for atgagtagcgtagatattctggtccctgacctgcctgaatccgtagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 142) 
 ∆_sucB_rev ctacacgtccagcagcagacgcgtcggatcttccagcaactctttcatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 143) 

frdA ∆_frdA_for gtgcaaacctttcaagccgatcttgccattgtaggcgccggtggcgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 144) 

 ∆_frdA_rev tcagccattcgccttctccttcttattggctgcttccgccttatccatatgaatatcctccttag 
(SEC ID nº 145) 

frdB ∆_frdB_for atggctgagatgaaaaacctgaaaattgaggtggtgcgctataacgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 
146) 

 ∆_frdB_rev ttagcgtggtttcagggtcgcgataagaaagtctttcgaactttccatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 147) 

frdc ∆_frdC_for atgacgactaaacgtaaaccgtatgtacggccaatgacgtccaccgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 
148) 

 ∆_frdC_rev ttaccagtacagggcaacaaacaggattacgatggtggcaaccaccatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 
149) 

frdD ∆_frdD_for atgattaatccaaatccaaagcgttctgacgaaccggtattctgggtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 150) 
 ∆_frdD_rev ttagattgtaacgacaccaatcagcgtgacaactgtcaggatagccatatgaatatcctccttag (SEC ID nº 151) 

ptsG ∆_ptsG_for atgtttaagaatgcatttgctaacctgcaaaaggtcggtaaatcggtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 152) 

 ∆_ptsG_rev ttagtggttacggatgtactcatccatctcggttttcaggttatccatatgaatatcctccttag 
(SEC ID nº 153) 

ptsI ∆_ptsI_for atgatttcaggcattttagcatccccgggtatcgctttcggtaaagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID nº 154) 

 ∆_ptsI_rev ttagcagattgttttttcttcaatgaacttgttaaccagcgtcatcatatgaatatcctccttag 
(SEC ID nº 155) 

 
Tabla 13: parejas de cebadores utilizados para la verificación de las disrupciones génicas.  
 
Gen eliminado Secuencia (5' - 3')  
  Cebador directo Cebador inverso 
K2 for / k1 rev cggtgccctgaatgaactgc (SEC ID nº 156) cagtcatagccgaatagcct (SEC ID nº 157) 
ldhA atacgtgtcccgagcggtag (SEC ID nº 158) tacacatcccgccatcagca (SEC ID nº 159) 
adhE gaagtaaacgggaaaatcaa (SEC ID nº 160) agaagtggcataagaaaacg (SEC ID nº 161) 
ackA ccattggctgaaaattacgc (SEC ID nº 162) gttccattgcacggatcacg (SEC ID nº 163) 
facA_pflB atgccgtagaagccgccagt (SEC ID nº 164) tgttggtgcgcagctcgaag (SEC ID nº 165) 
pta gcaaatctggtttcatcaac (SEC ID nº 166) tcccttgcacaaaacaaagt (SEC ID nº 167) 
poxB ggatttggttctcgcataat (SEC ID nº 168) agcattaacggtagggtcgt (SEC ID nº 169) 
sad gctgattctcgcgaataaac (SEC ID nº 170) aaaaacgttcttgcgcgtct (SEC ID nº 171) 
gabD tctgtttgtcaccaccccgc (SEC ID nº 172) aagccagcacctggaagcag (SEC ID nº 173) 
gadA aagagctgccgcaggaggat (SEC ID nº 174) gccgccctcttaagtcaaat (SEC ID nº 175) 
gadB ggattttagcaatattcgct (SEC ID nº 176) cctaatagcaggaagaagac (SEC ID nº 177) 
gadC gctgaactgttgctggaaga (SEC ID nº 178) ggcgtgcttttacaactaca (SEC ID nº 179) 
sfcA tagtaaataacccaaccggc (SEC ID nº 180) tcagtgagcgcagtgtttta (SEC ID nº 181) 
maeB attaatggtgagagtttgga (SEC ID nº 182) tgcttttttttattattcgc (SEC ID nº 183) 
ppc gctttataaaagacgacgaa (SEC ID nº 184) gtaacgacaattccttaagg (SEC ID nº 185) 
pykA tttatatgcccatggtttct (SEC ID nº 186) atctgttagaggcggatgat (SEC ID nº 187) 
pykF ctggaacgttaaatctttga (SEC ID nº 188) ccagtttagtagctttcatt (SEC ID nº 189) 
iclR gatttgttcaacattaactcatcgg (SEC ID nº 190) tgcgattaacagacaccctt (SEC ID nº 191) 
mgsA tctcaggtgctcacagaaca (SEC ID nº 192) tatggaagaggcgctactgc (SEC ID nº 193) 
icd cgacctgctgcataaacacc (SEC ID nº 194) tgaacgctaaggtgattgca (SEC ID nº 195) 
sucA acgtagacaagagctcgcaa (SEC ID nº 196) catcacgtacgactgcgtcg (SEC ID nº 197) 
sucB tgcaactttgtgctgagcaa (SEC ID nº 198) tatcgcttccgggcattgtc (SEC ID nº 199) 
frdA aaatcgatctcgtcaaatttcagac (SEC ID nº 200) aggaaccacaaatcgccata (SEC ID nº 201) 
frdB gacgtgaagattactacgct (SEC ID nº 202) agttcaatgctgaaccacac (SEC ID nº 203) 

frdC tagccgcgaccacggtaagaaggag (SEC ID nº 
204) cagcgcatcacccggaaaca (SEC ID nº 205) 

frdD atcgtgatcattaacctgat (SEC ID nº 206) ttaccctgataaattaccgc (SEC ID nº 207) 
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ptsG ccatccgttgaatgagtttt (SEC ID nº 208) tggtgttaactggcaaaatc (SEC ID nº 209) 
ptsI gtgacttccaacggcaaaag (SEC ID nº 210) ccgttggtttgatagcaata (SEC ID nº 211) 

 
Tabla 14: cebadores utilizados para la sobreexpresión de genes Los sitios de restricción utilizados para la 
clonación en pACT3 se encuentran subrayados.  
 
Gen Cebador Conector Secuencia 
    
Ec_pck Ec_pck_clon_for XmaI tataatcccgggatgcgcgttaacaatggtttgacc (SEC ID nº 212) 
  Ec_pck_clon_rev XbaI tataattctagattacagtttcggaccagccg (SEC ID nº 213) 
Ec_ppc Ec_ppc_clon_for XmaI tataatcccgggatgaacgaacaatattcc (SEC ID nº 214) 
  Ec_ppc_clon_rev XbaI tataattctagattagccggtattacgcat 
Ec_pykA Ec_pykA_clon_for XmaI tataatcccgggatgtccagaaggcttcgcagaaca (SEC ID nº 216) 
  Ec_pykA_clon_rev XbaI tataattctagattactctaccgttaaaatac (SEC ID nº 217) 
Ec_aceA Ec_aceA_clon_for XmaI tataatcccgggatgaaaacccgtacacaacaaatt (SEC ID nº 218) 
  Ec_aceA_clon_rev XbaI tataattctagattagaactgcgattcttcag (SEC ID nº 219) 
Ll_pycA Ll_pycA_clon_for XmaI tataatcccgggatgaaaaaactactcgtcgccaat (SEC No.220) 
  Ll_pycA_clon_rev XbaI tataattctagattaattaatttcgattaaca (SEC ID nº 221) 
Ec_galP Ec_galP_clon_for XmaI tataatcccgggatgcctgacgctaaaaaacaggggcggt (SEC ID nº 222) 
  Ec_galP_clon_rev XbaI tataattctagattaatcgtgagcgcctatttc (SEC ID nº 223) 

 5 
Tabla 15: ejemplos de cepas construidas para la producción de DHB  
 

Cepa Genotipo relevante 
MG1655 Tipo salvaje 
ECE1 pTAC-DHB 
ECE5 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack pTAC-DHB 
ECE6 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack pTAC-DHB pACT3-pck 
ECE7 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack pTAC-DHB pACT3-ppc 
ECE8 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack pTAC-DHB pACT3-pyc 
ECE10 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB pTAC-DHB 
ECE11 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB pTAC-DHB pACT3-pck 
ECE12 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB pTAC-DHB pACT3-ppc 
ECE13 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB pTAC-DHB pACT3-pyc 
ECE16 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA pTAC-DHB pACT3-pck 
ECE17 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA pTAC-DHB pACT3-ppc 
ECE18 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA pTAC-DHB pACT3-pyc 
ECE21 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA ∆frdBC pTAC-DHB pACT3-pck 
ECE22 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA ∆frdBC pTAC-DHB pACT3-ppc 
ECE23 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA ∆frdBC pTAC-DHB pACT3-pyc 
ECE30 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA ∆frdBC ∆ptsG pTAC-DHB pACT3-pck 
ECE31 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA ∆frdBC ∆ptsG pTAC-DHB pACT3-ppc 
ECE32 ∆ldhA ∆adhE ∆pta-ack ∆poxB ∆mae1 ∆sfcA ∆frdBC ∆ptsG pTAC-DHB pACT3-pyc 

 
Ejemplo 12: producción de ácido 2,4-dihidroxibutíric o mediante fermentación de la glucosa 
 10 
Cepas y condiciones de cultivo: se llevaron a cabo experimentos con la cepa E. coli ECE1 coexpresante de 
malato cinasa, malato semialdehído deshidrogenasa y DHB deshidrogenasa a partir del plásmido pTAC-DHB 
(ver el Ejemplo 11) y una cepa de control isogénica que contenía únicamente el plásmido vacío (es decir, el 
esqueleto de pTAC sin las secuencias codificantes de los enzimas anteriormente indicados). 1 litro de medio de 
cultivo contenía 20 g de glucosa, 18 g de Na2HPO4 * 12 H20,3 g de KH2PO4, 0,5 g NaCl, 2 g de NH4Cl, 0,5 g de 15 
MgSO4 * 7 H2O, 0,015 g de CaCl2 * 2 H2O, 1 ml de 0,06 moles/l de solución madre de FeCl3 preparada en 
solución de HCl concentrado diluido 100 veces, 2 ml de solución madre de HCl de tiamina 10 mM, 20 g de 
MOPS, 50 µg de sulfato de canamicina y 1 ml de solución de elementos traza (que contenían por cada litro: 0,04 
g de Na2EDTA * 2H2O, 0,18 g de CoCl2 * 6 H2O, ZnSO4 * 7 H2O, 0,04 g de Na2MoO4 * 2 H2O, 0,01 g de H3BO3, 
0,12 g de MnSO4 * H2O, 0,12 g de CuCl2 * H2O). El pH se ajustó a 7 y el medio se filtró a esterilidad. Todos los 20 
cultivos se llevaron a cabo a 37ºC en un agitador giratorio Infors operando a 170 rpm. Los cultivos de durante la 
noche (3 ml de medio en probeta) se inocularon a partir de cultivos en reserva en glicerol y se utilizaron para 
ajustar la DO600 inicial a 0,05 en cultivos de 100 ml cultivados en matraces de agitación de 500 ml. Se añadió 
IPTG a una concentración de 1 mmol/l al alcanzar la DO600 en los cultivos un valor de 0,2. 
 25 
Estimación de la concentración de DHB mediante análisis de CL-EM/EM: 
 
Se separó el medio de cultivo de las células mediante centrifugación (Beckmann-Coulter Allegra 21R, Rotor 
Beckmann S4180, 10 min., 4.800 rpm). El sobrenadante clarificado se almacenó a -20ºC hasta los análisis 
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posteriores. Se cuantificó el contenido de DHB utilizando una HPLC (Waters) dotada de una columna ACQUITY 
UPLC BEH (C18, 1,7 µm, 100x2,1 mm, Waters) acoplada a un detector sensible a la masa (TQ, Waters, modo 
IEP, voltaje capilar: 2,5 kV, voltaje del cono: 25 V, voltaje del extractor: 3V, temperatura de la fuente: 150ºC, 
temperatura de solvatación: 450ºC, flujo de gas del cono: 50 l/h, flujo de gas de solvatación: 750 L/h). Se 
mantuvo la temperatura de la columna a 30ºC. La fase móvil era una mezcla de 88% de una solución al 0,08% 5 
de hidróxido de tetra-n-butil-amonio y acetonitrilo al 12%. Se fijó el caudal a 0,4 ml/min. El volumen de inyección 
de las muestras era de 5 µl. 
 
Resultados: 
 10 
Se estimó el contenido de DHB del medio de cultivo de la cepa E. coli ECE1 y de la cepa de control a las 8 y a 
las 24 h tras inducir la expresión de malato cinasa, aspartato semialdehído deshidrogenasa y DHB 
deshidrogenasa mediante la adición de IPTG. Tal como puede observarse en la Tabla 16, la cepa ECE1, que 
expresaba los enzimas de la ruta de DHB, produjo cantidades significativamente más elevadas de DBH que la 
cepa de control, demostrando la posibilidad de la producción zimótica de DHB mediante la ruta metabólica 15 
mostrada en la figura 1 (i).  
 
Tabla 16: concentración de DHB en el medio de cultivo de E. coli ECE1 y de la cepa de control.  
 

Tiempo [h] 
Concentración de DHB [mg/l] 

ECE1 Control 
8 0,80 0 

24 2,53 0,24 
 20 
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<210> 1 
<211> 33 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<223> Cebador para la amplificación 25 
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cacgaggtac atatgtctga aattgttgtc tcc    33 
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<223> Cebador para la amplificación 
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cttccagggg atccagtatt tactcaaac    29 
 40 
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<210> 5 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<400> 5 
tataatgcta gcatgccaat ggatttccaa cc    32 
 
<210> 6 
<211> 39 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 20 
 
<400> 6 
tataatgaat tcttaaattc caagtctttt caattgttc    39 
 
<210> 7 25 
<211> 1584 
<212> ADN 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 7  30 
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<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<220> 
<221> MISC_FEATURE 
<222> (119)..(119) 10 
<223> X es cualquier aminoácido excepto E 
 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 35 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (17)..(19) 
<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoácidos proteinógenos que existen de manera natural , 
excepto glutamina 15 
 
<400> 10 
gctggtcagc catggcnnnc tgatgtcgac cctgc    35 
 
<210> 11 20 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (17)..(19) 30 
<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoácidos proteinógenos que existen de manera natural , 
excepto glutamina 
 
<400> 11 
gcagggtcga catcagnnng ccatggctga ccagc    35 35 
 
<210> 12 
<211> 449 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 40 
 
<400> 12  
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 33 

 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 34 

 
 
<210> 13 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 13  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 35 

 
 
<210> 14 
<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 14  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 36 

 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 37 

 
 
<210> 15 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 15  
 

 10 
 

E11805587
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 38 

 
 
<210> 16 
<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 16  
 

 10 
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 39 

 
 
<210> 17 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 17  

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 40 

 

 
 
<210> 18 
<211> 449 5 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 18  
 10 

 

E11805587
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 41 

 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 42 

 
 
<210> 19 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 19  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 43 

 
 
<210> 20 
<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 20  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 44 

 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 45 

 
 
<210> 21 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 21  
 

 10 
 
<210> 22 
<211> 449 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 15 
 
<400> 22  
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3
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E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 47 

 
 
<210> 23 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 23  
 

 10 
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 48 

 
 
<210> 24 
<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 24  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 49 

 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 50 

 

 
 
<210> 25 
<211> 1350 5 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 25  
 10 

 
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 51 

 
 
<210> 26 
<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 26  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 52 

 
 
<210> 27 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 27  
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 53 

 

 
 
<210> 28 
<211> 34 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 10 
 
<400> 28 
gcgtttgccg aagcggcaaa gatggccact tttg    34 
 
<210> 29 15 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 29 
caaaagtggc catctttgcc gcttcggcaa acgc    34 
 25 
<210> 30 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 54 

 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 30 5 
ggtagatcta atcaccatgt cagaagtgag cgtgg    35 
 
<210> 31 
<211> 35 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 15 
<400> 31 
ccacgctcac ttctgacatg gtgattagat ctacc    35 
 
<210> 32 
<211> 36 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 25 
 
<400> 32 
ggtagatcta atcaccacgt tagaagtgag cgtggc    36 
 
<210> 33 30 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 33 
gccacgctca cttctaacgt ggtgattaga tctacc    36 
 40 
<210> 34 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 34 
ggtagatcta atcaccatgt cagaagtgag cgtgg    35 50 
 
<210> 35 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 35 60 
ccacgctcac ttctgacatg gtgattagat ctacc    35 
 
<210> 36 
<211> 36 
<212> ADN 65 
<213> Secuencia artificial 

E11805587
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 55 

 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 36 5 
gtcagaagtg agcgtggcat taattctaga taccac    36 
 
<210> 37 
<211> 36 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 15 
<400> 37 
gtggtatcta gaattaatgc cacgctcact tctgac    36 
 
<210> 38 
<211> 1350 20 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 38  
 25 

 
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 56 

 
 
<210> 39 
<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 39  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 57 

 
 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 58 

<210> 40 
<211> 1350 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli 
 5 
<400> 40  
 

 
 
<210> 41 10 
<211> 449 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 41  15 
 

 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3
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E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 60 

 
 
<210> 42 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 42  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 61 

 
 
<210> 43 
<211> 449 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 43  
 

 10 

E11805587
30-06-2017ES 2 631 554 T3

 



 62 

 

ES 2 631 554 T3

 



 63 

 
 
<210> 44 
<211> 1350 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 44  
 

 10 
 
<210> 45 
<211> 449 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 15 
 
<400> 45  
 

ES 2 631 554 T3
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ES 2 631 554 T3

 



 65 

 
 
<210> 46 
<211> 35 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<400> 46 
tataatgcta gcatgaaaaa tgttggtttt atcgg    35 
 
<210> 47 
<211> 31 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 

ES 2 631 554 T3

 



 66 

<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 47 
tataatggat ccttacgcca gttgacgaag c    31 
 5 
<210> 48 
<211> 1104 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli 
 10 
<400> 48  
 

 
 
<210> 49 15 
<211> 367 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 49  20 
 

 

ES 2 631 554 T3

 



 67 

 

ES 2 631 554 T3

 



 68 

 
 
<210> 50 
<211> 45 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (24)..(26) 
<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoácidos proteinógenos que existen de manera natural , 
excepto glutamina 15 
 
<400> 50 
agctcgataa cggtcagagt cgannngagt ggaaagggca ggcgg    45 
 
<210> 51 20 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (20)..(22) 30 
<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoácidos proteinógenos que existen de manera natural , 
excepto glutamina 
 
<400> 51 
ccgcctgccc tttccactcn nntcgactct gaccgttatc gagct    45 35 
 
<210> 52 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 52 45 
ttttgttggc ggtaactgta acgtgtccct gatgttg    37 
 
<210> 53 
<211> 37 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 

ES 2 631 554 T3

 



 69 

<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 53 
caacatcagg gacacgttac agttaccgcc aacaaaa    37 
 5 
<210> 54 
<211> 367 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
 10 
<400> 54  
 

 

ES 2 631 554 T3

 



 70 

 
 
<210> 55 
<211> 1104 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 55  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 71 

 
 
<210> 56 
<211> 367 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 56  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 72 

 
 
<210> 57 
<211> 1104 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 57  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 73 

 
 
<210> 58 
<211> 367 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 58  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 74 

 
 
<210> 59 
<211> 1104 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 59  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 75 

 
 
<210> 60 
<211> 367 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 60  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 76 

 
 
<210> 61 
<211> 1104 

ES 2 631 554 T3

 



 77 

<212> ADN 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 61  
 5 

 
 
<210> 62 
<211> 367 
<212> PRT 10 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 62  
 

 15 

ES 2 631 554 T3

 



 78 

 

ES 2 631 554 T3

 



 79 

 
 
<210> 63 
<211> 1104 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 63  
 

 10 
 
<210> 64 
<211> 367 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 15 
 
<400> 64  
 

 

ES 2 631 554 T3

 



 80 

 

ES 2 631 554 T3

 



 81 

 
 
<210> 65 
<211> 1104 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 65  
 

 10 
 
<210> 66 
<211> 367 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 15 
 
<400> 66  
 

 

ES 2 631 554 T3

 



 82 

 

ES 2 631 554 T3

 



 83 

 
 
<210> 67 
<211> 1104 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 67  
 

 10 
 
<210> 68 
<211> 367 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 15 
 
<220> 

ES 2 631 554 T3

 



 84 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (241)..(241) 
<223> x es cualquier otro aminoácido excepto glutamina 
 
<400> 68  5 
 

 

ES 2 631 554 T3

 



 85 

 
 
<210> 69 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<400> 69 
tataatgcta gcatgaaagc tgcagtactt ca    32 
 
<210> 70 
<211> 32 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 20 
 
<400> 70 
tataatgaat tcttacggga ttatgagact tc    32 
 
<210> 71 25 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 71 
tataatgcta gcatgcctgc tacgttaaag aa    32 

ES 2 631 554 T3

 



 86 

 
<210> 72 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 72 10 
tataatgagc tctcattgga aaattgggaa gg    32 
 
<210> 73 
<211> 939 
<212> ADN 15 
<213> saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 73  
 

 20 
 
<210> 74 
<211> 312 
<212> PRT 
<213> Saccharomyces cerevisiae 25 
 
<400> 74  
 

 

ES 2 631 554 T3

 



 87 

 

 

ES 2 631 554 T3

 



 88 

 
<210> 75 
<211> 1083 
<212> ADN 
<213> Metallosphaera sedula 5 
 
<400> 75  
 

 
 10 
<210> 76 
<211> 360 
<212> PRT 
<213> Metallosphaera sedula 
 15 
<400> 76  
 

 

ES 2 631 554 T3

 



 89 

 

ES 2 631 554 T3

 



 90 

 
 
<210> 77 
<211> 37 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<400> 77 
gtcaaggcaa ccggtctctg tcgctccgac gtcaatg    37 
 
<210> 78 
<211> 37 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 20 
 
<400> 78 
cattgacgtc ggagcgacag agaccggttg ccttgac    37 
 
<210> 79 25 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 79 
ggctctgtca ctccgacgta catgtctttg aggggaaaac    40 
 35 
<210> 80 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 80 
gttttcccct caaagacatg tacgtcggag tgacagagcc    40 45 
 
<210> 81 
<211> 360 
<212> PRT 
<213> Metallosphaera sedula 50 
 
<400> 81  
 

ES 2 631 554 T3
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ES 2 631 554 T3

 



 92 

 
 
<210> 82 
<211> 1083 
<212> ADN 5 
<213> Metallosphaera sedula 
 
<400> 82  
 

 10 
 
<210> 83 
<211> 42 

ES 2 631 554 T3

 



 93 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 5 
 
<400> 83 
tataaggatc cgtttaactt taagaaggag atataccatg gg    42 
 
<210> 84 10 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 84 
tataagaatt cttacgccag ttgacgaag    29 
 20 
<210> 85 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 85 
tataagcggc cgcgtttaac tttaagaagg agatat    36 30 
 
<210> 86 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 86 40 
tataaactcg agcttacgga ataatcagg    29 
 
<210> 87 
<211> 841 
<212> PRT 45 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 87  
 

 50 
 

ES 2 631 554 T3
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ES 2 631 554 T3

 



 95 

 

ES 2 631 554 T3

 



 96 

 
 
<210> 88 
<211> 810 
<212> PRT 5 

ES 2 631 554 T3

 



 97 

<213> Escherichia coli 
 
<400> 88  
 

 5 

ES 2 631 554 T3

 



 98 

 

ES 2 631 554 T3

 



 99 

 

ES 2 631 554 T3

 



 100 

 
 
<210> 89 
<211> 473 
<212> PRT 5 
<213> Methanococcus jannaschii 
 
<400> 89  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 101 

 
 
<210> 90 
<211> 405 
<212> PRT 5 
<213> Thermus thermophilus 
 
<400> 90  
 

ES 2 631 554 T3

 



 102 

 

ES 2 631 554 T3

 



 103 

 
 
<210> 91 
<211> 420 
<212> PRT 5 
<213> Corynebacterium glutamicum 
 
<400> 91  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 104 

 

ES 2 631 554 T3

 



 105 

 
 
<210> 92 
<211> 569 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 92  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 106 

 

ES 2 631 554 T3

 



 107 

 
 
<210> 93 
<211> 527 
<212> PRT 5 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 93  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 108 

 

ES 2 631 554 T3

 



 109 

 
 
<210> 94 
<211> 354 
<212> PRT 5 
<213> Methanococcus jannaschii 
 
<400> 94  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 110 

 
 
<210> 95 
<211> 331 
<212> PRT 5 
<213> Thermus thermophilus 
 
<400> 95  

ES 2 631 554 T3

 



 111 

 

 

ES 2 631 554 T3

 



 112 

 
 
<210> 96 
<211> 346 
<212> PRT 5 
<213> Bacillus subtilis 
 
<400> 96  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 113 

 
 
<210> 97 
<211> 344 
<212> PRT 5 
<213> Corynebacterium glutamicum 
 
<400> 97  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 114 

 

ES 2 631 554 T3

 



 115 

 
 
<210> 98 
<211> 340 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 98  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 116 

 
 
<210> 99 
<211> 365 
<212> PRT 5 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 99  
 

 10 

ES 2 631 554 T3

 



 117 

 
 
<210> 100 
<211> 36 
<212> ADN 5 

ES 2 631 554 T3

 



 118 

<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 5 
<400> 100 
tataatcccg ggatgcgcgt taacaatggt ttgacc    36 
 
<210> 101 
<211> 32 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 15 
 
<400> 101 
tataattcta gattacagtt tcggaccagc cg    32 
 
<210> 102 20 
<211> 56 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 102 
gaaggttgcg cctacactaa gcatagttgt tgatgagtgt aggctggagc tgcttc    56 
 30 
<210> 103 
<211> 56 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 103 
ttaaaccagt tcgttcgggc aggtttcgcc tttttcatgg gaattagcca tggtcc    56 40 
 
<210> 104 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 104 50 
atggctgtta ctaatgtcgc tgaacttaac gcactcgtag agcgtgtgta ggctggagct    60 
gcttc    65 
 
<210> 105 
<211> 65 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 60 
 
<400> 105  
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 119 

 
<210> 106 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 106  10 
 

 
 
<210> 107 
<211> 65 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 20 
 
<400> 107  
 

 
 25 
<210> 108 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 108  
 35 

 
 
<210> 109 
<211> 65 
<212> ADN 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 45 
<400> 109  
 

 
 
<210> 110 50 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 55 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 110  

ES 2 631 554 T3

 



 120 

 

 
 
<210> 111 
<211> 65 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 10 
 
<400> 111  
 

 
 15 
<210> 112 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 112  
 25 

 
 
<210> 113 
<211> 65 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 35 
<400> 113  
 

 
 
<210> 114 40 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 114  
 

 50 
 
<210> 115 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 
 

ES 2 631 554 T3

 



 121 

<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 115  
 5 

 
 
<210> 116 
<211> 65 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 15 
<400> 116  
 

 
 
<210> 117 20 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 117  
 

 30 
 
<210> 118 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 118  40 
 

 
 
<210> 119 
<211> 65 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 50 
 
<400> 119  
 

 
 55 
<210> 120 

ES 2 631 554 T3

 



 122 

<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 120  
 

 10 
 
<210> 121 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 121  20 
 

 
 
<210> 122 
<211> 65 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 30 
 
<400> 122  
 

 
 35 
<210> 123 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 123  
 45 

 
 
<210> 124 
<211> 65 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 55 
<400> 124  
 

ES 2 631 554 T3

 



 123 

 
 
<210> 125 
<211> 65 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<400> 125  
 

 
 
<210> 126 15 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 126  
 

 25 
 
<210> 127 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 127  35 
 

 
 
<210> 128 
<211> 65 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 45 
 
<400> 128  
 

 
 50 
<210> 129 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
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<400> 129  
 

 
 5 
<210> 130 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 130  
 15 

 
 
<210> 131 
<211> 65 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 131  
 

 
 
<210> 132 30 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 132  
 

 40 
 
<210> 133 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 133  50 
 

 
 
<210> 134 
<211> 65 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 134  5 
 

 

 
 
<210> 135 10 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 135  
 

 20 
 
<210> 136 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 136  30 
 

 
 
<210> 137 
<211> 65 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 40 
 
<400> 137  
 

 
 45 
<210> 138 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 138  
 55 
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<210> 139 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 139  
 10 

 
 
<210> 140 
<211> 65 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 20 
<400> 140  
 

 
 
<210> 141 25 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 141  
 

 35 
 
<210> 142 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 142  45 
 

 
 
<210> 143 
<211> 65 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 55 
 
<400> 143  
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<210> 144 
<211> 65 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 10 
<400> 144  
 

 
 
<210> 145 15 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 145  
 

 25 
 
<210> 146 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 146  35 
 

 
 
<210> 147 
<211> 65 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 45 
 
<400> 147  
 

 
<210> 148 50 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 55 
<223> Cebador para la amplificación 
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<400> 148  
 

 
 5 
<210> 149 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 149  
 15 

 
 
<210> 150 
<211> 65 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 150  
 

 
 
<210> 151 30 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 151  
 

 40 
 
<210> 152 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 152  50 
 

 
 
<210> 153 
<211> 65 55 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 5 
<400> 153  
 

 
 
<210> 154 10 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 154  
 

 20 
 
<210> 155 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 155  30 
 

 
 
<210> 156 
<211> 20 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 40 
 
<400> 156 
cggtgccctg aatgaactgc 20 
 
<210> 157 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 157 
cagtcatagc cgaatagcct    20 
 55 
<210> 158 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 60 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 158 
atacgtgtcc cgagcggtag    20 5 
 
<210> 159 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 159 15 
tacacatccc gccatcagca    20 
 
<210> 160 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 160 
gaagtaaacg ggaaaatcaa    20 
 
<210> 161 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 161 
agaagtggca taagaaaacg    20 
 
<210> 162 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 162 
ccattggctg aaaattacgc    20 
 50 
<210> 163 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 163 
gttccattgc acggatcacg    20 60 
 
<210> 164 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 164 
atgccgtaga agccgccagt    20 5 
 
<210> 165 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 165 15 
tgttggtgcg cagctcgaag    20 
 
<210> 166 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 166 
gcaaatctgg tttcatcaac    20 
 
<210> 167 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 167 
tcccttgcac aaaacaaagt    20 
 
<210> 168 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 168 
ggatttggtt ctcgcataat    20 
 50 
<210> 169 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 169 
agcattaacg gtagggtcgt    20 60 
 
<210> 170 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 170 
gctgattctc gcgaataaac    20 5 
 
<210> 171 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 171 15 
aaaaacgttc ttgcgcgtct    20 
 
<210> 172 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 172 
tctgtttgtc accaccccgc    20 
 
<210> 173 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 173 
aagccagcac ctggaagcag    20 
 
<210> 174 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 174 
aagagctgcc gcaggaggat    20 
 50 
<210> 175 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 175 
gccgccctct taagtcaaat    20 60 
 
<210> 176 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 176 
ggattttagc aatattcgct    20 5 
 
<210> 177 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 177 15 
cctaatagca ggaagaagac    20 
 
<210> 178 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 178 
gctgaactgt tgctggaaga    20 
 
<210> 179 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 179 
ggcgtgcttt tacaactaca    20 
 
<210> 180 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 180 
tagtaaataa cccaaccggc    20 
 50 
<210> 181 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 181 
tcagtgagcg cagtgtttta    20 60 
 
<210> 182 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 182 
attaatggtg agagtttgga    20 5 
 
<210> 183 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 183 15 
tgcttttttt tattattcgc    20 
 
<210> 184 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 184 
gctttataaa agacgacgaa    20 
 
<210> 185 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 185 
gtaacgacaa ttccttaagg    20 
 
<210> 186 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 186 
tttatatgcc catggtttct    20 
 50 
<210> 187 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 187 
atctgttaga ggcggatgat    20 60 
 
<210> 188 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 188 
ctggaacgtt aaatctttga    20 5 
 
<210> 189 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 189 15 
ccagtttagt agctttcatt    20 
 
<210> 190 
<211> 25 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 190 
gatttgttca acattaactc atcgg    25 
 
<210> 191 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 191 
tgcgattaac agacaccctt    20 
 
<210> 192 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 192 
tctcaggtgc tcacagaaca    20 
 50 
<210> 193 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 193 
tatggaagag gcgctactgc    20 60 
 
<210> 194 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 194 
cgacctgctg cataaacacc    20 5 
 
<210> 195 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 195 15 
tgaacgctaa ggtgattgca    20 
 
<210> 196 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 196 
acgtagacaa gagctcgcaa    20 
 
<210> 197 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 197 
catcacgtac gactgcgtcg    20 
 
<210> 198 40 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 198 
tgcaactttg tgctgagca    19 
 50 
<210> 199 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 199 
tatcgcttcc gggcattgtc    20 60 
 
<210> 200 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 200 
aaatcgatct cgtcaaattt cagac    25 5 
 
<210> 201 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 201 15 
aggaaccaca aatcgccata    20 
 
<210> 202 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 202 
gacgtgaaga ttactacgct    20 
 
<210> 203 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 203 
agttcaatgc tgaaccacac    20 
 
<210> 204 40 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 204 
tagccgcgac cacggtaaga aggag    25 
 50 
<210> 205 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 205 
cagcgcatca cccggaaaca    20 60 
 
<210> 206 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 206 
atcgtgatca ttaacctgat    20 5 
 
<210> 207 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 207 15 
ttaccctgat aaattaccgc    20 
 
<210> 208 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 208 
ccatccgttg aatgagtttt    20 
 
<210> 209 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 209 
tggtgttaac tggcaaaatc    20 
 
<210> 210 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 210 
gtgacttcca acggcaaaag    20 
 50 
<210> 211 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 211 
ccgttggttt gatagcaata    20 60 
 
<210> 212 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 212 
tataatcccg ggatgcgcgt taacaatggt ttgacc    36 5 
 
<210> 213 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 213 15 
tataattcta gattacagtt tcggaccagc cg    32 
 
<210> 214 
<211> 30 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 214 
tataatcccg ggatgaacga acaatattcc    30 
 
<210> 215 
<211> 30 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 215 
tataattcta gattagccgg tattacgcat    30 
 
<210> 216 40 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 216 
tataatcccg ggatgtccag aaggcttcgc agaaca    36 
 50 
<210> 217 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 217 
tataattcta gattactcta ccgttaaaat ac    32 60 
 
<210> 218 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 218 
tataatcccg ggatgaaaac ccgtacacaa caaatt    36 5 
 
<210> 219 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 219 15 
tataattcta gattagaact gcgattcttc ag    32 
 
<210> 220 
<211> 36 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 25 
<400> 220 
tataatcccg ggatgaaaaa actactcgtc gccaat    36 
 
<210> 221 
<211> 32 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 35 
 
<400> 221 
tataattcta gattaattaa tttcgattaa ca    32 
 
<210> 222 40 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 222 
tataatcccg ggatgcctga cgctaaaaaa caggggcggt    40 
 50 
<210> 223 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador para la amplificación 
 
<400> 223 
tataattcta gattaatcgt gagcgcctat ttc    33 60 
 
<210> 224 
<211> 1083 
<212> ADN 
<213> Metallosphaera sedula 65 
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<400> 224  
 

 
 
<210> 225 5 
<211> 360 
<212> PRT 
<213> Metallosphaera sedula 
 
<400> 225  10 
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<210> 226 
<211> 1083 
<212> ADN 5 
<213> Metallosphaera sedula 
 
<400> 226  
 

 10 
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<210> 227 
<211> 360 
<212> PRT 5 
<213> Metallosphaera sedula 
 
<400> 227  
 

 10 
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<210> 228 
<211> 1083 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia de codones optimizados de M. sedula 
 10 
<400> 228  
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<210> 229 
<211> 4107 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> gen quimérico para la expresión de malato cinasa, malato semialdehído deshidrogenasa y DHB 
deshidrogenasa 10 
 
<400> 229  
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<210> 230 
<211> 1104 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 230  
 

 10 
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<210> 231 
<211> 367 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 231  
 

 10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Procedimiento de producción del ácido 2,4-dihidroxibutírico (2,4-DHB), que comprende:  
 

- una primera etapa de transformar el malato en 4-fosfo-malato utilizando una malato cinasa, en el que la 5 
malato cinasa se obtiene mediante por lo menos una mutación de una aspartato cinasa, mejorando 
dicha(s) mutación(ones) la actividad y/o la afinidad por el sustrato del polipéptido mutado por el malato 
cuando se compara con los enzimas de tipo salvaje, la aspartato cinasa mutada comprende por lo menos 
una mutación cuando se compara con el enzima de tipo salvaje, en una de las posiciones siguientes: S39, 
T45, V115, E119, F184 y/o S201, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID nº 4, en el que el aminoácido 10 
natural en dicha(s) posición(ones) es sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoácidos proteinógenos 
que existen de manera natural, es decir, por alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, cisteína, ácido 
glutámico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, 
treonina, triptófano, tirosina o valina, y preferentemente, la aspartato cinasa mutada comprende 
adicionalmente por lo menos una mutación en los aminoácidos siguientes: E250, M318, S321, V339, 15 
S338, F324, L325, S345, E346, D340, T344 y/o T352, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID nº 4 y 
en el que cada uno de dichos aminoácidos es sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoácidos 
proteinógenos que existen de manera natural, es decir, por alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, 
cisteína, ácido glutámico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, 
prolina, serina, treonina, triptófano, tirosina o valina, todavía más preferentemente la malato cinasa 20 
consiste en la SEC ID nº 9, SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 16, SEC ID nº 18, SEC ID nº 20, SEC 
ID nº 22, SEC ID nº 24, SEC ID nº 26, SEC ID nº 39, SEC ID nº 41, SEC ID nº 43 o SEC ID nº 45. 

 
- una segunda etapa de transformar 4-fosfo-malato en malato-4-semialdehído utilizando una malato 

semialdehído deshidrogenasa, en el que la malato semialdehído deshidrogenasa se obtiene mediante por 25 
lo menos una mutación de una aspartato semialdehído deshidrogenasa, mejorando dicha(s) 
mutación(ones) la actividad y/o la afinidad por el sustrato del polipéptido mutado por el 4-fosfo-malato 
cuando se compara con los enzimas de tipo salvaje, la aspartato semialdehído deshidrogenasa mutada 
comprende por lo menos una mutación cuando se compara con el enzima de tipo salvaje, en una de las 
posiciones siguientes: T136, Q162, I230, E241 y/o H274, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID nº 30 
20, en el que el aminoácido natural en dichas posiciones se sustituye por cualquiera de los otros 19 
aminoácidos proteinógenos que existen de manera natural, es decir, alanina, arginina, asparagina, ácido 
aspártico, cisteína, ácido glutámico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, 
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptófano, tirosina o valina, y más preferentemente la aspartato 
semialdehído deshidrogenasa mutada consiste en SEC ID nº 68, y más específicamente SEC ID nº 54, 35 
SEC ID nº 56, SEC ID nº 58, SEC ID nº 60, SEC ID nº 62, SEC ID nº 64 o SEC ID nº 66 o SEC ID nº 231 

 
- una tercera etapa de transformar malato-4-semialdehído en 2,4-DHB utilizando una DHB deshidrogenasa 

seleccionada de entre semialdehído succínico reductasa que comprende por lo menos una mutación 
cuando se compara con el enzima de tipo salvaje, mejorando dicha(s) mutación(ones) la actividad y/o la 40 
afinidad por el sustrato del enzima mutado por el malato-4-semialdehído cuando se compara con los 
enzimas de tipo salvaje, en una de las posiciones siguientes: S40, N43, H39, T49, F85, Q108, L281 y/o 
N305, refiriéndose las posiciones a la SEC ID nº 76, en el que el aminoácido natural en dichas posiciones 
se ha sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoácidos proteinógenos que existen de manera natural, 
es decir, por alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, glutamina, glicina, 45 
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptófano, tirosina o 
valina, todavía más particularmente dicho enzima consiste en SEC ID nº 74, SEC ID nº 76 o SEC ID nº 
81, SEC ID nº 225 o SEC ID nº 227. 

  
2.  Malato cinasa caracterizada por que transforma el malato en 4-fosfo-malato y consiste en SEC ID nº 12, SEC 50 
ID nº 14, SEC ID nº 16, SEC ID nº 18, SEC ID nº 20, SEC ID nº 22, SEC ID nº 24 o SEC ID nº 26. 
  
3.  Malato cinasa según la reivindicación 2 insensible a la inhibición por lisina que comprende además por lo 
menos una mutación en los aminoácidos siguientes: E250, M318, S321, V339, S338, F324, L325, S345, E346, 
D340, T344 y/o T352, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID nº 4 y en la que cada uno de dichos 55 
aminoácidos se ha sustituido por cualquiera de entre los otros 19 aminoácidos proteinógenos que existen de 
manera natural, es decir, por alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, glutamina, 
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptófano, tirosina o 
valina, más preferentemente la malato cinasa está representada por SEC ID nº 39, SEC ID nº 41, SEC ID nº 43 o 
SEC ID nº 45. 60 
  
4.  Malato semialdehído deshidrogenasa caracterizada por que transforma el 4-fosfo-malato en malato-4-
semialdehído y consiste en SEC ID nº 68, SEC ID nº 54, SEC ID nº 56, SEC ID nº 58, SEC ID nº 60, SEC ID nº 
62, SEC ID nº 64, SEC ID nº 66 o SEC ID nº 231. 
  65 
5.  DHB deshidrogenasa caracterizada por que transforma el malato-4-semialdehído en 2,4-DHB y consiste en 
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SEC ID nº 81, SEC ID nº 225 o SEC ID nº 227. 
  
6.  Secuencia de ácidos nucleicos aislada que codifica una malato cinasa según la reivindicación 2 o 3, que 
consiste en SEC ID nº 13, SEC ID nº 15, SEC ID nº 17, SEC ID nº 19, SEC ID nº 21, SEC ID nº 23, SEC ID nº 
25, SEC ID nº 27, SEC ID nº 38, SEC ID nº 40, SEC ID nº 42 o SEC ID nº 44. 5 
  
7.  Secuencia de ácidos nucleicos aislada que codifica una malato semialdehído deshidrogenasa según la 
reivindicación 4, que consiste en SEC ID nº 55, SEC ID nº 57, SEC ID nº 59, SEC ID nº 61, SEC ID nº 63, SEC 
ID nº 65, SEC ID nº 67 o SEC ID nº 230. 
  10 
8.  Secuencia de ácidos nucleicos aislada que codifica una DHB deshidrogenasa según la reivindicación 5, que 
consiste en SEC ID nº 82, SEC ID nº 224, SEC ID nº 226 o SEC ID nº 228. 
  
9.  Gen quimérico que comprende por lo menos, en el sentido de la transcripción, ligada funcionalmente, una 
secuencia reguladora de promotor que es funcional en un organismo hospedador, por lo menos una de las 15 
secuencias de ácidos nucleicos según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 y una secuencia reguladora de 
finalizador que es funcional en dicho organismo hospedador representada preferentemente por la SEC ID nº 229. 
  
10. Vector de expresión que comprende un ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 o un 
gen quimérico según la reivindicación 9. 20 
  
11. Microorganismo hospedador que expresa una malato cinasa y/o una malato semialdehído deshidrogenasa 
y/o una DHB deshidrogenasa según las reivindicaciones 2 a 5, siendo preferentemente dicho organismo 
hospedador una bacteria, una levadura o un hongo, y más preferentemente seleccionado de entre Escherichia 
coli, Saccharomyces cerevisiae, Corynebacterium glutamicum, Zygosaccharomyces rouxii o Aspergillus flavus. 25 
  
12. Microorganismo hospedador según la reivindicación 11 transformado con por lo menos uno de los ácidos 
nucleicos según las reivindicaciones 6 a 8, con por lo menos un gen quimérico según la reivindicación 9 o un 
vector de expresión según la reivindicación 10. 
  30 
13. Organismo hospedador según la reivindicación 11 o 12 que es Escherichia coli que comprende además una 
interrupción en por lo menos uno de los genes presentados en la tabla 12 y/o que sobreexpresa por lo menos 
uno de los genes presentados en la tabla 14. 
  
14. Proceso de producción de 2,4-DHB que comprende la etapa de cultivar un microorganismo hospedador 35 
según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 que expresa una malato cinasa, una malato semialdehído 
deshidrogenasa y una DHB deshidrogenasa, preferentemente el organismo hospedador se cultiva en un medio 
en el que se añade malato u otro ácido orgánico, tal como piruvato, succinato o fumarato, y más preferentemente 
el medio de cultivo comprende además otra fuente de carbono. 
  40 
15. Procedimiento de producción de 2,4-DHB según la reivindicación 1, que comprende una primera etapa de 
producción de malato u otro ácido orgánico mediante un microorganismo sobreproductor de malato. 
  
16. Utilización de una metilbutiraldehído reductasa o de una semialdehído succínico reductasa para transformar 
el malato-4-semialdehído en 2,4-DHB, consistiendo la metilbutiraldehído reductasa en SEC ID nº 74, 45 
consistiendo la semialdehído succínico reductasa en SEC ID nº 76, SEC ID nº 81 o SEC ID nº 225 o SEC ID nº 
227. 
  
17. Utilización de una malato cinasa según la reivindicación 2 o 3 para transformar el malato en 4-fosfo-malato. 
  50 
18. Utilización de la malato semialdehído deshidrogenasa según la reivindicación 4 para transformar el 4-fosfo-
malato en malato-4-semialdehído. 
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