ES 2639413 T3

ESPATA @NUmero de publicacién: 2 639 413
Gint. cl.:
C12N 1/21 (2006.01) C12P 7/42 (2006.01)
C12N 9/00 2006.01) C12P 7/44 (2006.01)
C12N 9/02 (2006.01) C12P 7/62 (2006.01)
C12N 9/04 (2006.01)
C12N 9/10 (2006.01)
C12N 9/80 (2006.01)
C12N 9/88 (2006.01)
C12N 15/52 (2006.01)
C12P 7/04 (2006.01)
C12P 7/18 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 14.12.2009  PCT/US2009/067943
Fecha y numero de publicacion internacional: 17.06.2010 WO010068953

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  14.12.2009 E 09793403 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 07.06.2017  EP 2376622

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

T3

T|’tu|o: Procedimiento y composiciones ecoldgicas para la produccion de productos quimicos de
poli(5HV) y de 5 carbonos

Prioridad: @ Titular/es:

12.12.2008 US 122250 P CJ RESEARCH CENTER LLC (100.0%)
19 Presidential Way

Fecha de publicaciéon y mencién en BOPI de la Woburn, MA 01801, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

26.10.2017 FARMER, WILLIAM R.;
BICKMEIER, JEFF;

LU, CHENFENG,;

CHANG, DONG-EUN,;
SKRALY, FRANK 'y
RAMSEIER, THOMAS MARTIN

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de

la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2639413 T3

DESCRIPCION
Procedimiento y composiciones ecolégicas para la produccién de productos quimicos de poli(5HV) y de 5 carbonos
Descripcidn

Campo de la invencién

La invencion se refiere, en lineas generales, a organismos transgénicos no humanos que producen
polihidroxialcanoatos y copolimeros de los mismos que contienen 5-hidroxivalerato.

Antecedentes de la invencion

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son plasticos biodegradables que pueden utilizarse para fabricar, sin limitacion,
peliculas (por ejemplo, peliculas para envasado, peliculas agricolas, peliculas cobertoras), soportes (tees) de golf,
tapas y cierres, soportes y estacas agricolas, recubrimientos de papel y cartén (por ejemplo, para tazas, platos,
cajas, etc.), productos termoformados (por ejemplo, bandejas, recipientes, tarros de yogur, macetas, cuencos,
molduras, etc.), carcasas (por ejemplo, para articulos electrénicos), bolsas (por ejemplo, bolsas de basura, bolsas
para la compra, bolsas para alimentos, bolsas para abono, etc.), articulos de higiene (por ejemplo, pafales,
productos de higiene femenina, productos para la incontinencia, toallitas desechables, etc.) y recubrimientos para
productos granulados (por ejemplo, fertilizantes, herbicidas, pesticidas, semillas, etc., granulados).

Los PHA también se han utilizado para desarrollar dispositivos biomédicos, tales como suturas, dispositivos
reparadores, parches reparadores, eslingas, parches cardiovasculares, pernos ortopédicos, barreras de adhesion,
estents, dispositivos guiados de reparacion/regeneracion de tejido, dispositivos de reparacion de cartilago articular,
guias nerviosas, dispositivos de reparacion de tendones, armazones de médula 6sea y apositos.

Los polihidroxialcanoatos pueden producirse mediante un proceso de fermentacién. Los procedimientos de
fermentacion existentes para la produccion de polihidroxialcanoatos utilizan microrganismos de tipo silvestre o
transgénicos cultivados en sustratos especificos para la produccion de la composicion polimérica de PHA deseada.
En muchos casos los polimeros de interés son copolimeros del (D)-isémero de 3-hidroxibutirato copolimerizado con
uno de otros 3, 4 o 5-hidroxiacidos. Estos copolimeros se producen como inclusiones granulares dentro de las
células y son copolimeros aleatorios.

El documento US 2004/033572 notifica que las composiciones poliméricas de PHA producidas utilizando sistemas
biolégicos, incluyen mondmeros tales como 3-hidroxibutirato, 3-hidroxipropionato, 2-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato,
4-hidroxibutirato, 4-hidroxivalerato y 5-hidroxivalerato. Adicionalmente notifica que estas composiciones de PHA
pueden extenderse para incorporar monoémeros adicionales que incluyen, por ejemplo, 3-hidroxihexanoato, 4-
hidroxihexanoato, 6-hidroxihexanoato u otros 3-hidroxiacidos de cadena mas larga que contiene siete o0 mas atomos
de carbono. Esto puede realizarse tomando productores de PHA naturales y mutando a través de mutagénesis
quimica o basada en transposones, para eliminar o inactivar genes que codifican actividades no deseables. Como
alternativa, las cepas pueden modificarse por ingenieria genética para expresar solamente aquellas enzimas
necesarias para la produccion de la composicién polimérica deseada.

Desde el punto de vista industrial, el copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-5-hidroxivalerato) (PHB5HV) y el
homopolimero de poli(5-hidroxivalerato) (P5HV) son utiles como materiales y plasticos y tienen la ventaja de ser
materiales biodegradables y bioabsorbibles. Hasta ahora, estos materiales se habian producido suministrando
sustratos de 5 atomos de carbono derivados de petréleo, tales como el acido 5-hidroxivalérico (5HV) o el 1,5-
pentanodiol, a un microorganismo con capacidad de metabolizar estos sustratos para dar 5HV-coenzima A
monomeérica activada y polimerizarlos por la acciéon de una PHA polimerasa para formar los polimeros PHB5HV o
P5HV, los polimeros PHB5HV y P5HV producidos por estos procedimientos se obtienen, solo parcialmente, de
fuentes renovables y costosas debido al alto coste de los sustratos de 5 atomos de carbono derivados de petroleo.
Es muy deseable utilizar, como materia prima para la produccion de polimeros PHB5HV y P5HV, sustratos de
carbono renovables no derivados de petréleo, tanto a un coste mas bajo como para proporcionar materiales que se
obtengan completamente de fuentes renovables. También seria deseable desarrollar procedimientos para la
produccion de estos polimeros que reduzcan la producciéon de gases de invernadero. Las fuentes renovables
adecuadas incluyen materias primas de hidratos de carbono disponibles de la agricultura, incluyendo una o mas
materias primas seleccionadas de: almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa y
materias primas de aminoacidos, entre los que se incluyen lisina y prolina.

Yamanishi y col, 2007, FEBS J., 274(9): 2262-73 describen la reconstruccion de la ruta de degradacion de lisina de
Pseudomonas aeruginosa, e identificaron una supuesta 5-aminovalerato aminotransferasa (EC 2.6.1.48) y una
supuesta glutarato semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.20).

El documento US 2006/117401 describe un procedimiento para la producciéon de aminoacidos en organismos
transgénicos, en particular L-metionina, en organismos transgénicos, en el que el procedimiento comprende las
etapas de: a) introducir una secuencia de acido nucleico que codifique una proteina degradadora de treonina y/o una
proteina degradadora de lisina o b) introducir una secuencia de acido nucleico que aumente la degradaciéon de
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treonina y/o la degradacion de lisina en los organismos transgénicos y c) expresar una secuencia de acido nucleico
mencionada en (a) o (b), en el organismo transgénico.

Es un objeto de la invencion proporcionar organismos no humanos recombinantes y procedimientos mediante los
cuales puedan introducirse genes en productores de polihidroxialcanoato de tipo silvestre o modificados por
ingenieria genética, para crear nuevas cepas que sinteticen mondémeros de 5-hidroxivalerato que se producen a
partir de sustratos no derivados de petréleo.

Un objeto adicional de la invencién es proporcionar técnicas y procedimientos para modificar de manera estable por
ingenieria genética, organismos no humanos recombinantes que sinteticen PHA que contengan 5-hidroxivalerato
bien como Unico constituyente 0 como un co-monémero.

Sumario de la invenciéon

Biopolimeros de PHA que contienen 5SHV

Se proporcionan hospedadores recombinantes para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) que comprenden
monomeros de 5-hidroxivalerato (5HV) y procedimientos de produccion de los PHA que comprenden mondmeros de
5HV a partir de sustratos de carbono renovables. En el presente documento también se describen determinados
hospedadores recombinantes que producen productos quimicos de 5 atomos de carbono, tales como 5-
aminopentanoato (5AP), 5HV, glutarato y 1,5-pentanodiol (PDO).

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un organismo no humano recombinante
modificado por ingenieria genética, para convertir 5-aminopentanoato en un polimero de polihidroxialcanoato (PHA)
0 en un copolimero del mismo que comprende 5-hidroxivalerato, como se define adicionalmente en la reivindicacion
1. Mas preferentemente, el organismo no humano recombinante se define mediante cualquiera de las
reivindicaciones 2, 3,4, 5,6, 7, 8,90 10.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1,
para la produccién de polimeros de polihidroxialcanoato (PHA) basados en 5 atomos de carbono o sus copolimeros,
comprendiendo el procedimiento proporcionar lisina, u otra materia prima de carbono renovable, para modificar por
ingenieria genética células de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion. Opcionalmente, la materia
prima de carbono renovable se selecciona entre almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa y
arabinosa, o combinaciones de las mismas; y/o el polihidroxialcanoato comprende 5-hidroxivalerato, por ejemplo,
poli(5-hidroxivalerato), poli(3-hidroxipropionato-co-5HV), poli(3-hidroxibutirato-co-5HV) o poli(4-hidroxibutirato-co-
5HV). Opcionalmente, el procedimiento comprende adicionalmente la etapa de recuperar el polihidroxialcanoato, el
polimero o copolimero del mismo, por ejemplo, mediante tratamiento acuoso o extraccion con disolventes.

Una realizacion proporciona un hospedador no humano recombinante, modificado por ingenieria genética, para
convertir 5-aminopentanoato en un polimero de polihidroxialcanoato (PHA) o su copolimero que comprende 5-
hidroxivalerato como se define en la reivindicacion 1, y la expresion de genes que codifican una polihidroxialcanoato
(PHA) sintasa y una 5-hidroxivalerato-CoA (5HVCoA) transferasa o 5HV-CoA sintesasa y al menos un transgén que
codifica una enzima heteréloga que interviene en las rutas catabdlicas de lisina en la que el hospedador produce un
polimero de PHA que contiene mondmeros de 5HV cuando al organismo se le proporciona un sustrato de carbono
renovable seleccionado de: lisina, almidon, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa o
combinaciones de los mismos y el nivel de monémero de 5HV producido es mayor que en ausencia de expresion de
dicho transgén o transgenes. Un hospedador ejemplar expresa uno o mas genes que codifican lisina 2-
monooxigenasa, 5-aminopentanamidasa, 5-aminopentanoato transaminasa, glutarato semialdehido reductasa, 5-
hidroxivalerato CoA-transferasa y polihidroxialcanoato sintasa, para la produccion de un polimero de PHA que
contiene 5 mondémeros de 5HV. Preferentemente, el hospedador tiene eliminaciones o mutaciones en genes que
codifican glutarato semialdehido deshidrogenasa y/o genes que codifican exportador de lisina. Los hospedadores
particularmente adecuados también tienen la capacidad de sobreproducir lisina y son resistentes a analogos téxicos
de lisina, como S-(2-aminoetil) cisteina.

En una realizacion adicional uno o mas de los genes que codifican PHA sintasa, 5HV-CoA transferasa o 5HV-CoA
sintetasa también se expresan a partir de un transgén.

En otra realizacion al organismo no humano recombinante se le suministra lisina en combinacién con uno o mas
sustratos de carbono renovables seleccionados de: almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa,
arabinosa o combinaciones de los mismos, de tal manera que se produce el polimero de PHA que contiene 5HV y
las células recuperan el polimero.

En ofra realizacion al organismo no humano recombinante se le suministra uno o mas sustratos de carbono
renovables seleccionados de: almidon, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa o
combinaciones de los mismos, de tal manera que se produce el polimero de PHA que contiene 5HV y las células
recuperan el polimero.

Los polimeros producidos por los hospedadores recombinantes pueden ser homopolimeros o copolimeros de
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mondémeros de 5HV. Un copolimero preferido es PHB5HV. Otros polimeros utiles producidos por los hospedadores
recombinantes en los copolimeros poli(3-hidroxipropionato-co-5-hidroxivalerato) y poli(4-hidroxibutirato-co-5-
hidroxivalerato) y el homopolimero P5HV.

El organismo hospedador no humano puede ser procariota o eucariota. Los hospedadores procariotas preferidos
con E. coli, Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus 'y C. glutamicum.

También se proporcionan hospedadores no humanos recombinantes para la produccion de polimeros de PHA a
partir de lisina, o de uno o mas sustratos de carbono renovables, seleccionados de almidén, sacarosa, glucosa,
lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa o combinaciones de los mismos, de acuerdo con el primer aspecto de la
presente invencion. Un hospedador ejemplar expresa lisina 2-monooxigenasa, 5-aminopentanamidasa, 5-
aminopentanoato transaminasa, glutarato semialdehido reductasa, 5-hidroxivalerato CoA-transferasa vy
polihidroxialcanoato sintasa para la producciéon de un polimero que incluye 5HV. El polimero se produce utilizando,
como materia prima, lisina y uno o mas sustratos de carbono renovables, seleccionados de almidén, sacarosa,
glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa y arabinosa. Preferentemente el hospedador tiene eliminaciones en los
genes que codifican glutarato semialdehido deshidrogenasa y exportador de lisina.

Produccién de 1,5-pentanodiol

En el presente documento también se describe otro hospedador recombinante que puede modificarse por ingenieria
genética para sobreexpresar 5-hidroxivalerato CoA transferasa, propionaldehido deshidrogenasa dependiente de
CoA y 1,3-propanodiol deshidrogenasa, para la produccién de 1,5 pentanodiol. El 1,5 pentanodiol se produce
utilizando como materia prima 5-hidroxivalerato, lisina, almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa
y arabinosa en solitario o en combinaciones. Preferentemente el hospedador recombinante tiene eliminaciones en
adhE, IdhA, y ackA-pta y expresa genes que codifican lisina 2-monooxigenasa, 5-aminopentanamidasa, 5-
aminopentanoato transaminasa y una o mas de glutarato o succinato semialdehido reductasa. Los hospedadores
particularmente adecuados tienen la capacidad de sobreproducir lisina y de ser resistentes a analogos téxicos de
lisina, como S-(2-aminoetil) cisteina. Preferentemente, el organismo tiene una actividad glutarato semialdehido
deshidrogenasa reducida o no la tiene.

En el presente documento se describe un procedimiento para la produccién de 1,5-pentanodiol a partir de sustratos
de carbono renovables, en el que a un organismo recombinante se le suministra un sustrato de carbono renovable y
se produce 1,5-pentanodiol, que se secreta al medio y se recupera del mismo.

Por consiguiente, la presente solicitud también desvela 1,5-pentanodiol producido a partir de fuentes renovables.
Produccion de acido glutarico

En el presente documento también se describen hospedadores recombinantes para la sobreproduccion de glutarato
(acido glutarico) a partir de lisina, o de uno o mas sustratos de carbono renovables, seleccionados de almidén,
sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa y arabinosa, o una combinacién de los mismos. Un hospedador
ejemplar expresa genes que codifican lisina 2-monooxigenasa, 5-aminopentanamidasa, 5-aminopentanoato
transaminasa y uno o mas de glutarato semialdehido deshidrogenasa. Los hospedadores particularmente
adecuados tienen la capacidad de sobreproducir lisina y ser resistentes a analogos téxicos de lisina, como S-(2-
aminoetil) cisteina.

En el presente documento también se describe un procedimiento para la sobreproducciéon de glutarato a partir de
sustratos de carbono renovables, en el que a un organismo recombinante se le suministra un sustrato de carbono
renovable, seleccionado de lisina, almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa y arabinosa o
combinaciones de los mismos y el glutarato se sobreproduce, se secreta al medio y se recupera del mismo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra las diversas moléculas de 5 atomos de carbono que
pueden producirse biolégicamente a partir de fuentes renovables, en algunos casos estas moléculas basadas en
fuentes renovables pueden interconvertirse utilizando quimica convencional y utilizarse para fabricar polimeros,
etc. mediante procedimientos quimicos de polimerizacion.

La Figura 2A es un diagrama esquematico que muestra rutas bioquimicas de polimeros de polihidroxialcanoato
que contienen 5-hidroxivalerato y productos quimicos de 5 atomos de carbono tales como 5-aminopentanoato (5-
APOQ), glutarato, d-valerolactona (DVL) y 1,5 pentanodiol. También se muestran rutas metabodlicas competidoras
que han de eliminarse o las actividades reducidas (indicadas por con una cruz (X)) para obtener un flujo de
carbono 6ptimo en los productos deseados indicados anteriormente. La Figura 2B muestra enzimas que
catalizan las reacciones biosintéticas: (1) lisina 2-monoxigenasa, EC 1.13.12.2; (2) 5-aminopentanamidasa
(también conocida como &-aminovaleramidasa), EC 3.5.1.30; (3) 5-aminopentanoato transaminasa (también
conocido como &-aminovalerato transaminasa), EC 2.6.1.48; (4) succinato semialdehido reductasa (también
conocido como 5-oxopentanoato reductasa), EC 1.1.1.61; (5) CoA-transferasa, EC 2.8.3.n; (6) Acil-CoA
sintetasa, EC 6.2.1.3; (7) PHA sintasa, EC 2.3.1.n; (8) B-cetoacil-CoA tiolasa, EC 2.3.1.9; (9) acetoacetil-CoA
reductasa, EC 1.1.1.36; (10) glutarato-semialdehido deshidrogenasa, EC 1.2.1.20.
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La Figura 3 es un diagrama esquematico que muestra rutas bioquimicas de una via alternativa desde L-lisina a
5-aminopentanoato mediante cadaverina y 5-aminopentanal.

La Figura 4 es un diagrama esquematico que muestra rutas bioquimicas desde L-prolina a 5-aminopentanoato.
La Figura 5 es un diagrama esquematico que muestra rutas bioquimicas desde alfa-cetoglutarato a glutarato
semialdehido, un producto intermedio metabdlico para la produccion de 5-hidroxivalerato y sus derivados, y
glutarato.

La Figura 6 es un diagrama esquematico que muestra rutas bioquimicas a partir de oxaloacetato, un producto
intermedio del ciclo del acido tricarboxilico, TCA, a L-lisina.

La Figura 7 es un diagrama esquematico que muestra rutas bioquimicas a 1,5 pentanodiol.

La Figura 8A es un cromatograma que muestra el tiempo (minutos) frente a la abundancia de iones total de un
cultivo celular procesado de la cepa 3291. La Figura 8B es un espectro de iones de un cultivo celular procesado
de la cepa 3291 que muestra la relacion entre masa y carga “m/z” frente a su abundancia de iones (unidades
relativas).

Descripcion detallada de la invencién

I. Definiciones
En la siguiente seccion se definen y se aclaran diversos términos utilizados en el presente documento.

La expresion “copolimero de PHA” se refiere a un polimero compuesto por al menos dos monémeros de acido
hidroxialcanoico diferentes.

La expresion “homopolimero de PHA” se refiere a un polimero que esta compuesto por un solo monémero de acido
hidroxialcanoico.

Como se usa en el presente documento, un “vector” es un replicén, tal como un plasmido, un fago o un cosmido, en
el cual puede insertarse otro segmento de ADN para llevar a cabo la replicacién del segmento insertado. Los
vectores pueden ser vectores de expresion.

Como se usa en el presente documento, un “vector de expresion” es un vector que incluye una o mas secuencias de
control de expresion.

Como se usa en el presente documento, una “secuencia de control de expresién” es una secuencia de ADN que
controla y regula la transcripcion y/o traduccion de otra secuencia de ADN.

Como se usa en el presente documento, “unido operativamente” significa incorporado en una construccion genética
de tal manera que las secuencias de control de expresiéon controlan de un modo eficaz la expresién de una
secuencia codificante de interés.

Como se usa en el presente documento, “transformado” y “transfectado” incluye la introduccién de un acido nucleico
en una célula mediante diversas técnicas conocidas en la materia.

Como se usa en el presente documento, “sobreproducido” significa que el compuesto particular se produce a una
cantidad mas alta en el organismo modificado por ingenieria genética en comparacién con el organismo no
modificado por ingenieria genética.

Como se usa en el presente documento, todas las expresiones “materia prima renovable”, “sustrato de carbono
renovable” y “sustrato renovable” se usan ellas indistintamente.

Los “plasmidos” se indican con una letra minuscula “p” precedida y/o seguida por otras mayusculas y/o niUmeros.

Como se usa en el presente documento, el término “heterdlogo” significa de otro hospedador. El otro hospedador
puede ser de la misma especie o de una especie diferente.

Il. Rutas metabodlicas para la produccion de polihidrixoalcanoatos y productos quimicos de 5 atomos de
carbono

Se proporcionan organismos no humanos recombinantes que tienen enzimas para las rutas bioquimicas para la
produccion de polimeros de polihidroxialcanoato que contienen 5-hidroxivalerato de acuerdo con el primer y segundo
aspectos de la presente invencidon. En el presente documento también se describen organismos no humanos
recombinantes que tienen enzimas para las rutas bioquimicas para la produccion de productos quimicos de 5
atomos de carbono, tales como 5-aminopentanoato (5AP), 5-hidroxivalerato (5HV), glutarato y 1,5 pentanodiol
(PDO). Los hospedadores procariotas o eucariotas se modifican genéticamente para expresar las enzimas
necesarias para la produccion de 5-hidroxivalerato, sus polimeros o los productos quimicos de 5 atomos de carbono
desvelados procedentes de materias primas basadas en fuentes renovables. Mas adelante se proporcionan las rutas
enzimaticas para la produccion de los productos deseados.

A. 5-aminopentanoato
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El 5-aminopentanoato (5AP) puede producirse en dos etapas enzimaticas a partir de L-lisina, un a-aminoacido,
siendo la 5-aminopentanoamida el producto intermedio (Figura 2). La primera de estas enzimas, la lisina 2-
monooxigenasa es la primera etapa enzimatica en la ruta de degradacion de lisina de diversas cepas de
Pseudomonas (Takeda y Hayaishi, J. Biol. Chem. 241: 2733-2736; (1966); Hayaishi, Bacteriol. Rev. 30: 720-731
(1966); Reitz y Rodwell, J. Biol. Chem. 245: 3091-3096 (1970); Flashner y Massey, J. Biol. Chem. 249: 2579-2586
(1974)). El gen que codifica la lisina 2-monooxigenasa se identific6 en Pseudomonas putida y se denominé davB
(Revelles y col., J. Bacteriol. 187:7500-7510 (2005)). La segunda etapa enzimatica convierte la 5-
aminopentanoamida en 5AP y se cataliza mediante la 5-aminopentanoamidasa (Reitz y col., Anal. Biochem. 28: 269-
272 (1969); Reitz y Rodwell, J. Biol. Chem. 245: 3091-3096 (1970)), que esta codificada por davA en P. putida
(Revelles y col., J. Bacteriol. 187: 7500-7510 (2005)).

Como se muestra en la Figura 3, puede utilizarse una ruta alternativa para convertir L-lisina en 5AP en tres
reacciones enzimaticas que incluyen una lisina descarboxilasa para la producciéon de cadaverina, una putrescina
transaminasa para formar 5-aminopentanal, y una y-aminobutiraldehido deshidrogenasa para biosintetizar 5AP.

Como se indica en el esquema de la Figura 4, el 5AP también puede producirse a partir de L-prolina, en lugar de L-
lisina, en dos reacciones enzimaticas que incluyen una prolina racemasa para biosintetizar D-prolina y una prolina
reductasa para formar 5AP.

B. 5-hidroxivalerato

La biosintesis de otro producto quimico de 5 atomos de carbono, el 5HV, puede producirse a partir de 5AP con 2
etapas enzimaticas como se indica en el esquema de la Figura 2. El 5AP se convierte en glutarato semialdehido
mediante la 5AP transaminasa (Reitz y Rodwell, J. Biol. Chem. 245: 3091-3096 (1970)) y se identifico un gen de P.
putida que se denominé davT (Espinosa-Urgel y Ramos, Appl. Environ. Microbiol. 67: 5219-5224 (2001)). Como se
indica en el Ejemplo 7, diversos genes recombinantes de semialdehido reductasa se clonaron y ensayaron para
investigar qué enzima codificada convertia de un modo eficaz el glutarato semialdehido en 5HV. Se descubri6 que la
proteina hipotética ATEG_00539 catalizaba de un modo eficaz esta reaccién y por tanto se renombré gsaR por
glutarato semialdehido reductasa.

En algunas bacterias termdfilas y hongos inferiores, incluyendo a las levaduras, la lisina se sintetiza mediante la ruta
de a-aminocetoadipato (Xu, Cell Biochem. Biophys. 46: 43-64 (2006)) en la que el 2-cetoadipato es el cuarto
producto intermedio y por lo tanto un posible precursor de productos quimicos de C5 tales como glutarato y 5HV, asi
como de polimeros de PHA que contienen 5HV. Como se muestra en la Figura 5, esta ruta comienza desde a-
cetoglutarato y acetil-CoA para biosintetizar 2-cetoadipato. Se observé que cepas hospedadoras recombinantes de
E. coli que expresaban estas cuatro enzimas, producian 2-cetoadipato (Andi y col., Biochem. 43: 11790-11795
(2004); Jia y col., Biochem. J. 396: 479-485 (2006); Miyazaki y col., J. Biol. Chem. 278: 1864-1871 (2003)). El 2-
cetoadipato puede convertirse mediante una a-cetoglutarato deshidrogenasa en glutaril-CoA debido a la similitud
estructural del a-cetoglutarato y 2-cetoadipato. La glutaril-CoA puede convertirse mediante una semialdehido
succinico (SSA) deshidrogenasa, tal como succinil-CoA sintetasa (SucD) (Sohling y Gottschalk J. Bacteriol. 178:
871-880 (1996)), de nuevo debido a la similitud estructural de la succinil-CoA y glutaril-CoA.

C. Glutarato

La biosintesis del producto quimico de 5 atomos de carbono, glutarato, procede de glutarato semialdehido mediante
una reaccion deshidrogenasa (Ischihara y col., J. Biochem. (Tokio) 49: 154-157 (1961); Reitz y Rodwell, J. Biol.
Chem. 245: 3091-3096 (1970)) como se indica en el esquema de la Figura 2. Se identificé el gen davD que
codificaba dicha actividad glutarato semialdehido deshidrogenasa en P. putida (Espinosa-Urgel y Ramos, Appl.
Environ. Microbiol. 67: 5219-5224 (2001); Revelles y col., J. Bacteriol. 186: 3439-3446 (2004)). El glutarato es util
para la produccion de polimeros tales como poliésteres, polioles de poliéster y poliamidas. EI nimero impar de
atomos de carbono (es decir 5) es util, por ejemplo, en la disminucién de la elasticidad del polimero. Ademas, el 1,5-
pentanodiol, es un plastificante comun y precursor de poliésteres que se fabrica por hidrogenacién de glutarato y sus
derivados (Werle y Morawietz, “Alcohols, Polyhydric” en: Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry: 2002,
Wiley-VCH: Weinheim. DOI 10.1002/14356007.a01_305).

D. poli(5-hidroxivalerato)

La biosintesis de un homopolimero que consiste en poli(5-hidroxivalerato) (también conocido como P(5HV)) PHA
puede proceder de 5HV mediante 5-hidroxivalerato-CoA. Dos reacciones enzimaticas diferentes pueden catalizar la
primera etapa, es decir, bien mediante una CoA-transferasa, como describen Huisman y col. (Patente de Estados
Unidos N.° 7.229.804), Sohling y Gottschalk (J. Bacteriol. 178: 871-880 (1996)) y Eikmanns y Buckel (Biol. Chem.
Hoppe-Seyler 371: 1077-1082 (1990)), o mediante una CoA-sintetasa, como describen van Beilen y col. (Molec.
Microbiol. 6: 3121-3136 (1992)). La polimerizacion de 5-hidroxivalerato-CoA puede catalizarse mediante la PHA
polimerasa, tal como codificarse por phaC1 de Ralstonia eutropha (Peoples y Sinskey, J. Biol. Chem. 264: 15298-
15303 (1989)). Como alternativa, la proteina de fusion PhaC3/C5 sintasa puede emplearse como describen Huisman
y col. (Patente de Estados Unidos N.° 6.316.262).

E. poli(3-hidroxibutirato-co-5-hidroxivalerato)
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La biosintesis de un copolimero que incluye poli(3-hidroxibutirato-co-5-hidroxivalerato) (también conocido como
P(3HB-co-5HV)) puede producirse proporcionando 3-hidroxibutiril-CoA (3HB-CoA) y moléculas precursoras
monoméricas de 5-HV-CoA. Como se indica en el esquema de la Figura 2, 3HB-CoA puede biosintetizarse a partir
de acetil-CoA mediante 2 etapas enzimaticas: (i) una reaccion de B-cetoacil-CoA tiolasa que convierte acetil-CoA en
acetoacetil-CoA (Nishimura y col., J. Biol. Chem, 116: 21-27 (1978)) utilizando genes adecuados tales como, pero
sin limitacion, bktB de Ralstonia eutropha (Slater y col., J. Bacteriol. 180(8): 1979-1987 (1998)) y (ii.) una reaccién de
acetoacetil-CoA reductasa que convierte acetoacetil-CoA en 3HB-CoA (Fukui y col., Biochim. Biophys. Acta 917:
365-371 (1987)) utilizando genes adecuados tales como, pero sin limitacion, phaB de Bacillus megaterium (McCool y
Cannon, J. Bacteriol. 181(2): 585-592 (1999)). Como se indica anteriormente, el copolimero PHA puede sintetizarse
mediante diversas PHA sintasas.

F. Lisina

La Figura 6 indica la ruta biosintética del metabolismo de lisina en E. coli. Las lineas discontinuas y continuas en el
centro del diagrama indican inhibicién por retroalimentacién alostérica y represion transcripcional por L-lisina,
respectivamente, que proporcionan dianas para modificaciones genéticas necesarias para aumentar la produccion
de L-lisina en células hospedadoras recombinantes tales como E. coli.

G. 1,5-pentanodiol

La Figura 7 proporciona una vision general de la produccion de 1,5-pentanodiol (PDO) a partir de 5HV. ElI 5HV
puede convertirse en 5SHV-CoA mediante una CoA-transferasa como describen Huisman y col. (Patente de Estados
Unidos N.° 7.229.804), Sohling y Gottschalk (J. Bacteriol. 178: 871-880 (1996)), y Eikmanns y Buckel (Biol. Chem.
Hoppe-Seyler 371: 1077-1082 (1990)), o mediante una CoA-sintetasa como describen van Beilen y col. (Molec.
Microbiol. 6:3121-3136 (1992)). El 5HV puede convertirse en 5-hidroxipentenal mediante una propionaldehido
deshidrogenasa o alcohol deshidrogenasa tal como pduP de Salmonella typhimurium (Leal, Arch. Microbiol.
180:353-361 (2003)) o eutE de E. coli (Skraly, Patente WO N.° 2004/024876). El 5-hidroxipentenal puede convertirse
en PDO mediante 1,3-propanodiol deshidrogenasa o alcohol deshidrogenasa tal como dhaT de Klebsiella
pneumoniae (Tong y col., Appl. Environ. Microbiol. 57(12): 3541-3546 (1991)).

H. 5-hidroxivalerato-co-3-hidroxipropionato

A partir de 5HV puede producirse un copolimero que contenga 5-hidroxivalerato-co-hidroxipropionato. Cepas K12 de
E. coli que eran fadR" (degradacién de &cidos grasos (FAD, acrénimo inglés de fatty acid degradation) reprimida) o
fadR" (FAD constitutiva) se transfectaron con acidos nucleicos que expresaban polihidroxialcanoato y 5-
hidroxivalerato CoA transferasa. Las cepas de E. coli preferidas incluian MG1655 y LS5218 (Spratt y col., J.
Bacteriol. 146(3): 1166-1169 (1981)). Como se muestra en la Tabla 6, un analisis por GC-FID (cromatografia de
gases con detector de ionizacion de llama), indicd que la cepa LS5218 [pMS93] produjo un PHA con un dcw (dry cell
weight, peso seco celular) de 6,4%, con una composicion polimérica de 5HV 52% y 3HP 48%. Por otro lado, la cepa
MG1655 [pMS93], estaba constituida por PHA con un dcw de 63,1%, que consistia solo en 5HV. Adicionalmente, un
analisis por GC-MS de LS5218 [pMS93] confirmé la presencia de 3HP en la muestra polimérica. Por tanto, el
sistema FAD activo en LS5218 podia sintetizar 3HP a partir de Na5HV.

lll. Produccion de organismos transgénicos para la produccion de polihidroxialcanoatos y productos
quimicos de 5 atomos de carbono

Se produjeron organismos transgénicos para la produccion de polihidroxialcanoatos y productos quimicos de 5
atomos de carbono usando técnicas convencionales conocidas en la materia.

A. Genes para la produccion de productores transgénicos de P(5HV)

En la siguiente Tabla 1A, se presentan los genes clonados y/o evaluados para cepas hospedadoras que producen
PHA que contiene 5HV y productos quimicos de 5 atomos de carbono, junto con el nimero de Comisién de Enzimas
(numero EC) apropiado y referencias. Como también se indican mas adelante, algunos genes que se sintetizaron
por optimizacion de codones mientras que otros se clonaron por PCR a partir de ADN gendémico del organismo
nativo o de tipo silvestre.



ES 2639413 T3

Tabla 1A. Genes en cepas hospedadoras microbianas productoras de PHA que contiene 5HV y productos quimicos
de 5 atomos de carbono

Numero de Nombre del Nombre de la enzima Numero N.° de registro de
reaccion (Fig. | gen EC proteina
1B)

1 davB lisina 2-monooxigenasa 1.13.12.2 | BAG54787

2 davA 5-aminopentanamidasa 3.5.1.30 BAG54788

3 davT 5-aminopentanoato transaminasa 2.6.1.48 AAK97868

3 gabT 4-aminobutirato transaminasa 2.6.1.19 NP_417148

4 gsaRas glutarato semialdehido reductasa 1.1.1.61 Gen/Proteina ID 1;

XP_001210625

4 gsaRat glutarato semialdehido reductasa 1.1.1.61 Gen/Proteina ID 2;
AAK94781
5 orfZ CoA-transferasa 2.8.3.n AAA92344
5 5-hidroxipentanoato CoA-transferasa 2.8.3.14
6 alkk acil-CoA sintetasa 6.2.1.3 Q00594
7 phaC polihidroxialcanoato sintasa 2.3.1.n YP_725940
7 phaC3/C5 proteina de fusién de polihidroxialcanoato | 2.3.1.n Gen/Proteina ID 3
sintasa
7 PhaEC polihidroxialcanoato sintasa 2.3.1.n Gen/ProteinalD4y5
8 bktB(phaA) B-cetoacil-CoA tiolasa 231.9 CAJ92573
9 phaB acetoacetil-CoA reductasa 1.1.1.36 AADO05259
10 davD glutarato-semialdehido deshidrogenasa 1.2.1.20 NP_742381
10 gabD succinato-semialdehido deshidrogenasa, | 1.2.1.20 NP_417147
dependiente de NADP+
10 ynel succinato-semialdehido deshidrogenasa, | 1.2.1.20 NP_416042
dependiente de NAD+-
pduP propionaldehido deshidrogenasa 1.2.1.3 NP_460996
dependiente de CoA
eute aldehido deshidrogenasa prevista en la 1.2.1.3 NP_416950
utilizacion de etanolamina
dhaT 1,3-propanodiol deshidrogenasa 1.1.1.202 | YP_002236499
eutG alcohol deshidrogenasa prevista, proteina | 1.1.1.202 | AP_003038
de utilizacion de etanolamina
argO (yggA) | proteina exportadora de arginina NP_417398
lyse permeasa de salida de lisina NP_600485
lysP transportador APC de lisina LysP NP_416661
cadA lisina descarboxilasa 1 4.1.1.18 AACT77092
IdcC lisina descarboxilasa 2 4.1.1.18 AACT73297
yjeK lisina 2,3-aminomutasa 5.4.3. AAC77106
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Consultando bibliografia cientifica, patentes o busquedas BLAST, por ejemplo, contra la base de datos de
nucledtidos o proteinas del NCBI (www.nc-bi.nlm.nih.gov/), pueden descubrirse otras proteinas capaces de catalizar
las reacciones indicadas en la Tabla 1A. Después, pueden crearse genes sintéticos para proporcionar una via
sencilla desde las bases de datos de secuencias a ADN fisico. Dichos genes sintéticos se disefian y fabrican desde
la base, usando codones para potenciar la expresion de proteinas heterélogas, optimizando las caracteristicas
necesarias para el sistema de expresion y el hospedador. Empresas tales como, por ejemplo, DNA 2.0 (Menlo Park,
CA 94025, EEUU) proporcionaran dicho servicio habitual. En las Tablas 1B-1AA se proporcionan proteinas que
pueden catalizar las reacciones bioquimicas indicadas en la Tabla 1A.

Tabla 1B. Homdlogos adecuados para la proteina DavB (lisina 2-monooxigenasa, de Pseudomonas putida cepa
KT2440, EC N.° 1.13.12.2, que actua sobre L-lisina para la produccion de 5-aminopentanamida; N.° de registro de
proteina BAG54787 (Revelles y col., J Bacteriol. 187: 7500-10 (2005))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

amina oxidasa

amina oxidasa

amina oxidasa

amina oxidasa

amino oxidasa que contiene flavina
triptéfano 2-monooxigenasa
triptéfano 2-monooxigenasa
triptéfano 2-monooxigenasa

triptéfano 2-monooxigenasa

YP_001265764
YP_001666658
YP_001751665
YP_606177
YP_262728
YP_350882
ZP_04590895
NP_ 7790366
ZP_0218996

Tabla 1C. Homdlogos adecuados para la proteina DavA (5-aminopentanamidasa, de Pseudomonas putida cepa
KT2440, EC N.° 3.5.1.30, que actua sobre 5-aminopentanamida para la producciéon de 5-aminopentanoato, N.° de
registro de proteina BAG54788 (Revelles y col., J Bacteriol. 187: 7500-10 (2005))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

Nitrilasa/cianida hidratasa y apolipoproteina N-
aciltransferasa

Nitrilasa/cianida hidratasa y apolipoproteina N-
aciltransferasa

Nitrilasa/cianida hidratasa y apolipoproteina N-
aciltransferasa

Amidohidrolasa

Familia de las hidrolasas que actuan sobre enlaces
carbono nitrégeno

Familia de las hidrolasas que actian sobre enlaces
carbono nitrégeno

supuesta hidrolasa

Nitrilasa/cianida hidratasa y apolipoproteina N-
aciltransferasa

Nitrilasa

YP_001265763

YP_001666657

YP_001751666

YP_606176
NP_790365

ZP_04590894

YP_002875091
YP_350883

YP_703491
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Tabla 1D. Homélogos adecuados para la proteina DavT (5-aminopentanoato transaminasa, de Pseudomonas putida
cepa KT2440, EC N.° 2.6.1,48, que actua sobre 5-aminopentanoato para la produccion de glutarato semialdehido;
N.° de registro de proteina AAK97868 (Espinosa-Urgel y Ramos, Appl. Environ. Microbiol. 67 (11), 5219-5224

(2001))),

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
4-aminobutirato aminotransferasa YP_788435
4-aminobutirato aminotransferasa YP_002294190
4-aminobutirato aminotransferasa YP_345921
4-aminobutirato transaminasa YP_002801747
4-aminobutirato aminotransferasa YP_001333938
4-aminobutirato aminotransferasa NP_790151

4-aminobutirato aminotransferasa, dependiente de PLP NP_417148
4-aminobutirato aminotransferasa YP_311652

4-aminobutirato aminotransferasa YP_257332

Tabla 1E. Homélogos adecuados para la proteina GabT (4-aminobutirato transaminasa, de Escherichia coli cepa K-
12 sustrato MG1655, EC N.° 2.6.1.48 (o EC N.° 2.6.1.19), que actia sobre 5-aminopentanoato (o 4 aminobutirato)
para la produccion de glutarato semialdehido (semialdehido succinico); N.° de registro de proteina NP_417148
(Riley y col., Nucleic Acids Res. 34 (1), 1-9 (2006))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
4-aminobutirato aminotransferasa ZP 05433421
4-aminobutirato aminotransferasa YP_002381614

proteina hipotética CIT292 04138 ZP_ 03838094
4-aminobutirato aminotransferasa YP_001333938
4-aminobutirato aminotransferasa NP_461718
4-aminobutirato aminotransferasa NP_248957
4-aminobutirato aminotransferasa YP_964435
4-aminobutirato aminotransferasa YP_982853
4-aminobutirato aminotransferasa YP_583770

Tabla 1F. Homologos adecuados para la proteina GsaRa, (glutarato semialdehido reductasa, de Aspergillus terreus
NIH2624, EC N.° 1.1.1.61, que actua sobre glutarato semialdehido (o succinico semialdehido) para la produccién de
5-hidroxivalerato (o 4-hidroxibutirato); N.° de registro de proteina XP_001210625 (Birren, The Broad Institute
Genome Sequencing Platform, presentacion directa al NCBI))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina

aflatoxina B1-aldehido reductasa de tipo GIiO, supuesta CBF89011
aflatoxina B1-aldehido reductasa de tipo GIiO XP_752707
aflatoxina B1-aldehido reductasa, supuesta

aflatoxina B1-aldehido reductasa de tipo GIliO, supuesta XP_001264422
aflatoxina B1 aldehido reductasa XP_002375825

10
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(continuacion)

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

proteina hipotética An08g06440 aflatoxina B1 aldehido
reductasa miembro, supuesto

Cadena A, Succinico Semialdehido Reductasa de
Raton, Akr7a5

Cadena A, Estructura de la Aflatoxina Aldehido
Reductasa

En Complejo con NADPH

EEH21318

XP_001392759
EER27170
2C91_A

2BP1_A

Tabla 1G. Homologos adecuados para la proteina GsaRa: (glutarato semialdehido) reductasa, de Arabidopsis
thaliana, EC N.° 1.1.1.61, que actua sobre glutarato semialdehido (o succinico semialdehido) para la produccion de
5-hidroxivalerato (o 4-hidroxibutirato); N.° de registro de proteina AAK94781 (Breitkreuz y col., J. Biol. Chem. 278

(42), 41552-41556 (2003))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

proteina hipotética isoforma 1

proteina prevista

0s02g0562700

semialdehido succinico) isoforma 1 reductasa
desconocida

proteina hipotética SORBIDRAFT_04g02 3180

4-hidroxibutirato deshidrogenasa dependiente de
NAD

1, 3-propanodiol deshidrogenasa

4-hidroxibutirato deshidrogenasa dependiente de
NAD

4-hidroxibutirato deshidrogenasa dependiente de
NAD

XP_002266252
XP_002320548
NP_001047154
BAG16485
ACU22717
XP_002452295
AAC41425

ZP_00945634
AAAQ92348

NP_348201

Tabla 1H. Homdlogos adecuados para la proteina OrfZ (CoA-transferasa, de Clostridium kluyveri DSM 555, EC N.°
2.8.3.n, que actua sobre 5-hidroxivalerato para la produccion de 5-hidroxivaleril-CoA; N.° de registro de proteina
AAA92344 (Huisman y col., Patente de Estados Unidos N.° 7.229.804; Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178: 871-

880 (1996))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

acetil-CoA hidrolasa/transferasa
acetil-CoA hidrolasa/transferasa
4-hidroxibutirato coenzima A transferasa
4-hidroxibutirato CoA-transferasa

4-hidroxibutirato CoA-transferasa

11

ZP_05395303
YP_001309226
ZP_05618453
CABG60036
NP_904965
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(continuacion)

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

4-hidroxibutirato CoA-transferasa
acetil-CoA hidrolasa/transferasa
acetil-CoA hidrolasa/transferasa

acetil-CoA hidrolasa/transferasa

ZP_05427217

YP_002430388
YP_001433830
YP_002509648

Tabla 11. Homologos adecuados para la proteina AIKK (Acil-CoA sintetasa, de Pseudomonas oleovorans; EC N.°
6.2.1.3, que actua sobre 5-hidroxivalerato para la produccion de 5-hidroxivaleril-CoA; N.° de registro de proteina
Q00594 (van Beilen y col., Mol. Microbiol. 6 (21), 3121-3136 (1992))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

sintetasa y ligasa dependiente de AMP
acil-CoA sintetasa de cadena media

acil-CoA sintetasa

acil-CoA sintetasa de cadena media

acil-CoA sintetasa

sintetasa y ligasa dependiente de AMP
acil-CoA sintetasa

ligasa CoA de acidos grasos de cadena media

ligasa CoA de acidos grasos de cadena media

YP_001185941
ABO21016
CAB69080
ZP_06063626
YP_523641
ZP_03542412
YP_726019
ZP_06016304
ZP_02145453

Tabla 1J. Homologos adecuados para la proteina PhaC (polihidroxialcanoato sintasa, de Ralstonia eutropha, EC N.°
2.3.1.n, que actia sobre (R)-3-hidroxibutiril-CoA + [(R)-3-hidroxibutanoato]ln para la produccion de [(R)-3-
hidroxibutanoato](n+1) + CoA; N.° de registro de proteina YP_725940 (Peoples y Sinskey, J. Biol. Chem. 264:

15298-15303 (1989))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

acido polihidroxialcanoico sintasa

PHB sintasa

PhaC

proteina PhaC polihidroxialcanoato sintasa
polihidroxibutirato sintasa

acido poli(R)-hidroxialcanoico sintasa, clase |
poli-beta-hidroxibutirato polimerasa

PHB sintasa

PHB sintasa

YP_002005374
BAB96552
AAF23364
AAC83658
AAL17611
YP_002890098
YP_159697
CAC41638
YP_001100197

Tabla 1K. Homodlogos adecuados para la proteina PhaE (subunidad PhaE de PhaEC PHA sintasa, de Thiocapsa
pfenigii, que actia sobre (R)-3-hidroxibutiril-CoA + [(R)-3-hidroxibutanoatoln para la produccién de [(R)-3-

hidroxibutanoato](n+1) + CoA).
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Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

orf2 5’ en phbC

proteina de 40,5 kDa no caracterizada en la region
intergénica phbC-phbA

proteina hipotética 2

proteina de 41,3 kDa no caracterizada en la region
intergénica phbC-phbA

acido poli(R)-hidroxialcanoico sintasa, clase I,
subunidad PhaE

proteina hipotética Tgr7_1513
PHA sintasa subunidad PhaE

acido poli(R)-hidroxialcanoico sintasa, clase I,
subunidad PhaE

PHA sintasa
PHA sintasa subunidad E

AAC60429
P45372

S$29275
P45367

ZP_04775558

YP_002513584
AAG30260
YP_865086

BAE20054
ABK60192

Tabla 1L. Homodlogos adecuados para la proteina PhaC (subunidad PhaC de PhaEC PHA sintasa, de Thiocapsa
pfenigii, que actiua sobre (R)-3-hidroxibutiril-CoA + [(R)-3-hidroxibutanoatoln para la produccién de [(R)-3-

hidroxibutanoate](n+1) + CoA).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

acido poli(R)-hidroxilcanoico sintasa, clase lll,
subunidad PhaC

Poli-beta-hidroxibutirato polimerasa
PHA sintasa subunidad PhaC

acido poli(R)-hidroxilcanoico sintasa, clase lll,
subunidad PhaC

poli (acido 3-hidroxibutirico) sintasa
poli(3-hidroxialcanoato) sintasa
PhaC

poli(3-hidroxialcanoato) sintasa

acido poli(R)-hidroxilcanoico sintasa, clase lll,
subunidad PhaC

ZP_04774202

P45366
AAG30259
YP_865087

YP_200860
YP_001660017
AAL76316
NP_440750
YP_003151887

acido poli(R)-hidroxialcanoico sintasa, clase I,
subunidad PhaC

YP_001374365

Tabla 1M. Homologos adecuados para la proteina BktB (PhaA) (B-cetoacil-CoA tiolasa, de Ralstonia eutropha H16,
EC N.° 2.3.1.9, que actua sobre acetil-CoA para la produccion de acetoacetil-CoA; N.° de registro de proteina
CAJ92573 (Peoples y Sinskey, J Biol Chem. 15 de septiembre de 1989; 264(26): 15293-7. Pohimann y col., Nature

Biotech 24 (10), 1257-1262 (2006))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

acetil-CoA acetiltransferasa

acetil-CoA acetiltransferasa

13
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(continuacion)

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

acetil-CoA acetiltransferasa

acetil-CoA acetiltransferasa

BAB96553
YP_001021062

beta-cetotiolasa BAA33156
acetil-CoA acetiltransferasa YP_523809
acetil-CoA acetiltransferasa NP_250691

beta-cetotiolasa

acetil-CoA acetiltransferasa

YP_002802211
YP_001919890

Tabla 1N. Homologos adecuados para la proteina PhaB (acetoacetil-CoA reductasa, de Bacillus megaterium, EC.
N.° 1.1.1.36, que actua sobre acetoacetil-CoA para la producciéon de (R)-3-hidroxibutiril-CoA; N.° de registro de
proteina AAD05259 (McCool y Cannon, J. Bacteriol. 183 (14), 4235-4243 (2001))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

acetoacetil-CoA reductasa
3-cetoacil-(acil-transportador-proteina) reductasa
3-cetoacil-(acil-transportador-proteina) reductasa
proteina hipotética DS12660
3-cetoacil-(acil-transportador-proteina) reductasa
3-cetoacil-(acil-transportador-proteina) reductasa
3-oxoacil-(acil-transportador-proteina) reductasa
3-oxoacil-(acil- transportador-proteina) reductasa

3-cetoacil-(acil- transportador-proteina) reductasa

NP_831099
YP_645133
ZP_01126888
YP_518893
YP_001865860
YP_001658404
YP_002949207
NP_371755
YP_001385912

Tabla 10. Homdlogos adecuados para la proteina DavD (glutarato-semialdehido deshidrogenasa, de Pseudomonas
putida KT2440, EC N.° 1.2.1.20, que actda sobre glutarato semialdehido para la produccion de glutarato; N.° de
registro de proteina NP_742381 (Espinosa-Urgel y Ramos, Appl. Environ. Microbiol. 67 (11), 5219-5224 (2001))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

succinato-semialdehido deshidrogenasa |
succinato-semialdehido deshidrogenasa |

succinato-semialdehido deshidrogenasa |,
dependiente de NADP

aldehido deshidrogenasa prevista
succinato-semialdehido deshidrogenasa |
aldehido deshidrogenasa

succinico semialdehido deshidrogenasa
succinico semialdehido deshidrogenasa

succinato-semialdehido deshidrogenasa (NADP+)

YP_605978
YP_345920
NP_417147

NP_416042
NP_461717
YP_002801982
YP_002827846
YP_001228901
YP_841054
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Tabla 1P. Homdlogos adecuados para la proteina GabD (succinato semialdehido deshidrogenasa, dependiente de
NADP+, de Escherichia coli cepa K-12 sustrato MG1655, EC N.° 1.2.1.20, que actua sobre glutarato semialdehido (o
succinico semialdehido) para la produccién de glutarato (o succinato); N.° de registro de proteina NP_417147 (Riley
y col., Nucleic Acids Res. 34 (1), 1-9 (2006))),

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

succinato-semialdehido deshidrogenasa |
succinato-semialdehido deshidrogenasa (NAD(P)(+))
proteina hipotética CIT292 04137
succinato-semialdehido deshidrogenasa
succinato-semialdehido deshidrogenasa |
succinato-semialdehido deshidrogenasa |
succinato-semialdehido deshidrogenasa [NADP+] (ssdh)
succinico semialdehido deshidrogenasa

succinato semialdehido deshidrogenasa

ZP_05433422
YP_001744810
ZP_03838093
YP_002638371
YP_001333939
NP_742381
YP_002932123
YP_001951927
YP_298405

Tabla 1Q. Homélogos adecuados para la proteina Ynel (Sad) (succinato semialdehido deshidrogenasa, dependiente
de NAD+, de Escherichia coli cepa K-12 sustrato MG1655, EC N.° 1.2.1.24, que actua sobre glutarato semialdehido
(succinico semialdehido) para la produccion de glutarato (succinato); N.° de registro de proteina NP_416042 (Fuhrer

y col., J Bacteriol. Nov 2007; 189(22): 8073-8. Dennis y Valentin, Patente de Estados Unidos N.° 6.117.658))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

succinato semialdehido deshidrogenasa
supuesta aldehido deshidrogenasa
aldehido deshidrogenasa

aldehido deshidrogenasa

aldehido deshidrogenasa

NP_805238
YP_002919404
NP_745295
ZP_03269266
ZP_05726943

aldehido deshidrogenasa
proteina hipotética
aldehido deshidrogenasa

succinato-semialdehido deshidrogenasa

YP_001906721
BAF01627
ZP_03739186
NP_637690

Tabla 1R. Homologos adecuados para la proteina PduP (propionaldehido deshidrogenasa dependiente de CoA, de
Salmonella typhimurium LT2, EC N.° 1.2.1.3, que actia sobre 5-hidroxivaleril-CoA para la produccion de 5-
hidroxipentanal; N.° de registro de proteina NP_460996 (Leal y col., Arch. Microbiol. 180: 353-361 (2003),
McClelland y col., Nature 413: 852-856 (2001))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina

proteina de utilizacion de etanolamina EutE YP_002216136

PduP ZP_04562531
proteina de utilizacién de propanodiol YP_002236771
proteina de utilizacion de etanolamina EutE NP_756394
aldehido deshidrogenasa YP_961823
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Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

posible aldehido deshidrogenasa
proteina de utilizacién de etanolamina eutE
Aldehido Deshidrogenasa

proteina de utilizacion de etanolamina EutE

ZP_04969437
ZP_04637794
ZP_05373182
YP_002350444

Tabla 1S. Homologos adecuados para la proteina EutE (prevista aldehido deshidrogenasa, proteina de utilizaciéon de
etanolamina de Escherichia coli cepa K-12 sustrato MG1655, EC N.° 1.2.1.3, que actta sobre 5-hidroxivaleril-CoAtp
para la produccion de 5-hidroxipentanal, N.° de registro de proteina NP_416950 (Riley y col., Nucleic Acids Res. 34

(1), 1-9 (2006))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

proteina hipotética SPAB_00490

proteina de utilizaciéon de etanolamina

probable etanolamina

proteina de utilizacion (EutE)

supuesta aldehido deshidrogenasa

proteina utilizacion de etanolamina eutE
propionaldehido deshidrogenasa dependiente de CoA
Aldehido Deshidrogenasa

EutE

proteina hipotética CKO_00340

proteina de utilizacion de etanolamina (EutE)

YP_001586756
YP_001336429
ZP_01222600

ZP_ 03337600
ZP 04573939
ZP 00232619
YP_003261430
YP_311399
YP_001451939
YP_066775

Tabla 1T. Homdlogos adecuados para la proteina DhaT (1,3-propanodiol deshidrogenasa, de Klebsiella pneumonia
342, EC N.° 1.1.1.202, que actua sobre 5-hidroxipentanal para la producciéon de 1,5-pentanodiol; N.°. de registro de
proteina YP_002236499 (Fouts y col., PLoS Genet. 4 (7), E1000141 (2008))).

Nombre de la proteina

N.° de registro de proteina

1, 3-propanodiol deshidrogenasa

1, 3-propanodiol deshidrogenasa

alcohol deshidrogenasa

1, 3-propanodiol deshidrogenasa

alcohol deshidrogenasa que contiene hierro
proteina hipotética conservada

proteina hipotética BB14905_ 12250
proteina EutG

1, 3-propanodiol deshidrogenasa

1, 3-propanodiol deshidrogenasa

ABD74004
YP_698334
YP_001211060
YP_796272
YP_003192340
ZP_06063679
ZP_01723545
ZP_02497862
AAX12915
AAM54730
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Tabla 1U. Homodlogos adecuados para la proteina EutG (alcohol deshidrogenasa prevista en la utilizacion de
etanolamina, de Escherichia coli cepa K-12 sustrato W3110, EC. N.° 1.1.1.202, que actia sobre 5-hidroxipentanal
para la produccion de 1,5-pentanodiol; N.° de registro de proteina AP_003038 (Riley y col., Nucleic Acids Res. 34
(1), 1-9 (20086))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
proteina de utilizaciéon de etanolamina EutG YP_001881244
proteina hipotética CKO_00342 YP_001451941
proteina hipotética SPAB_00492 YP_001586758
supuesta proteina de transporte en la utilizaciéon de YP_002920649
etanolamina

supuesta alcohol deshidrogenasa ZP 03365534
proteina de utilizaciéon de etanolamina EutG ZP_ 02156849
proteina de utilizaciéon de etanolamina EutG ZP_ 04637792
eutG AAA80211
alcohol deshidrogenasa que contiene hierro NP_634793
proteina de utilizaciéon de etanolamina EutG ZP_06015246

Tabla 1V. Homdlogos adecuados para la proteina ArgO (YggA) (proteina exportadora de arginina, de Escherichia
coli cepa K-12 sustrato MG1655, que actua sobre L-lisina (citoplasma) y produce L-lisina (exterior); N.° de registro de
proteina NP_417398 (Nandineni y Gowrishankar, J. Bacteriol. 186: 3539-3546 (2004))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
proteina exportadora de arginina YP_409404
producto de proteina sin nombre CAA32607
proteina exportadora de arginina ZP 04560344
proteina exportadora de arginina NP_461982
proteina exportadora de arginina YP_001336979
proteina exportadora de arginina argO YP_003211829
proteina exportadora de arginina YP_002649944
proteina exportadora de arginina argO ZP_04613777
proteina exportadora de arginina NP_930824
proteina exportadora de arginina ArgO ZP_ 01988459

Tabla 1W. Homologos adecuados para la proteina LysE (permeasa de salida de lisina de Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032, que actua sobre L-lisina (citoplasma) para la produccién de L-lisina (exterior); N.° de
registro de proteina NP_600485 (Tokio Research Laboratories, Kogyo Co. Ltd., Japon, presentacion directa al

NCBI)).
Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
proteina exportadora de lisina Q8RQM4
proteina exportadora de arginina ArgO ZP_04835056
proteina exportadora de lisina ZP 0393395
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(continuacion)

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
proteina exportadora de lisina ZP_ 03931790

exportador de L-lisina YP_002958101

proteina exportadora de lisina ZP_ 05123881

LysE transportador de aminoacidos NP_794117

proteina exportadora de arginina ZP_ 03832031

proteina ECs3794 hipotética ACI78466

transportador de la familia de LysE NP_353947

Tabla 1X. Homologos adecuados para la proteina LysP (transportador APC de lisina LysP, de Escherichia coli cepa
K-12 sustrato MG1655, que actia sobre L-lisina (exterior) y que produce L-lisina (citoplasma); N.° de registro de
proteina NP_416661 (Steffes y col., J Bacteriol 174(10): 3242-9 (1992))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
transportador de lisina YP_002383360

proteina CIT292_03450 hipotética ZP_ 03837490
transportador de lisina YP_001336242

permeasa especifica de lisina YP_003211189
transportador de lisina ZP 03383884
transportador de lisina NP_930088

permeasa especifica de lisina ZP_04623004

region asociada a permeasa de aminoacidos YP_001565334

permeasa especifica de lisina, superfamilia (APC) YP_002008821

organizacion poliamina-aminoacido;

region asociada a permeasa de aminoacidos YP_776515

Tabla 1Y. Homologos adecuados para la proteina CadA (lisina descarboxilasa 1, de Escherichia coli cepa K-12
sustrato W3110, que actua sobre lisina para la produccion de Cadaverina; N.° de registro de proteina AP_004633
(Riley y col., Nucleic Acids Res. 34 (1), 1-9 (2006))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
lisina descarboxilasa ZP_06166000

proteina SARI_00317 hipotética YP_001569398

familia Orn/Lys/Arg descarboxilasa, supuesta YP_002932309

Arginina / lisina / ornitina descarboxilasa ZP_06179259

lisina descarboxilasa 1 YP_205440

lisina descarboxilasa ZP 04636370

lisina descarboxilasa 2 ZP 04559973

lisina descarboxilasa 2, constitutiva YP_002396273
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Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
lisina descarboxilasa ZP_04617787
lisina descarboxilasa, constitutiva YP_855733

Tabla 1Z. Homélogos adecuados para la proteina LdcC (lisina descarboxilasa 2, de Escherichia coli cepa K-12
sustrato MG1655, que actua sobre lisina para la produccién de Cadaverina; N.° de registro de proteina NP_414728
(Riley y col., Nucleic Acids Res. 34(1), 1-9 (2006))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
lisina descarboxilasa 2 NP_706131
proteina CKO_03180 hipotética YP_001454701
lisina descarboxilasa constitutiva ZP_02686615
lisina descarboxilasa, constitutiva YP_002240326
lisina descarboxilasa, constitutiva YP_003209178
lisina descarboxilasa YP_002647915
lisina descarboxilasa ZP_04621086
lisina descarboxilasa 1 YP_003294813
lisina descarboxilasa 1 YP_859739
familia Orn/Lys/Arg descarboxilasa, supuesta YP_002931768

Tabla 1AA. Homologos adecuados para la proteina YjeK (lisina 2,3-aminomutasa, de Escherichia coli cepa K-12
sustrato MG1655, que actua sobre L-lisina para la produccion de (R)-b-lisina; N.° de registro de proteina NP_418570
(Riley y col., Nucleic Acids Res. 34 (1), 1-9 (2006))).

Nombre de la proteina N.° de registro de proteina
proteina SFV_4304 hipotética YP_691589

supuesta lisina aminomutasa YP_002385208

proteina hipotética conservada ZP_ 04559561

proteina de la familia KamA YP_002240896

supuesta aminomutasa NP_463197

proteina ESA_00156 hipotética YP_001436296

lisina 2, 3-aminomutasa proteina de la familia YodO YP_003019317

proteina ETAE_0333 hipotética YP_003294390
proteina yjEK de la familia kamA no caracterizada ZP_04617468
lisina 2, 3-aminomutasa YP_002157135

Una realizacion proporciona un organismo transgénico o recombinante para la produccion de P(5HV) o de otros PHA
que contienen mondémeros de 5HV. El organismo puede ser procariota o eucariota. Los procariotas adecuados
incluyen, pero sin limitacion, bacterias, por ejemplo E. coli.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2639413 T3

B. Procedimientos y materiales para la produccion de organismos o células recombinantes
1. Organismos o células a modificar

Los organismos o células que pueden modificarse para la produccion de biopolimeros de PHA que contienen 5HV,
5-aminopentanoato (5AP), 5-hidroxivalerato (5HV), glutarato y 1,5-pentanodiol (PDO), incluyen eucariotas y
procariotas. Los procariotas adecuados incluyen bacterias. Diversas bacterias pueden modificarse genéticamente
para la produccion de polihidroxialcanoatos. Los ejemplos incluyen E. coli, Alcaligenes latus, Alcaligenese eutrophus,
Azotobacter, Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha, Salmonella, Klebsiella, Corynebacterium glutamicum,
Rhodoccocus y Brevibacterium lactofermentum. Otros procariotas incluyen, pero sin limitacion, eubacterias, tales
como organismos gram negativos o gram positivos, por ejemplo, Enterobacteriaceae tal como E. coli. Diversas
cepas de E. coli se encuentran disponibles al publico, tales como la cepa K12 de E. coli MM294 (ATCC 31.446); E.
coli X1776 (ATCC 31.537); (ATCC 27.325) y K5772 (ATCC 53.635).

Estos organismos incluyen los que ya producen polihidroxialcanoatos, modificados para utilizar sustratos alternativos
0 para incorporar monomeros adicionales, o aumentar la produccién, y organismos que no producen
polihidroxialcanoatos, pero que no expresan ninguna de algunas de las enzimas necesarias para la produccion de
polihidroxialcanoatos. R. eutropha es un ejemplo de un organismo que produce PHA de manera natural. E. coliy C.
glutamicum son ejemplos de organismos en los que seria necesario introducir transgenes que codifiquen las
enzimas para la produccion de PHA.

Para la produccion de los productos quimicos C5, 5-aminopentanoato (5AP), 5-hidroxivalerato (5HV), glutarato y 1,5-
pentanodiol, donde no se polimerizan a 5-hidroxivalerato que contienen PHA, pero se secretan en el medio de
cultivo es util entonces utilizar microorganismos industriales que se utilizan para la fabricacién de lisina.
Corynebacterium glutamicum, incluyendo sus subespecies Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum,
Corynebacterium lilium, Corynebacterium efficiens y Brevibacterium divaricatum, que se han utilizado para la
produccion industrial de L-lisina (Microbiol. Monogr.5: 39-70 (2007)), es un ejemplo de microorganismos que pueden
desarrollarse para la produccion de glutarato, 1,5-pentanodiol, 5-hidroxivalerato y otros productos que pueden
producirse a partir de lisina mediante las rutas de degradacion de lisina descritas en la presente invencion. E. coli
modificada por ingenieria genética también se ha utilizado para la produccion de lisina. Los procedimientos para
obtener cepas de C. glutamicum para la produccion de L-lisina, tales como mutagénesis al azar y seleccion posterior
del mutante que es resistente a analogos toxicos de lisina, tal como S-(2-aminoetil) cisteina, y la introduccion de
alelos mutantes de genes diana, tales como lysC y hom que codifican aspartato quinasa y homoserina
deshidrogenasa, respectivamente, estan muy establecidos y se han descrito (Curr. Opin. Microbiol. 9: 268-274
(2007)). La aspartato quinasa se somete a una inhibicion de retroalimentacion por treonina y lisina, y la liberacion de
esta enzima de la inhibicion por retroalimentacion se considera como una de las caracteristicas clave para
desarrollar cepas productoras de lisina. Otra diana de modificacion genética para el desarrollo de cepas capaces de
producir productos quimicos procedentes de rutas de degradacion de lisina es el exportador de lisina tal como LysE
en C. glutamicum. La mutagénesis del gen lysE de cepas de C. glutamicum productoras de L-lisina, impedira la
secrecion de lisina desde el citoplasma y por tanto aumentara la produccién de productos mediante la ruta disefiada
para convertir lisina en los productos. En la técnica también se conocen procedimientos para construir cepas de C.
glutamicum para la produccion de PHA tal como PHB (Jo, S-T y col., 2006. J. Bioscience and Bioengineering 102:
233-236).

Las células u organismos eucariotas adecuados incluyen hongos, tales como hongos filamentosos o levaduras.
Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo hospedador eucariota inferior habitualmente utilizado.

2. Procedimientos para generar organismos transgénicos
i. Transfeccién extracromosémica

A través de técnicas de transformacion o de transfeccién convencionales, puede introducirse ADN vector en células
procariotas o eucariotas. Tal y como se utilizan en el presente documento, los términos “transformacion” y
“transfeccion”, pretenden referirse a una variedad de técnicas reconocidas en la materia para la introduccién de
acido nucleico exdgeno (por ejemplo, ADN) en una célula hospedadora, entre las que se incluyen, transformacion
quimica, tal como transfecciéon con fosfato de calcio o co-precipitacién con cloruro de calcio, transfecciéon mediada
por DEAE-dextrano, lipofeccion o electroporacion. En Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
tercera edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001, se describen técnicas de
transformacion convencionales. Normalmente, las transformaciones en levadura se realizan de acuerdo con el
procedimiento de Van Solingen y col. J. Bact., 130: 946 (1977) y de Hsiao y col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:
3829 (1979).

ii. Integracion cromosémica

Los expertos en la técnica conocen bien procedimientos para la incorporacion de construcciones de genes
modificados por ingenieria genética en el ADN cromosoémico de células bacterianas gram negativas y gram
positivas. Los mecanismos de integracion tipicos incluyen recombinacion homadloga utilizando ADN linealizado en
cepas recBC o recD seguido de transduccion P1 (Miller 1992, A Short Course in Bacterial Genetics: A Laboratory
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Manual & Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria. Cold Spring Harbor laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y.) plasmidos especiales (Hamilton y col., J. Bacteriol. 171: 4617 (1989); Metcalf y col., Plasmid 35: 1
(1996); Patente de Estados Unidos N.° 5.470.727 de Mascarenhas y col.), o por insercion al azar usando sistemas
basados en transposones (Herrero y col. J. Bacteriol. 172: 6557 (1990); Peredelchuk y Bennett, Gene 187: 231
(1997); Patente de Estados Unidos N.° 5.595.889 de Richaud y col.; Patente de Estados Unidos N.° 5.102.797 de
Tucker y col.). En general, las cepas microbianas que contienen una insercion se seleccionan en funcién de un gen
de resistencia a antibidticos adquirido que se proporciona a través de la construccion integrada. Sin embargo,
también puede utilizarse complementacion de mutantes auxotroficos. Para introducir cualquiera de los transgenes
que codifican las diversas rutas metabdlicas descritas en el presente documento pueden utilizarse los mismos
procedimientos. Algunos de estos procedimientos se describen mas adelante con mas detalle con respecto a los
genes pha.

La expresion de los genes de interés para la integracion cromosémica puede realizarse incluyendo una secuencia
activadora de la transcripcion (promotora) en la construccion de ADN a integrar. La recombinacion homologa,
dirigida pueden combinarse con amplificacién de expresion de genes de interés, como se describe en la Patente de
Estados Unidos N.° 5.000.000 de Ingram y col.

La integracion cromosoémica también puede realizarse mediante los procedimientos de Datsenko y Wanner (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 97: 6640-6645 (2000)), y como se utiliza en el Ejemplo 7, mas adelante.

Para la insercion de genes heterélogos en cromosomas bacterianos se ha desarrollado una serie de casetes de
expresion. Estos casetes se basan en los sistemas de suministro de transposones descritos por Herrero y col., J.
Bacteriol. 172: 6557-67 (1990); de Lorenzo y col., J. Bacteriol. 172: 6568 (1990). Aunque estos sistemas especifican
la transferencia conyugal mediada por RP4 y utilizan solo los transposones Tn10 y Tn5, cualquier combinacion de
extremos de transposon y sistema de suministro podria adaptarse a la tecnologia descrita, dando como resultado
una produccién de PHA sostenida y homogénea.

Para la generacion de productores transgénicos de PHB de E. coli se utilizé la siguiente estrategia general: (1) un
gen de resistencia a antibidtico (abr) sin promotor se cloné en el polienlazador de un plasmido adecuado tal como
pUC18Notl o pUC18Sfil de tal manera que la mayor parte del polienlazador estaba corriente arriba de abr; (2) genes
pha, genes que codifican una GABA transaminasa, una succinico semialdehido reductasa y una 4-hidroxibutirato-
CoA transferasa se clonaron posteriormente corriente arriba del gen abr y en la misma orientacion que la del gen
abr; (3) el casete pha-abr se escindido como un fragmento Not/ o Avrll (Avrll reconoce el sitio Sfil en pUC18Sfil) y se
cloné en los sitios correspondientes de cualquier plasmido como los de las series pUT- o pLOF-; (4) los plasmidos
resultantes se mantuvieron en cepas de E. coli A pir y se sometieron a electroporacion o se conjugaron en la cepa de
E. coli de eleccion en la que estos plasmidos no se replican; y (5) nuevas cepas en las que el casete pha-abr se
habia integrado satisfactoriamente en el cromosoma, se seleccionan en medio selectivo para el hospedador (por
ejemplo, acido naladixico cuando el hospedador es resistente a acido naladixico) y para el casete (por ejemplo,
cloranfenicol, kanamicina, tetraciclina, cloruro de mercurio, bialafos). Los integrantes de pha resultantes se
exploraron en medio minimo en presencia de glucosa con respecto al crecimiento y formacién de PHB.

En este procedimiento pueden realizarse diversas modificaciones. Si no se utiliza el marcador de resistencia a
antibioético sin promotor, la insercién de los genes de PHA se selecciona basandose en un marcador presente en el
vector y cepas integradas productoras del nivel deseado de PHA se detectan explorando la produccion de PHA. Los
genes pha pueden tener, pero no necesariamente, secuencias de transcripcion endoégenas, tales como secuencias
activadoras corriente arriba, sitios de union a la ARN polimerasa y/o secuencias operadoras. Si los genes pha no
tienen dichas secuencias, la estrategia descrita esta limitada al uso de vectores como los de la serie pUT en las que
la transcripcion puede proseguir a través de las secuencias de insercion. Esta limitacion se debe a la incapacidad de
la ARN polimerasa de leer a través de las regiones flanqueantes Tn10 de los plasmidos pLOF. El gen abr puede
llevar sus propias secuencias de expresion si se desea. En lugar de un gen abr, la construccion puede disefiarse de
tal manera que un gen esencial actia como un marcador selectivo cuando la cepa hospedadora tiene una mutacion
en el gen de tipo silvestre correspondiente. En la técnica se conocen en general ejemplos de genes Utiles para este
fin. En un hospedador pueden integrarse diferentes construcciones, posterior o simultaneamente, siempre que
ambas construcciones lleven diferentes marcadores. Utilizando eventos de integracion mdltiples, los genes pha
pueden integrarse por separado, por ejemplo, el gen de PHB polimerasa se integra primero como un casete phaC-
cat, seguido de la integracion de los genes de tiolasa y reductasa como un casete phaAB-kan. Como alternativa, un
casete puede contener todos los genes pha mientras que otro casete solo contiene algunos genes pha requeridos
para la produccion de un polimero de PHA deseado.

En algunos casos, puede utilizarse un vector de integracion de transposones, tal comopJMS11 (Panke y col. Appl.
Enviro. Microbiol. 64: 748-751) de tal manera que el marcador de seleccién puede escindirse del cromosoma de la
cepa integrada. Esto es util por diversas razones, entre las que se incluye el proporcionar un mecanismo para
insertar construcciones de transposones muiltiples utilizando el mismo gen marcador escindiendo el marcador
después de cada evento de insercion.
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3. Fuentes de pha y otros genes implicados en la formacion de PHA

Una referencia general para genes implicados en la formacion de PHA es Madison y Huisman, 1999, Microbiology
and Molecular Biology Reviews 63: 21-53. Los genes pha pueden proceder de diferentes fuentes y combinarse en
un solo organismo, o pueden proceder de la misma fuente.

i. Genes que codifican reductasa

Los genes que codifican reductasa se han aislado de A. latus, R. eutropha (Peoples y Sinskey, J. Biol. Chem.
264(26): 15298-303 (1989); Acinetobacter sp. (Schembri, y col., J. Bacteriol. 177(15): 4501-7 (1995)), C. vinosum
(Liebergesell y Steinbuchel, Eur. J. Biochem. 209(1): 135-50 (1992)), P. acidophila, P. denitrificans (Yabutani, y col.,
FEMS Microbiol. Lett. 133 (1-2): 85-90 (1995)), R. meliloti (Tombolini, y col., Microbiology 141: 2553-59 (1995)), y Z.
ramigera (Peoples, y col., J. Biol. Chem. 262(1):97-102 (1987)). La Patente de Estados Unidos N.° 7.229.804
desvela organismos transgénicos que producen P4HB utilizando el gen 4hbD que codifica 4-hidroxibutirato
deshidrogenasa de C. kluyveri (Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178,871 880 (1996)). El gen 4hbD requiere NADH.
Las reductasas preferidas incluyen, pero sin limitacion, las que no requieren NADH. Como reductasas ejemplares se
incluyen AKR7A5 de Mus musculus (Genlnfo Identifier: 27659727) (Hinshelwood, A. y col. FEBS Letters 523: 213-
218 (2002), GHBDH de Arabidopsis thaliana (Gl:145338934) (Breitkreuz, K. y col. J. Biol. Chem. 278: 41552-41556,
ATEG_00539 de Aspergillus terreus (Gl:115491994).

ii. CoA transferasa y CoA sintetasa

Las CoA transferasas (EC 2.8.3.n) adecuadas incluyen, pero sin limitacion, orfZ de C. kluyveri. La secuencia de orfZ
se proporciona en la Patente de Estados Unidos N.° 7.229.804 de Huisman y col. Otra CoA transferasa adecuada
incluye abfT de C. aminobutyricum (Gerhardt y col., Arch Microbiol 74: 189-199 (2000)). Otras enzimas que podrian
producir acil-CoA incluyen CoA sintetasas (EC 6.2.1.3). Estas enzimas utilizan ATP y CoA libre para catalizar la
adicion covalente de CoA para el acido carboxilico y se han descrito en van Beilen y col. (Molec Microbiol (1992)
6:3121-3136) y en Aquin y col. (documento WO 02/40690 A2).

iii. Genes que codifican PHA polimerasa

Se han aislado genes que codifican PHA polimerasa de Aeromonas caviae (Fukui y Doi, J. Bacteriol. 179(15): 4821-
30 (1997)), A. latus, R. eutropha (Peoples y Sinskey, J. Biol. Chem. 264(26): 15298-303 (1989); Acinetobacter
(Schembri, y col., J. Bacteriol. 177(15): 4501-7 (1995)), C. vinosum (Liebergesell y Steinbuchel, Eur. J. Biochem.
209(1): 135-50 (1992)), Methylobacterium extorquens (Valentin y Steinbuchel, Appl. Microbiol. Biotechnol. 39(3):
309-17 (1993)), Nocardia corallina (N.° Reg. GenBank AF019964), Nocardia salmonicolor, P. acidophila, P.
denitrificans (Ueda, y col., J. Bacteriol. 178(3): 774-79 (1996)), Pseudomonas aeruginosa (Timm y Steinbuchel, Eur.
J. Biochem. 209(1): 15-30 (1992)), Pseudomonas oleovorans (Huisman, y col., J. Biol. Chem. 266: 2191-98 (1991)),
Rhizobium etli (Cevallos, y col., J. Bacteriol. 178(6): 1646-54 (1996)), R. meliloti (Tombolini, y col., Microbiology 141
(Pt 10): 2553-59 (1995)), Rhodococcus ruber (Pieper y Steinbuchel, FEMS Microbiol. Lett. 96(1): 73-80 (1992)),
Rhodospirrilum rubrum (Hustede, y col., FEMS Microbiol. Lett, 93: 285-90 (1992)), Rhodobacter sphaeroides
(Steinbuchel, y col., FEMS Microbiol. Rev. 9(2-4): 217-30 (1992); Hustede, y col., Biotechnol. Lett. 15: 709-14
(1993)), Synechocystis sp. (Kaneko, DNA Res. 3(3): 109-36 (1996)), T. violaceae (Liebergesell & Steinbuchel, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 38(4: 493-501 (1993)) y Z. ramigera (N.° Reg. GenBank U66242).

También pueden utilizarse otros genes que no se han implicado en la formacién de PHA pero que comparten
homologia significativa con los genes pha y/o con los productos génicos correspondientes. Se han aislado genes
con homologia significativa a la del gen phaB que codifica la acetoacetil CoA reductasa de diversos organismos,
entre los que se incluyen Azospirillum brasiliense (NCBI N.° de Registro X64772, X52913) Rhizobium sp. (N.° de
registro NCBI U53327, Y00604), E. coli (N.° de registro NCBI D90745), Vibrio harveyi (N.° de registro NCBI U39441),
H. influenzae (N.° de registro NCBI U32701), B. subtilis (N.° de registro NCBIU59433), P. aeruginosa (N.° de registro
NCBIU91631), Synechocystis sp. (N.° de registro NCBI D90907), H. pylori (N.° de registro NCBI AE000570),
Arabidopsis thaliana (N.° de registro NCBI X64464), Cuphea lanceolata (N.° de registro NCBI X64566) y
Mycobacterium smegmatis (N.° de registro NCBI U66800).

lll. Procedimientos de produccion de PHA que contienen 5HV y productos quimicos C5

Se proporcionan procedimientos para la producciéon de polihidroxialcanoatos utilizando fuentes de carbono
renovables como materia prima. En una realizacidn preferida, las bacterias se transforman o transfectan con una o
mas construcciones de acidos nucleicos que codifican los genes necesarios para la produccién de 5-
aminopentanoato (5AP), 5-hidroxivalerato (5HV), glutarato y 1,5-pentanodiol (PDO) y polimeros de los mismos a
partir de fuentes renovables.

IV. Procedimientos de uso

Los organismos transgénicos desvelados pueden utilizarse para la produccién de productos quimicos C5, tales
como 5-aminopentanoato (5AP), 5-hidroxivalerato (5HV), glutarato y 1,5-pentanodiol (PDO), asi como biopolimeros
de PHA que comprenden mondmeros de 5HV. En el caso de la produccién de los productos quimicos de 5 atomos
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de carbono, C5, el organismo recombinante que expresa el transgén, o los transgenes, apropiado(s), opcionalmente
incluyendo los que tienen genes que codifican rutas competidoras inactivadas o eliminadas, se cultivan en un
sustrato de fermentacién renovable. El sustrato se selecciona entre hidratos de carbono, lisina, prolina, aceites
vegetales, acidos grasos o combinaciones de los mismos. Una combinacion util para algunas realizaciones seria una
mezcla de glucosa vy lisina. Otra combinacion adecuada seria sacarosa y lisina. Preferentemente la materia prima
comprende predominantemente un sustrato, por ejemplo, glucosa o sacarosa. Los sustratos de hidratos de carbono
adecuados comprenden uno o mas azucares seleccionados de glucosa, fructosa, xilosa, arabinosa, sacarosa,
lactosa y maltosa. Para la produccion de productos quimicos C5, el organismo recombinante se cultiva en el sustrato
renovable hasta que el producto final deseado se acumula en el medio de cultivo, momento en el cual las células se
retiran por floculacién, sedimentacion, centrifugacion o filtracion y el producto se recupera del medio acelular por
procedimientos convencionales. Para la recuperacion de otros acidos producidos por fermentacion y dioles tales
como acido lactico, acido succinico, acido 3-hidroxipropionico, 1,3-propanodiol y 1,4-butanodiol, dichos
procedimientos son conocidos en la técnica.

Los organismos recombinantes pueden utilizarse para la produccién por fermentacion de biopolimeros de PHA que
contienen 5HV incluyendo copolimeros de PHA que contienen homopolimero de P5HV y 5HV cultivando los
organismos en presencia de fuentes de carbono renovables tales como glucosa, lisina, etc. y otros sustratos
seleccionados para proporcionar un polimero o un copolimero deseado. Los organismos recombinantes se cultivan
en los sustratos hasta que los polimeros de PHA se han acumulado dentro de las células, momento en el cual los
polimeros de PHA se extraen de las células por procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Los
polimeros de PHA que contienen 5HV obtenidos de los organismos, pueden utilizarse en una gran variedad de
aplicaciones plasticas industriales, tales como para peliculas, fibras, espumas, articulos moldeados por inyeccion,
frascos moldeados por soplado, recubrimientos de papel y similares. Estos también pueden utilizarse para
aplicaciones biomédicas incluyendo el aumento de tejido, para la produccion de valvulas cardiacas, como suturas, y
para la produccion de injertos vasculares. Como ejemplos de copolimeros se incluyen, pero sin limitacion, PHB5HV
y p(3-hidroxipropianato-co-5-hidroxivalerato) p(4-hidroxibutirato-co-5-hidroxivalerato). Los organismos recombinantes
pueden modificarse por ingenieria genética para incluir genes adicionales tales como beta-cetotiolasa y acetoacetil-
CoA reductasa segun sea necesario para la produccion de copolimeros.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado al normalmente entendido por un experto en la técnica a la cual pertenece la invencion
desvelada.

Ejemplos

Ejemplo 1: Biosintesis del homopolimero P(5HV) a partir de 5-hidroxivalerato de sodio

Como una primera demostracion de la capacidad de sintetizar PHA que contienen 5HV, se suministré 5-
hidroxivalerato de sodio (Na5HV) a cepas de E. coli que expresaban tanto una CoA transferasa o CoA sintetasa
como una PHA sintetasa, para determinar si el monémero 5HV suministrado podria aceptarse e incorporarse
directamente en el homopolimero P(5HV), el Na5HV se sintetizd mediante hidrdlisis basica de &-valerolactona
(DVL). Este procedimiento implicd la adicion de NaOH 0,1 mol a metanol 50 ml con agitacion hasta su disolucion.
Para ello, se afiadio DVL 0,1 mol con agitacion intensa. El precipitado resultante se secd, se disolvié en agua, se
ajusto el pH a 8,5, y se esterilizé en filiro con un filtro de 0,2 yM. Para confirmar que toda la DVL se habia
saponificado, se realizé analisis de la solucién salina en un HPLC Waters Alliance.

Se ensayaron diferentes combinaciones de genes de CoA transferasa/sintetasa y PHA sintasa para encontrar la
mejor combinacion adecuada para la produccion de P(5HV). Las CoA transferasas/sintetasas ensayadas fueron orfZ
de C. kluyveriy alkK de P. oleovorans, y las PHA sintasas fueron phaC de R. eutropha y phaEC de T. pfenigii (Tabla
1A). Todas las cepas utilizadas en este experimento procedian de MG1655 (Jensen, J. Bacteriol, 175(11): 3401-
3407 (1993)). Se construyeron cuatro plasmidos de expresion (pFS92, pMS96, pMS93 y pMS102), cada uno de ellos
conteniendo diferentes combinaciones de CoA transferasa/sintetasa y PHA sintasa, como se describe en los
siguientes parrafos.

Construccion de plasmidos

El plasmido pFS30 se construyd por digestion de pAET41 (Peoples y Sinskey, J. Biol. Chem. 264(26): 15298-15303
(1989)) con Xmal y Stul para eliminar un fragmento que contenia phaC de R. eutropha y su promotor nativo (Pge). El
plasmido pAET41 es un vector pUC18 (N.° de registro L08752) que contiene un fragmento de cromosoma de H16 de
R. eutropha que incluye el gen phaC. El plasmido pFS16 (Skraly y Peoples, Patente de Estados Unidos N.°
6.323.010), que es un derivado de pTrc99a (Pharmacia, Uppsala, Suecia) que contiene el gen orfZ de C. kluyveri
(Tabla 1A) bajo el promotor Pre, se digiri6 con BamHI, se enromé con T4 polimerasa, y se digirié una segunda vez
con Xmnl antes del ligamiento con el fragmento Pre-phaC Xmal-Stul. El plasmido resultante se denominé pFS30 y
contenia la fusion de phaC- operon orfZ bajo el promotor Pre expresado de manera constitutiva.

El plasmido pFS92 se cred en un procedimiento multietapa. Primero, phaE de T. pfenigii se amplificé de
pMON25893 (Reiser y col., Appl. Microbiol. Biotechnol. 53(2): 209-218 (2000)) con cebadores FS-E5’ y FS-E3’, que
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contenian sitios de restriccion EcoRI y Acc65] modificados genéticamente. El producto PCR phaE se digirié después
con enzimas de restriccion EcoRI y Acc65l y se ligaron con pTrcN digerido de manera similar (Gerngross y col.,
Biochemistry 33:9311-9320 (1994)) para formar pFS89. La secuencia del cebador para FS-E5 es (5)-
GGAATTCAGGAGGTTTTTATGAACGATACGGCCAACAAGACCAGC (SEQ ID NO: 1) y la secuencia del cebador
para FS-E3’ es (5)-GGGGTACCTCACTGGCCGGTGGTGGGCTTGGTGGTCTTGCGGCG (SEQ ID NO: 2). A
continuacion, phaC de T. pfenigii se amplifico de pMON25894 (Reiser y col., Appl. Microbiol. Biotechnol. 53(2): 209-
218 (2000)) con los cebadores FS-C5’ y FS-C3’, que contenian sitios de restriccion Acc651 y BamHI modificados
genéticamente. Después, el producto de PCR phaC se sometio a digestion con las enzimas de restriccion Acc651 y
BamHI y se ligd con pTrcN digerido de manera similar para formar pFS90. La secuencia del cebador para FS-C5’ es
(5')-GGGGTACCAGGAGGTTTTTATGTCCCCATTCCCGATCGACATCCG (SEQ ID NO: 3) y secuencia del cebador
para FS-C3’ es (5')-CGGGATCCTCAGCCGCGTTCGTTCAGCCAGCGGCCGATCGCCG (SEQ ID NO: 4). Después,
phaE y phaC de T. pfenigii se clonaron individualmente en pTrcN para formar pFS89 y pFS90, respectivamente,
phaE se clon6 corriente arriba de phaC por digestion de pFS89 con Mlul y Acc65l, aislando el fragmento que
contenia phaE, y ligandolo con una preparacion de pFS90 digerida de manera similar. El plasmido resultante,
pFS91, contenia la fusidon operén phaEC bajo el promotor Pr.. Finalmente, se cred pFS92 ligando un fragmento
Miul-BamHI de pFS91 que contenia phaEC con pFS16 que se habia digerido con Mlul y BamHI. El plasmido pFS92
contiene la fusién de operdn phaEC-orfZ bajo el promotor Pr.

El plasmido pMS96 se creo clonando alkK (véase la Tabla 1A) en pFS91 corriente abajo de phaEC. Primero, alkK se
amplificé por PCR a partir de ADN gendmico de P. oleovorans utilizando los cebadores K5-1 y K3-1, que se
modificaron genéticamente para incorporar los sitios BamHI sobre los extremos del producto de la PCR. La
secuencia para el cebador K5-1 es (5)-GCTGAGGATCCAGGAGGTTTTTATGTTAGGTCAGATGATGCGTAATC
(SEQ ID NO: 5) y la secuencia para el cebador K3-1 es (5’)-CTAGAGGATCCTTATTCACAGACAGAAGAACTACTG
(SEQ ID NO: 6). Después de la amplificacion, el fragmento PCR alkK'y pFS91 (descritos en el parrafo anterior) se
digirieron con BamHI y se ligaron para formar pMS96. Se verificd que la orientacion de alkK en pMS96 estaba en la
misma direccion que phaEC por digestion con enzimas de restriccion, garantizando de este modo la construccion
adecuada de una fusion de operén phaEC-alkK bajo el promotor Pry.

Los plasmidos pMS93 y pMS102 se construyeron dirigiendo primero pACYC177 (N.° de registro X06402) con BspHI
para eliminar el marcador kan y ligarlo en el Unico sitio BspHI de pFS30 para formar pFS73, que contenia phaC-orfZ
bajo el control de promotores en tdandem Prc y Pre. La region del promotor Pre se eliminé reemplazando el
fragmento EcoRI-BspEl de pFS73 que contenia tanto Pr. como 837 pb desde el extremo 5 de phaC CDS con un
fragmento EcoRI-BspEl de pKAS4 (Peoples y col., Patente de Estados Unidos N.° 5.480.794) que solo contenia los
837 pb desde el extremo 5’ de phaC. Este plasmido resultante, que contenia phaC-orfZ solo bajo el promotor Py, se
denominé pMS93. Para crear pMS102, el gen orfZ se eliminé de pFS73 por digestion con Dral y se autoligd con la
estructura del plasmido para formar pMS74. El gen alkK se amplific6 por PCR del plasmido pTrcN-A.eut-AlkK
(descrito mas adelante) utilizando los cebadores K5-2 y K3-2. La secuencia para el cebador K5-2 es (5)-
AATTCAGGAGGTTTTTATGTTAGGTCAGATGATGCGTAATC (SEQ ID NO: 7) y la secuencia para el cebador K3-2
es (5")-GATCCTTATTCACAGACAGAAGAACTACTG (SEQ ID NO: 8). Después, el plasmido pMS74 se digirié con
Spel y Sbfl y los extremos se enromaron con relleno Klenow y el fragmento de PCR alkK se ligé a la estructura
pMS74 enromada para formar pMS92. El plasmido pMS92 contenia por tanto la fusion del operédn phaC-alkK bajo el
control de los promotores en tandem Pt y Pre. Para expresar el operdn exclusivamente a partir del promotor Py
inducible por IPTG, la region del promotor Pre se elimind reemplazando el fragmento EcoRI-BspEIl de pMS92 que
contenia tanto Pr. como los 837 pb del extremo 5’ de phaC CDS, con un fragmento EcoRI-BspEl de pMS93 que
contenia solo los 837 pb del extremo 5’ de phaC. Este plasmido resultante, que contenia phaC-alkK solo bajo el
promotor Pr, de denominé pMS102.

El plasmido pTrcN-A.eut-AlkK se cre6 amplificando primero por PCR alkK a partir de ADN gendomico de P.
oleovorans utilizando los cebadores Posynrbs.c (5-
GGAATTCAGGAGGTTTTTATGTTAGGTCAGATGATGCGTAATCAG) (SEQ ID NO: 9) y Posynrbs.r (5-
CGGGATCCTTATTCACAGACAGAAGAACTACTGCG) (SEQ ID NO: 10). El producto resultante de la PCR se digirid
con EcoRI y BamHI y se ligé6 con pTrcN digerido de manera similar para crear pTrcN-AlkK. El promotor Pge se
amplificé después por PCR a partir de ADN gendmico de Ralstonia eutropha utilizando los cebadores A.eut.PhaG.c
(5-GGAATTCGGATCCCAAGTACCTTGCCGACATCTATGCGCTGGC) (SEQ ID NO: 11) y A.eut.EcoRlr (5-
GGAATTCCCGGCTCCGGGATTGCCCTGGCCGGACT) (SEQ ID NO: 12). El producto resultante de la PCR se
digirio con EcoRl y se ligé con pTrcN-AlkK digerido de manera similar para crear pTrcN-A.eut-AlkK.

Los plasmidos pFS92, pMS96, pMS93 y pMS102 se transformaron individualmente en MG1655 (Jensen, J.
Bacteriol. 175(11): 3401-3407 (1993)) para crear cuatro cepas portadoras de plasmido que contenian diferentes
combinaciones de CoA transferasa/sintetasa (orfZ o alkK) y PHA sintasa (phaC o phaEC). Estas cepas se cultivaron
en matraces agitadores de 250 ml para caracterizar la produccién del homopolimero P(5HV), como se describe en la
siguiente seccion.

Medios, condiciones de cultivo y ensayo para la produccion de homopolimero P(5HV) en cultivos con
matraces agitadores

Cada cepa MG1655 portadora de plasmido se cultivdé durante una noche en un tubo de ensayo que contenia LB 3 ml
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(Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (2001)) complementado
con antibidtico apropiado a 37 °C con agitacién a 250 rpm. Los antibidticos apropiados para cada cepa eran los
siguientes: a cultivos durante una noche de cepas de MG1655, portadoras de pFS92 y pMS96, se afiadié ampicilina
100 pg/ml; y a cultivos durante una noche de cepas MG1655, portadoras de pMS93 y pMS102, se afiadio Km 50
pg/ml. Al dia siguiente, 0,5 ml de cada cultivo durante una noche se utilizaron para inocular un matraz agitador que
contenia 50 ml de LB reciente complementado con el antibidtico apropiado y se cultivd a 37 °C con agitacién a 250
rpm. Al cabo de 3,5 horas, se afadio IPTG 0,1 mM a los cultivos liquidos, y a las 5 horas, el cultivo se centrifugé a
4150 rpm (centrifuga de sobremesa Sorvall Legend RT) y se resuspendié en 50 ml de medio de produccion que
contenia IPTG 0,1 mM y el mismo antibiético. El medio de produccién consistia en solucién de sales minima 1x E2
que contenia glucosa 10 g/l, LB 2,5 g/l, Na5HV 10 g/l, MgSO. 2 mM y solucién de sales traza 1x. La solucion de
reserva 50x E2 consistia en NaNHsHPO4-4H,0 1,275 M, KoHPO4 1,643 M y KH2PO4 1,36 M. La solucién de reserva
de sales traza 1000x se prepard afiadiendo por 1 | de HCL 1,5 N: FeSO47HO 50 g, ZnSO47H,O 11 g,
MnSO4-4H20 2,5 g, CUSO4‘5H20, 5 g (NH4)5MO7024‘4H20 0,5 g, NazB407 0,1 gy CaCI2-2H20 10 g.

Los cultivos resuspendidos se transfirieron a matraces agitadores de 250 ml y se incubaron a 30 °C durante 24 a 72
horas con agitacion. Al final del experimento, los cultivos se centrifugaron a 4150 rpm, se lavaron una vez con agua
destilada, se congelaron a -80 °C durante al menos 30 minutos y se liofilizaron durante una noche. Al dia siguiente,
una cantidad medida de sedimento celular liofilizado se afiadié a un tubo de vidrio, seguido de 3 ml de reactivo de
butanolisis que consistia en una mezcla del mismo volumen de n-butanol al 99,9 % y HCI 4,0 N en dioxano con
difenilmetano 2 mg/ml como patrén interno. Después de tapar los tubos, se sometieron a agitacion vorticial
brevemente y se colocaron en un bloque térmico ajustado a 93 °C durante seis horas con agitacion vorticial
perioddica. Después de esto, el tubo se enfrié a temperatura ambiente antes de afiadir 3 ml de agua destilada. El tubo
se sometié a agitacion vorticial durante aproximadamente 10 s antes de centrifugar a 620 rpm (centrifuga de
sobremesa Sorvall Legend RT) durante 2 min. Después, 1 ml de la fase organica se transfirié con pipeta a un vial de
GC, que después se analizdé por cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID) (Hewlett
Packard 5890 Series Il). La cantidad de homopolimero P(5HV) en el sedimento celular se determind comparando
frente a curvas patrén que se crearon afiadiendo cantidades definidas de DVL en reacciones de butanolisis distintas.
Para crear las curvas patron, se utilizaron tres patrones de DVL de 2-6 mg.

Resultados experimentales

La Tabla 2 muestra que todas las construcciones podian generar P(5HV). Sin embargo, MG1655 [pMS93] generd
significativamente mas P(5HV) que cualquiera de las otras cepas, lo que demostraba que la combinacidon génica
optima para polimerizar P(5HV) era phaC'y orfZ.

Tabla 2. Produccion de homopolimero P(5HV)

Cepa [Plasmido] | Genotipo relevante | P(5HV) (% dcw)

MG1655 [pMS93] | Ptrc-phaC-orfZ 54,6

MG1655 [pFS92] Ptrc-phaEC-orfZ 57+1,2

MG1655 [pMS96] | Ptrc-phaEC-alkK 3,82

MG1655 [pMS102] | Ptrc-phaC-alkK 35,2

Ejemplo 2: Biosintesis de copolimero P(3HB-co-5HV) a partir de 5-hidroxivalerato de sodio

El siguiente experimento era demostrar la produccion de copolimero P(3HB-co-5HV) en una cepa de E. coli capaz
de sintetizar los monémeros 3HB-coA y 5HV-CoA y su incorporacion en PHA.

Construccion de la cepa

La cepa que se utilizé en este experimento fue MBX2641, que es un derivado de MG1655 que contiene un operén
que consiste en phaB-kan de B. megaterium - bktB-B de R. eutropha H16 integrado al azar en el cromosoma. Para
realizar la integracion del operén, la cepa S17-1Apir (Miller y Mekalanos, J. Bacteriol. 170(6): 2575-2583 (1988)) que
contenia pCJ022 (descrita mas adelante) se emparejé6 con MBX1987, que es un mutante de MG1655 resistente al
acido nalidixico, utilizando un protocolo extraido de la bibliografia (De Lorenzo y Timmis, Methods Enzymol. 235:
386-405 (1994)). Derivados de MBX1987, que llevaban el casete bktB-phaB-kan en el cromosoma, se seleccionaron
en placas con LB que contenian acido nalidixico (NI) 30 pug/ml y kanamicina (Km) 50 pg/ml. Un integrante de este
tipo, que mostraba un fenotipo NI® Km® se guarddé como MBX2079. Después, phaEC-cat se integro al azar en el
cromosoma de MBX2079 emparejando con una cepa S17-1Apir que llevaba el vector de integracion pUT-C16-cat
(descrito mas adelante). Integrantes de MBX2079, que llevaban el casete phaEC-cat en el cromosoma, se
seleccionaron en placas con LB que contenia cloranfenicol (Cm) 25 pg/ml. Diversos integrantes que poseian el
fenotipo NI? KmR Cm® se agruparon y sometieron a mutagénesis con nitrosoguanidina (Miller, Experiments in

25



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2639413 T3

Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory (1972)) con seleccion en placas con LB que contenia Cm 100
pgg/ml. Se aislé un mutante y se denomind MBX2114. Finalmente, se cre6 MBX2641 creando un lisado P1 en
MBX2114 y transluciéndolo en MG1655, como describe Miller (Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring
Harbor Laboratory (1972)) utilizando Km™ como seleccion. Un transductante de este tipo se guardo y se denomino
MBX2751, que es MG1655 con el casete génico bktB-phaB-kan integrado al azar en el genoma.

Los plasmidos pFS92 (véase el Ejemplo 1) y pJB84 (construcciéon descrita mas adelante), se transformaron
individualmente en MBX2741 que contenia bktB-phaB-kan integrado al azar en el cromosoma.

Construccion del plasmido

El plasmido pCJ022 se generd creando un vector de integracion mini-Tn5 que contenia bktB-phaB corriente arriba
de un marcador kan. Para ello, el operéon bktB-phaB se ensamblé en pSE380 Invitrogen, Carlsbad, CA) amplificando
primero por PCR bktB con los cebadores MS069 y MS070 a parir de pMON25765 (Slater y col., J. Bacteriol. 180(8):
1979-1987 (1998)). La secuencia para el cebador MS069 es (5)
GGTGGATCCTTAAGAGGAGGTTTTTATGACGCGTGAAGTGGTAGT GG (SEQ ID NO: 13) y la secuencia para el
cebador MS070 es (5')-GGTGCTAGCTCAGATACGCTCGAAGATGGCG (SEQ ID NO: 14). El fragmento resultante
de la PCR se digiri6 con BamHI y Nhel y se ligo en pSE380 que se habia cortado con las mismas enzimas. El
plasmido resultante se denominé pSE380-bktB. A continuacion, phaB se amplific6 por PCR a partir de pGM10
(McCool y Cannon, J. Bacteriol. 181(2): 585-592 (1999)) con los cebadores MS071 y MS072. La secuencia para el
cebador MS071 es (5')-GGTCCTAGGTTAAGAGGAGGTTTTTATGACAACATTACAAGGTAA AG (SEQ ID NO: 15) y
la secuencia para el cebador MS072 es (5')-GGTGCGGCCGCTTACATGTATAAGCCGCCGTTAAT (SEQ ID NO:
16). El fragmento resultante de la PCR se digirié con Avrll y Notl y se ligé con pSE380-bktB que se habia tratado con
las mismas enzimas. El plasmido resultante se denominé pSE380-bktBphaB19. Después de haber ensamblado el
operon, este se transfirio a pTrcN-kan (un derivado de pTrcN que tenia reemplazado el gen bla con el gen kan) por
digestion de pSE380-bktBphaB19 con EcoRi y Spel y ligando el fragmento que contenia bktB-phaB con pTrcN-kan
que se habia cortado con EcoRlI y Xbal. El plasmido resultante se denomin6é pMS115. Después, el operdn bktB-phaB
se transfirié6 de pMS115 al vector de integracion pBSL118 (Alexeyev y col., Can. J Microbiol. 41: 1053-1055 (1995))
por digestion de pMS115 y pBSL118 con BamHI y ligandolos entre si para la produccion del plasmido pCJ022, que
se utilizé para integrar bktB-phaB en el cromosoma de MG1655.

El plasmido pUT-C16cat se generd eliminando phaEC de pFS91 con EcoRI y Xbal y enromando los extremos
cohesivos usando Klenow. El vector de integracion pUT-cat (De Lorenzo y Timmis, Methods Enzymol. 235: 386-405
(1994)) se digirié con Avrll, se enrom6 usando relleno Klenow y después se ligo con el fragmento phaEC. Después
de verificar que PhaEC tenia la misma orientacién que el marcador cat corriente abajo, el plasmido se denominé
pUT-C16cat.

El plasmido pJB84 se construyé amplificando por PCR el marcador aacC (Gm") a partir de pBSL202 (Alexeyev y
col., Can. J. Microbiol. 41: 1053-1055 (1995)) utilizando los cebadores JB12b y JB124a, que se modificaron
genéticamente para incluir los sitios BspHI, en los extremos flanqueantes 5. La secuencia para el cebador JB123b
es (5')-TTATTTCATGAACCCTCGAATTGACGCGCTC (SEQ ID NO: 17) y la secuencia para el cebador JB124a es
(5)-TTATTTCATGAGCTTATCGATACCGTCGACC (SEQ ID NO: 18). El fragmento resultante de la PCR, que
contenia el gen aacC, se digiri6 con BspHI y se ligd con pMS93 que se habia digerido con la misma enzima para
formar pJB84. Obsérvese que esta Ultima etapa se realiz6é para reemplazar el marcador bla (ApR) original en pMS93
por aacC (Gm") en la misma orientacion.

Resultados experimentales

Las cepas MBX2641, que llevaban los plasmidos pFS92 (descrito en el Ejemplo 1) o pJB84, se cultivaron y
prepararon para analisis con GC-FID, como se describe en el Ejemplo 1. Como se muestra en la Tabla 3, MBX2641
[pJB84] generé mas copolimero (69,5 % dcw) e incorpord mas 5HV en el copolimero (82,3 % de PHA).

Tabla 3. Produccion de P(3HB-co-5HV)

Cepa [Plasmido] Genes relevantes PHA Incorporacion de Incorporacion de
expresados Total 3HB S5HV
(% dcw) (% PHA) (% PHA)
MBX2641 bktB-phaB; phaEC-orfZ 7,8 46 54
[PFS92]
MBX2641 [pJB84] | bktB-phaB; phaC-orfZ 69,5 18 82
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Ejemplo 3: Composicion de monomero 5HV ajustable en copolimero P(3HB-co-5HV) y efectos sobre
propiedades materiales

La composicidon copolimérica se moduld alterando las cantidades de Na5HV y de glucosa anadidas al medio de
produccion. Como medios alternativos para realizar esto se incluyen (1) el suministro de diferentes cantidades de L-
lisina al medio de cultivo para que una célula recombinante pueda producir 5HV a partir de L-lisina como se muestra
en el Ejemplo 6, o (2) la desregularizacion de genes de la ruta de L-lisina en células recombinantes que pueden
producir 5HV a partir de glucosa mediante L-lisina, como se muestra en los Ejemplos 9y 10.

Para demostrar la composiciéon de monémero 5HV ajustable en el copolimero P(3HB-co-5HV), se utilizé la cepa
MBX2641 [pFS30] que expresaba las enzimas para la ruta de 3HB (bktB y phaB) ademas de la CoA-transferasa
(orfZ) y la PHA sintasa (phaC). Cultivos paralelos de MBX2641 [pFS30] se cultivaron en concentraciones
decrecientes de glucosa 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0 g/l) o bien de Na5HV (10, 5,1, 0,5, 0,1, 0 g/l) y se analiz6 el contenido de
polimero como se describe en el Ejemplo 1. La Tabla 4 muestra que en el copolimero P(3HB-co-5HV) pueden
incorporarse varias cantidades de 5HV.

Tabla 4. Efecto del suministro conjunto sobre la incorporacion de 5HV en P(3HB-co-5HV)

Suministro de glucosa Suministro de Na5HV (g/l) | PHA Total (% dcw) | Incorporacion de 5HV
(g (% PHA)
10 10 425+46 50,0+ 3,4
10 5 29,1 42,3

10 1 19,1 22,9

10 0,5 27,2 16,3

10 0,1 22,3 5,0

10 0 14,8 25

5 10 27,6 51,4

1 10 12,7 45,2

0,5 10 8,9 38,3

0,1 10 6,5 35,1

0 10 6,9 29,6

En otro experimento, se generd un total de 10 muestras de copolimero P(3HB-co-5HV) con una gran variedad de
composiciones de 5HV y después se extrajeron para analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC, differential
scanning calorimetry). La Tabla 5 muestra que, a medida que aumenta el porcentaje de la composicion de 5HV en el
copolimero P(3HB-co-5HV), la temperatura de transicion vitrea (Tg) disminuye. Esto demuestra que modulando la
composicion comonomérica de 5HV puede obtenerse una gran variedad de propiedades materiales.

Tabla 5. Propiedades materiales de polimeros extraidos

Cepa/ Origen Procedimiento % Tg (°C)
5HV
MBX648 [pMS93] | Matraz agitador 100 -58
MBX2641 [pJB84] | Matraz agitador 82 -49
MBX2641 [pFS30] | Matraz agitador 52 -34
MBX2641 [pFS30] | Matraz agitador 49 -29
MBX2641 [pFS30] | Matraz agitador 47 -27
MBX2114 [pFS30] | Matraz agitador 39 -30
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(continuacion)

Cepa / Origen Procedimiento | % 5HV | Tg (°C)
MBX2641 [pF830] | Matraz agitador 39 -24
MBX2641 [pFS30] | Matraz agitador 23 -16
MBX2641 [pFS30] | Matraz agitador 16 -9
MBX2641 [pFS30] | Matraz agitador 5 0

Ejemplo 4: Sintesis de 3-hidroxipropionato a partir de Na5HV mediante el sistema de degradacion de acidos
grasos

Para determinar si el sistema de degradacion de acidos grasos (FAD, fatty acid degradation) de E. coli es capaz de
descomponer 5HV en acetil-Coa y 3-hidroxipropionil-CoA (3HP-CoA), el plasmido pMS93 (que expresaba phaC-orfZ
de un promotor Py, véase el Ejemplo 1) se transformé en cepas K12 de E. coli que eran fadR', atoC" (FAD
reprimido) o fadR, atoCconst (FAD desreprimido). Se utilizaron MG1655 y LS5218 (Spratt y col., J. Bacteriol. 146(3):
1166-1169 (1981)) como las cepas fadR’, atoC' y fadR, atoCeonst, respectivamente. MG1655 [pMS93] y LS5218
[PMS93] se ensayaron suministrando Na5HV en matraces agitadores, como se describe en el Ejemplo 1. Los
analisis con GC-FID y Espectroscopia de Masas (EM) demostraron que LS5218 [pMS93] producia P(5HV-co-3HP),
mientras que MG1655 [pMS93] no lo producia (Tabla 6). Esto demuestra que la degradacion de acidos grasos activa
produciria 3HP a partir de S5HV.

Tabla 6. Incorporacion de 3HP en P(5HV-co-3HP)

Cepa [Plasmido] | Genotipo relevante | PHA Total | Incorporacion de 5HV | Incorporacion de 3HP
(% dcw) (% PHA) (% PHA)

MG1655 [pMS93] fadR", atoC’ 63,1 100 0

LS5218 [pMS93] fadR’, atoCconst 6,4 52 48

Ejemplo 5: Biosintesis de homopolimero P(5HV) a partir de L-lisina

El diagrama esquematico de la ruta concebida para convertir L-lisina en P(5HV) se representa en la Figura 2B y
requiere seis genes heterdlogos a clonar y expresar en E. coli: davB de P. putida, davA de P. putida, davT de P.
putida, gsaRar de A. thaliana, orfZ de C. kluyveri y phaC de R. eutropha (véase la Tabla 1A). Se disefid una
estrategia de clonacion de tal manera que los genes davBAT pudiesen clonarse en pACYC184 (Chang y Cohen, J.
Bacteriol. 134: 1141-1156 (1978)) y gsaRar, orfZ y phaC pudiesen clonarse en pSE380. Estos plasmidos se
denominaron pJB91 y pMZ28, respectivamente, y se ensamblan como se describe en el siguiente apartado.

Construccion de plasmidos

El sitio de clonacion multiple del plasmido pSE380 se amplific6 por PCR con los cebadores JB134 (5'-
TGAGCGGATAACAATTTCAC) (SEQ ID NO: 19) y JB135 (5-AATAACACGTCAACGCAAAAAGGCCATCCGT)
(SEQ ID NO: 20). El producto resultante de la PCR se digirié6 con BmgBI y se clon6 en el plasmido pACYC184 que
se digirié con EcoRV y Nrul para crear pJB78.

El plasmido pJB91 se construy6é en un procedimiento de tres etapas. Primero, los genes davBA de P. putida se
amplificaron por PCR a partir de una preparacion de ADN genémico utilizando los cebadores JB136 y JB137, que se
modificaron genéticamente para incorporar los sitios de restriccion Ndel y BsrGl, respectivamente, en los extremos 5’

3" del producto de PCR davBA. La secuencia para el cebador JB136 es (5)-
TTTTTCATATGAGGAGGTTTTTATGAACAAGAAGAACCGCCA (SEQ ID NO: 21) y la secuencia para el cebador
JB137 es (5')-TTTTTTGTACATCAGCCTTTACGCAGGTGCA (SEQ ID NO: 22). El producto resultante de la PCR se
digiri6 con Ndel y BsrGl y se ligé con pJB78 que se habia tratado con las mismas enzimas, para dar el plasmido
pJB79. A continuacion, el gen davT de P. putida se amplificé por PCR a partir de ADN genémico utilizando los
cebadores JB138 y JB139, que se modificaron genéticamente para incorporar los sitios de restriccion Spel y ApalLl,
respectivamente, en los extremos 5’ y 3’ del producto de PCR davT. La secuencia para el cebador JB138 es (5')-
TATATACTAGTAGGAGGATAATATGAGCAAAACCAACGAATC (SEQ ID NO: 23) y la secuencia para el cebador
JB139 es (5')-TTTTTGTGCACTCAGGCGATTTCAGCGAAGC (SEQ ID NO: 24). El producto resultante de la PCR se
digirié con Spel y ApaLl y se ligé con pJB79 que se habia digerido con las mismas enzimas, creando de este modo
el plasmido pJB80. Finalmente, el promotor ompA se amplificé por PCR a partir de ADN genémico de K12 de E. coli
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utilizando los cebadores JB141 y JB142, que se modificaron genéticamente para incorporar los sitios de restriccion
BmgBl y Asel, respectivamente, en los extremos 5’ y 3. El producto resultante de la PCR se digirié con BmgBi y Asel
y se ligd con pJB80 que se habia digerido con SnaBl y Ndel para formar el plasmido pJB82. El plasmido pJB91 se
construyo a través de digestion de un producto de PCR davBA creado con los cebadores JB136 y JB137 (como se
ha descrito anteriormente), con Dralll y ligando el fragmento de 507 pb con pJB82 que se habia digerido con la
misma enzima, creando de este modo el plasmido pJB91. Esta construccién se realizé para corregir una mutacion
finalizadora (nonsense) que se habia descubierto en davB CDS de pJB82. El plasmido pJB80 contiene el operon
davBAT bajo el promotor constitutivo Pz, mientras que el plasmido pJB91 contiene el mismo operon bajo el fuerte
promotor Pompa.

El plasmido pMZ28 se construy6 por digestion del plasmido pJ31:7950, que es una construccion creada por DNA 2.0
(Menlo Park, CA) y que contenia gsaRa: que esta optimizado con codones para la expresion en K12 de E. coli, con
BsrGl. El fragmento resultante que contenia gsaRa: se ligé con pFS30 que también se habia cortado con BsrGl.
Después de verificar que la orientacion de gsaRa: estaba en la misma direccion que phaC-orfZ por digestion con
enzimas de restriccion, el plasmido resultante se denominé pMZ28.

Resultados experimentales

MG1655 [pMZ28] que expresa una L-lisina incompleta en la ruta de P(5HV) y MG1655 [pMZ28, pJB91] que expresa
la L-lisina completa en la ruta de P(5HV), se inocularon en un tubo de ensayo que contenia LB 3 ml complementado
con antibiético apropiado (cloranfenicol 25 pug/ml para pJB91; ampicilina 100 ug/ml para pMZ28) y se cultivé durante
una noche a 37 °C con agitacion a 250 rpm. Al dia siguiente, se utilizaron 0,5 ml de cada cultivo durante una noche
para inocular un matraz agitador que contenia 50 ml de LB reciente complementado con el antibiético o antibiéticos
apropiados, y se cultivd a 37 °C con agitacion a 250 rpm. Al cabo de 3,5 horas, se afiadié IPTG 0,1 mM a los cultivos
liquidos, y a las 5 horas, los cultivos se centrifugaron a 4150 rpm (centrifuga de sobremesa Sorvall Legend RT) y se
resuspendieron en 50 ml de medio de produccién que consistia en una solucion de sales minima 1x E2 que contenia
glucosa 10 g/I, LB 2,5 g/l, L-lisina 10 g/l, MgSO. 2 mM, Solucién de Sales Traza 1x e IPTG 0,1 mM. En el Ejemplo 1
se proporcionan las férmulas de las sales E2 y de la Solucién de Sales Traza.

Las condiciones de cultivo en matraz agitador y el protocolo de analisis para el contenido de PHA son como se
describen en el Ejemplo 1. La Tabla 7 muestra que, después de la introduccion del operén davBAT, se producia
ocho veces mas P(5HV).

Tabla 7. Produccion de P(5HV) a partir de L-lisina

Cepa [Plasmido] Genotipo relevante PHA Total (% dcw)

MG1655 [pMZ28] pMZ28: Prr-gsaRa-Pre-phaC-orfZ 0,01

pMZ28: Prc-gsaRa+Pre-phaC-orfZ
MG1655 [pMZ28, pJB91] 0,08
pJB91: Pompa-davBAT

Ejemplo 6: Biosintesis de copolimero P(3HB-co-5HV) a partir de L-lisina

La ruta concebida para convertir L-lisina en P(5HV) también se introdujo en la cepa MBX2641 que expresaba bktB'y
phaB para la produccion del copolimero P(3HB-co-5HV) a partir de L-lisina y eventualmente glucosa.

Construccion del plasmido

En este ejemplo, los genes comprendidos en la ruta incluyen: davB de P. putida, davA de P. putida, davT de P.
putida, orfZ de C. kluyveri, phaC de R. eutropha 'y gsaRa: de A. thaliana o gsaRa:, de A. terreus (véase la Tabla 1A).

El plasmido pJB90, que contiene una ruta alternativa que consiste en los genes gsaRaw, phaC y orfZ, se creé de la
siguiente manera. El gen gsaRar» de A. terreus, optimizado con codones para la expresion en K12 de E. coli, se
amplificd por PCR a partir de pSG40 (una construccién creada por DNA 2.0 (Menlo Park, CA)) utilizando los
cebadores JB145 y JB146. Ambos cebadores contenian los sitios Bglll en los extremos 5. La secuencia para el
cebador JB145 es (5)-TTTTTAGATCTAGGAGGTTTTTATGCTGCGTGCTGCTTCTCG (SEQ ID NO: 25) y la
secuencia del cebador JB146 es (5')-TTTTTAGATCTTTAGCGGAAATAGTTTGGAC (SEQ ID NO: 26). El fragmento
resultante de la PCR se digirié con Bglll y se ligé en el sitio de pJB84 correspondiente para crear pJB9O.

Resultados experimentales

Las cepas MBX2641 [pJB78, pJB84], MBX2641 [pJB91, pMZ28] y MBX2641 [pJB91, pJB90] se cultivaron en
matraces agitadores y se analizaron con respecto al contenido y composicion de PHA como se describe en los
Ejemplos 1y 2 para caracterizar la produccion de P(3HB-co-5HV) a partir de L-lisina y glucosa. Las cepas MBX2641
[pJB78, pPB84], MBX2641 [pJB91, pMZ28] y MBX2641 [pJB91, pJB90] se inocularon en tubos de ensayo que

29



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2639413 T3

contenian LB 3 ml complementado con cloranfenicol 25 pug/ml y ampicilina 100 ug/ml y se cultivaron durante una
noche a 37 °C con agitacion a 250 rpm. Al dia siguiente, 0,5 ml de cada cultivo durante una noche se utilizaron para
inocular un matraz agitador que contenia 50 ml de LB reciente complementado con el mismo antibidtico y se cultivo
a 37 °C con agitacion a 250 rpm. Al cabo de 3,5 horas, se afiadio IPTG 0,1 mM a los cultivos liquidos y a las 5 horas,
los cultivos se centrifugaron a 4150 rpm (centrifuga de sobremesa Sorvall Legend RT) y se resuspendio en 50 ml de
medio de produccion que consistia en solucidon de sales minimas 1 x E2 que contenia glucosa 10 g/l, LB 2,5 g/I, L-
lisina 10 g/l, MgSO4 2 mM, Solucién de Sales Traza 1x e IPTG 0,1 mM. En el Ejemplo 1 se proporcionan las
férmulas de las sales E2 y de la Solucion de Sales Traza.

Como se muestra en la Tabla 8, la cepa MBX2641 [pJB78, pJB84], que no tiene los genes que convierten L-lisina en
5HV, no pudo producir 5HV a partir de L-lisina y produjo solo homopolimero P(3HB). Las cepas MBX2641 [pJB91,
pMZ28] y MBX2641 [pJB91, pJB90], ambas de las cuales contenian toda la ruta para dar 5SHV-CoA a partir de L-
lisina, incorporaron 5HV a 2,5 % en peso y 5 % en peso, respectivamente, del copolimero total. Esto demuestra que
los genes davBAT y gsaR necesitan expresarse para la produccion de copolimeros que contienen 5HV a partir de L-
lisina.

Tabla 8. Produccion de P(3HB-co-5HV) a partir de L-lisina

Genotipo de plasmido relevante
‘. Incorporacion
Cepa PHA Total Incorporacion de
P Pompa- Pye-phaCgsaRy- o o de 5HV (%
[Plasmido] davBAT (% dcw) 3HB (% PHA) PHA)
orfZ
o J'\E’S'%ZSEB 4 ninguno PT’C"”;E;;'?O’;Z (sin 38+9 100 0
’ X,
MBX2641 PTrc'phansaRA[-
[0JB91, pMZ28] Presente orfZ 33+ 11 97,5+1,5 25+15
MBX2641 Pr-phaCgsaRat-
[0JB91, pJBIO] Presente orfZ 41 +11 95,0+2,3 50+23

Ejemplo 7: Biosintesis mejorada de polimeros de PHA que contienen 5HV a partir de L-lisina

Debido al hecho de que el 5HV se incorporo a un nivel inesperadamente bajo, se considerd la existencia de una ruta
competidora. Para ver si a partir de L-lisina podia producirse glutarato, se cultivdo MG1655 [pJB91], que expresaba
los genes davBAT del plasmido, en medio LB que contenia cloranfenicol 25 mg/l a 30 °C con agitacion durante 6 h.
Se inocularon alicuotas de 25 pl de cultivos en fase semilogaritmica en medio minimo EOQ 475 pl y se incubé a 30 °C
con agitacion a 250 rpm durante 48 h. El medio minimo EO consistia en glucosa 10 g/l, lisina 4 g/I, KzHPO4 58 mM,
KH2PO4 27 mM, MgSO, 2 mM, cloranfenicol 25 ug/ml, IPTG 0,1 mM y elementos traza. El glutarato, presente en el
sobrenadante, se midié por GC-MS como indica mas adelante: los sobrenadantes del caldo de fermentacion se
obtuvieron por centrifugacion y 1 pl de la muestra se transfirié con pipeta a un tubo Eppendorf nuevo que contenia 1
pl de 4-aminobutirato (GABA) 1 g/l como patrén interno. Las muestras se secaron en un centrivap de Labconco y se
resuspendieron en una solucién 1:1 de acetonitriio (ACN) 100 pl:N-(t-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida
(MTBSTFA), por ultrasonido durante 3 h. Después, las muestras se derivatizaron a 65 °C durante 30 min, se
centrifugaron para eliminar el material insoluble y los sobrenadantes se inyectaron en un GC-MS Agilent 5975
equipado con una columna HP-5ms utilizando los siguientes parametros de adquisicion: caudal de gas helio
transportador 2 ml/min, modo de barrido m/z 65-700, retardo de disolvente durante 3,5 min, programa del horno: 150
°C durante 2 min, aumentando después a 280 °C a 3 °C/min, temperatura de la fuente de iones 230 °C y
temperatura del filtro de masa de cuadrupolo a 150 °C.

Cabe destacar que, cuando el operdn davBAT se sobreexpresa en MG1655, se producian 0,6 g/l de glutarato a
partir de L-lisina El operdon davBAT expresa genes que codifican enzimas que convierten la L-lisina en GSA. El
glutarato puede producirse mediante un gen de E. coli endégeno cuya enzima codificada puede oxidar GSA en
glutarato.

La inspeccién de probables reacciones enzimaticas de GSA a glutarato, condujo a la identificacion de dos genes
GSA deshidrogenasa de E. coli posiblemente enddgenos, gabD y/o ynel (véase la Tabla 1A). Anteriormente, se
habia identificado que estos dos genes oxidaban succinico semialdehido en acido succinico (Dennis y Valentin,
Patente de Estados Unidos N.° 6.117.658) pero no se habia observado que oxidaran GSA en glutarato. Para
comprobar si una cepa negativa a ynel y gabD aun producia glutarato a partir de L-lisina, se construyeron las
siguientes cepas.

Se construyeron mutantes gabD y ynel nulos individuales mediante el procedimiento de recombinaciéon genética
Red/ET descrito por Datsenko y Wanner (Proc, Natl. Acad. Sci, USA. 97: 6640-6645 (2000)). El procedimiento de
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eliminacién de gabD del cromosoma de MG 1655 implico el reemplazo de gabD con un marcador kan flanqueado
por FRT mediante recombinacion homoéloga mediada por PCR. El marcador kan flanqueado por FRT se amplifico
por PCR a partir del plasmido pKD4 (Datsenko y Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97: 6640-6645 (2000))
utilizando los cebadores RF314 5-

GCAAGCCAGAGTAACCCCGGACGCACGCTGCGAGCGGCACGTAGTGTGGATGCCTTACACGCCGCATTTAATC
AATAACCTTGAGCGATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC (SEQ ID NO: 27) y RF315 5-
GAATTTGCCCAACGCCACGGGGAATCGCCTGACTGCGGCGCTGCATTAACTCTTTATTGCTGTTCATTCGCATTC
TCCAGATGGGAATTAGCCATGGTCCATATGAATAT (SEG ID NO: 28).

El gen ynel se eliminé del cromosoma de MG1655 por reemplazo con un marcador kan flanqueado por FRT. Este
marcador se amplific6 por PCR del plasmido pKD4 utilizando los cebadores MS220 5'-
GCAAGAGTAAATCTGCGTATCTTCATACCATGACTCATAAAGGAGATACCCCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
(SEQ ID NO: 29) y MS217 5-ACCGCAGGTCTGAAAAGACCTGCGAGTATATCAGAGCTGAATATG
TCGCGCATATGAATATCCTCCTTAGT (SEQ ID NO: 30) que introdujo regiones de homologia flanqueantes de 50
pb en el gen a eliminar. El reemplazo de ynel con este fragmento de ADN no surtié efecto y, por tanto, se creo otro
fragmento por PCR que tenia regiones de homologia aumentadas para el reemplazo génico. Para lograr esto, se
realizé una ronda adicional de PCR utilizando, como molde, el fragmento generado anteriormente por PCR y los
cebadores MS223 5-TCGATTCGTGAATAAGTGGCTTAATATTATTCATTTTAAAGCAAG AGTAAATCTGCGTATC
(SEQ ID NO: 31) y MS224 5’-
GCCACTTTCTACTCCTGGACCGCAGGTCTGAAAAGACCTGCGAGTATATCAGAGCTG (SEQ ID NO: 32). Se
consiguié un reemplazo satisfactorio de ynel con FRT-kan-FRT. El marcador kan se elimind después como se
describen Datsenko y Wanner (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97: 6640-6645 (2000)).

Por transduccién mediada por P1 a parir de MG1655AgabD::FRT-kan-FRT a MG1655Aynel::FRT, se construyd
MG1655 AgabD::FRT-kan-FRT, Aynel::FRT y el marcador kan restante se elimind adicionalmente utilizando el
mismo procedimiento que el descrito anteriormente. La cepa resultante MG1655 AgabD::FRT, Aynel::FRT se
transformé con pJB91 y se analizé con respecto a la produccion de glutarato a partir de L-lisina en un experimento
analogo al descrito anteriormente con MG1655 [pJB91] que expresaba los genes davBAT a partir del plasmido.

A diferencia de MG1655 [pJB91] que producia 0,6 g/l de glutarato a partir de L-lisina, la cepa MG1655 AgabD::FRT,
Aynel::FRT [pJB91] no producia glutarato a partir de L-lisina, lo que demostraba que los genes gabd y/o ynel
enddgenos de E. coli eran responsables de la conversion de GSA en glutarato.

Produccion mejorada de copolimeros P(3HB-co-5HV) a partir de L-lisina

La mejora del flujo de L-lisina a 5HV se realizé eliminando la GSA deshidrogenasa endogena que codifica los genes
gabD e ynel en una cepa que produce el copolimero 3HB-co-5HV.

Se construyé MBX2855 transformando los plasmidos pJB91 y pJB90 en la cepa MBX2641. Esta cepa tiene todos los
genes para la produccion de (3HB-co-5HV) a partir de glucosa y L-lisina.

MG1655 AgabD::FRT, Aynel::FRT se transdujo a P1 con la cepa donante MBX2114 que conferia capacidades de
produccion de PHB como se describe en el Ejemplo 2. Esta cepa se transformé adicionalmente con pJB90 y pJB91,
que expresaban la L-lisina en los genes de la ruta P(5HV) como se describe en los Ejemplos 6 y 5, respectivamente.
La cepa resultante se denominé MBX3378 y tenia todos los genes para la produccién de P(3HB-co-5HV) a partir de
glucosa y L-lisina pero a diferencia de MBX2855 los dos genes, gabD e ynel, se habia eliminado del genoma.

Utilizando la cepa MXB2855 y su homologo MBX3378 deficiente en GSA deshidrogenasa, se realizé una
fermentacion en placa con agitacion. Las células se incubaron y analizaron en las mismas condiciones que las
descritas anteriormente (agitacion a 300 rpm a 30 °C). El medio minimo EO consistia en glucosa 10 g/, L-lisina 2 g/l,
KoHPO.s 58 mM, KH2PO4 27 mM, MgSO4 2 mM, cloranfenicol 25 ug/ml, gentamicina 5 pg/ml, IPTG 0,1 mM, y
elementos traza, como se describe en un ejemplo previo. El flujo de carbono de L-lisina a 5HV mejoré drasticamente
en la cepa MBX3378 deficiente de GSA deshidrogenasa en comparacion con MBX2855 que contenia actividad GSA
deshidrogenasa de tipo silvestre como se muestra en la Tabla 9. Para mejorar significativamente la produccion de
PHA que contiene 5HV, es preciso eliminar los genes de GSA deshidrogenasa, tales como gabD e ynel, del genoma
de los hospedadores de produccion.
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Tabla 9. Produccion mejorada de P(3HB-co-5HV) a partir de L-lisina

Cepa Genes relevantes Genes PHA Total Incorpora(zion Incorporacion de
[plasmido] expresados relevantes de 3HB (% 5HV (% PHA)
desactivados (% dcw) PHA)
MBX2855 | poﬂ‘;éz,i ‘;%’:}QT;OZZW ninguno 17,3 98,6 1,4
MBx3378 | F ZZ?&ZZ\;%AAZOZZW gabD-17, ynel 24,7 64,9 35,1
1o

Ejemplo 8: Biosintesis de L-lisina a partir de glucosa

La regulacion por retroalimentacion alostérica se produce en la ruta de L-lisina a través de los genes lysC y dapA.
Por lo tanto, es necesario eliminar este control para permitir aumentar la produccion de L-lisina a partir de glucosa.
El procedimiento para esto esta bien establecido y se ha descrito para los dos genes (Kojima y col., Patente de
Estados Unidos N.° 6.040.160). Los mutantes de E. coli que poseen lysC y dapA desregularizados pueden
obtenerse primero eliminando metL y thrA de E. coli. Las isozimas LysC, MetL y Thra catalizan la misma reaccion
aspartato quinasa, por tanto sera necesario eliminar antes las dos ultimas mutaciones en Lysc que pueden
seleccionarse positivamente. Una vez creada la cepa AmetL AthrA, esta puede mutarse con N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG). El grupo mutante resultante podria después cultivarse en un medio minimo que contiene S-
2-aminoetilcisteina (AEC), un analogo no metabolizable de L-lisina, para poner presion sobre lysC y dapA. Dado que
metL y thrA faltan, las Unicas mutaciones que desensibilizan a lysC y dapA a L-lisina (o su analogo AEC) permitiran
que la célula sintetice L-lisina, treonina y metionina y por tanto sobrevivira. Pueden realizarse manipulaciones
adicionales sobreexpresando lysC desregularizado, dapA desregularizado, y otros genes de la ruta a partir de un
promotor recombinante para aumentar la capacidad de flujo y eliminar la regulacion transcripcional.

Ejemplo 9: Biosintesis de homopolimero P(5HV) a partir de glucosa

A partir de glucosa como la unica fuente de carbono, se produjo P(5HV) en la cepa E. coli capaz de sintetizar los
monomeros 5HV-CoA de glucosa e incorporarlos en PHA. Para ello, se construyé una cepa que no solo expresaba
los genes necesarios para la producmon del homopolimero P(5HV) a partir de L-lisina, sino que también expresaba
un gen dapA mutado denominado dapA que codifica una dihidrodipicolinato sintasa resistente a retroalimentacion
por L-lisina. La primera parte de este ejemplo describira la construccién de los plasmidos necesarios para demostrar
esta capacidad.

Construccion de los plasmidos

En E. coli, la regulaciéon alostérica se produce en la ruta de L-lisina a través de la aspartato quinasa Ill y la
dihidrodipicolinato sintasa codificadas por los genes lysC y dapA, respectivamente (Figura 6). Para aumentar la
produccion de L-lisina y eventualmente del homopolimero P(5HV) a partir de glucosa, la regulacion alostérica debe
reducirse o eliminarse por completo. El procedimiento para hacer esto estda muy establecido y se ha descrlto para
ambos genes (Kojima y col., Patente de Estados Unidos N.° 6.040.160). Se construyé un gen dapA™ resistente a
retroalimentaciéon por L-Iisina que tenia el resto de nucleétido 352 de citosina cambiado por timina (dapAC352T). Esto
se obtuvo por amplificacion con PCR del gen dapA de E. coli cromosémico generando dos fragmentos de ADN,
utilizando cebadores que introducen el cambio de bases deseado, seguido de corte y empalme mediante PCR con
extension solapada (SOE-PCR, splicing by overlap extension PCR) para fusionar los dos fragmentos de ADN. El
procedimiento SOE-PCR se ha descrito anteriormente (Ho y col., Gene 77(1): 51-9 (1989). Con detalle, un
fragmento de ADN que contenia los pares de nucleétidos 1 a 366 del gen dapA, se amplificé con los cebadores
DEO81 (5-AAAAGAATTCTTAATTAATTCTAGAAGGAGGTTTCATATGTTCACGGGAAGTATT GTC) (SEQ ID NO:
33) y DE082 (5'-AGCGATGGCTTTGAAATACTGATACAAACCTTC) (SEQ ID NO: 34) y el otro fragmento de ADN
que contenia los pares de nucledtidos 337 a 879 de dapA se amplificé con los cebadores DEQ083 (5'-
GAAGGTTTGTATCAGTATTTCAAAGCCATCGCT) (SEQ ID NO: 35) y DEO084 (5-
CCCGAGCTCGTTTAAACTTAATTAAGACTAGTTTTACAGCAAACCGGCATGCTT) (SEQ ID NO: 36). Los
cebadores DE082 y DEO83 son complementarios inversos y se disefiaron para introducir el cambio de bases de
citosina por timina en el resto de nucledtido 352. Los dos fragmentos de ADN de la primera ronda de PCR se
fusionaron mediante SOE-PCR utilizando los cebadores DE081 y DE084. El producto resultante de la PCR se digirid
con Xbal y Sacl y se ligé con pDE031 que se habia dirigido con Spel y Sacl, creando de este modo el plasmido
pDEOQ35. El plasmido pDE031, que contenia un promotor constitutivo sintético (Psyn) se construyd digiriendo un
fragmento de ADN bicatenario de 63 pb sintetizado (5-
TTTTTCTAGATTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCA CTAGTGTTTAAACCCCC) (SEQ ID NO: 37)
con Xbal y Pmel y se ligé en los mismos sitios de enzimas de restriccion de un plasmido pBluescript Il SK(+)
(Stratagene, La Jolla, CA) que prewamente se habia modificado por ingenieria genética para contener estos sitios.
La construccioén del gen Psym-dapA 2T en pDEO035 se digirié con Xhol y Pmel, que fue seguido de ligamiento con el
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plasmido pJB90 (descrito en el Ejemplo 6) que se habia digerido con BsrGl, enromado con nucleasa de judia Mung
y digerido una segunda vez con Xhol fara generar el plasmido pJG22 que expresaba el operdon phaC-gsaRa-orfZ a
partir del promotor Py y el gen dapAC 2T 3 partir del promotor Pgyn.

Resultados experimentales

El plasmido pJG22 se transformé junto con los plasmidos pJB91 (descrito en el Ejemplo 5) en la cepa MBX3342
(MG1655 AgabD::FRT Aynel::FRT) para formar la cepa MBX3342 [pJB91, pJG22]. Los plasmidos pSE380 y
pACYC184, los vectores vacios utilizados para construir pJG22 y pJB91, respectivamente, también se transformaron
en la cepa MBX3342 para crear la cepa de control negativo MBX3342 [pSE380, pACYC184]. Estas cepas se
incubaron durante 48 h agitando a 300 rpm a 30 °C en medio E2 2x y se analizé como se describe en los ejemplos
anteriores. El medio consistia en glucosa 15 g/l, NaNH4HPO4 52 mM, KoHPO, 66 mM, KH2PO4 54 mM, MgSO4 2
mM, IPTG 0,1 mM y elementos traza, como se describe anteriormente. Para los medios de cultivo de MBX3342
[pdB91, pJG22], se complementd cloranfenicol 25 pg/ml y gentamicina 5 pg/ml, mientras que se afiadieron
cloranfenicol 25 pg/ml y ampicilina 100 pg/ml para MBX3342 [pSE380, pACYC184]. Los datos de la Tabla 10
muestran que MBX3342 [pJB9, pJG22] produjo homopolimero P(5HV) con un peso seco celular (DCW) de 2,60 %,
mientras que la cepa MBX3342 [pSE380, pACYC184] no produjo ningun PHA. Estos resultados demuestran que una
cepa que expresa el gen dapA resistente a retroalimentacion ademas de los genes de la ruta de L-lisina a P(5HV),
pueden producir P(5HV) a partir de glucosa como una unica fuente de carbono.

Tabla 10. Produccion de P(5HV) a partir de glucosa

Cepa [Plasmido] Genotipo del plasmido relevante | PHA Total (% dcw)

pSE380: control de vector vacio
MBX3342 [pSE380, pACYC184] 0,0
pACYC184: control de vector vacio

pJG22: Prc-phaC-gsaRa+-orfZ
MBX3342 [pJG22, pJBI1] Psyn-dapA°®?T 2,60
pJB91: Pompa-davBAT

Ejemplo 10: Biosintesis del copolimero P(3HB-co-5HV) a partir de glucosa

El siguiente experimento era demostrar la produccion del copolimero P(3HB-co-5HV) a partir de glucosa en una
cepa de E. coli capaz de sintetizar los monémeros 3HB-CoA y 5HV-CoA e incorporarlos en PHA.

Resultados experimentales

Los genes btkB-phaB-kan de la cepa MBX2114 se transdujeron a P1 en MBX3342 generando la cepa MBX3344.
MBX3344 se transformo6 con los plasmidos pJB91 y pJG22 para crear la cepa MBX3344 [pJB91, pJG22]. Los
plasmidos pSE380 y pACYC184, los vectores vacios utilizados para construir pJG22 y pJB91, respectivamente,
también se transformaron en MBX3344 para crear una cepa de control negativo, MBX3344 [pSE380, pACYC184].
Estas cepas se incubaron durante 48 h agitando a 300 rpm a 30 °C en medio E2 2x y se analizaron como se
describe en los ejemplos anteriores. El medio consistia en glucosa 15 g/l, NaNH4HPO4 52 mM, K;HPO4 66 mM,
KH2PO4 54 mM, MgSO4 2 mM, IPTG 0,1 mM y elementos traza como se describe anteriormente. Para los medios de
cultivo de MBX3344 [pJB91, pJG22], se complementd cloranfenicol 25 pg/ml y gentamicina 5 yg/ml, mientras que a
MBX3344 [pSE380, pACYC184] se arfiadieron cloranfenicol 25 ug/ml y ampicilina 100 ug/ml. El caldo de cultivo se
complementé con glucosa 10 g/l después de 24 horas de incubaciéon. La Tabla 11 muestra que el 5HV pudo
incorporarse en la cepa que contenia todos los genes de la ruta metabdlica de P(3HB-co-5HV) a partir de glucosa
como la uUnica fuente de carbono.
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Tabla 11. Produccion de P(3HB-co-5HV) a partir de glucosa

Cepa Genotipo del PHA Total | Incorporacion de 3HB | Incorporacion de 5SHV
[Plasmido] plasmido relevante (% dcw) (% PHA) (% PHA)
pSE380: control de
MBX3344 vector vacio
[PSE380, 0 100 0

pACYC184] pACYC184: control de
vector vacio

pJG22 PTrc'phaC-

gsaRa-orfZ
MBX3344

[pJG22, pJBI1] | Peyn-dapA®**T 42 92 8,0

pJB91: Pompa-davBAT

A continuacion, la cepa MBX3824 (W3110 AgabD::FRT Ayne:FRT AcadA::FRT AldcC::FRT AargO::FRT bktB-phaB-
kan) se ensay6 como la cepa hospedadora para la produccion del copolimero P(3HB-co-5HV) a partir de glucosa.
En esta cepa, las rutas competidoras que podian separar L-lisina del comonémero 5HV-Coa se eliminaron del
genoma de E. coli.

La primera ruta competidora puede convertir L-lisina en cadaverina y consiste en dos enzimas de L-lisina
descarboxilasa (numero EC 4.1.1.18) codificadas por cadA (Meng y Bennett, J. Bacteriol. 174(8): 2659-2669 (1992);
EcoCyc numero de registro: EG10131) e IdcC (véase Tabla 1A; Yamamoto y col., Genes Genet. Syst. 72(3): 167-72
(1997); EcoCyc numero de registro: G6094).

Una segunda ruta competidora puede exportar L-lisina fuera de la célula microbiana. En Corynebacterium
glutamicum, la proteina exportadora de L-lisina se ha identificado como LysE (véase la Tabla 1A; Vrljic y col., Mol.
Microbiol. 22 (5): 815-826 (1996)). Para identificar supuestos genes exportadores de L-lisina en E. coli, se realizaron
diversas busquedas en bibliografias y patentes, asi como busquedas BLAST y Psi-BLAST, utilizando LyskE de C.
glutamicum como consulta. Se descubrieron seis proteinas que eran dianas para eliminar del genoma de E. coli para
prevenir la exportacion de L-lisina fuera de la célula. Estas incluian: (1) ArgO (también conocida como YggA,
Nandineni y Gowrishankar, J. Bacteriol. 186: 3539-3546 (2004)), (2) YfiK (también conocida como EamB; Franke y
col., J. Bacteriol. 185: 1161-1166 (2003)), (3) RhtB (anteriormente denominada YigK; Zakataeva y col., FEBS Lett.
452(3): 228-32 (1999)), (4) YahN (Kutukova y col., Mol Biol. (Mosk.) 39(3); 374-378 (2005)), (5) RhtC (anteriormente
denominada YigJ; Zakataeva y col., FEBS Lett. 452(3): 228-32 (1999)) y (6) YeaS (también conocida como LeuE;
Kutukova y col., FEBS Lett. 579(21): 4629-34 (2005)). ArgO parecia ser el candidato mas probable para exportar L-
lisina fuera de las células de E. coli basandose en su valor e mas bajo de 2e-22 en busquedas de tipo BLASTP
utilizando LysE de C. glutamicum como consulta, en el grupo mas cercano a LysE en un arbol filogenético después
de ClustalX (Thompson y col., Nucleic Acids Res. 25: 4876-4882 (1997)) con LysE de C. glutamicum y en los seis
homologos de E. coli, y en la resistencia 3 veces aumentada comunicada para L-lisina asi como una mayor
acumulacion de L-lisina del 38 % cuando argO se sobreexpresaba en comparacion con las cepas de control solo con
el vector (Livshits y col., Patente de Estados Unidos N.° 6.979.560). Sin embargo, las otras proteinas identificadas
pueden exportar L-lisina también y por lo tanto también son dianas para la eliminacién génica.

Otra ruta competidora puede convertir L-lisina en (R)-B-lisina que esta catalizada por lisina 2,3-aminomutasa
(numero EC 5.4.3.) codificada por yjeK de E. coli (nimero de registro EcoCyc: G7836; Behshad y col., Biochemistry
45(42): 12639-46 (2006)).

Se construyeron mutantes nulos cadA e IdcC individuales mediante el procedimiento de Recombinacién genética
Red/ET de Gene Bridges como se ha descrito anteriormente, utilizando los siguientes cebadores: DE118 (5'-
TGTCCCATGTGTTGGGAGGGGCCTTTTTTACCTGGAGATATGACTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC) (SEQ ID NO:
38) y DE119 5'-
GAGCAAAAAAGGGAAGTGGCAAGCCACTTCCCTTGTACGAGCTAAATGGGAATTAGCCATGGTCC) (SEQ ID NO:
39) para una mutacion AcadA::FRT-kan-FRT y DE122 (5-
GTTTGAGCAGGCTATGATTAAGGAAGGATTTTCCAGGAGGAACACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC) (SEQ ID NO:
40) y DE123 (5-
TATTTGTTAACAGCACGTTACTCGCCCGGAAGCCGCTCTGGCAAGATGGGAATTAGCCATGGTCC) (SEQ ID NO:
41) para la mutacion AldcC::FRT-cat-FRT. Se construyé una mutacion argO nula individual por el procedimiento de

Recombinacion genética Red/ET utilizando los cebadores DE106 (5-
GTGTTTTCTTATTACTTTCAAGGTCTTGCACTTGGGGCGGCTATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC) (SEQ ID NO:
42) y DE107 (5'-CTAACTGAACAAGGCTTGTGCATGAGCAATACCGTCTCTCGCCAG

ATGGGAATTAGCCATGGTCC) (SEQ ID NO: 43). La cepa W3110 AgabD::FRT Aynel::FRT AcadA::FRT
AldcC::FRT AargO::FRT se construy6 por transducciones repetitivas mediadas por P1 de los casetes AgabD::FRT-
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kan-FRT, Aynel::FRT-kan-FRT, AcadA::FRT-kan-FRT, AldcC::FRT-cat-FRT, AcadA::FRT-kan-FRT en la cepa
W3110 (Bachmann, Bacteriol, Rev., 36 (4): 525-557 (1972)), que fue seguido de la eliminacion de los marcadores
kan o cat después de cada transduccion mediada por P1 como se describe en los ejemplos anteriores. La cepa
resultante MBX3818 se transdujo a P1 con la cepa donante MBX2114 para finalizar la construccion de MBX3824.
Los plasmidos pJG22 y pJB91 se transformaron en MXB3824 y la cepa resultante MBX3824 [pJG22, pJB91] se
ensay6 con respecto a la producciéon de copolimero P(3HB-co-5HV) junto con MBX3344 [pJG22, pJB91]. Estas
cepas se incubaron durante 48 h con agitacion a 300 rpm a 30 °C en medio E2 1,5x y se analizaron como se
describe en los ejemplos anteriores. El medio consistia en glucosa 15 g/l, NaNHsHPO4 39 mM, KoHPO, 49,5 mM,
KH2PO4 40,5 mM, MgSO4 2 mM, IPTG 0,1 mM y elementos traza como se describe anteriormente. Los medios de
cultivo se complementaron con cloranfenicol 25 pyg/ml y gentamicina 5 yg/ml. La Tabla 12 muestra que diversas
cepas con diferentes fondos genéticos tienen la capacidad de producir P(3HB-co-5HV) a partir de glucosa con
diferentes composiciones de 5HV en el polimero. En particular, la eliminacién de rutas competidoras que separan el
carbono de 5HV-CoA, tal como eliminando la proteina exportadora de L-lisina, argO, o los dos genes de lisina
descarboxilasa, cadA e IdcC, aumenta la incorporacién de 5HV en PHA.

Tabla 12. Produccion de P(3HB-co-5HV) a partir de glucosa

Incorporacion
de 5HV (%
PHA)

Cepa Genotibo relevante PHA Total Incorporacion de
[Plasmido] P (% dcw) 3HB (% PHA)

MBX3344: MG1655 AgabD::FRT
Aynel::FRT bktB-phaB-kan

MBX3344

[0JG22, pJBI1] QJG22:5§Trrc-phaC-gsaRAt-o#Z Psyni- 47 89 11

dapA

pJBI1: pompa-davBAT

MBX3824: W3110 AgabD::FRT
Aynel::FRT AcadA::FRT AldcC::FRT

AargO::FRT bktB-phaB-kan
MBX3824

[PJG22, pdB91] | pJG22:P1c-phaC-gsaRar0rfZ Psyn-
dapA 52T

33 81 19

pJBI1: Pompa-davBAT

Ejemplo 11: Biosintesis de copolimero P(4HB-co-5HV) a partir de 4-hidroxibutirato de sodio y de 5-
hidroxivalerato de sodio

El siguiente experimento consistia en demostrar la produccién de copolimero P(4HB-co-5HV) en una cepa de E. coli
capaz de sintetizar los monémeros 4HB-CoA y 5HV-CoA e incorporarlos en PHA. Los procedimientos para modificar
por ingenieria genética los comonémeros 4HB en organismos recombinantes se han descrito con detalle en la
Patente de Estados Unidos N.° 6,117,658, Patente de Estados Unidos N.° 6.316.262, Patente de Estados Unidos N.°
6.689.589, Patente de Estados Unidos N.° 7.081.357, Patente de Estados Unidos N.° 7.229.804, Patente de Estados
Unidos N.° 6.759.219, y en la publicacion de solicitud de Patente de Estados Unidos N.° 2004/0253693. En un
experimento similar al descrito en el Ejemplo 1, se suministré 5-hidroxivalerato de sodio (Na5HV) a la cepa MG1655
[PMS93] junto con 4-hidroxibutirato de sodio (Na4HB). La cepa MG1655 [pMS93] contiene los genes orfZ y phaC,
ambos de los cuales se requieren para generar 4HB-CoA y 5HV-CoA a partir de Na4HB y Na5HV, respectivamente,
asi como para polimerizar los precursores con el copolimero P(4HB-co-5HV). Na4HB, para su uso como sustrato, se
prepar6é de manera similar al procedimiento descrito para la preparacion de Na5HV en el Ejemplo 1 utilizando y-
butirolactona (GBL) en lugar de DVL. Las condiciones de cultivo utilizadas para la produccion de copolimero también
eran las mismas que las descritas en el Ejemplo 1 con la diferencia de que se afiadieron 4 g/l de Na4HB al medio de
produccion. Después del periodo de produccién de PHA, el analisis del contenido polimérico del cultivo de MG1655
[PMS93] prosiguié como se describe en el Ejemplo 1 excepto que se realizdé una curva patrén para determinar el
contenido de 4HB utilizando patrones GBL ademas de la curva patréon realizada para determinar el contenido de
5HV. Este analisis mostré que el cultivo de MG1655 [pMS93] al que se suministré conjuntamente Na4HB y Na5HV
genero copolimero P(4HB-co-5HV) que comprendia un dcw de 67 % y tenia una composicion que era 67 % de 4HB
y 33 % de 5HV. Se analiz6 una muestra extraida de este polimero usando DSC y después se determiné que tenia
una Tg de -54,9 °C y una Tm no detectable.

Ejemplo 12: Biosintesis de glutarato a partir de glucosa
Para diferenciar cuales de los dos productos génicos eran la GSA deshidrogenasa primaria, identificada en el

Ejemplo 7, se compararon las cepas MG1655 [pJB91] de tipo silvestre, MG1655Aynel::FRT [pJB91] vy
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MG1655AgabD::FRT [pJB91] con respecto a su capacidad para la produccién de glutarato a partir de 5-
aminopentanoato, un metabolito intermedio entre la L-lisina y GSA (véase la Figura 2). Estas tres cepas contienen el
plasmido pJB91 que expresa davBAT a partir del promotor Pompa como se describe en el Ejemplo 5. Las tres cepas
se cultivaron en medio minimo EO que contenia 5-aminopentanoato 2 g/l como se describe anteriormente y el
glutarato se midié mediante un procedimiento de GC-MS a partir de los sobrenadantes del cultivo. El procedimiento
y las condiciones de incubacion eran los mismos que los descritos en el Ejemplo 7.

A diferencia de las otras dos cepas, MG1655AgabD [pJB91] no acumulaba ningun glutarato detectable. Por tanto, la
deshidrogenasa codificaba por gabD tenia la mayor actividad hacia GSA. Por lo tanto, si se producian altas
cantidades de glutarato, los hospedadores de produccidon necesitaban expresar gabD u sus homdlogos (véase la
Tabla 1P). Sin embargo, dado que MG1655Aynel [pJB91] acumulaba cantidades ligeramente inferiores de glutarato
a partir de 5-aminopentanoato en comparacion con MG1655 [pJB91], 0,75 g/l frente a 1,0 g/l de glutarato,
respectivamente, la deshidrogenasa codificada por ynel también tenia actividad moderada hacia GSA. Por tanto, la
sobreexpresion de ynel o de sus homologos (véase la Tabla 1Q), también podia producir altas cantidades de
glutarato a partir de GSA, L-lisina o glucosa.

Los dos mejores homodlogos de GabD presentes en Corynebacterium glutamicum, incluyen (1) la aldehido
deshidrogenasa dependiente de NAD (N.° de registro NP_599302) y (2) la proteina hipotética cgR_0068 (N.° de
registro YP_001136931). Inesperadamente, estas dos proteinas de C. glutamicum también se identificaron como los
dos homoélogos mas cercanos a Ynel de E. coli.

A continuacion, se produjo glutarato a partir de glucosa. Para g)roporcionar una cepa sobreproductora de L-lisina, se
construy6 el plasmido pDE033 que contenia el gen dapAC 52T resistente a retroalimentacion por L-lisina de la
siguiente manera: el producto de SOE-PCR para la fabricacion del gen dapA©**?", descrito en el Ejemplo 9, se digirio
con EcoRl y Sacl, seguido de ligamiento conCpSE380 que se habia digerido con las mismas enzimas, creando de
este modo el plasmido pDE033. El gen dapA 52T en pDEOQ33 estaba bajo el promotor Py inducible por IPTG. Los
plasmidos pDE033 y pJB91 (descritos anteriormente) se transformaron en la cepa MG1655 para crear la cepa
MG1655 [pDE033, pJB91]. Las cepas MG1655 y MG1655 [pDE033, pJB91] se incubaron durante 48 h con agitacion
a 300 rpm a 30 °C en un medio que contenia glucosa 25 g/l, (NH4)2.SO3 16 g/l, KH2PO4 1 g/l, MgSOs4 1 g/l, extracto
de levadura 2 g/l, CaCO330 g/l, IPTG 0,1 mM y elementos traza como se describe anteriormente. El medio de cultivo
para MG1655 [pDE033, pJB91] se complementé con ampicilina 100 pg/l y cloranfenicol 25 pg/ml. El glutarato se
midié como se describe en el Ejemplo 7. Los datos mostrados en la Tabla 13 demuestran que MG1655 [pDEO033,
pJB91] secretod glutarato 0,7 g/l en el medio mientras que la cepa de control negativa MG1655 no produjo ningun
glutarato. Este resultado demuestra claramente que la utilizaciéon de un gen dapA resistente a retroalimentacion para
acumular L-lisina, junto con el operéon davBAT para convertir la L-lisina en GSA en una célula hospedadora que
codifica una GSA deshidrogenasa, es suficiente para la produccion de glutarato a partir de glucosa como la Unica
fuente de carbono.

Tabla 13. Produccion de glutarato a partir de glucosa

Cepa [Plasmido] Genotipo del plasmido relevante | Glutarato (g/l)

MG1655 0

pDE33: Pr-dapA™™'
MG1655 [pDE033, pJB91] 0,7
pJB91: Pompa-davBAT

Ejemplo 13: Biosintesis de 1,5-pentanodiol a partir 5-hidroxivalerato de sodio
Construccion de cepas

La cepa MBX3017 (LS5218 AadhE::FRT, AldhA::FRT, AackA-pta::FRT) y la cepa MG1655 de K-12 se utilizaron
como una cepa hospedadora para evaluar si el 1,5-pentanodiol (PDO) podia acumularse y secretarse en el medio.
Cada cepa de eliminacion individual se construyé por el procedimiento Red/ET de Gene Bridges. En la Tabla 14 se
enumeran cebadores para la construir casetes desactivados para las tres rutas. En resumen, para la construccion de
las diversas eliminaciones cromosdmicas se utilizaron los siguientes cebadores: MS286 y MS287 para el casete
AadhE; MS289 y MS290 para el casete AackA-pta; y MS292 y MS293 para el casete AldhA. La LS5218
AadhE::FRT, AldhA::FRT, AackA-pta::FRT se obtuvo por transduccion a P1 repetitiva de cada mutaciéon nula
individual en LS5218 y eliminando el marcador como se describe en el ejemplo anterior.
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Tabla 14: Cebadores utilizados para estudios de PDO

Cebador | Secuencia (5" — 3’) Comentario

CCGTTTATGTTGCCAGACAGCGCTACTGATTAAGCGGATTTI
MS286 casete AadhE
TTCGCTTTCATATGAATATCCTCCTTAGT (SEQ ID NO:44)

CGAGCAGATGATTTACTAAAAAAGTTTAACATTATCAGGAG
MS287 casete AadhE
AGCATTATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC (SEQ ID NO:45)

TGGCTCCCTGACGTTTTTTTAGCCACGTATCAATTATAGGTA
MS289 casete AackA pta
CTTCCATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC (SEQ ID NO:46)

GCAGCGCAAAGCTGCGGATGATGACGAGATTACTGCTGCTG

MS290 casete AackA pta
TGCAGACTGCATATGAATATCCTCCTTAGT {SEQ ID NO:47)

CTCCCCTGGAATGCAGGGGAGCGGCAAGATTAAACCAGTTC

MS292 casete AlphA
GTTCGGGCACATATGAATATCCTCCTTAGT (SEQ ID NO:48)

TATTTTTAGTAGCTTAAATGTGATTCAACATCACTGGAGAA
MS293 casete AlphA
AGTCTTATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC (SEQ ID NO:49)

TCCCCTAGGATTCAGGAGGTTTTTATGGAGTGGGAAGAGAT

FSO011 5 de orfZ
ATATAAAG (SEQ ID NO:30)

FS008 CCTTAAGTCGACAAATTCTAAAATCTCTTTTTAAATTC (SEQ ID NO: 51) 3’ de orfZ
TTCAGGATCCTGCGCATGCTAGCTATAGTTCTAGAGGTA

JRG047 5’ de pduP
(8EQ 1D NO:52)
CATACGATAGCTCATAAAAACCTCCTCGCAGTTAGCGAATA

JRG048 3’ de pduP

GAAAAGCCGTTGG (SEQ 1D N(O:53)

GAGGAGGTTTTITATGAGCTATCGTATGAGCTATCGTATGTTT
JRG049 5 de dhaT
GATTATCTGGTGC (SEQ ID NO:54)

JRGO050 | TCTTTCATGAACTCAGAATGCCTGGCGGAAAATCG (SEQ ID NO: 55) 3’ de dhaT

El gen pduP que codifica la propionaldehido deshidrogenasa dependiente de CoA de S. typhimurium (véase la Tabla
1A; Leal, Arch. Microbiol. 180: 353-361 (2003)) se amplificé con los cebadores JRG47 y JRG48. El gen dhaT que
codifica la 1,3-propanodiol deshidrogenasa de Klebsiella pneumoniae (véase la Tabla 1A; Tong y col., Appl. Environ.
Microbiol. 57(12): 3541-3546 (1991)) se amplifico con los cebadores JRG49 y JRG50. Los dos genes se fusionaron
entre si mediante SOE-PCR utilizando los cebadores JRG47 y JRG50. El fragmento de ADN resultante se cloné en
pJB87 mediante los sitios BamHI y BspHI y el plasmido resultante se denominé pJG10.

La cepa MBX3017 o MG1655 que llevaban pFS16 o pSE380 y pJG10 o pJB78 se fusionaron para estudios de PDO.

Las cepas se cultivaron durante 40 h en condiciones limitadas de oxigeno en medio E2 que contenia 5HV. El medio
consistia en: glucosa 10 g/l, 5HV 2 g/l, NaNH4HPO4 26 mM, KoHPO, 33 mM, KH,PO4 27 mM, MgSO4 2 mM,
cloranfenicol 25 pg/ml, ampicilina 100 yg/ml, IPTG 0,1 mM y elementos traza, como se describe anteriormente. Los
cultivos de una noche se inocularon en un tubo de cultivo sellado que contenia medio reciente a una DOgqp final de
aproximadamente 0,2, el espacio de cabeza del tubo de cultivo era pequefio para garantizar la limitacion de oxigeno
del cultivo. Los cultivos se incubaron a 30 °C. Después de 48 h de incubacion, se extrajeron 100 pl de muestra, se
centrifugd y el sobrenadante resultante se afiadié con 1,4-butanodiol (0,1 g/l) como patrén interno, se secé en un
centrivap de Labconco y se resuspendid en acetonitrilo (ACN) 100 pl por ultrasonido durante 3 h. La solucién de
acetonitrilo se centrifugd para extraer el material insoluble y el sobrenadante se inyectdé en un GC-MC Agilent 5875
equipado con una columna DB-225ms utilizando los siguientes parametros de adquisicion: caudal de gas helio
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transportador 1 ml/min, modo barrido m/z 30-500, programa del horno: 40 °C durante 2 min, después aumento a 220
°C a 10 °C/min, temperatura de la fuente de iones 230 °C y temperatura del filtro de masa de cuadrupolo a 150 °C.

En la Tabla 14 se muestran los resultados de la medicion de PDO (1,5-pentanodiol). La combinacion de la cepa
hospedadora MBX3017 y la sobreexpresion de orf Z-dhaT-pduP, produjo un rendimiento de PDO mas alto de 0,32
g/l. La cepa MG1655, que llevaba estos tres genes, produjo un rendimiento mas bajo de 0,22 g/l, posiblemente
debido a su ruta activa de etanol, acetato y lactato, que son aceptores de electrones conocidos (Clark, FEMS
Microbiol. Rev. 5: 223-34 (1989)) y que pueden competir con la ruta 5HV para NAD(P)H. Cabe destacar que,
MG1655 que tan solo lleva orfZ también produce pequeias cantidades de PDO, mientras que la cepa hospedadora
MBX3017 no produce ningin PDO detectable (Tabla 15). Esto indica que una alcohol deshidrogenasa endogena,
por ejemplo adhE, tiene una débil actividad hacia 5HV-CoA. El PDO medido se confirmé por GC-MS frente al patron
de PDO y un espectro de referencia de PDO de la biblioteca del NIST, como se muestra en la Figura 8. Estos
resultados demuestran que, a partir de Na5HV puede producirse PDO, cuando el gen orfZ se expresa para generar
5HV-CoA y QUE los genes pduP-dhaT se expresan convirtiendo 5HV-CoA en 5-hidroxipentenal y en PDO.

Tabla 15: Titulo de PDO de cepas cultivadas en medio que contiene 5HV?

PDO (g/l)
Plasmidos y genes expresados
MG1655 MBX3017
pFS16: Pyc-orfZ
0,08 0
pJB78: vector vacio
pJG10: Prer-pduP-dhaT
0 0
pSE380: vector vacio
pFS16: Pyc-orfZ
0,22 0,32
pJG10: Prer-pduP-dhaT
pJB78: vector vacio
0 0
pSE380: vector vacio
“Los resultados son el promedio de tres experimentos repetidos independientes.

Secuencia de nucledtidos, Gene ID 001: Gen gsaRap de glutarato semialdehido reductasa de Aspergillus terreus
NIH2624
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ATGCCACTGGTTGCTCAAAATCCACTGCCACGTGCTATTCTGGGETCTGATG
ACTTTCGGTCCGAGCCGAAAGCAAAGGTGCGCGTATCACTTCCCTGGATGAG
TTTAACAAGTGCCTGGATTACTTCCAGCAGCAGGGCTTCCAGGAAATCGAT
ACCGCGCGCATCTACGTCGEGECGETGAACAGGAGGCATTCACGGCGCAGGCA
AAGTGGAAAGCAACGCGGCCTGACGCTGGCGACTAAGTGGTATCCGCAGTAC
CCGGGETGCECACAAACCGGATGTCCTGCGTCAGAACCTGGAGCTGTCCCTG
ARAGAACTGGGCACGAACCAGCGTCGATATCTTCTATCTGCACGCCGCGGAT
CGTTCTGTGCCGTTCGCGCAAACTCTGGAAACTGTTAACCGAACTGCACAAA
GAAGGCAAATTTGTTCAGCTGGGTCTGTCTAACTACACCGCTTTCGAAGTA
GCTGAAATCGTGACCCTGTGTAACCGAGCETGETTGGGTTCGTCCGACTATC
TACCAGGCGATGTATAACGCTATCACCCGTAACATCGAAACTGAACTGATC
CCEGCETGCAAGCETTACGETATTCGACATTGTTATCTACAACCCACTGGLG
GGETGGCCTGTTCAGCGGCAAATACAAAGCACAGGACATCCCGGCTGAAGGT
CGTTACAGCGACCAATCTTCCATGGGCCAGATGTACCGCAACCGTTACTTT
AAGGACGCAACCTTTGACGCTCTGCECCTGATCGAACCGETTGTTGCGAAG
CACGGCCTGACGATGCCGGARACCGCGTTCCGCTGGGTCCACCACCACTCC
GCACTGAACATGGAAGATGGCGGCCETCGACGGCATCATTCTGGGETGTAAGC
AGCCTGGCTCAGCTGGAAAACAACCTCGAAAGACATTCAGARAGGETCCGCTG
CCGCAGGAGGTTGTAGACCTCCTGCATCAGGCTTGGCTGETGGCTAAGCCG
ACGGCTCCAAACTACTGGCATCTGCACCTGAAATACACGTACGACACCCAG
GAAGCTCTGTTCAAACCGAAATCTAAGGCGTAA (SEQ ID NO:56)

Secuencia de aminoacidos, Gene ID 001: Gen gsaRaw de glutarato semialdehido reductasa de Aspergillus terreus
NIH2624

MPLVAQNPLPRAILGLMTFGPSESKGARITSLDEFNKCLDY FQQQGFQELD
TARILYVGGEQEAFTAQAKWKERGLTLATKWYPQYPGAHKPDVLRONLELST
KELGTNQVDIFYLHAADRSVPFAETLETVNELHKEGKFVQLGLSNYTAFEV
ARIVTLCHNERGWVRPTIYQAMYNATTRNIETELTPACKRYGIDIVIYNEPLA
GGLFSGKYKAQDIPAEGRYSDQSSMGOMYRNRYFKDATFDALRLIEPVVAK
HGLTMPETAFRWVHEHSALNMEDGGRDGI ILGVSSLAQLENNLKD IQKGPL:

PQEVVDVLDQAWLVAKPTAPNYWHLDLKYTYDTQEALFKPKSKA (SEQ
ID NO:57)

5 Secuencia de nucledtidos, Gene ID 002: Gen gsaRa: de glutarato semialdehido reductasa de Arabidopsis thaliana

ATGGAAGTAGGTTTTCTGEGETCTGCCCATTATGGGTAAAGCTATGTCCATG
AACCTGCTGAAAAACGGTTTCAAAGTTACCEGTGTGGAACCGCACTCTGETCT
AAATGTGATGAACTGGTTGAACACGGTGCAAGCGTGTGCGAGTCTCCGGECT
GAGGTGATCAAGAAATGCAAATACACGATCGCGATGCTCGAGCGATCCGTGT
GCAGCTCTGTCTGTTCTTITCGATAAAGGCGCTCETTCTGGAACAGATCTGC
GAGGGETAAGGGCTACATCGACATETCTACCGTCCACGCGGAAACTAGCCTG
AAAATTAACGAAGCGATCACGGGCAAAGGTGCCCGTTTTCTAGAAGGTCCT
GTTAGCGGTTCCAAAAAGCCGGCAGAAGACGGCCAGCTGATCATCCTGGCA
GCAGGCGACAAAGCACTGTTCGAGGAATCCATCCCGGUCTTTGATGTACTG
GGCAAACGTTCCTTTTATCTGCGET CAGGTGGGTAACGGTGCGARAATGAAA
CTGATTGTTAACATGATCATGGGTTCTATGATGAACGCGTTTAGCGAAGGT
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CTGGTACTGGCAGATAAAAGCGGTCTGTCTAGCGACACGCTGCTGGATATT
CTGGATCTGGGTGCTATGACGAATCCGATGTTCAAAGGCAAAGGTCCGTCC
ATCGACTAAATCCAGCTACCCACCGGCTTTCCCGCTGAAACACCAGCAGAAA
GACATGCGTCTGGCTCTGGCTCTGGGCCGACGAAAACGCTGTTAGCATGCCG
GTCGCTGCGGCTGCCAACGAAGCCTTCAAGARAGCCCGTAGCCTGGGCCTG
GGCGATCTGGACTTTTCTGCTGTTATCGAAGCGETAAAATTCTCTCGTGAA
TAA (SEQ ID NO:58)

Secuencia de aminoacidos, Gene ID 002: Gen gsaRa: de glutarato semialdehido reductasa de Arabidopsis thaliana

MEVGFLGLGIMGKAMSMNLLEKNGFEKVITVWNRTLSKCDELVEHGASVCESPA
EVIKKCKYTIAMLSDPCAALSVVFDKGGVLEQICEGKGY IDMSTVDAETSL
KINEAITGKGGRFVEGPVSGSKKPAEDGQLIILAAGDKALFEESIPAFDVL
GKRSFYLGOVGNGAKMKL IVNMIMGSMMNAFSEGLVLADKSGLSSDTLLDI
LDLGAMTNPMFRKGRGPSMTKSSYPPAFPLKHQOQKDMRLALATLGDENAVSMP
VAAAANEAFKKARSLGLGDLDFSAVIEAVKFSRE (SEQ ID NO:59)

Secuencia de nucledtidos, Gene ID 003: Genes de fusion phaC3/C5 de polihidroxialcanoato sintasa de
5 Pseudomonas putida/Zoogloea ramigera
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ATGAGTAACAAGAACAACGATGAGCTGCAGTGEGGCAATCCTGGTTCAGCAAG
GCGCCCACCACCGAGGCGAACCCEATGGCCACCATGTTGCAGGATATCGGC
GTTGCGCTCAAACCGGAAGCCGATGGAGCAGCTGAAAAACGATTATCTGCGET
GACTTCACCGCATTGETGGCAGCGATTTTTTGGCTCGCAAGGCGCCAGCCAETC
AGCGACCGCCGCTTCAGCTCGGCAGCCTGGCAGCGCAATCCGATETCGGCC
TTCAATGCCGCATCTTACCTGCTCAACCGCCAAATTCCTCAGTGCCATGGETG
GAGGCCEGETGGACACCGCACCCCAGCAAARAGCAGANANTACGCTTTGCCGTG
CAGCAGGTGATTGATGCCATGTCGCCCGCGAACTTCCTCGCCACCAACCCG
GAAGCGCAGCAAAAACTGATTGAAACCAAGGGCCGAGAGCCTGACGLGTGGEC
CTGGTCAATATGCTGGGCCATATCAACAAGCGGCCATATCTCGCTGTCGGAC
GAATCGGCCTTTCGAAGTGGGCCGCAACCTGGCCATTACCLCCGGGCACCGETG
ATTTACGAAAATCCGCTGTTCCAGCTGATCCAGTACACGCCGACCACGCCG
ACGGTCAGCCAGCGCCCGCTGTTGATGEGTGCCECCETGCATCAACRAGTTC
TACATCCTCCACCTGCAACCGGAAAATTCGCTGGTGCCGCTACGCCGETGGAG
CAGGGCAACACCGTGTTCCTGATCTCETGGAGCAATCCGGACAAGTCGCTG
GCCCGCACCACCTGOGACGACTACGTGCAGCAGGGCGTGATCGARGCGATC
CGCATCGTCCAGGACGTCAGCGGECCAGGACAAGCTGAACATETTCGGCTTIC
TGCGTGGGCGGECACCATCETTGCCACCGCACTGGCEGTACTGGLCGGCECET
GGCCAGCACCCGGCGGCCAGCCTGACCCTGCTCGACCACCTTCCTCGACTTC
AGCGACACCGGCGTGCTCGACGTCTTCGTCGATGAAACCCAGGTCGECGCTG
CGTGAACAGCAATTGCGCGATGGCGGCCTGATGCCGGGCCETGACCTAEGCC
TCGACCTTCTCCAGCCTGCGTCCGAACGACCTGGTATGCGAACTATGTGCAG
TCGAACTACCTCAAAGGCAATGAGCCEGGCGGCGTTTGACCTGCTGTTCTGG
AATTCGGACAGCACCAATTTGCCGGGCCCGATAETTCTGCTGGTACCTGCGC
AACACCTACCTGGAAAACAGCCTCGAAAGTGCCGGGCAAGCTGACGGTGGCC
GGCCGAAAAGATCGACCTCAGCCTGATCGACGCCLCGGCCTTCATCTACGET
TCGCGCGAAGACCACATCGTGCCGTGGATGTCGGCGTACGGTTCGCTCGAC
ATCCTCAACCAGGGCAAGCCGEGGUGCCAACCGCTTCETGCTGGGCECETCC
GCGCCATATCGCCGECETGATCAACTCGETGGCCAAGAACAAGCGCAGCTAC
TGGATCAACGACGGETGGCECCGCCGATGCCCAGECCTGOGTTCGATGGCGCG

CAGGAAGTGCCGGGCAGCTGCTGGCCECAATGGGCCEGGTTCCTGACCCAG
CATGGCCGCAAGAAGCGTCAAGCCCAAGGCCAAGCCCGGCAACGCCCGCTAC
ACCGCGATCGAGGCGGECCECCCGGCCEGTTACGTCAAAGCCAAGGGCTGA
(SEQ ID NO:60)

Secuencia de aminoacidos, Gene ID 003: Genes de fusién phaC3/C5 de polihidroxialcanoato sintasa de
5 Pseudomonas putida/Zoogloea ramigera
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MSNENNDELQWQSWFSKAPTTEANPMATMLODIGVALKPEAMEQLKNDYLR
DFTALWQDFLAGKAPAVSDRRFSSAAWQCGNPMSAFNAASYLLNARFLSAMV
EAVDTAPQQKORIRFAVQOVIDAMSPANFLATNPEAQQKLIETKGESLTRG
LVNMLGDINKGHISLSDESAFEVGRNLAITPGTVIYENPLFQLIQYTPTTP
TVSORPLIMVPPCINKFY ILDLOPENSLVRYAVEQGNTVFLISWSNPDKSI:
AGTTWDDYVEQGVIEATRIVODVSGODKINMFGFCVAGTIVATALAVLAAR
GOHPAASLTLLTTFLDFSPTGVLDVEVDETQVALREQQLRDGGLMPGRDLA
STESSLRPNDLVWNYVQSNYLKGNEPAAFDLLEFWNSDSTNLPGPMECWYLR
NTYLENSLRKVPGKLTVAGEKIDLGLIDAPAFIYGSREDHIVPWMSAYGSLD
ILNQGKPGANRFVLGASGHIAGVINSVAKNRKRSYWINDGGAADAQAWFDGA
QEVPGSWWPOWAGFLTQHGGKKVKPKAKPGNARYTATEAAPGRYVEKAKG
{SEQ ID NO:61)

Secuencia de nucledtidos, Gene ID 004: Subunidad phaE de polihidroxialcanoato sintasa de Thiocapsa phenigii

ATGGCTGETGACCACCTCGTGGAATGCCTTCGAATTCAGGAGEGTTTTTATG
AACGATACGGCCAACAAGACCAGCGACTGECTCGGACATCCAACGCAAGTAC
TCEGCAGACCTGGTCGGAGCTCGECCGCARGACCTTGGGTCTGGAGAAGACC
CCEGCCAATCCTTGEGECCGGCECCCTCGATCATTGGTGECAGACGGTCTCG
CCCACCGCCCCCAACGACCTGGTTCGCGACTTCATGGAGARAGCTCGCCGAG
CAGGGCAAGGCCTTCTTCGGCCTCACCGACTACTTCACGAAGGGCCTCGGC
GGCAGCTAGCGGETACCGCAGGGCTAEGEACACCCTCTCGAAGACCATCGACGAC
ATGCAAAAGGCCTTCGCCAGCGGCCGGATCGAAGGCGACGAGACCTTCCGL
CGCCTGATCGCCTTCTGGGAGATGCCGCTCGACAACTGGCAGCGCACCATG
TCCTCGCTGTCCCCEGETGCCCGGCGACCTGCTCCGCAACATGCCGCACGAC
CAAGTCAGGGACAGCGTCGACCGCATCCTCTCGGCACCCGGGCTCCEGCTAC
ACGCGCGAGGAGCAGGCCCGCTACCAGGATCTCGATCCGCCGCTCCECTGGAG
TACCAGTCGGCCCTGAACGAATACAACGGCTTCTTCGGCCAGCTCGETGTC
AAGTCCCTCGAGCGGATGCGCGCCTTCCTGCAGGCGACAGGCCGAGAAGGGC
GTCGCCATCGAGTCGGLGCGCACCCTCTACGACGCCTGEETCGGCTGCTGC
GAAGAGGTCTATGCCGAGCGAGGTCAGCTCCGCCCACTACCGCGCACATCCAC
GGCCGCCTCGTCAACGCCCAGATGGCCCTCAAGCAGCGCATGTCGACCATG
GTCGACGAGGTCCTCGGCGCGATGECCGCTGCCGACCCGCAGCGAGCTGCGEC
ACGCTCCAGCATCGGCTCCAGGAGTCGCGCEECEAGGGCAAGCGCCAGCGC
CAAGAGATCGAGACGCTGAAGCGGCAGGTCECGGCCTTAECCEGCEELGLC
CAGCCCGCGCCCCAGGCCTCCECCCAGCCCAGCACCCGEGECLCGCECCGELaG
ACGGCCCCGEGECEGCEAGCGCGELECCCAAGCGCAGCACCACGACCCGCCGC
AAGACCACCAAGCCCACCACCGGCCAGTGA (SEQ ID NO:62)

Secuencia de aminoacidos, Gene ID 004: Subunidad phaE de polihidroxialcanoato sintasa de Thiocapsa phenigii
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MNDTANKTSDWLDIQRRKYWETWSELGRKTLGLEKTPANPWAGALDHWWQTV
SPAAPNDLVRDFMEKLAEQGKAFFGLTDYFTRGLGGSSGTQGWDTLSKTID
DMQKAFASGRIEGDETFRRLMAFWEMPLDNWORTMSSLSPVPGDLLRNMPH
DQVRDSVDRILSAPGLGYTREEQARYQDI TRRSLEYQSALNEYNGFFGQLG
VKSLERMRAFLOGQAEKGVATESARTLYDAWVGCCEEVYAEEVSSADYAHT
HGRLVNAQMATKQRMSTMVDEVLGAMPLPTRSELRTLODRLOESRGEGKRQ
ROEIETLKRQVAALAGGAQPAPQASAQPSTRPAPATAPAASAAPKRSTTTR
RKTTKPTTGQ (SEQ ID NO:63)

Secuencia de nucledtidos, Gene ID 005: Subunidad phaC de polihidroxialcanoato sintasa de Thiocapsa phenigii

ATGTCCCCATTCCCGATCCGACATCCGGCCCGACAAGCTGACCGAGGAGATG
CTGGAGTACAGCCGCAAGCTCGECCAGGETATGCAGAACCTGCTCAAGGCC
GACCAGATCGACACAGGCGETCACCCCCAAGGACGTCATCCACCGCGAGGAC
AAGCTGETCCTCTACCGCTACCGGLGCCCGGCGCAGGTGGCGACCCAGACG
ATCCCGCTGCTGATCGTCTACGCCCTCATCAATCGGCCCTACATGACCGAC
ATCCAGGAGGATCCGCTCGACGATCAAGGGCCTGCTCGCCACCGGTCAGGALC
GTCTATCTGATCGACTGEGECTACCCGGATCAGGCCCACCGGECGCTGACC
CTCGATGACTACATCAACGECTACATCGACCECTCGCETCGACTACCTGCGC
GAGACCCACGGCGTCGACCAGGTCAACCTGECTCEGGATCTGCCAGGGCGGE
GCCTTCAGCCTCTECTACACGGCCCTGCACTCCCAGAAGGTCAAAAACCTC
GTCACCATGGTCACGCCGETCGACTTCCAGACCCCCGGCAACCTGCTCTCG
GCCTGGGTCCAGAACGTCGACGTCGACCTGGCCGTCGACACCATGGEGCAAC
ATCCCGGGCGAACTGCTCAACTGCGACCTTCCTATCGCTCAAGCCCTTCAGC
CTGACCGGCCAGAAGTACGTCAACATGETCCACCTGCTCGACGACGAGGAC
AAGGTCAAGAACTTCCTGCGCATGCGAGAAGTGCGATCTTCGACAGCCCGGAC
CAGGCCGGCGAGACCTTCCGCCAGTTCATCAAGGACTTCTACCAGCGECAAC
GGCTTCATCAACGGCEECAETCCTGATCGGCGATCAGGAGGTCGACCTGCGC
ARACATCCGCTGCCCGETCCTGAACATCTACCCCGATGCAGGACCACCTGGETG
CCECCGCATGCCTCCAAGCGCCCTCGCGGGACTGACCTCCAGCGAGGACTAC
ACGGAGCTCGCCTTCCCCGGCGGGCACATCGECATCTACGTCAGCGGLAAG
GCGCAGGAAGGAGTCACCCCGGCGATCGGCCGCTGGCTGARCGAACGCGGEL
TGA (SEQ ID NO:64)

Secuencia de aminoacidos, Gene ID 005: Subunidad phaC de polihidroxialcanoato sintasa de Thiocapsa phenigii

MSPFPIDIRPDKLTEEMLEYSRKLGEGMONLLKADQIDTGVIPKDVVHREED
KLVLYRYRRPAQVATOTIPLLIVYALVNRPYMTDIQOEDRSTIKGLLATGQD
VYLIDWGYPDOADRATLTEDDYINGY TDRCVDYLRETHGVDQVNLLG LCQGG
AFSLCYTALHSERVKNLVIMVTPVDFQTPGNLLSAWVONVDVDLAVDTMGN
IPGELILNWTFLSLKPFSLTGQKYVNMVDLLDDEDKVENFLRMEKWEIFDSPFD
QAGETFRQFIKDFYORNGFINGGVLIGDQEVDLRNIRCPVLNIYPMODHLYV
PPDASKALAGLTSSEDYTELAFPGCGHIGIYVSGKAQEGVTPALGRWLNERG
(SEQ ID NO:65)

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> FARMER, WILLIAM R
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BICKMEIER, JEFF
LU, CHENFENG
CHANG, DONG-EUN
SKRALY, FRANK
RAMSEIER, TOM M

<120> PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES PARA LA PRODUCCION DE PRODUCTOS QUIMICOS DE

POLI(5HV) Y DE 5 ATOMOS DE CARBONO

<130> MBX 067

<150> US 61/122,250
<151> 12-12-2008

<160> 65
<170> Patentin Versién 3.3

<210>1

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético FS-E5’

<400> 1
ggaattcagg aggtttttat gaacgatacg gccaacaaga ccagc

<210> 2

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético FS-E3’

<400> 2
ggggtacctc actggccggt ggtgggcttg gtggtcttge ggecg44

<210> 3

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético FS-C5’

<400> 3
ggggtaccag gaggttttta tgtccccatt cccgatcgac atccg

<210> 4

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético FS-C3’

<400> 4
cgggatcctc agccgcegttc gttcagccag cggccgatcg ccg

<210>5
<211> 47
<212> ADN

44
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético K5-1 5

<400> 5
gctgaggatc caggaggttt ttatgttagg tcagatgatg cgtaatc

<210>6

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético K3-1

<400> 6
ctagaggatc cttattcaca gacagaagaa ctactg

<210>7

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético K5-2

<400>7
aattcaggag gtttttatgt taggtcagat gatgcgtaat c

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético K3-2

<400> 8
gatccttatt cacagacaga agaactactg 30

<210>9

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético Posynrbs.c

<400> 9
ggaattcagg aggtttttat gttaggtcag atgatgcgta atcag

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético Posynrbs.r

<400> 10
cgggatcctt attcacagac agaagaacta ctgcg 35

<210> 11
<211> 43
<212> ADN

45
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético A.eut.PhaG.c

<400> 11
ggaattcgga tcccaagtac cttgccgaca tctatgegcet gge

<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético A.eut.EcoRI.r

<400> 12
ggaattcccg gctccgggat tgcectggece ggact 35

<210> 13

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS069

<400> 13
ggtggatcct taagaggagg tttttatgac gcgtgaagtg gtagtgg

<210> 14

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS070

<400> 14
ggtgctagct cagatacgct cgaagatggce g 31

<210> 15

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS071

<400> 15
ggtcctaggt taagaggagg tttttatgac aacattacaa ggtaaag

<210> 16

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS072

<400> 16
ggtgcggcecg cttacatgta taagccgcecg ttaat 35

<210> 17
<211> 31
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB123b

<400> 17
ttatttcatg aaccctcgaa ttgacgcgct 31

<210> 18

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB124a

<400> 18
ttatttcatg agcttatcga taccgtcgac c 31

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB134

<400> 19
tgagcggata acaatttcac 20

<210> 20

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB135

<400> 20
aataacacgt caacgcaaaa aggccatccg t

<210> 21

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB136

<400> 21
tttttcatat gaggaggttt ttatgaacaa gaagaaccgc ca

<210> 22

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB137

<400> 22
ttttttgtac atcagccttt acgcaggtgc a

<210> 23
<211> 42
<212> ADN

31

31
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB138

<400> 23
tatatactag taggaggata atatgagcaa aaccaacgaa tc 42

<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB139

<400> 24
tttttgtgca ctcaggcgat ttcagcgaag ¢ 31

<210> 25

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB145

<400> 25
tttttagatc taggagagttt ttatgctgeg tgctgcttct cg 42

<210> 26

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JB146

<400> 26
tttttagatc tttagcggaa atagtttgga c 31

<210> 27

<211>109

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético RF314

<400> 27

gcaagccaga gtaaccccgg acgcacgctg cgagecggcac gtagbtgtgga tgccttacac

gccgecattta atcaataacc ttgagcgatt gtghtaggectg gagectgctt

<210> 28

<211>110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético RF315

<400> 28
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gaatttgoce aacgecacgg ggaategect gactgeggeg ctgcattaac totttattge

tgttecattcg cattctoccag atgggaatta gccatggtcc atatgaatat

<210> 29

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS220

<400> 29

gcaagagtaa atctgegtat cttcatacca tgactcataa aggagatacc ccggtgtagg
ctggagctgec ttc

<210> 30

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS217

<400> 30

accgcaggtc tgaaaagacc tgcgagtata tcagagctga atatgtcgeg catatgaata

tecctecttag t

<210> 31

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS223

<400> 31

tcgattegtg aataagtgge ttaatattat tecattttaaa gcaagagtaa atctgcgtat

[

<210> 32

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS224

<400> 32
gccactttct actcctggac cgcaggtctg aaaagacctg cgagtatatc agagetg 57

<210> 33

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador sintético DE081

<400> 33

aaaagaattc ttaattaatt ctagaaggag gtttcatatg ttcacgggaa gtattgtc

<210> 34

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE082

<400> 34
agcgatggct ttgaaatact gatacaaacc ttc 33

<210> 35

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE083

<400> 35
gaaggtttgt atcagtattt caaagccatc gct 33

<210> 36

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE084

<400> 36
cccgagctcg tttaaactta attaagacta gttttacagc aaaccggcat gcett

<210> 37

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento sintético de ADN

<400> 37

tttttctaga ttgacagcta gctcagtcect aggtataatg ctagcactag tgtttaaacce

cCC

<210> 38

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE118

<400> 38
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tgtceccatgt gttgggaggg goctttittta cectggagata tgactgtgta ggetggaget

gcttc

<210> 39

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE119

<400> 39

tgtccecatgt gttgggaggg geococtttttta cctggagata tgactgtgta ggectggaget

gctte

<210> 40

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE122

<400> 40

gtttgagcag gctatgatta aggaaggatt ttccaggagg aacacgtgta ggctggaget

gctte

<210> 41

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE123

<400> 41

tatttgttaa cagcacgtta ctcgeccecgga agecgctetg gcaagatggg aattagcoccat
ggtcc

<210> 42

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE106

<400> 42
gtgttttctt attactttca aggtcttgeca cttggggcgg ctatggtgta ggetggaget
gette

<210> 43
<211>65
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético DE107

<400> 43

ctaactgaac aaggcttgtg catgagcaat accgtctctc goccagatggy aattagccat

ggtee

<210> 44

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS286

<400> 44
cegtttatgt tgecagacag cgetactgat taageggatt ttttcegettt catatgaata

tecteettag t

<210> 45

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS287

<400> 45
cgagcagatg atttactaaa aaagtttaac attatcagga gagcattatg gtgtaggctg
gagctgecttc

<210> 46

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS289

<400> 46

tggectecectg acgttttttt agecacgtat caattatagg tactteccatg gtgtaggetg

gagctgette

<210> 47

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS290
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<400> 47
gcagcgcaaa gctgcggatg atgacgagat tactgctget gtgcagactg catatgaata
tccteccttag t

<210> 48

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS292

<400> 48
ctecceoctgga atgcagggga geggcaagat taaaccagtt cgttcocgggeoca catatgaata

tcctecttag t

<210> 49

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético MS293

<400> 49

tatttttagt agettaaatg tgattcaaca tcactggaga aagtcecttatg gtgtaggetg
gagetgette

<210> 50

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético FS011

<400> 50
tcccctagga ttcaggaggt ttttatggag tgggaagaga tatataaa 48

<210> 51

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético FS008

<400>51
ccttaagtcg acaaattcta aaatctcttt ttaaattc 38

<210> 52

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JRG047
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<400> 52
ttcaggatcc tgcgcatgct agctatagtt ctagaggta 39

<210> 53

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JRG048

<400> 53
catacgatag ctcataaaaa cctcctcgca gttagcgaat agaaaagcecg ttg

<210> 54

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JRG049

<400> 54
gaggaggttt ttatgagcta tcgtatgagc tatcgtatgt ttgattatct ggtgce

<210> 55

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético JRG050

<400> 55
tctttcatga actcagaatg cctggcggaa aatcg 35

<210> 56
<211> 1053

<212> ADN
<213> Aspergillus terreus

<400> 56

54

53

55



10

atgcacactygyg
ccgagcgaaa
tacttccage
caggaggcat
tggtatccge
tcectgaaag
tctgtgeceogt
gttcagctgg
aacgagecgtg
aacatcgaaa
aacccactgg
ggtcgttaca
gcaacctttg
ccggaaaccg
cgtgacggea
attcagaaaqg
gctaagccga

gaagctctgt

ttgctcaaaa
gcaaaggtgce
agcagggett
teacggagaa
agtacccggg
aactgggcac
tcgocggaaac
gtctgtctaa
gttgggtteg
ctgaactgat
cgggtggect
gcgaccaatc
acgctctgeg
cgttcegetg
tecattctggg
gteegetgac
cggctccaaa

tcaaaccgaa

ES 2639413 T3

tecactgoca
gegtatcact
ccaggaaatc
dggcaaagtgyg
tgcgcacaaa
gaaccaggtc
tctggaaact
ctacaccget
tccgactate
cecdggegtge
gttcagcgge
ttcecatgggc
cctgatcgaa
ggtecaccac
tgtaagcage
geaggaggtt
ctactggcat

atctaaggcg

cgtgetatte
tecectggatyg
gataccgege
aaagaacgeyg
ccggatgtcec
gatatcttct
gttaacgaac
ttegaagtag
taccaggcga
aagegttacyg
aaatacaaag
cagatgtacc
ceggttgttg
cactccgeac
ctggcteage
gtagacgtee
ctggacctga

taa

tgggtetgat
agtttaacaa
gcatctacgt
gectgacget
tgcgtcagaa
atctgcacgc
tgcacaaaga
ctgaaategt
tgtataacgc
gtattgacat
cacaggacat
gcaaccgtta
cgaagcacgg
tgaacatgga
tggaaaacaa
tggatcagge

aatacacgta

<210> 57

<211> 350

<212> PRT

<213> Aspergillus terreus

<400> 57

Met Pro Leu Val Ala Gln Asn Pro Leu Pro Arg Ala
1 5 10

Met Thr Phe Gly Pro Ser Glu Ser Lys

20 25

Gly Ala Arg

Asp Glu Phe Asn Lys Cys Leu Asp Phe Gln Gln

35 40

Tyr

Glu Ile Asp Thr Ala Arg Ile Tyr Val Gly Gly Glu

55

gacttteggt 60
gtgeetggat 120
cggcggtgaa 180
ggegactaag 240
cctggagectg 300
cgecggategt 360
aggcaaattt 420
gacecctgtgt 480
tatcaccegt 540
tgttatetac 600
cceggectgaa 660
ctttaaggac 720
cctgacgatg 780
agatggegge 840
cctgaaagac 900
ttggetggty 960
cgacacccag 1020
1053
Ile Leu Gly Leu
15
Ile Thr Ser Leu
30
Gln Gly Phe Gln
45
Gln Glu Ala Phe



Thr

65

Trp

Asnh

Phe

Glu

Leu

145

Asn

Ala

Tyxr

Ser

Asp

225

Ala

Gly

Ala

Ser

Ala

Tyr

Leu

Tyr

Thr

130

Ser

Glu

Ile

Gly

Gly

210

Gln

Thr

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

Glu

Leu

115

vVal

Asn

Arg

Thr

Ile

1395

Lys

Ser

Phe

Thr

Asn

275

Leu

Ala

Gln

Leu

100

His

Asn

Tyr

Gly

Arg

180

Asp

Tyr

Ser

Asp

Met

260

Met

Ala

Lys

Tyr

B5

Ser

Ala

Glu

Thr

Trp

165

AsEn

Ile

Lys

Met

Ala

245

Pro

Glu

Gln

ES 2639413 T3

Trp

70

Pro

Leu

Ala

Leu

Ala

150

Val

Ile

val

Ala

Gly

230

Leu

Glu

Asp

Leu

Lys

Gly

Lys

Asp

His

135

Phe

Arg

Glu

Ile

Gln

215

Gln

Arg

Thr

Gly

Glu

Glu

Ala

Glu

Arg

120

Lys

Glu

Pro

Thr

Tyr

200

Asp

Met

Leu

Ala

Gly

280

Asn

56

Arg

His

Leu

105

Ser

Glu

Val

Thr

Glu

185

Asn

Ile

Tyr

Ile

FPhe

265

Arg

Asn

Gly

Lys

20

Gly

Val

Gly

Ala

Ile

170

Leu

Pro

Pro

Arg

Glu

250

Arg

Asp

Leu

Leu

75

Pro

Thr

Pro

Lys

Glu

155

Tyr

Ile

Leu

Ala

Asn

235

Pro

Trp

Lys

Thr

Asp

Asn

Phe

Phe

140

Ile

Gln

Pro

Ala

Glu

220

Arg

Val

Val

Ile

Asp

Leu

Val

Gln

Ala

125

vVal

Val

Ala

Ala

Gly

205

Gly

Tyr

vVal

His

Ile

285

Ile

Ala

Leu

Val

110

Glu

Gln

Thr

Met

Cys

190

Gly

Arg

Phe

Ala

His

270

Leu

Gln

Thr

Arg

Asp

Thr

Leu

Leu

Tyr

175

Lys

Leu

Tyr

Lys

Lys

255

His

Gly

Lys

Lys

8O

Gln

Ile

Leu

Gly

Cys

160

Asn

Arg

Phe

Ser

Asp

240

His

Ser

Val

Gly



10

15

Pro Leu Pro Gln

305

Ala Lys Pro Thr

Tyr Asp Thr Gln

<210> 58
<211> 870
<212> ADN

325

340

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 58
atggaagtag
aaaaacggtt
gaacacggtqg
atcgcgatge
ctggaacaga
agcctgaaaa
agcggttcca
gcactgtteg
ggtcaggtgg
atgaacgegt
ctgctggata
tccatgacta
cgtectggetce
aacgaagect
atcgaagcgg

<210> 59

<211> 289
<212> PRT

gttttetggg
tcaaagttac
caagegtgtyg
tgagecgatec
tctgcgaggy
ttaacgaagc
aaaagccggc
aggaatccat
gtaacggtgec
ttagegaagg
ttctggatct
aatccagcta
tggctctggg
tcaagaaagc

taaaattctc

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 59

ES 2639413 T3

310

tetgggeatt
cgtgtggaac
cgagtatccg
gtgtgcaget
taagggctac
gatcacgggc
agaagacggc
cceggocettt
gaaaatgaaa
tetggtactg
gggtgctatg
cccaccogget
cgacgaaaac
cegtagectg

tecgtgaataa

Glu Val val Asp Val Len

Ala Pro Asn Tyr Trp His

315

Asp Gln Ala Trp Leu Val

320

Leu Asp Leu Lys Tyr Thr

330

Glu Ala Leu Phe Lys Pro

345

atgggtaaag
cgcactctgt
getgaggtga
ctgtetgttg
atcgacatgt
aaaggtggcc
cagctgatca
gatgtactgg
ctgattgtta
geagataaaa
acgaatccga
ttecegetga
gctgttagca

ggectgggeg

ctatgteocat
ctaaatgtga
tcaagaaatg
ttttcgataa
ctaccgtcega
gttttgtaga
tcectggeage
gcaaacgtte
acatgatcat
goggtetgte
tgttcaaagg
aacaccagca
tgecggtege

atctggactt

335

Lys Ser Lys Ala

350

gaacetgetg
tgaactggtt
caaatacacyg
aggcggtgtt
cgcggaaact
aggtcctgtt
aggcgacaaa
cttttatctyg
gggttctatg
tagegacaceqg
caaaggtccg
gaaagacatg
tgecggetgeg

ttetgetgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

870

Met Glu Val Gly Phe Leu Gly Leu Gly Ile Met Gly Lys Ala Met Ser

57



Met

Leu

Ser

Ser

65

Leu

Asp

Gly

Asp

Glu

145

Gly

Met

Lys

Ala

Ser

225

Arg

Asn

Ser

Pro

50

Asp

Glu

Ala

Arg

Gly

130

Ser

Gln

Gly

Ser

Met

210

Ser

Leu

Leu

Lys

Ala

Pro

Gln

Glu

Phe

115

Gln

Tle

val

Ser

Gly

185

Thr

Tyr

Ala

Leu

20

Cys

Glu

Cys

Tle

Thr

100

Val

Leu

Pro

Gly

Met

180

Leu

Asn

Pro

Leu

Lys

Asp

Val

Ala

Cys

85

Ser

Glu

Ile

Ala

Asn

165

Met

Ser

FPro

Pro

Ala

ES 2639413 T3

Asn

Glu

Ile

Ala

70

Glu

Leu

Gly

Ile

Phe

150

Gly

Asn

Ser

Met

Ala

230

Leu

Gly

Leu

Lys

55

Leu

Gly

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Ala

Ala

Asp

Phe

215

Phe

Gly

Phe

Val

40

Lys

Ser

Lys

Ile

Val

120

Ala

Val

Lys

Phe

Thr

200

Lys

Pro

Asp

58

Lys

25

Glu

Cys

val

Gly

Asn

105

Ser

Ala

Leu

Met

Ser

185

Leu

Gly

Leu

Glu

Val

His

Lys

Val

Tyr

20

Glu

Gly

Gly

Gly

Lys

170

Glu

Leu

Lys

Lys

Asn

Thr

Gly

Tyr

Phe

75

Tle

Ala

Ser

Asp

Lys

155

Leu

Gly

Asp

Gly

His

235

Ala

Val

Ala

Thr

&0

Asp

Asp

Ile

Lys

Lys

140

Arg

Ile

Leu

Ile

Pro

220

Gln

Val

Trp

Ser

45

Ile

Lys

Met

Thr

Lys

125

Ala

Ser

Val

Val

Leu

205

Ser

Gln

Ser

Asn

30

val

Ala

Gly

Ser

Gly

110

Pro

Leu

Phe

Asn

Leu

190

Asp

Met

Lys

Met

Arg

Cys

Met

Gly

Thr

25

Lys

Ala

Phe

Tyr

Met

175

Ala

Leu

Thr

Asp

Pro

Thr

Glu

Leu

val

80

Val

Gly

Glu

Glu

Leu

160

Ile

Asp

Gly

Lys

Met

240

val
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ES 2639413 T3

Ala Ala Ala Ala Asn Glu Ala Phe Lys Lys Ala Arg Ser Leu Gly Leu

260

265

270

Gly Asp Leu Asp Phe Ser Ala Val Ile Glu Ala Val Lys Phe Ser Arg

Glu

<210> 60
<211> 1680
<212> ADN

275

<213> Secuencia artificial

<220>

280

285

<223> Genes de fusidon phaC3/C5 de polihidroxialcanoato sintasa de Pseudomonas putida/Zoogloea ramigera

sintéticos

<400> 60

atgagtaaca
acogaggega
gcgatggage
ttggctggca
aatccgatgt
atggtggagg
caggtgattg
aaactgattg
atcaacaagg
gccattacec
ccgaccacgc
ttetacateo
aacaccgtgt
gacgactacg
caggacaagc
geggtactgg
ctegacttea

cgtgaacagc

agaacaacga
acecgatgge
agctgaaaaa
aggcgccagc
cggccttcaa
cggtggacac
atgccatgtc
aaaccaaggqg
gccatatctce
cgggcaccgt
cgacggtcag
tegacctgea
tcctgatctc
tggagcaggg
tgaacatgtt
dggegegtgg
gegacaccgg

aattgcgcga

tgagectgeoag
caccatgtty
cgattatctg
cgtcagegac
tgccgecatct
cgcaceoccag
gcccgcgaac
egagagecty
gctgtecggac
gatttacgaa
ccagcgcccg
accggaaaat
gtggagcaat
cgtgatecgaa
cggcttctgce
cocageacoeg
cgtgetegac

tggcggectg

tggcaatcct
caggatateg
cgtgacttca
cgecgettca
tacctgctca
caaaagcaga
ttcctogeca
acgogtggeoe
gaatcggecct
aatccgctgt
ctgttgatgg
tegetggtge
ccggacaagt
gcgatcocgea
gtgggcggcea
goeggecagae
gtettegteg

atgccgggee

59

ggttcagcaa
gegttgeget
ccgegttgtg
gcteggcagcoe
acgccaaatt
aaatacgett
ccaacccgga
tggtcaatat
ttgaagtggg
tecagetgat
tgcecgccgtg
getacgeggt
cgctggccgg
tegtcocagga
ccatcgttge
tgaccectget
atgaaaceca

gtgacctggc

ggogcccace
caaaccggaa
gcaggatttt
ctggcagggce
cctcagtgcce
tgecegtgeag
agcgcagcaa
getgggegat
ccgcaacctg
cecagtacacg
catcaacaag
ggagcaggyge
caccacctgg
cgtcagegge
caccgcactg
gaccacctte
ggtcgegetg

ctcgacctte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080
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tegagectge
aatgagccgg
ccgatgttet
aagetgacygg
tacggttege
ctcaaccagg
ggcgtgatca
gccgatgcecc
tgggecgggt

aacgcccgct

gtccgaacga
cggcgtttga
gctggtacct
tggeceggega
gogaagacca
gcaagccggg
actcggtgge
aggcetggtt
tectgaccca

acaccgcgat

ES26

cctggtatgg
cctgetgttce
gcgcaacacc
aaagatcgac
categtgeeyg
cgccaaccgc
caagaacaag
cgatggcgcg
geatggegge

cgaggcggcg

39413 T3

aactatgtgec
tggaattcgg
tacctggaaa
cteggectga
tggatgtegg
ttegtgectgg
cgecagectact
caggaagtgc
aagaaggtea

cccggeccgtt

agtcgaacta
acagcaccaa
acagcctgaa
tegacgecen
cgtacggtte
gcgegtecgg
ggatcaacga
cgggcagcetg
ageccaaggo

acgtcaaagc

cctcaaaggc
tttgccgggce
agtgccggge
ggectteate
getagacate
ccatatcgecce
cggtggcgee
gtggccgcaa
caageccgge

caagggctga

<210> 61

<211> 559
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética:

Pseudomonas putida/Zoogloea ramigera

<400> 61

Met
1

Lys

Ile

Tyr

Ala

€5

Asn

Phe

Ser

Ala

Gly

Leu

50

Pro

Pro

Leu

Asn

Pro

Val

35

Arg

Ala

Met

Ser

Lys

Thr

20

Ala

Asp

vVal

Ser

Ala
100

Asn

Thr

Leu

Phe

Ser

Ala

85

Met

Asn

Glu

Lys

Thr

Asp

70

Phe

Val

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

genes de fusion PhaC3/C5 de polihidroxialcanoato sintasa de

Asp

Ala

Pro

Ala

55

Arg

Asn

Glu

Glu Leu

Pro
25

Asn

Glu
40

Ala

Leu Trp

Arg Phe

Ala Ala

Ala val

105

60

Gln

10

Met

Met

Gln

Ser

Ber

90

Asp

Trp

Ala

Glu

Asp

Ser

75

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Phe

€0

Ala

Leu

Ala

Ser

Met

Leu

45

Leu

Ala

Leu

Pro

Trp

Leu

30

Lys

Ala

Trp

Asn

Gln
110

Phe

15

Gln

Asn

Gly

Gln

Ala

95

Gln

Ser

Asp

Asp

Lys

Gly

80

Lys

Lys



Gln

Ala

Thr

145

Ile

Gly

Leu

Arg

Asp

225

Asn

Gly

Arg

Phe

Ala

305

Leu

Gln

Lys

Asn

130

Lys

Asn

Arg

Phe

Pro

210

Leu

Thr

Thr

Ile

Cys

290

Arg

Asp

Val

Ile

115

Phe

Gly

Lys

Asn

Gln

195

Leu

Gln

Val

Thr

Val

275

Val

Gly

Phe

Ala

Arg

Leu

Glu

Gly

Leu

180

Leu

Leu

Pro

Phe

Trp

260

Gln

Gly

Gln

Ser

Leu
340

Phe

Ala

Ser

His

165

Ala

Ile

Met

Glu

Leu

245

Asp

Asp

Gly

His

Asp

325

Arg

ES 2639413 T3

Ala

Thr

Leu

150

Ile

Ile

Gln

Val

Asn

230

Ile

Asp

val

Thr

Pro

310

Thr

Glu

val

Asn

135

Thr

Ser

Thr

Tyr

Pro

215

Ser

Ser

Tyr

Ser

Ile

295

Ala

Gly

Gln

Gln

120

Pro

Arg

Leu

Pro

Thr

200

Pro

Leu

Trp

Val

Gly

280

Val

Ala

Val

Gln

61

Gln

Glu

Gly

Ser

Gly

185

Pro

Cys

Val

Ser

Glu

265

Gln

Ala

Ser

Leu

Leu
345

val

Ala

Lenu

Asp

170

Thr

Thr

Ile

Arg

Asn

250

Gln

Asp

Thr

Leu

Asp

330

Arg

Ile

Gln

Val

155

Glu

Val

Thr

Asn

Tyx

235

Pro

Gly

Lys

Ala

Thr

315

Val

Asp

Asp

Gln

140

Asn

Ser

Tle

Pro

Lys

220

Ala

Asp

Val

Leu

Leu

300

Leu

Phe

Gly

Ala

125

Lys

Met

Ala

Tyr

Thr

205

Phe

Val

Lys

Ile

Asn

285

Ala

Leu

Val

Gly

Met

Leu

Lenu

Phe

Glu

190

val

Tyr

Glu

Ser

Glu

270

Met

Val

Thr

Asp

Len
350

Ser

Ile

Gly

Glu

175

Asn

Ser

Ile

Gln

Leu

255

Ala

Phe

Leu

Thr

Glu
335

Pro

Glu

Asp

160

Val

Pro

Gln

Leu

Gly

240

Ala

Ile

Gly

Ala

Phe

320

Thr

Pro



Gly

Val

Ala

385

Pro

Lys

Leu

Val

Lys

465

Gly

Asp

Val

Gly

Thr
545

Trp

370

Phe

Met

Val

Ile

Pro

450

Pro

Val

Gly

Pro

Gly

530

Ala

<210> 62

<211> 1152
<212> ADN
<213> Thiocapsa phenigii

Asp

355

Asn

Asp

Phe

Pro

Asp

435

Trp

Gly

Ile

Gly

Gly

515

Lys

Ile

Leu

Tyr

Leu

Cys

Gly

420

Ala

Met

Ala

Asn

Ala

500

Ser

Lys

Glu

Ala

Val

Leu

Trp

405

Lys

Pro

Ser

Asn

Ser

485

Ala

Trp

Val

Ala

ES 2639413 T3

Ser

Gln

Phe

390

Tyr

Leu

Ala

Ala

470

val

Asp

Trp

Lys

Ala
550

Thr

Ser

375

Trp

Leu

Thr

Phe

Tyr

455

Phe

Ala

Ala

Pro

Pro

535

Pro

Phe

360

Asn

Asn

Arg

Val

Ile

440

Val

Lys

Gln

Gln

520

Lys

62

Ser

Tyr

Ser

Asn

Ala

425

Tyr

Ser

Leu

Asn

Ala

505

Trp

Ala

Arg

Ser

Leu

Asp

Thr

410

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

490

Trp

Ala

Lys

Tyr

Leu

Lys

Ser

395

Tyr

Glu

Ser

Asp

Ala

475

Arg

Phe

Gly

Pro

Val
555

Arg

Gly

380

Thr

Leu

Lys

Arg

Ile

460

Ser

Ser

Asp

Phe

Gly

540

Lys

Pro

365

Asn

Asn

Glu

Ile

Glu

445

Leu

Gly

Tyr

Gly

Leu

525

Asn

Ala

Asn

Glu

Leu

Asn

Asp

430

Asp

Asn

His

Trp

Ala

510

Thr

Ala

Lys

Asp

Pro

Pro

Ser

415

Leu

His

Gln

Ile

Ile

495

Gln

Gln

Arg

Gly

Leu

Ala

Gly

400

Leu

Gly

Ile

Gly

Ala

480

Asn

Glu

His

Tyr



ES 2639413 T3

<400> 62
atggctggtg accacgtcegt ggaatgecctt cgaattcagg aggtttttat gaacgatacg 60
gocaacaaga ccagoegactg getggacate caacgeaagt actgggagac ctggteggag 120
cteggecgea agacettggg tetggagaag aceceggeca atecttggge cggegoeccte 180
gatcattggt ggcagacggt ctcgcccgcc gcccccaacg acctggttcg cgacttcatg 240
gagaagcecteg ccgageaggg caaggectte tteggectea eecgactactt cacgaaggge 300
ctcggcggca gtagcggtac gcagggectgg gacaccctct cgaagaccat cgacgacatg 360
caaaaggect togecagegqg coeggatcgaa ggoegacgaga cettoegeeg cetgatggee 420
ttctgggaga tgccgctcga caactggcag cgcocaccatgt cctegetgtc ccoccggbtgcocco 480
ggcgacctge tgocgcaacat geccgcacgac caagtcaggg acagcgtcga cegcatccte 540
tcggcaceeg ggcteoggeta cacgegecgag gagcaggcecce getaccagga tctgatccge 600
cgetegetgy agtaccagte ggecetgaace gaatacaacy gettottegg ccageteggt 660
gtecaagtece toegageggat gegegectie ctgcagggac aggecgagaa gggegtegecs 720
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REIVINDICACIONES

1. Un organismo no humano recombinante modificado por ingenieria genética para convertir 5-aminopentanoato en
un polimero de polihidroxialcanoato (PHA) o en un copolimero del mismo que comprende 5-hidroxivalerato,

en el que la ruta para convertir el 5-aminopentanoato en PHA que comprende 5-hidroxivalerato comprende 5-
aminopentanoato transaminasa (8-aminovalerato transaminasa), EC 2.6.1.48; succinato semialdehido reductasa
(también conocida como glutarato semialdehido reductasa), EC 1.1.1.61; CoA-transferasa, EC 2.8.3.14 y EC
2.8.3.n 0 Acil-CoA sintetasa, EC 6.2.1.3; y PHA sintasa, EC 2.3.1.n; y

en el que el organismo recombinante produce el PHA que comprende 5-hidroxivalerato a partir de lisina,

en el que el organismo recombinante esta modificado por ingenieria genética para expresar al menos uno o mas
genes que codifican una o mas enzimas para la produccion del PHA que comprende 5-hidroxivalerato a partir de
lisina, en el que las enzimas se seleccionan del grupo que consiste en: lisina 2-monooxigenasa, EC 1.13.12.2; 5-
aminopentanamidasa (&-aminovaleramidasa), EC 3.5.1.30; 5-aminopentanoato transaminasa (&-aminovalerato
transaminasa), EC 2.6.1.48; succinato semialdehido reductasa (también conocida como glutarato semialdehido
reductasa), EC 1.1.1.61; CoA-transferasa, EC 2.8.3.14 y EC 2.8.3.n; Acil-CoA sintetasa, EC 6.2.1.3; PHA sintasa,
EC 2.3.1.n,

en el que el 5-aminopentanoato se convierte en 5-hidroxivalerato, y

en el que el 5-hidroxivalerato se convierte en un polimero de PHA o en un copolimero del mismo por medio del
organismo recombinante.

2. El organismo recombinante de cualquier reivindicacion anterior, en el que el organismo recombinante expresa al
menos uno o mas genes que codifican una o mas enzimas seleccionadas de p-cetoacil-CoA tiolasa, EC 2.3.1.9 y
acetoacetil-CoA reductasa, EC 1.1.1.36.

3. El organismo recombinante de cualquier reivindicacion anterior, en el que PHA es un polimero de mondémeros de
5-hidroxivalerato o un copolimero de polimero de 5-hidroxivalerato, tal como poli(3-hidroxibutirato-co-5-
hidroxivalerato).

4. El organismo recombinante de cualquier reivindicacion anterior, en el que el organismo recombinante convierte
lisina en 5-aminopentanoato.

5. El organismo recombinante de cualquier reivindicacion anterior, en el que el organismo que se utiliza para
construir el organismo recombinante se ha modificado para sobreproducir lisina con respecto a un organismo no
modificado.

6. El organismo recombinante de cualquier reivindicacion anterior, en el que el organismo recombinante es
resistente al analogo téxico de lisina S-(2-aminoetil) cisteina, en el que el organismo recombinante expresa una
dihidrodipicolinato sintasa resistente a la retroalimentacion por lisina, en el que el organismo recombinante expresa
una aspartato quinasa lll resistente a la retroalimentacion por lisina, y/o en el que el organismo recombinante se
modifica adicionalmente por ingenieria genética para inhibir o bloquear la exportacién de lisina.

7. El organismo recombinante de cualquier reivindicacién anterior, en el que el organismo se ha modificado para
reducir o eliminar la actividad de glutarato semialdehido deshidrogenasa, preferentemente en el que la glutarato
semialdehido deshidrogenasa se reduce o elimina por eliminacion o alteracion de uno o mas genes seleccionados
del grupo que consiste en davD, ynel y gabD o sus homologos.

8. El organismo recombinante de cualquier reivindicacién anterior, en el que el organismo recombinante convierte el
5-hidroxivalerato en 5-hidroxivalerato CoA y/o convierte el 5-hidroxivalerato-CoA en un polihidroxialcanoato, tal como
poli(5-hidroxivalerato) o en un copolimero del mismo, por ejemplo, un copolimero seleccionado de poli(3-
hidroxipropionato-co-5HV), poli(3-hidroxibutirato-co-5HV) y poli(4-hidroxibutirato-co-5HV).

9. El organismo recombinante de cualquier reivindicacion anterior, en el que el organismo recombinante es
procariota, tal como E. coli, 0 es un microorganismo eucariota.

10. Un organismo no humano recombinante, de acuerdo con la reivindicacion 1, para la produccion de polimeros de
polihidroxialcanoato (PHA) que comprenden mondmeros de 5-hidroxivalerato a partir de lisina, en el que el
organismo recombinante se modifica por ingenieria genética para expresar al menos una enzima seleccionada del
grupo que consiste en lisina 2-monooxigenasa, EC 1.13.12.2; 5-aminopentanamidasa (&-aminovaleramidasa), EC
3.5.1.30; 5-aminopentanoato transaminasa (d-aminovalerato transaminasa), EC 2.6.1.48; succinato semialdehido
reductasa (también conocida como glutarato semialdehido reductasa), EC 1.1.1.61; CoA-transferasa, EC 2.8.3.14 y
EC 2.8.3.n; Acil-CoA sintetasa, EC 6.2.1.3; PHA sintasa, EC 2.3.1.n para la produccién de un polihidroxialcanoato
que comprende monémeros de 5-hidroxivalerato, y en el que el organismo recombinante no produce lisina, y/o no
expresa una actividad enzimatica funcional de glutarato semialdehido deshidrogenasa.

11. Un procedimiento de produccién de polimeros de polihidroxialcanoato (PHA) basado en 5 atomos de carbono, o
de copolimeros del mismo, comprendiendo el procedimiento
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proporcionar lisina u otra materia prima de carbono renovable a células modificadas por ingenieria genética de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10;
y opcionalmente, en el que:

(i) la materia prima de carbono renovable se selecciona entre almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa,
xilosa, maltosa y arabinosa, o combinaciones de las mismas; y/o

(i) el polihidroxialcanoato comprende 5-hidroxivalerato, por ejemplo, poli(5-hidroxivalerato), poli(3-
hidroxipropionato-co-5HV), poli(3-hidroxibutirato-co-5HV) o poli(4-hidroxibutirato-co-5HV),

y opcionalmente, el procedimiento comprende adicionalmente la etapa de recuperar el polihidroxialcanoato, el
polimero o copolimero de los mismos, por ejemplo, mediante extraccion con disolvente o procesamiento acuoso.
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