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DESCRIPCION
Bacterias recombinantes y sus usos para producir etanol

La presente invencion se refiere a bacterias recombinantes y a los usos de las mismas para la produccion de etanol.
La invencion también se refiere a métodos para la produccion de dichas bacterias, asi como de construcciones de
acido nucleico adecuadas para dicha produccién. La invencion se refiere especificamente a bacterias que carecen
de un gen de LDH funcional y/o que contiene un acido nucleico recombinante que codifica una PDC o una ADH. Las
bacterias de esta invencion pueden ser producidas a partir de cualquier cepa de Deinococcus, incluyendo cepas
extremdfilas, tales como, sin limitacion, D. radiodurans, D. geothermalis, D. Murrayi, D. cellulosilyticus o D. deserti.

Introduccién

En bibliografia se han reportado bacterias que poseen la capacidad de reorganizar su genoma cuando son alteradas
por estrés, tales como las bacterias Deinococcus. Deinococcus es una bacteria gram positiva que fue aislada en
1956 por Anderson y colaboradores. Este organismo extremofilo es resistente al dafio del ADN por UV y radiaciones
ionizantes, o por accién de un agente reticulante (mitomicina C), y es tolerante a la desecacion.

El documento WO 01/023526 muestra la resistencia inusual de Deinococcus frente a la radiacion y propone ademas
su modificacién genética y su uso en biorremediacion. La solicitud de patente n® WO 2009/063079, no publicada en
la fecha de prioridad de la presente solicitud, muestra que las bacterias de Deinococcus pueden resistir disolventes y
transformar biomasa para generar etanol.

En la solicitud de patente n° EP 09 305041.7, actualmente no publicada, se describen otras bacterias resistentes a
estrés, asi como métodos para su aislamiento y/o seleccion, y su capacidad para producir metabolitos tales como
antibidticos.

En los documentos WO 95/27064 y WO 2006/131734 se han mencionado cepas gram positivas modificadas
genéticamente o de Geobacillus. Desde un punto de vista industrial, no se ha descrito una produccién satisfactoria
de metabolitos para estas cepas. Ademas, las cepas de Geobacillus producen esporas, lo cual supone un
inconveniente sustancial para su uso industrial.

La presente invencion muestra ahora que el genoma de bacterias resistentes a estrés, particularmente bacterias de
Deinococcus, se puede modificar para mejorar su capacidad para producir etanol. Mas especificamente, la presente
invencidon muestra que es posible modificar las rutas metabdlicas dentro de las bacterias resistentes a estrés,
particularmente bacterias de Deinococcus, a fin de incrementar su actuacién en la produccién de etanol.

Sumario de la invencion
La presente invencién se ocupa de la materia objeto de las reivindicaciones.

La presente solicitud describe una bacteria recombinante resistente a estrés, en particular una bacteria Deinococcus,
en donde dicha bacteria presenta un genoma modificado que contiene un gen de L-lactato deshidrogenasa (LDH)
inactivo.

En un aspecto particular, el gen de LDH es eliminado, total o parcialmente, y no codifica una enzima lactato
deshidrogenasa funcional.

La bacteria recombinante de esta invencién comprende ademas una molécula de acido nucleico recombinante que
codifica una piruvato descarboxilasa (PDC) y una alcohol deshidrogenasa (ADH).

A este respecto, un objetivo adicional de esta invencion es una bacteria Deinococcus recombinante, en donde dicha
bacteria contiene un acido nucleico recombinante que contiene un acido nucleico que codifica una piruvato
descarboxilasa y una alcohol deshidrogenasa.

Bacterias como las descritas en la presente memoria se pueden seleccionar de diferentes especies de bacterias
resistentes a estrés, tales como las bacterias Deinococcus, las bacterias Tepidimonas, las bacterias Truepera, las
bacterias Porphyrabacter, las bacterias Novosphingobium o las bacterias Exiguobacterium. Las bacterias de esta
invencion son bacterias Deinococcus tales como, sin limitacion, D. radiodurans, D. geothermalis, D. murrayi, D.
cellulosilyticus o D. deserti, preferiblemente una bacteria Deinococcus termdfila.

Un objetivo adicional de esta invencion reside en un método para producir etanol, que comprende cultivar una
bacteria como las definidas anteriormente en presencia de un sustrato apropiado, y recolectar el etanol.

La invencion también se refiere al uso de una bacteria como las definidas anteriormente para producir etanol.

La presente solicitud también describe un método para producir una bacteria recombinante resistente a estrés, en
particular una bacteria Deinococcus, tal como se ha definido anteriormente, o un ancestro de la misma, método que
comprende:
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- proporcionar una bacteria (progenitora) resistente a estrés, particularmente una bacteria Deinococcus;
- tratar la bacteria para inactivar el gen de LDH, y
- seleccionar una bacteria que tenga un gen de LDH inactivado.

La invencion también se refiere a un método para producir una bacteria Deinococcus recombinante, tal como se ha
definido anteriormente, método que comprende:

- proporcionar una bacteria Deinococcus (progenitora);

- introducir en dicha bacteria una molécula de acido nucleico recombinante que codifique una PDC y una
ADH,y

- seleccionar una bacteria que exprese dicho acido nucleico.

La presente solicitud también describe una construcciéon de plasmido, en donde dicho plasmido se replica en una
bacteria Deinococcus y contiene un acido nucleico que codifica una PDC y/o una ADH.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Construccion y estructura de la construccion integrativa pDR-LDHdel para la eliminacién parcial de LDH. La
insercion con regiones homologas X la casete de cloranfenicol se sintetizaron y se clonaron en LITMUS28i. Cam",
resistencia a cloranfenicol; Amp~, resistencia a ampicilina; GDR_term85, terminador de transcripcion de
Deinococcus radiodurans putativo; P D. rad., promotor putativo de Deinococcus radiodurans; 5’HR, region homéloga
5’; 3HR, region homologa 3’; E. coli ORI, origen de replicacion de Escherichia coli.

Figura 2: Secuencias de las regiones homélogas 5 (SEQ ID NO: 1) y 3’ (SEQ ID NO: 2).

Figura 3: Proceso de construccion de mutantes de L- Iactato deshidrogenasa (localizacion DR _2364) de Deinococcus
radiodurans mediante recombinacion homéloga. Cam®, resistencia a cloranfenicol; Amp resistencia a ampicilina;
5’HR, regién homologa 5’; 3'HR, region homologa 3’; E. coli ORI, origen de replicacion de Escherichia coli.

Figura 4: Secuencias de acido nucleico de los genes ZmPDC (SEQ ID NO: 3) y ZmADH Il (SEQ ID NO: 4).

Figura 5: Construccion y estructura de los plasmidos pl3-DR-P-PDC-ADH (a), pl3- DR-P-PDCtag-ADHtag (b), plI3-
DR-P-PDC-P-ADH (c) y pl3- DR-P-PDCtag -P-ADHtag (d). Operon RBS groESL, region de sitio de unlon ribosémica
localizado por enC|ma del operén groESL de Deinococcus radiodurans (Meima et al, 2001); Amp resistencia a
ampicilina; CamR, resistencia a cloranfenicol; E. coli ORI, origen de replicacion de Escherichia coli; PtufA, 432 pb
localizados por encima del codon de inicio traduccional predicho del gen tufA; PtufB, 234 pb localizados por encima
del codoén de inicio traduccional predicho del gen tufB; ZmPDC, gen de piruvato descarboxilasa de Zymomonas
mobilis; ZmADH, gen de alcohol deshidrogenasa Il de Zymomonas mobilis; Term85, secuencia intergénica ubicada
entre la localizacion DR_1184 y la DR_1185 que contiene un terminador de la transcripcion putativo; Term116,
terminador de la transcripcion Term116 (Lecointe et al, 2004); D. rad. ORI, origen replicativo de Deinococcus
radiodurans; P D. rad., promotor de Deinococcus radiodurans.

Figura 6: Actividad de alcohol deshidrogenasa correspondiente a D. radiodurans transformada con pl3-DR-P-PDC-P-
ADH (a) o pl3-DR-P-PDCtag-P-ADHtag (b).

Figura 7: Ruta metabdlica redisefiada.

Figura 8: Ligacion tripartita de productos de PCR para la creacion del mutante PDC+ADH+LDH. Cam", resistencia a
cloranfenicol; PtufA, 432 pb localizados por encima del codon de inicio traduccional predicho del gen TufA; PtufB,
234 pb localizados por encima del codon de inicio traduccional predicho del gen TufB; ZmPDC, gen de piruvato
descarboxilasa de Zymomonas mobilis; ZmADH, gen de alcohol deshidrogenasa Il de Zymomonas mobilis; Term85,
secuencia intergénica ubicada entre la localizacion DR_1184 y la DR_1185 que contiene un terminador de la
transcripcion putativo; Term116, terminador de la transcripcion Term116 (Lecointe ef al, 2004); P D. rad., promotor
de Deinococcus radiodurans.; 5HR, region homoéloga 5’; 3’'HR, region homdloga 3'.

Tabla 1: Nombre de los recombinantes usados para el analisis metabdlico.
Tablas 2-5: Recombinantes de Deinococcus: produccion de metabolitos en medio Complejo o Definido.
Descripcion detallada de la invencién

La presente solicitud describe bacterias recombinantes resistentes a estrés y los usos de las mismas para producir
un biocombustible u otros metabolitos.

Dentro del contexto de esta invencion, el término “bacteria resistente a estrés” designa mas especificamente una
bacteria que tiene la capacidad de reorganizar su genoma, total o parcialmente, cuando es alterada por un estrés. El
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estrés puede provenir de cualquier tratamiento de destruccién celular que dafie el ADN, es decir, un tratamiento que
sea suficiente para provocar la muerte del 90% de las células, o mas, en un cultivo de bacterias de E. coli. Incluso
mas preferiblemente, el tratamiento destructor de células que dafa el ADN es un tratamiento que es suficiente para
reducir en al menos 2 log (dos unidades logaritmicas) el titulo bacteriano en un cultivo de E. coli. Los ejemplos de
dicho tratamiento incluyen la irradiacion, preferiblemente irradiacion UV repetida y secuencia, y/o el uso de agentes
genotoxicos. Un tratamiento de estrés preferido es un tratamiento de UV de entre 0,5 y 400 mJ/cm®, mas
preferiblemente de entre 1y 200 md/icm?, tipicamente entre 1y 100 mJ/cm?, aplicado durante un periodo de tiempo
de aproximadamente 5” a 5’. Un tratamiento UV preferido es 4 mJ/cm? durante 30 segundos, que puede repetirse en
un intervalo de entre 1 y 8 horas, preferiblemente de 3 a 5 horas, y mas preferiblemente de aproximadamente 4
horas. Los tratamientos de estrés celular especificos segun la invencién han sido descritos en la solicitud de patente
n® EP09 305041.

Las bacterias resistentes a estrés celular tal como se describen en la presente memoria incluyen mas
especificamente bacterias de Deinococcus, bacterias de Tepidimonas, bacterias de Truepera, bacterias de
Porphyrabacter, bacterias de Novosphingobium o bacterias de Exiguobacterium. Las bacterias de esta invencion son
bacterias de Deinococcus, particularmente bacterias de Deinococcus extremdfilas, mas preferiblemente bacterias de
Deinococcus seleccionadas entre D. radiodurans, D. geothermalis, D. Murrayi, D. cellulosilyticus o D. deserti,
preferiblemente una bacteria Deinococcus termofila.

Se ha demostrado que las bacterias Deinococcus tiene la capacidad de reestructurar su genoma, total o
parcialmente, cuando son alteradas por un estrés. Como se ha mencionado previamente, estas bacterias,
particularmente D. radiodurans, han sido propuestas para biorremediacién. La capacidad de las bacterias
Deinococcus para producir productos bioenergéticos a partir de biomasa ha sido descrita en la patente
W02009/063079, no publicada en la fecha de prioridad de la presente solicitud. La presente invencién demuestra
ahora que la actuacion de las bacterias resistentes a estrés, tales como las bacterias Deinococcus, puede mejorarse
mediante el disefio de rutas metabdlicas modificadas usando tecnologias recombinantes. Mas particularmente, la
presente solicitud describe nuevas bacterias resistentes a estrés recombinantes que presentan una ruta modificada
para la biosintesis de etanol.

A este respecto, los inventores han disefiado y creado nuevas rutas biosintéticas en cepas bacterianas resistentes a
estrés, que se basan en reorientar la ruta de conversiéon de piruvato. Mas particularmente, los inventores han
disefiado nuevas cepas recombinantes en las que el piruvato es usado eficientemente como sustrato para producir
etanol. En relacion a esto, los inventores han insertado una o varias enzimas (o los genes correspondientes) que
producen o catalizan la conversion de piruvato en etanol. Los inventores también han eliminado una ruta endégena
que usa piruvato para producir lactato, aumentando de este modo las cantidades de piruvato implicadas en la ruta
sintética de etanol.

De esta manera, la presente solicitud describe una bacteria resistente a estrés (recombinante o modificada
genéticamente), particularmente una bacteria Deinococcus, en donde dicha bacteria contiene un acido nucleico
recombinante que codifica una PDC.

El término “bacteria recombinante” designa una bacteria que contiene un genoma modificado como resultado de una
eliminacién o de una insercion de una secuencia o molécula de acido nucleico heterdéloga (p.ej., no presente de
forma natural en dicha bacteria). Por lo tanto, una “acido nucleico recombinante” designa un acido nucleico que ha
sido modificado y que no se encuentra como tal en la bacteria natural.

La presente solicitud también describe una bacteria resistente a estrés (recombinante o modificada genéticamente),
particularmente una bacteria Deinococcus, en donde dicha bacteria contiene un acido nucleico recombinante que
codifica una ADH.

La invencion se refiere a una bacteria Deinococcus (recombinante o modificada genéticamente), en donde dicha
bacteria contiene un acido nucleico recombinante que codifica una PDC y una ADH.

La presente invencion también describe una bacteria resistente a estrés (recombinante o modificada
genéticamente), particularmente una bacteria Deinococcus, en donde dicha bacteria tiene un genoma modificado
que contiene un gen de lactato deshidrogenasa (LDH) inactivo.

Un objetivo mas preferido de esta invencidon es una bacteria Deinococcus (recombinante o modificada
genéticamente), en donde dicha bacteria tiene un genoma modificado que contiene un gen de lactato
deshidrogenasa (LDH) inactivo y en donde ademas dicha bacteria contiene un acido nucleico recombinante que
codifica una PDC o una ADH.

La piruvato descarboxilasa (PDC, EC : 4.1.1.1) cataliza la descarboxilacion mono-oxidativa del piruvato a
acetaldehido y diéxido de carbono. La alcohol deshidrogenasa (ADH, EC : 1.1.1.1) cataliza la conversion de
acetaldehido a etanol.

Para crear o mejorar dicha ruta metabdlica, se ha clonado una molécula de acido nucleico que codifica una PDC y/o
una ADH y se ha introducido con éxito en una bacteria resistente a estrés, particularmente una cepa de
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Deinococcus. El término acido nucleico designa preferiblemente ADN, aunque el acido nucleico recombinante puede
ser ARN. Dependiendo de la situacion, la molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o de cadena
doble.

Mas particularmente, se ha preparado una molécula de acido nucleico que codifica una PDC funcional. Dicha
molécula de acido nucleico puede comprender la totalidad o una porcién de la secuencia de un gen de PDC natural
o sintético o mutante, siempre que la molécula de acido nucleico codifique una proteina que cataliza la
descarboxilacion mono-oxidativa de piruvato a acetaldehido y dioxido de carbono.

La PDC esta presente en plantas, hongos y levaduras pero es raro encontrarla en bacterias. No se ha observado
ninguna PDC aparente en el genoma de D. radiodurans que haya sido secuenciada completamente. Los genes de
PDC han sido identificados en varias cepas, tales como en Zymomonas mobilis (Brau y Sahm, 1986: Conway et al,
1987a; Neale et al, 1987), en Acetobacter pasteurianus (Genbank: AF368435) (Chandra et al, 2001), en Sarcina
vantriculi (Genbank: AF354297) (Lowe y Zeikus, 1992) y en Zymobacter palmae (Genbank: AF474145) (Raj et al,
2002).

En una realizacién preferida, el acido nucleico de PDC comprende la secuencia de la totalidad o de parte de un gen
de PDC bacteriano. En una realizacion especifica, el acido nucleico comprende la secuencia de un gen de PDC
procedente de Zymomonas mobilis (ZmPDC, ZMO1360). La secuencia génica de ZmPDC comprende 1707 pares de
bases y esta representada por la Figura 4.

Adicionalmente, a fin de crear una actividad de ADH en bacterias resistentes a estrés tales como Deinococcus, se
ha preparado una molécula de acido nucleico que codifica una ADH funcional. Dicha molécula puede comprender la
totalidad o una porcién de la secuencia de un gen de ADH natural o sintético o mutante, siempre que la molécula de
acido nucleico codifique una proteina que catalice la conversién de acetaldehido en etanol.

Se han clonado genes de ADH a partir de diferentes organismos, que incluyen, sin limitacion, Zymomonas mobilis
(Ingram et al, 1987), Lactobacillus brevis (Liu et al, 2007), o Geobacillus stearothermophilus (Genbank: Z25544)
(Talarico et al, 2005). También se ha encontrado un gen de ADH putativo (DR_2279) en el genoma de D.
radiodurans. Sin embargo, la expresion del mismo, por si solo, no parece permitir una produccion suficiente de
etanol.

En una realizacion preferida, el acido nucleico de ADH comprende la secuencia de la totalidad o de una parte de un
gen de ADH bacteriano. En una realizacion especifica, el acido nucleico comprende la secuencia de un gen de ADH
de Zymomonas mobilis (ZmADH, ZMO1596). ZmADH Il comprende 1152 pares de bases y la secuencia del mismo
se muestra en la Figura 4.

Estos acidos nucleicos pueden contener ademas secuencias o regiones reguladoras, tales como un promotor (p.€;j.,
un promotor tufB) y un terminador, por ejemplo. El promotor puede ser endégeno al hospedante (p.ej., un promotor
de un gen de Deinococcus para clonar un acido nucleico recombinante de la invencién en una cepa de Deinococcus)
o heterologo (p.€j., de un origen diferente, tal como una bacteria diferente, un fago, un promotor sintético o hibrido,
etc.). Los promotores preferidos son endégenos. A este respecto, se han estudiado promotores de Deinococcus y se
han usado para expresion génica. Los ejemplos de dichos promotores incluyen PtufA y PtufB de los genes Tu de
factores de elongacion de la traduccion tufA (DR0309) y tufB (DR2050), el promotor del gen resU que codifica una
resolvasa putativa localizada en pl3, y la region promotora PgroESL del operén groESL (Lecointe et al, 2004; Meima
et al, 2001).

Los acidos nucleicos se pueden clonar como entidades separadas (p.€j., construcciones de acido nucleico distintas),
0 en una misma construccion, bajo distintas regiones promotoras o en operén.

Los ejemplos proporcionados en la presente solicitud describen la creacion de nuevas construcciones en las que se
cloné un gen ZmPDC y un gen de alcohol deshidrogenasa Il de Zymomonas mobilis (ZmADH) en la misma
construccion, tanto con promotores separados como en operén. Estas construcciones fueron introducidas con éxito
en cepas de Deinococcus, lo que dio como resultado la produccién de etanol a partir de dichas cepas recombinantes
mientras que la cepa no modificada (progenitora) no produjo nada de etanol en las condiciones del ensayo.

El(los) acido(s) nucleico(s) puede(n) insertarse en el genoma de la bacteria, o puede(n) insertarse como moléculas
replicantes (autbnomamente), p.€j., en un plasmido, episoma, cromosoma artificial, etc.

En una realizacion tipica, el(los) acido(s) nucleico(s) recombinante(s) es(son) clonado(s) en un vector adecuado, que
puede ser replicativo en Deinococcus. Los plasmidos tipicos contienen, ademas del inserto clonado, un gen de
seleccion (p.gj., resistencia a antibiotico, un colorante, etc.) y un origen de replicacion efectivo en Deinococcus o que
permita la integracion en el genoma de Deinococcus. El plasmido (o los acidos nucleicos recombinantes) puede
comprender ademas secuencias reguladoras, tales como por ejemplo promotores, terminadores y/o potenciadores.

Los ejemplos de dichos vectores incluyen pMD66, pl3, pPRAD1 y pUE30. pMD66 es un vector grande (27 kb) para D.
radiodurans y E. coli que contiene un fragmento de 12 kb de pl3 (Daly et al, 1994). pl3 fue descrito por Masters y
Minton (1992). pRAD1 es un plasmido lanzadera de D. radiodurans-E. coli que contiene un replicon minimo para D.
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radiodurans (Meima y Lidstrom, 2000). pUE30 es un plasmido endégeno derivado de una cepa de D. radiopugnans
que es capaz de replicarse en Deinococcus (véase US2003/0175977).

La presente solicitud describe una construccién de plasmido, en donde dicho plasmido se replica en una bacteria
resistente al estrés, en particular una bacteria Deinococcus, y contiene un acido nucleico que codifica una PDC y/o
una ADH. Los acidos nucleicos que codifican PDC y ADH pueden estar en operén o como unidades de expresion
distintas en el mismo plasmido o en distintos plasmidos. Los plasmidos preferidos codifican una PDC y/o una ADH
de Zymomonas. Los ejemplos especificos de plasmidos son pl3-DR-P-PDC-ADH, pl3-DR-P-PDCtag-ADHtag, pl3-P-
PDC-P-ADH y pl3-DR-P-PDCtag-P-ADHtag.

El acido nucleico recombinante también puede ser clonado en una casete integrativa adecuada para la integracion
en el genoma de una bacteria Deinococcus. Dicha casete integrativa comprende, habitualmente, el acido nucleico
recombinante unido a (o flanqueado por) una o varias secuencias que permitan la integracion, preferiblemente una
integracion especifica de sitio. Dichas secuencias pueden ser, por ejemplo, secuencias de acido nucleico homélogas
a una region seleccionada del genoma, que permitan la integracion por cruce. En este sentido, una bacteria
particular de la invencién comprende un acido nucleico recombinante que codifica una PDC y una ADH integrado en
su genoma, en sustitucion de la totalidad o parte del gen endégeno que codifica LDH. En este contexto, el término
“parte del gen de LDH" significa cualquier porcion del gen cuya eliminacion sea suficiente para causar la inactivacion
del gen en la célula.

Se pueden usar diversas técnicas para insertar una molécula(s) de acido nucleico recombinante en las bacterias
resistentes a estrés, particularmente en Deinococcus. En particular, pueden insertarse mediante transformacion
natural (que puede ser potenciada adicionalmente en presencia de cloruro de calcio) o por electroporacion.

En este aspecto, la invencion también se refiere a un método para producir una bacteria de Deinococcus
recombinante como la definida anteriormente, comprendiendo dicho método:

- proporcionar una bacteria de Deinococcus (progenitora);

- introducir en dicha bacteria una molécula de acido nucleico recombinante que codifica una PDC y una ADH,
y

- seleccionar una bacteria que expresa dicho acido nucleico.

Los recombinantes que tiene los acidos nucleicos insertados pueden seleccionarse segun técnicas conocidas per
se, tales como la resistencia a antibidticos.

La expresién de PDC o ADH apropiada puede verificarse usando PCR cuantitativa y la produccion de dichas
enzimas puede verificarse mediante Western blot o mediante ensayos enzimaticos conocidos per se en la técnica.
La actividad de PDC se puede medir analizando la reduccién de NAD" y la actividad de ADH se puede medir
analizando la reduccién de NAD" o la oxidacién de NADH debida a la actividad de dichas enzimas (Conway et al,
1987ay b).

Tal como se ha descrito en la seccién experimental, se han producido bacterias Deinococcus que contienen acido
nucleico recombinante que codifican una PDC y una ADH. Estas bacterias pueden ser cultivadas, son viables y
contienen de forma estable el acido nucleico recombinante. La estabilidad de los recombinantes preferiblemente es
tal que mas del 95% de las bacterias transformadas contienen todavia el vector tras 2 ciclos de crecimiento. Los
resultados demuestran que la insercion gendémica de PDC y ADH es estable incluso después de 2 ciclos de
reaccion.

Estas bacterias producen etanol y combinan muchas ventajas en términos de especificidad de sustrato, condiciones
de cultivo y produccién de metabolitos.

Adicionalmente, a fin de mejorar ain mas la produccion de etanol, también se han producido bacterias resistentes a
estrés, en particular bacterias Deinococcus, en las que el gen de lactato deshidrogenasa se ha hecho inactivo.

El gen de LDH (lactato deshidrogenasa) esta implicado en la conversion de piruvato en lactato. El gen de LDH de D.
radiodurans fue clonado en 1996 por Narumi y Watanabe. Esta enzima es tetramérica y su estructura cristalografica
ha sido resuelta (Coquelle et al, 2007).

Los inventores han creado ahora una nueva bacteria en la que dicha enzima es inactiva. En una realizacion
particular, el gen de LDH es eliminado, total o parcialmente, y no codifica una proteina funcional. El gen de LDH
puede ser inactivado en dicha bacteria o en un ancestro de la misma, mediante recombinacién homdloga, sustitucion
génica, o mutagénesis dirigida, o mediante cualquier técnica conocida per se en la técnica.

En una realizacion preferida, el gen de LDH es inactivado por eliminacion de al menos una parte de dicho gen, que
puede ser reemplazado por acido nucleico heterélogo (p.ej., un marcador de seleccion).
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El gen de LDH contiene 915 pares de bases. Esta localizado entre las coordinadas 2362890 y 2363804 del genoma
de Deinococcus. La secuencia de dicho gen esta disponible, p.ej., en geneSeq1799712. En una realizacion
preferida, la bacteria de la presente invencion carece de una porcién de dicho gen, preferiblemente al menos 100
nucledtidos consecutivos del mismo, mas preferiblemente al menos 200, 300, 400 6 500. En los ejemplos, se ha
producido una cepa de Deinococcus con defecto, que carece de 589 nucleétidos consecutivos del gen de LDH.
Dicha cepa ha sido preparada mediante doble cruce usando una construccion particular que comprende un gen
marcador flanqueado por dos regiones homologas a porciones del gen de LDH y (opcionalmente) a porciones de
regiones que flanquean el gen de LDH (ver Figura 3). Las regiones homodlogas tipicas deberian ser suficientemente
largas para permitir la hibridacion y el cruce, p.ej., de mas de 200 nucledtidos, preferiblemente de mas de 300
nucledtidos, tipicamente entre 300 y 700. Dichas construcciones se describen en la presente solicitud (ver las
Figuras 1y 2).

En relacién a esto, la presente solicitud también describe un método para producir una bacteria resistente a estrés
recombinante, particularmente una bacteria Deinococcus como se ha definido anteriormente, o un ancestro de la
misma, comprendiendo dicho método:

- proporcionar una bacteria resistente a estrés (progenitora), particularmente una bacteria Deinococcus;
- tratar la bacteria para inactivar el gen de LDH, y
- seleccionar una bacteria que tenga un gen de LDH inactivado.

La bacteria de la presente invencion puede cultivarse y/o mantenerse en cualquier medio de cultivo y dispositivo
adecuados. Los ejemplos de dicho medio de cultivo incluyen medio de glucosa complejo o medio definido, tal como
se describe en los ejemplos, tal como, p.ej., medio de sacarosa definido, medio de almidon definido. Los medios
adecuados también se encuentran disponibles comercialmente.

Un objetivo adicional de la presente invencion se refiere al uso de una bacteria como la definida anteriormente para
producir etanol.

La presente solicitud también describe un método para producir un biocombustible, particularmente etanol, que
comprende cultivar una bacteria como se ha definido anteriormente en presencia de un sustrato apropiado, y
recoger el biocombustible. La invencién se refiere a un método para producir etanol que comprende cultivar una
bacteria como la definida anteriormente en presencia de un sustrato apropiado, y recolectar el etanol.

El sustrato puede ser cualquier medio de cultivo o los diversos tipos de biomasa o productos derivados del mismo.
En particular, el biocombustible puede ser producido a partir de fuentes renovables, especialmente biomasa vegetal
0 animal, o a partir de residuos municipales e industriales.

El término biocombustible segin la invencién comprende “biocombustible de primera generaciéon” y/o
“biocombustible de segunda generacion”. Los biocombustibles de primera generacion se obtienen a partir de materia
organica vegetal o animal, preferiblemente a partir de aztcar, almidén, aceite vegetal o grasa animales. La materia
prima principal para la produccién de los biocombustibles de primera generacion son plantas comestibles o partes de
las mismas. Los biocombustibles de primera generacion incluyen aceite vegetal, biodiesel, bioalcoholes, biogas, gas
de sintesis y biocombustibles sélidos. Los bioalcoholes incluyen etanol, propanol y butanol. Los biocombustibles de
segunda generacion se producen preferiblemente a partir de plantas no comestibles o partes no comestibles de
plantas. Incluyen cultivos no comestibles, residuos de biomasa, tallos de trigo, maiz y madera.

El método de la invencion se usa para la produccion de etanol.

El método de la invencion puede llevarse a cabo en un reactor de conversion. “Reactor” pretende indicar un tanque
de fermentacién convencional o cualquier aparato o sistema para la conversién de biomasa disefiado especialmente
para implementar la invencién, y que por tanto consiste en particular en biorreactores, biofiltros, contactores
bioldgicos rotatorios, y otros biorreactores de fase gas y/o liquida, especialmente aquellos adaptados para el
tratamiento de biomasa o de derivados de la biomasa. El aparato utilizable de acuerdo a la invencion puede usarse
en continuo o por cargas.

En el reactor, para implementar el método de la invencion, se usa al menos una bacteria de la invencién, o un
extracto bacteriano de la misma, mientras que dicho reactor se suministra y se dispone de tal manera que se fijan
las condiciones fisicoquimicas y se mantienen para que dicha bacteria sea operativa para la aplicacion en
consideracion, y de tal modo que, opcionalmente, sea posible el crecimiento bacteriano y preferiblemente se
promueva en su interior.

El proceso puede llevarse a cabo en aerobiosis, anaerobiosis 0 microaerobiosis, dependiendo del sustrato y de la
bacteria. Una ventaja de la invencion se refiere a la capacidad de las bacterias de la invencion para resistir
condiciones de estrés, que incluyen la presencia de etanol en el medio de cultivo. De esta manera, el proceso de la
invencion preferiblemente puede llevarse a cabo a una temperatura de aproximadamente 40°C o mas,
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particularmente a una temperatura comprendida entre 40-70°C; en condiciones de pH acido, y/o en presencia de
etanol.

Otros aspectos y ventajas de la invencion se describiran en los siguientes ejemplos, que deberian ser considerados
a modo ilustrativo y no limitativo del alcance de esta solicitud.

EJEMPLOS
Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento:

Se usaron las cepas de Escherichia coli (E. coli) SCS110, JM109 o DH5a para propagar plasmidos. Se cultivaron a
37°C y 200 RPM en Caldo Luria-Bertani (LB) (por litro: triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, cloruro sédico 10 g).
Se preparo el medio soélido mediante la adicion de Agar al 1,5%.

Se cultivé Deinococcus radiodurans R1 (D. radiodurans) a 30°C y 200 RPM en TGY o PGY. La composicién del
medio TGY es la siguiente, por litro: tripona (5 g), extracto de levadura (1,5 g) y glucosa (1 g). La composicion del
medio solido es, por litro: triptona (5 g), extracto de levadura (2,5 g), glucosa (1 g) y agar (15 g). La composicion del
medio PGY es la siguiente, por litro: peptona (10 g), extracto de levadura (5 g) y glucosa (1 g). La composicion del
medio solido es, por litro: peptona (10 g), extracto de levadura (5 g), glucosa (1 g) y agar (15 g).

Los medios LB o TGY fueron suplementados, en caso de ser necesario, con los antibidticos apropiados
(cloranfenicol en una concentracion final de 3 pg/mL para los transformantes de D. radiodurans y ampicilina 100
pg/mL para los transformantes de E. coli).

Transformacion:

La transformacion de E. coli se realizd usando células competentes comerciales SCS110 de Stratagene o JM109 de
Promega.

Para la preparacion de células competentes de D. radiodurans, se diluyé un cultivo fresco en fase estacionaria 100
veces en 50 mL de TGY. Las células fueron crecidas hasta la fase exponencial temprana (DOgoonm = 0,3); la
particula celular fue resuspendida en un volumen apropiado de 2xTGY/10%v/v Glicerol/CaCl; 30 mM enfriado en
hielo. Para la transformacion, se afiadié la cantidad deseada de plasmido a 100 uL de las células. La mezcla se
incub6 30 minutos en hielo antes de que los tubos fueran transferidos a 30°C. Después de 90 minutos de incubacion
a 30°C, se afiadieron 900 yL de 2xTGY pre-calentado a las células. Los transformantes fueron agitados a 200 RPM
y a 30°C durante 20 horas. Fueron diluidos en serie y distribuidos en placas de TGY apropiadas selectivas o no
selectivas.

Manipulacion de ADN:

LITMUS28i procede de New England Biolabs.

La minipreparacion de plasmido de células de E. coli se realizé6 usando el kit de sistema de purificaciéon de ADN
Wizard®Plus SV minipreps de Promega y la midipreparacion se realizé usando el kit de purificacion de ADN de
plasmido NuceloBond® Xtra Midi Plus EF de Macherey-Nagel. Estas preparaciones se realizaron a partir de 3-100
mL de cultivo de E. coli en fase estacionaria.

Para la preparacion de plasmidos de D. radiodurans, se resuspendieron 50 mL de células en fase estacionaria en
EDTA 0,5 My en butanol saturado en EDTA 0,5 M. Después de 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente,
la particula se resuspendié en EDTA 0,5 M y las células fueron colocadas a 70°C durante 30 minutos. La particula se
lavé dos veces en tampon de lisozimas (Tris HCI 10 mM, EDTA 5 mM, NaCl 0,5 M) antes de la adicidn de lisozimas
a 5 mg/mL (en tampén de lisozimas). La muestra se incubd durante 30 minutos a 37°C antes de la adicion de
ARNasa y proteinasa K. La mezcla se incubd durante 1 hora a 56°C. A continuacion se afiadi6 NaOH 200 mM a la
muestra que fue invertida varias veces para mezclar; se anadié acetato potasico 3M a la muestra que fue invertida
para mezclar; la mezcla se incub6 durante 10 minutos en hielo antes de afiadir etanol al sobrenadante; dicha mezcla
se incubd durante 10 minutos en hielo y la particula se lavé con etanol al 70%. La particula de ADN secada fue
resuspendida en agua.

La extraccion de ADN genémico de D. radiodurans se realizd usando el kit comercial DNeasy® Blood and Tissue de
Qiagen. Dichas preparaciones fueron realizadas a partir de cultivos de 5 mL de fase estacionaria.

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Eurogentec. Las polimerasas usadas para la amplificacion de PCR
fueron la ADN polimerasa DyNAzyme EXT de Finnzymes o la Enzima de PCR Extensor Hi-Fidelity de Thermo
Scientific. Los fragmentos de PCR fueron lavados usando gel Wizard SV y el kit PCR Clean-Up System de Promega.

Para la ligacion de ADN se us6 T4 ADN ligasa (New England Biolabs).
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Los productos de ADN plasmidico o de PCR fueron digeridos con enzimas de restriccion de New England Biolabs.

El material genético (productos de PCR o de digestion) fue separado mediante electroforesis de gel de agarosa. El
ADN se cuantificd con un Biofotdmetro de Eppendorf.

Los insertos de ADN fueron sintetizados por Genecust Europe y se clonaron en el vector apropiado.

Ensayo de actividad de alcohol deshidrogenasa:

Se afadieron 4 mL de pararosanilina (Sigma) a 2,5 mg/mL en etanol absoluto a 200 mL de agar LB que contenian
50 mg de bisulfito sédico (Conway et al., 1987b). Se colocaron células de dos dias de D. radiodurans crecidas en
placas de TGY agar (suplementado cuando sea necesario con el antibiético apropiado) sobre placas indicadoras y
se incubaron a 37°C durante de 2 a 3 horas.

Produccién de metabolitos:

Este método permite la evaluacion de la capacidad de microorganismos modificados genéticamente para producir
metabolitos de interés a partir de biomasa o de un derivado de biomasa.

El ensayo se lleva a cabo a 30°C.

A partir de los pre-cultivos (en fase estacionaria) preparados en medio Complejo de Glucosa, se sembraron 6 mL de
medio enriquecido (siembra a 1% v/v).

Los medios de cultivo enriquecidos evaluados son Medio Complejo de Glucosa, Medio Definido de Sacarosa, Medio
Definido de Almidon.

El Medio Complejo de Glucosa contiene: peptona 2 g/L, extracto de levadura 5 g/L y glucosa 10 g/L en agua
osmotizada: disolucion esterilizada mediante autoclavado (15 minutos a 120°C). A esta disoluciéon se afaden las
siguientes disoluciones: disolucion tampén MOPS (10X) pH 7 [MOPS acido 400 mM, NH4Cl 200 mM, NaOH 100
mM, KOH 100 mM, CaCl; 5 uM, Na;SO4 2,76 mM, MgCl, 5,28 mM]; micronutrientes (10000X) [(NH4)s(Mo7)24 300
mM, HsBOs; 4 mM, CoCl; 0,3 mM, CuSO4 0,1 mM, MnCl; 2,5 mM, ZnSO4 0,1 mM]; FeClz (100X) 2 mM en
CsHsNa3zO7 20 mM; KoHPO, 1 g/L: disoluciones esterilizadas mediante filtracion (0,2 ym).

El Medio Definido contiene: fuente de carbono 10 g/L en agua osmotizada: disolucién esterilizada mediante
autoclavado (15 minutos a 120°C). A esta disoluciéon se afiaden las siguientes disoluciones: disolucion tampdn
MOPS (10X) pH 7 [MOPS acido 400 mM, NH4CI 200 mM, NaOH 100 mM, KOH 100 mM, CaCl, 5 uyM, Na;SO4 2,76
mM, MgCl; 5,28 mM]; micronutrientes (10000X) [(NH4)s(Mo7)24 300 mM, HzBO3 4 mM, CoCl; 0,3 mM, CuSO, 0,1
mM, MnCl; 2,5 mM, ZnSO4 0,1 mM]; FeCl; (100X) 2 mM en CgHsNazO7 20 mM; KoHPO4 1 g/L: disoluciones
esterilizadas mediante filtracion (0,2 pm).

A estos medios de cultivo, excepto para las cepas naturales, se afiadio cloranfenicol antes de la siembra: 3 ug/mL de
medio de cultivo.

Los cultivos se llevan a cabo tanto en aerobiosis como en anaerobiosis (Biomerieux, Genbag).

Los cultivos en condiciones de aerobiosis se dejan en una incubadora, a 30°C, con agitacion, durante 7 dias. A
continuacion los cultivos son centrifugados durante 10 minutos a 4000 rpm. Los sobrenadantes se filtran (0,2 ym), se
vierten en otros tubos, y se llevan a -80°C.

Los cultivos en condiciones de anaerobiosis se dejan en una incubadora, a 30°C, durante 4 semanas. A continuacion
los cultivos son centrifugados durante 10 minutos a 4000 rpm. Los sobrenadantes se filtran (0,2 um), se vierten en
otros tubos, y se llevan a -80°C.

Se us6 andlisis de Cromatografia de Gases con FID (Varian CP-WAX 57 CB columna de 25m*0,32 mm) para
cuantificar los alcoholes. Los acidos organicos fueron cuantificados mediante Electroforesis Capilar (acido 2,6-
piridindicarboxilico 5 mM, bromuro de cetiltrimetilamonio 0,5 mM; pH 5,6 ajustado con tampones / capilar Agilent de
61 cm de longitud, 50 pm de diametro). La glucosa residual se cuantificé mediante HPLC acoplado a refractometria
(columna Phenomenex LUNA 3 ym NHz 100A de 150*4,6 mm, fase movil acetonitrilo/H.O 85:15).

Ejemplo 1: Eliminacion de L-lactato deshidrogenasa (LDH) de Deinococcus radiodurans R1

Los mutantes de LDH de Deinococcus radiodurans R1 (D. radiodurans) natural fueron producidos como se indica a
continuacion.

a. Construccion para eliminacion de LDH (pDR-LDHdel)

Creamos una nueva construccion denominada pDR-LDHdel para la eliminacion parcial del gen LDH (DR_2364) en
D. radiodurans natural (ver Figura 1). Para ello, usamos la cadena principal LITMUS28i que es replicativa en E. coli
pero no en D. radiodurans. Se cloné en LITMUS28i un inserto de ADN sintetizado; dicho inserto esta constituido por
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una casete de resistencia a cloranfenicol (Cam®) (1344 nucledtidos) y regiones homdlogas flanqueantes 5’y 3’ (537
nucledtidos y 615 nucleétidos) ubicadas respectivamente por encima y por debajo de dicha casete (Figura 2). La
construccion pDR-LDHdel se construyd para reemplazar 589 nucleétidos del gen de LDH (algunos de los 589
nucledtidos codifican residuos implicados en la catalisis) por la casete Cam®.

b. Creacion de mutantes deficientes en LDH

D. radiodurans natural fue transformada con pDR-LDHdel siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y
Métodos, a fin de crear mutantes bloqueados. Los transformantes fueron seleccionados en medio TGY
suplementado con cloranfenicol. La sustitucion de parte del gen de LDH por la casete de resistencia a cloranfenicol
(Figura 3) se controlé6 mediante PCR usando cebadores apropiados para incorporar la casete de cloranfenicol. Se
seleccionaron dos clones integrantes de cruce doble denominados 03-04/8-1 y 03-04/11-2 para el analisis de
metabolitos (Tabla 1).

Tras una recombinacion homéloga, la bacteria resultante contiene una eliminacién de 589 nucleétidos, que son
reemplazados por la casete Cam". Las regiones genémicas de 03-04/8-1 y 03-04/11-2 en las que parte del gen de
LDH habia sido reemplazado por la casete Cam" fueron secuenciadas parcialmente.

Ejemplo 2. Produccién de piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa en D. radiodurans

Se crearon cepas de D. radiodurans que producen piruvato descarboxilasa (ZmPDC) y alcohol deshidrogenasa
(ZmADH) a partir de Zymomonas mobilis como se indica a continuacion.

a. Creacion de construcciones que portan genes para la produccion de etanol
Se crearon cuatro construcciones con el objetivo de producir etanol en células de D. radiodurans (ver la Figura 2).

Para la primera construcciéon denominada pl3-DR-P-PDC-ADH, el gen de piruvato descarboxilasa (ZmPDC,
ZMO1360) y el gen de alcohol deshidrogenasa Il (ZmADH, ZMO1596) procedente de Zymomonas mobilis subsp.
Mobilis ZM4 (Figura 4) fueron colocados en operdn y clonados en BamH| y Sall del plasmido pl3 replicativo de D.
radiodurans (Masters y Minton, 1992) (ver Figura 5). El vector pl3 confiere resistencia a cloranfenicol en D.
radiodurans. Una region de 432 pares de bases localizada por encima del codon de inicio traduccional del factor de
elongacion TU tufA (DR_0309) y que contiene una actividad promotora (Lecointe et al, 2004) fue colocado antes del
operon de ZmPDC-ADH. Un espaciador esta presente entre los genes ZmPDC y ZmADH con una secuencia de
union ribosémica (RBS) del operdn de D. radiodurans groESL (Meima et al, 2001) colocado antes del codon de inicio
traduccional de ZmADH. El terminador de la transcripcion de D. radiodurans Term116 (Lecointe et al, 2004) se
colocé por debajo del gen ZmADH. Se creé una segunda construccion derivada de pl3-DR-P-PDC-ADH y se
denomina pl3-DR-P-PDCtag-ADHtag. En esta construccion, se colocé una his-tag (6 histidinas) en el extremo C de
ZmPDC y se coloco una etiqueta c-myc (EQKLISEEDL) en el extremo C de ZmADH (Figura 5).

Para la construccion pl3-DR-P-PDC-P-ADH, se colocé una regién que contenia un terminador de la transcripcion
putativo denominado Term85 por debajo del gen ZmPDC vy los 234 nucleétidos localizados por encima del codon de
inicio traduccional del factor de elongacién TU tufB (DR_2050) (que corresponde a la regién promotora tufB,
Lecointe et al, 2004) se ubicaron entre Term85 y el gen ZmADH (Figura 5). La ultima construccion se deriva de pl3-
P-PDC-P-ADH y se denomina pl3-DR-P-PDCtag-P-ADHtag; y en este vector, se colocd una etiqueta his (6
histidinas) en el extremo C del gen ZmPDC y se coloct una etiqueta c-myc (EQKLISEEDL) en el extremo C del gen
ZmADH (Figura 5).

b. Creacion de cepas de D. radiodurans que producen ZmPDC y ZmADH

Células competentes de D. radiodurans fueron transformadas con las diferentes construcciones que portan los
genes ZmPDC y ZmADH. Los transformantes fueron seleccionados para resistencia de cloranfenicol. La presencia
del plasmido se controld6 mediante amplificacion de PCR con cebadores especificos o con digestiones enzimaticas
de la construccién extraida de los clones de D. radiodurans. Para cada una de las 4 construcciones, se usaron dos
clones para estudios metabdlicos (Tabla 1).

Ejemplo 3. Creacion de mutantes de LDH integrativos de Deinococcus radiodurans que producen ZmPDC y
ZmADH

Se reemplazaron 589 nucleétidos del gen de LDH (DR_2364) en la D. radiodurans natural por una casete de
resistencia a cloranfenicol seguida de los genes ZmPDC y ZmADH, respectivamente bajo el control de promotores
PtufA y PtufB.

Para crear este mutante PDC+ADH+LDH-, las siguientes 3 secuencias de nucleétidos fueron amplificadas mediante
PCR:

- laregion homdloga flanqueante 5’ seguida de una casete de resistencia a cloranfenicol fue amplificada con
los cebadores EG31F y EG32R (ver la lista a continuacion) usando pDR-LDHdel como plantilla
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- la secuencia P-PDC-P-ADH fue amplificada con los cebadores EG33F y EG34R (ver la lista a continuacion)
usando pl3-P-PDC-P-ADH como plantilla

- la regién homologa flanqueante 3’ fue amplificada con los cebadores EG35F y EG36R (ver la lista a
continuacion) usando pDR-LDHdel como plantilla

Lista de cebadores:

EG31F SEQIDNO:5 5-TTCCCCGCCTGGGTATCACGTC-3

EG32R SEQIDNO:6 5-CTCGGATCCTTCACAGTTCTCCGCCCCCTCC-3’

EG33F SEQIDNO:7 5-GAGGGATCCGTCGGGTGTCGAGCATCGTGATC-3’

EG34R SEQIDNO:8 5-CCTCCTGCAGTTGTTTTTGCAATAAACAAAAACAAAAAAACCCCC-3
EG35F SEQIDNO:9 5-GAGACTGCAGTGGAACGAGCAGGTGCGCGCC-3’

EG36R SEQID NO: 10 5-ACGCGTGAGCAAAGGGCGGCG-3’

El producto de ligacién de estos 3 amplicones se usd para transformar D. radiodurans para obtener el mutante
PDC+ADH+LDH- (Figura 8). Los transformantes fueron seleccionados para resistencia de cloranfenicol. La
eliminacion parcial del gen LDH, la inserciéon gendmica del gen de resistencia a cloranfenicol y los genes ZmPDC y
ZmADH se controlaron usando los cebadores apropiados. Se seleccionaron dos clones integrantes de cruce doble
denominados 18-06/1-1y 18-06/1-3 para el analisis de metabolitos (Tablas 1y 4).

Ejemplo 4. Recombinantes de Deinococcus radiodurans R1: actividad de alcohol deshidrogenasa

Determinamos la produccion de aldehido y la actividad de ADH con un ensayo colorimétrico segun Conway y
colaboradores (1987b) en diferentes recombinantes transformados con plasmidos que tienen los genes ZmPDC y
ZmADH. Este ensayo se basa en la formacion de una base de Schiff violeta tras interaccion del acetaldehido
producido por ADH a partir de etanol y un colorante leuco. Tal como se muestra en la Figura 6, los recombinantes de
esta invencion se colorean de violeta tras 2-3 horas de incubacion a 37°C en placas de agar LB suplementado con
etanol, pararosanilina y bisulfito sédico. Esta coloracion demuestra una actividad de ADH en todos los clones de los
recombinantes transformados con el plasmido pl3-DR-P-PDC-P-ADH o pl3-DR-P-PDCtag-P-ADHtag. En estos
recombinantes, la transcripcion del gen ZmADH se controlé mediante el promotor tufB.

Ejemplo 5. Recombinantes de Deinococcus radiodurans R1: produccion de metabolitos.
Se analizaron los metabolitos producidos por los recombinantes de la invencion.

Pudimos detectar un cambio en los metabolitos producidos por los recombinantes de esta invencion (p.gj., los clones
24-03/4-2, 03-04/4-1, 03-04/4-2), en comparacion con el natural o el recombinante de control transformado con el
vector de imitacion de cadena principal pl3 (ver las Tablas 2-5). En particular, se detectd una produccién de etanol,
en diferentes condiciones de cultivo, mientras que la cepa progenitora no produce etanol.

Tabla 1: Nombre de los recombinantes

Cepa transformada Construccion replicativa o integrativa Nombre de los clones
D. radiodurans R1 No hay construccion 24-03/1-2
03-04/1-1
20-04/1-2
D. radiodurans R1 pDR-LDHdel 03-04/8-1
03-04/11-2
D. radiodurans R1 pl3 24-03/2-2
03-04/2-1
20-04/3-1
D. radiodurans R1 pl3-DR-P-PDCtag-ADHtag 24-03/4-2
24-03/5-2
D. radiodurans R1 pl3-DR-P-PDC-ADH 20-04/4-3
20-04/5-4
D. radiodurans R1 pl3-DR-P-PDCtag-P-ADHtag 03-04/5-1
03-04/6-1
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Cepa transformada Construccion replicativa o integrativa Nombre de los clones
D. radiodurans R1 pl3-DR-P-PDC-P-ADH 03-04/4-1
03-04/4-2
D. radiodurans R1 Productos de PCR 18-06/1-1
18-06/1-3

Tabla 2: Recombinantes de Deinococcus radiodurans R1: produccion de metabolitos en Medio Complejo de
Glucosa (“CM”) en condiciones de cultivo de aerobiosis

Cepa Clon

Produccion de acido (g/L)

Glucosa
Etanol consumida

Succinato | Acetato Lactato (%)* (g/L)
Drad R1 WT 24-03/1-2 0,43 0,21 0 0 0
Drad R1 plI3 24-03/2-2 0,43 0,23 0 0 0,6
Drad R1 pl3 DR-P-PDCtag-ADH tag | 24-03/4-2 0,31 0,17 0 0,005 1,2
Drad R1 WT 03-04/1-1 0,42 0,2 0 0 0
Drad R1 pl3 03-04/2-1 0,37 0,2 0 0 0,9
Drad R1 pl3 DR-P-PDC-P-ADH 03-04/4-1 0,25 0,14 0 0,016 0,2
Drad R1 pI3 DR-P-PDC-P-ADH 03-04/4-2 0,27 0,14 0,02 0,016 0,2
Drad R1 pl3 DR-P-PDCtag-P-ADH | 03-04/5-1 0,29 0,11 0 0,006 0,4
tag
Drad R1 pl3 DR-P-PDCtag-P-ADH | 03-04/6-1 0,33 0,14 0 0,006 0,3
tag
Drad R1 pDR-LDHdel 0,28 0,18 0 0 0,4
Drad R1 pDR-LDHdel 0,33 0,39 0 0 0

* % de etanol designa g de etanol por g de medio de cultivo (es decir, tipicamente 1% de etanol = 1 g de etanol / 100
g de medio = 10 g de etanol/L).

Para cada clon, los cultivos se llevan a cabo por triplicado.

Tabla 3: Recombinantes de Deinococcus radiodurans R1: produccion de metabolitos en Medio Complejo de
Glucosa (“CM”) en condiciones de cultivo de aerobiosis

Produccién de acido (g/L)

succinato  acetato lactato etanol (%)  glucosa consumida (g/L)
Drad R1 natural 0,66 0,64 0 0 3,13
Drad R1 pl3 (plasmido vacio) 0,53 0,41 0 0 1,77
Drad R1 pl3 DR-P-PDC-ADH 0,46 0,51 0 0,005 1,8
Drad R1 pl3 DR-P-PDC-ADH 0,49 0,5 0 0,006 1,85

Para cada clon, los cultivos se llevan a cabo por triplicado.

Tabla 4: Recombinantes de Deinococcus radiodurans integrativa R1: produccion de metabolitos en Medio
Complejo de Glucosa (“CM”) en condiciones de cultivo de aerobiosis

Produccién de acido (g/L)

succinato  acetato lactato etanol (%)  glucosa consumida (g/L)
Drad R1 natural 0,44 0,53 0,32 0 0,55
Drad R1 CamR PDC+ADH+LDH- 0,46 0,55 0 0,026 0,6
Drad R1 CamR PDC+ADH+LDH- 0,4 0,4 0 0,026 1,08

Para cada clon, los cultivos se llevan a cabo por triplicado.
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Tabla 5: Recombinantes de Deinococcus radiodurans R1: producciéon de metabolitos en Medio Definido de
Sacarosa (“DM”) en condiciones de cultivo de aerobiosis

Produccioén de acido (g/L)

succinato acetato lactato formiato etanol (%)
Drad R1 natural 0,02 0,11 0,03 0,04 0
Drad R1 pl3 0,02 0,11 0,03 0,04 0
Drad R1 pl3 DR-P-PDC-P-ADH 0 0 0 0 0,009
Drad R1 pl3 DR-P-PDC-P-ADH 0,02 0,13 0 0 0,012
Drad R1 pl3 DR-P-PDCtag-P-ADHtag 0,01 0,17 0,07 0 0,007
Drad R1 pl3 DR-P-PDCtag-P-ADHtag 0 0,05 0 0 0,007

Por tanto, estos resultados demuestran que la produccién de etanol puede ser inducida o incrementada en bacterias
resistentes a estrés disefiando nuevas rutas metabdlicas. Los resultados muestran ademas que las cepas con
defecto de LDH son viables, y que la inactivacion de dicho gen aumenta adicionalmente la produccién de etanol en
las bacterias de la invencion. Asimismo, los resultados demuestran que las cepas pueden usar diferentes tipos de
sustratos y ser cultivadas en diferentes tipos de medio de cultivo para producir etanol.

De esta manera, las cepas recombinantes de esta invencion combinan las ventajas de la resistencia a estrés, las
condiciones de cultivo, la aceptacion de sustrato y la producciéon de metabolitos.

13



10

15

20

25

30

35

40

ES 2642 795 T3

Bibliografia

Anderson AW, Nordon HC, Cain RF, Parrish G, Duggan D (1956) Studies on a radio-resistant micrococcus. I.
Isolation, morphology, cultural characteristics, and resistance to gamma radiation. Food Technol. 10, 575-578

Brau B y Sahm H (1986) Cloning and expression of the structural gene for pyruvate decarboxylase of Zymomonas
mobilis in Escherichia coli. Arch Microbiol. 144, 296-301

Chandra Raj K, Ingram LO, Maupin-Furlow JA. (2001) Pyruvate decarboxylase: a key enzyme for the oxidative
metabolism of lactic acid by Acefobacter pasteurianus. Arch Microbiol. 176, 443-451

Conway T, Osman YA, Konnan JI, Hoffmann EM, Ingram LO (1987a) Promoter and nucleotide sequences of the
Zymomonas mobilis pyruvate decarboxylase. J Bacteriol 169, 949-954

Conway T, Sewell GW, Osman YA, Ingram LO (1987b) Cloning and sequencing of the alcohol dehydrogenase Il
gene from Zymomonas mobilis. J Bacteriol. 169, 2591-2597

Coquelle N, Fioravanti E, Weik M, Vellieux F, Madern D (2007) Activity, stability and structural studies of lactate
dehydrogenases adapted to extreme thermal environments. J Mol Biol 374, 547-562

Daly MJ, Ouyang L, Fuchs P, Minton KW (1994) In vivo damage and recA-dependent repair of plasmid and
chromosomal DNA in the radiation-resistant bacterium Deinococcus radiodurans. J Bacteriol. 176, 3508-3517

Ingram LO, Conway T, Clark DP, Sewell GW, Preston JF (1987) Genetic engineering of ethanol production in
Escherichia coli. Appl Environ Microbiol. 53, 2420-2425

Lecointe F, Coste G, Sommer S, Bailone A (2004) Vectors for regulated gene expression in the radioresistant
bacterium Deinococcus radiodurans. Gene 336, 25-35

Liu S, Dien BS, Nichols NN, Bischoff KM, Hughes SR, Cotta MA. (2007) Coexpression of pyruvate decarboxylase
and alcohol dehydrogenase genes in Lactobacillus brevis. FEMS Microbiol Lett. 274, 291-297

Lowe SE y Zeikus JG (1992) Purification and characterization of pyruvate decarboxylase from Sarcina ventriculi. J
Gen Microbiol. 138, 803-807

Masters Cl y Minton KW (1992) Promoter probe and shuttle plasmids for Deinococcus radiodurans. Plasmid 28, 258-
261

Meima R y Lidstrom ME (2000) Characterization of the minimal replicon of a cryptic Deinococcus radiodurans SARK
plasmid and development of versatile Escherichia coli-D. radiodurans shuttle vectors. Appl Environ Microbiol. 66,
3856-3867

Meima R, Rothfuss HM, Gewin L, Lidstrom ME (2001) Promoter cloning in the radioresistant bacterium Deinococcus
radiodurans. J Bacteriol. 183, 3169-3175

Narumi | y Watanabe H (1996) Sequence analysis of the L-lactate dehydrogenase-encoding gene of Deinococcus
radiodurans, a suitable mesophilic counterpart for Thermus. Gene 172, 117-119

Neale AD, Scopes RK, Wettenhall RE, Hoogenraad NJ. (1987) Nucleotide sequence of the pyruvate decarboxylase
gene from Zymomonas mobilis. Nucleic Acids Res. 15, 1753-1761

Raj KC, Talarico LA, Ingram LO, Maupin-Furlow JA. (2002) Cloning and characterization of the Zymobacter palmae
pyruvate decarboxylase gene (pdc) and comparison to bacterial homologues. Appl Environ Microbiol. 68, 2869-
2876

Talarico LA, Gil MA, Yomano LP, Ingram LO, Maupin-Furlow JA. (2005) Construction and expression of an ethanol
production operon in Gram-positive bacteria. Microbiol. 151, 4023-4031

14



10

15

20

25

30

<110> DEINOVE

ES 2642 795 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Bacterias recombinantes y sus usos para producir etanol

<130> B881PC

<160> 10

<170> PatentIn versioén 3.3

<210> 1
<211> 537
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Genoma de D. radiodurans R1_ Secuencias de 5'

<400> 1
ttececegect

gecegtttet
cgggatcgat
cggcgegegg
ggtgggegge
cgattecaac
cgatocecate
cggcacceac
ggtgggcege
<210> 2

<211> 615
<212> ADN

gggtatcacg
teggtteceg
ttetegeect
ctgeggeteg
gtcacgcega
aggetetegy
acggggcetge
ccgeagggeg

agegeggtge

<213> secuencia artificial

<220>

tcccegeeag
getetteoeet
cgtcegttgea
cccacgtgac
tcatgcoega
ggotgatecyg
tegacgegge
cgctggaaca

cggtgctgtyg

agccgetetg
ttecggegea
cgeccttgaa
cgacgeccge
ccoggggetyg
cgacggtgag
ccgggegtgg
cttttteate

cgtgcecteg

<223> Genoma de D. radiodurans R1_ Secuencias de 3'

<400> 2
tggaacgage

atecgagggca
geegtgetge
gtgagcctca
aagctgaceg
aagcagcagc
tagactgget

tgatccecgget

aggtgegege
agegggecac
gtgaccgeceg
gcctgecegeg
gogacgagea
tcggectgtg
gtgectegea

ggegcaggeyg

caaaatcgat
ctactacgge
cgecgtectg
tgtegtgggce
acagaagcetg
acgccgacgce
cogcacaaey

ggecgggcag

gagggeaceo
ateggegegyg
accgtecagtg
cgtcaggggg
gaacagagtg
tccagacegt
acgacgeaga

tggggattct

tacctteggg
ggttttcage
gtggcgegga
geggtggcegyg
ctgcaaacge
gaaagegage
ggegeggace
ggeageageg

ggagcacaca

geaacgeege
cgetegeeag
cgccgaceee
tgctgtccac
ccggagtget
ctacggcgag
aataggegeg

ggaactcacg

15

gcatgaccea
gactgetggt
cccgotttee
ctccegacgt
tcgaagacge
tgetegtegg
tgategtggt
ccgagaagcet

gatgaaa

cgecageate
catcacegag
cgaatacgge
cctgcaccee
gegeggoette
gcgcagceege
ggcggcacge

cgeggtgaaa

&0

120

180

240

300

360

420

480

537

60

120

180

240

300

360

420

480
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agggcaccca ggggacgccc gocgagegge aggecgagtg cgtggeggeg gecegectga

tggacctgag ctggegegge caactcggge tgoccgatgg ggaactegee gacacgecgca

cctttgetea

<210> 3
<211> 1707
<212> ADN

cgegt

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de acido nucleico de gen ZmPDC

<400> 3
atgagttata

cacttegeag
aacatggagc
gctegtgeca
tttgatgcta
ccgaacaaca
tatcactatc
ccggaagaag
ceggtttate
gcaagcgcat
gaaaccctga
cgegeagetg
gctaccatgg
tecatggggtyg
atcegetetgyg
cctaagaaac
agcegteeate
gcattggact
cegagbgete
aacacgacgqg
cogaacggtg
gccgccttcg
ggttecttec
atcatettet

tacaacaaca

ctgteggtac
tegegggega
aggtttattg
aaggagoage
teggtggege
atgatcacge
agttggaaat
ctcecggctaa
tegaaatege
tgttcaatga
aattcatcge
gtgctgaaga
ctgctgeaaa
aagtcagcta
ctectgtett
tggttetege
tgaaagacta
tcttcaaatce
cgttggtcaa
ttattgctga
ctegegttga
gttatgecegt
agctgacgge
tgatcaataa

tcaagaactg

ctatttageg
ctacaaccete
ctgtaacgaa
agcagecegte
ctatgcagaa
tgctggteac
ggccaagaac
aatcgatcac
ttgeaacatt
cgaagccagc
caaccgegac
agectgetgte
aagcttctte
tcecgggegtt
caacgactac
tgaacegegt
tetgaccegt
cctcaatgca
cgcagaaatc
aaccggtgac
atatgaaatyg
cggtgctccg
teaggaagtce
ctatggttac

ggattatgec

gageggettg
gtecttottg
ctgaactgcg
gttacctaca
aaccttccgg
gtgttgcate
atcacggeceg
gtgattaaaa
gettecatge
gacgaagctt
aaagttgecyg
aaatttgetyg
ccagaagaaa
gaaaagacga
tecaccacty
tetgtegteg
ttggctcaga
ggtgaactga
geccgtcagg
tettggttea
cagtggggte
gaacgtcgca
gectcagatgg
accatcgaag

ggtctgatgg

tacagattgg
acaacctget
gtttcagtge
gagteggtge
ttatcctgat
acgctcttgy
ccgctgaage
ctgctcttcg
cectgegeege
ctttgaatge
tectegtegyg
atgetetegy
acccgecatta
tgaaagaage
gttggacgga
ttaacggeat
aagtttccaa
agaaagccgce
tegaagetet
atgctcageg
acattggttg
acatcctcat
ttegeetgaa
ttatgateca

aagtgttcaa

16

tctecaageat
tttgaacaaa
agaaggttat
gettteagea
cteeggtget
caaaaccgac
gatttacace
tgagaagaaqg
tectggaceg
agcggttgaa
cagcaagetg
tggcgeagtt
catcggcace
cgatgeggtt
tattcetgat
tegettocee
gaaaaccggt
teceggetgat
tetgacoceg
catgaagcte
gtecgttect
ggttggtgat
actgeeggtt
tgatggteeg

cggtaacggt

540

600

615

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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ggttatgaca gcggtgetgg taaaggcctg aaggetaaaa ccggtggega actggeagaa

gctatcaagg
cgtgaagact
cgtaagcctg
<210>4

<211> 1152
<212> ADN

ttgetetgge
gcactgaaga

ttaacaagct

<213> secuencia artificial

<220>

aaacaccgac ggeccaaccee tgategaatg ctteateggt

attggtcaaa tggggtaage gegttgetge cgecaacage

cctctag

<223> Secuencia de acido nucleico de gen ZmADH I

<400> 4
atggcttett

aaagcaatca
ttcatgaaca
aattctgetg
cttaagatce
catgactgeg
gaaggtatcg
ggtacggett
atggccattg
gttggtatge
gaagettatt
tccatgatcg
gaagctatgg
tatgtccatg
aacgctgtte
aaagacgttg
gaagccaccea
acecgagetyg
gettgtgete
agegcetttet

<210> 5
<211> 22
<212> ADN

caacttttta
aggatcttaa
aatceggtgt
tttatgatgg
tgaaggataa
ccaaagceat
acaaatctaa
ctgaaatgac
ttgacegtea
caaaaggcct
ctteaacgge
ctaagaatct
cttatgecceca
ctatggctca
tgettecgea
gtgttgectat
ttecaggetgt
gtgetaagaa
tgaccaacce

aa

<213> secuencia artificial

<220>

<223> EG31F

<400> 5

ttcccegect gggtatcacg tc

<210> 6

tattecttte
cggcagcggc
tgtgaageag
cgttatgeeg
caattcagac
cgetetggte
gaaacctgee
gegtttetge
cgttacceeg
gaccgeegee
agctacteeg
gaagaccgct
attcecteget
ccagttggge
tgttetgget
gggtctcegat
tegegatetyg
agaagatgtg

gegtecagggt

22

gtcaacgaaa
tttaaaaatg
gttgctgace
aacccgactg
ttegtecatet
gecaaccaatg
etgectttga
atcatcactg
atggttteeg
accggtatgg
atcaccgatg
tgcgacaacg
ggtatggcect
ggttactaca
tataacgect
atcgecaate
getgetteca
cegettettg

gatcagaaag

tgggegaagyg
cgctgatcgt
tgttgaaage
ttacegeagt
cecteggtagg
gtggtgaagt
tgtcaatcaa
atgaagtceg
tecaacgatee
atgctctgac
cttgegettt
gtaaggatat
tcaacaacgce
acctgccgea
ctgtegttge
teggtgataa
ttggtattee
ctgaccacge

aagttgaaga

17

ttegettgaa
ttctgatget
acagggtatt
tetggaagge
tggtteteec
caaagactac
cacgacgget
tecacgttaag
tetgttgatg
ccacgeattt
gaaagcaget
gceggetegt
ttcgettggt
tggtgtetge
tggtegtctg
agaaggcegea
agcaaacctg
tctgaaagat

actctteoctg

1560

1620

1680

1707

60

120

180

249

200

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1152
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<211> 31
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> EG32R

<400> 6
ctcggatcct tcacagttct ccgeccecte ¢ 31

<210>7

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> EG33F

<400>7
gagggatccg tcgggtgtcg agcatcgtga tc 32

<210> 8

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> EG34R

<400> 8
cctectgceag ttgtttttgc aataaacaaa aacaaaaaaa ccccc

<210>9

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> EG35F

<400> 9
gagactgcag tggaacgagc aggtgcgcgce ¢ 31

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> EG36R

<400> 10
acgcgtgagc aaagggcggce g 21

45

18
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria Deinococcus recombinante que comprende un acido nucleico recombinante que codifica una
piruvato descarboxilasa (PDC) y una alcohol deshidrogenasa (ADH), estando integrada dicha construccion de acido
nucleico recombinante en el genoma de la bacteria.

2. La bacteria de la reivindicacion 1, en donde los acidos nucleicos de PDC y ADH se ubican en la misma
construccién de operoén.

3. La bacteria de la reivindicacion 1 6 2, en donde los acidos nucleicos de PDC y ADH proceden de Zymomonas.

4. La bacteria de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha bacteria tiene un genoma modificado
que contiene un gen de lactato deshidrogenasa (LDH) inactivo.

5. La bacteria de la reivindicacion 4, en donde el gen ha sido eliminado, total o parcialmente, y no codifica una
proteina funcional.

6. La bacteria de la reivindicacion 4 6 5, en donde el gen de LDH ha sido inactivado en dicha bacteria o en un
ancestro de la misma mediante recombinacién homdloga, reemplazamiento génico, o mutagénesis dirigida.

7. La bacteria de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el genoma de dicha bacteria carece
de al menos 589 nucledtidos consecutivos del gen de LDH.

8. La bacteria de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la bacteria se selecciona entre D.
radiodurans, D. geothermalis, D. murrayi, D. cellulosilyticus o D. deserti, preferiblemente una bacteria Deinococcus
termofilica.

9. Un método para producir etanol que comprende cultivar una bacteria de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8
en presencia de un sustrato apropiado, y recolectar el etanol.

10. El método de la reivindicacion 9, en donde el cultivo se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente
40°C o mas, en condiciones de pH acido, y/o en presencia de etanol.

11. El uso de una bacteria de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para producir etanol, preferiblemente a una
temperatura de aproximadamente 40°C o mas, o en condiciones de cultivo de pH acido.

12. Un método para producir una bacteria Deinococcus recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8, método que comprende:

- Proporcionar una bacteria Deinococcus que tiene la capacidad de reestructurar su genoma, total o
parcialmente, cuando es alterada por un tratamiento destructor de células que dafia el ADN;

- Introducir en dicha bacteria Deinococcus seleccionada, una molécula de acido nucleico recombinante que
codifica una PDC y una ADH,;

- Opcionalmente, tratar adicionalmente la bacteria para inactivar el gen de LDH y elegir una bacteria que
tiene un gen de LDH inactivado.
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(a) Coordenadas gendmicas de D. radiodurans R1: 2362359 a 2362895

TTCCCCGCCTGGGTATCACGTCCCCGCCAGAGCCGCTCTGTACCTTCGGGGCATGACCCA
GCCCGTTTCTTCGGTTCCCGGCTCTTCCCTTTCCGGCGCAGGTTTTCAGCGACTGCTGGT
CGGGATCGATTTICTCGCCCTCGTCGTTGCACGCCCTITGAAGTGGCGCGGACCCGCTTTCC
CGGCGCGCGECTGCGGCTCGCCCACGTGACCGACGCCCGCECGGTGGCEGGCTCCCGALCGT
GGTGGGCGGCGTICACGCCGATCATGCCCGACCCGGEGCTGCTGCARACGCTCGRAGACGC
CGATTCCAACCGGCTCTCGGGGCTGATCCGCGACGGTGAGCGAAAGCGAGCTGCTCGTICGG
CGATCCCATCACGGGGCTGCTCGACGCGGCCCEGGCETGGEGCGCGGACCTGATCGTGGT
CGGCACCCACCCGCAGGGCGCGCTGGAACACTTTTTCATCGGCAGCAGCGCCGAGRAAGCT
GGTGGGCCGCACCGCGETGCCGGTGCTGTGCGTGCCCTCGCGAGCACACAGAT GARA

(b) Coordenadas gendmicas de D. radiodurans R1: 2363484 a 2364098

TGGRACGAGCAGGTGCGCGCCARAAATCGATGAGGGCACCCGCARCGCCGCCGCCAGCATCATCG
AGGGCAAGCGGGCCACCTACTACGGCATCGGCGCGGCGCTCGCCCGCATCACCGAGGCCGTGCT
GCGTGACCGCCGCGCCGTCCTGACCGTCAGTGCGCCGACCCCCGAATACGGCGTGAGCCTCAGC
CTGCCGCGTGTCGTGGGCCGTCAGGGGGTGCTGTCCACCCTGCACCCCAAGCTGACCGGCGACG
AGCAACAGAAGCTGGAACAGAGTGCCGGGGTGCTGCGCGGCTTCARGCAGCAGCTCGGLCTGTG
ACGCCGACGCTCCAGACCGTCTACGGCGAGGCGCAGCCGCTCGACTGGCTGTGCCTCGCCCCCC
ACCCCGACGACGCCGAAATCGGCGCGGGLCEGGCACGCTGATCCGGCTGGCGCAGGCGEGCCGEGEE
AGTGGGGATTCTIGGAACTCACGCGCGGTGAAAAGGCGCACCCAGGGGACGCCCGLCGAGCGGCAG
GCCGAGTGCGTCGCGGCGGCCCGCCTGATGGACCTCGAGCTGGCGCGGCCAACTCGGGCTGCCCG
ATGGGGAACTCGCCGACACGCCGCCCTTTGCTCACGLGT

Figura 2

21



ES 2642 795 T3

L-Lactato
deshidrogenasa

DR 236% Region diana de ADN genomico de Deinococcus
/ radiodurans natural (cromosoma |)

pDR-LDHde

i Doble cruce

Figura 3

22



ES 2 642 795 T3

Figura 4
Secuencias de ZmPDC (a) vy ZmADH Il (b)

(a) Coordenadas gendmicas de Zymomonas mobilis subsp. Mobilis ZM4: 1375111
a 1373405

ATGAGTTATACTGTCGGTACCTATTTAGCGGAGCGGCTTGTCCAGATTGGTCTCARGCATCACTTCGCAG
TCGCGGGCGACTACRACCTCGTCCTICTTIGACAACCTGCTTTITGAACAARARACATGCAGCAGGTTTATTIGC
CTGTRACGAACTGAACTGCGGTTTCAGTGCAGAAGGTTATGCTCGTGCCARAGGCGCAGCAGCRAGCCGTC
GTTACCTACAGCGTCGGTGCGUTTTCCGCATTTGATGCTATCGGTGGCGCCTATGCAGAARACCTTCCGG
TTATCCTGATCTCCGGTGCTCCGAACAACAATGATCACGCTGCTGGTCACGTGTTGCATCACGCTCTTGG
CAAANCCGACTATCACTATCAGTTGGARATGGCCAAGAACATCACGGCCGCCGCTGAAGCGATTTACACC
CCGGRAGAAGCTCCGGCTARAATCGATCACGTGATTARAACTGCTCTTCGTGAGARGARGCCGGTTTATC
TCGARATCGCTTGCAACATTGCTTCCATGCCCTGCGLCGCTCCTGGACCGGCARGCGCATTIGTTCAATGR
CGAAGCCAGCGACGAAGCTTCTTTGAATGCAGCGGTTGAAGARACCCTGAAATTCATCGCCAACCGCGAC
ARAGTTGCCGTCCTCGTCGGCAGCAAGCTGCGCGCACCTGGTGCTGAAGAAGCTGCTGTCAAATTTGCTG
ATGCTCTCGGTGGCGCAGTTGCTACCATGGCTGCTGCAAARAGCTTCTTCCCAGAAGARARCCCGCATTA
CATCGG ACCTCATGGGGTGAAGTCAGCTATCCGGGCGTTGAARAGACGATGARAGAAGCCGATGCGGTT
ATCGCTCTGGCTCCTGTCTITCAACGACTACTCCACCACTGGTTGGACGGATATTCCTGATCCTAAGAAAC
TGGTTCTCGCTGAACCGCGTTCTGTCGTCGTTAACGGCATTCGCTTCCCCAGCGTUCATCTGARAGACTA
TCTGACCCGTTTGGCTCAGARAGTTTCCARGARAACCGGTGCATTGGACTTCTTCARATCCCTCARTGCA
GETGRACTGAAGAAAGCCGCTCCGGCTGATCCGAGTGCTCCCTTGGTCAACGCAGAAATCGCCCGTCAGG
TCGARGCTCTTCTCGACCCCGAACACGACGGTTATTGCTGARACCGGTGACTCTTGGTTCAATGCTCAGCG
CATGRAGCTCCCGAACGGTGCTCGCGT TGRATATGAAATGCAGTGGGGTCACATTGGT TGGTCCGTTCCT
GCCGCCTTCGGTTATGCCGTCEGTGCTCCGGARCGTCGCAACATCCTCATGGTTGGTGATGGTTCCTTCC
AGCTGACGGCTCAGGAAGTCGCTCAGATGGTTCGCCTGAAARCTGCCGGTTATCATCTTCTTGATCAATAA
CTATGGTTACACCATCGAAGTTATGATCCATGATGGTCCGTACAACARCATCARGAACTGGGATTATGCC
GGTCTGATGGAAGTGTTCAACGGTAACGETGGTTATGACAGCGGTGCTGGTAARGGCCTGAAGGCTARAR
CCGGTGGUCAACTCGCAGAAGC TATCAAGETTGCTCTCCCAAACACCCACGGCCCAACCCTGATCGAATG
CTTCATCGGTCGTGAAGACTGCACTGARGRATTGGTCAAATCGGGTAAGCGCEGTTGCTGCCGCCARCAGC

CGTAAGCCTGTTAACAAGCTCCTCTAG
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Figura 4 - continuacion

(b) Coordenadas genémicas de Zymomonas mobilis subsp. Mobilis ZM4: 1634679
a 1635830

ATGGCTTCTTCAACTTTTTATATTCCTTTCGTCARCGAAATGGGCGAACGTTCGCTTGAARAAGCAATCA
AGGATCTTAACGGCAGCGGCTTTARARATGCGCTIGATCGTITICTGATGCITTCATGARCARATCCGGTGT
TCTGAAGCAGGTTGCTGACCTGTTGAAAGCACAGGCTATTAATTCTGCTGTTTATGATGGCGTTATGCCG
ARCCCGACTGTTACCGCAGTTCTGGAAGGCCT TAAGATCCTGAAGGATAACAATTCAGACTTCGTCATCT
CCCTCGGTGGTGGTTCTCCCCATGACTGCGCCARAGCCATCGCTCTGGTCGCAACCAATGGTGGTGAAGT
CAAAGACTACGAAGGTATCGACAAATCTAAGAARACCTGCCCTGCCTITGATGTCAATCAACACGACGGCT
GGTACGGCTTCTGAAATGACGCGTTTCTGCATCATCACTGATGAAGTCCGTCACGTTAAGATGGCCATTG
TTGACCGTCACGTTACCCCGATGGTTTCCGTCAACGATCCTCTGTTGATGGTTGGTATGCCAAAAGGCCT
GACCGCCGCCACCGGTATGGATGCTCTGACCCACGCATTTGAAGCTTATTCTTCAACGGCAGCTACTCCG
ATCACCGATGCTTGCGCTTTGARAGCAGCTTCCATGATCGCTAAGAAT CTGAAGACCGCTTGCGACAACG
GTAAGGATATGCCGGCTCGTGAAGCTATGGCTTATGCCCAATTCCTCGCTGGTATGGCCTTCAACRAACGC
TTCCCTTGGTTATGTCCATGCTATCCCTCACCACTTCCGCGCTTACTACARCCTGCCGCATCGTCTCTGC
ARCGCTGTTCTGCTTCCGCATGTTCTGGCTTATAACGCCTCTGTCGTTGCTGGTCGTCTGRRRAGACGTTG
GIGTTGCTATGGGTCTCGATATCGCCAATCTCGGTGATAAAGARGGCGCAGAAGCCACCATTICAGGCTGT
TCGCGATCTGGCTGCTTCCATTGGTATTCCAGCAAACCTGACCGAGCTGGGTGCTAAGAAAGAAGATGTG
CCGCTTCTTGCTGACCACGCTCTGARAGATGCTTGTGCTCTGACCAACCCGCGTCAGGGTGAT CAGAAAG
AAGTTGAAGAACTCTTCCTGAGCGCTTTCTAA

24



ES 2642 795 T3

BamHl PiufA $§& 34
operon T‘e‘n‘;n
(a) ‘—21\\ wPoc ——™| ZnDH = (b)
% #
\\‘ ,,’
N ’4'
S BwHl & 7
Anpe X o
E. i i D, rad,
e pl3 {Masters and Mintcn, 1892) 2
Cam? IG'
— I
D.rad
RES
Ptufa, [AGESL
DOETON Tem
118
A ZnPDC ™ ZmADH
E. ol -P- . rad.
Al pl3-DR-P-PDCADH ‘;;I
Cam* el
L& =
D. rad.
BamHl  PlufA [0 Sal
T&etm Tenén
% i
(C) % ZnPOC |—Ii{ Al |—-7-/ (d)
N\ “
= o
N -
Y BemHl SR
—p & of
E.ond i D et
L pI3 (Masters andMinton, 1952) e
Cam® B
D. rad.
Pruf Fruf®
Tarm Torm
55 118
A F'?vauc I-I?zmppn
E wi -DR-P-| -, D.rad.
GE‘,"‘ pI3-DR-P-PDCP-ADH O;I
I Camr él
L— 1
D.rad.
Figura 5

25

EamH|

Pufh tag

apemn | Tem

I 116
\Tr_)| mPDe = ZndH =

.
A -
g .
" ’

\ .

BamH| sl

\ /

Amp®

D rad

pl3 (Masters and Minten, 1992) P

V_lél

E wi

BamH|

E o
ORl

Cam*
L eams
D rad.

His oy
RES
Phuih o e @
Term

I opemn ol

sngs }-E>| ZFnC

= zniok

pI3-DR-P-PDCtag-ADHtag iy

Prufa

|I’em|
a5
PDC ZmiiH
0 ;
‘\
.
N

Carf

I_IGI
L—_1 ¢

D. rad.
Hi Eals

" B 20 s
Temn

118 f

~, -
~ P
N +

‘5
= BamHl Sl i

Xe of

A

pl3 (Masters and Mintan, 1992) DDr:‘fJ.

Cam® Ilélp
D rad

His o
5 pug ]
ITe Term
0% (A1}
ImaDH

Phufd
A l—I'_i EmFDC

pl3-DR-P-POCtag-P-ADH1ag

l_|é|
C; F
am .
. rad.

D rad.




ES 2 642 795 T3

a b
Oradfpi3-DR-P-POC-P-ADH Drad/pi2-DR-P-POCHAE-P-ADHag
{clone 03-04/4-2) v {clone 03-04f6-1}
I
2 3
b = LT
£3 e5 I3
' i &3
g s it
: g
=y 2
Drad/pts Dradfpi3
fclone 03-04/2-1) {elone 05-04/2-1)
Figura 6
Glucosa
Y
Idh vV opDe _ ADH
Lactato <—— Piruvato — 2 Acetaldehido ——> Etanol
4
Acetil-CoA
W
Acetato
Figura 7

26

Oradf/H 20

{tione 03-04/1-1}



ES 2642 795 T3

PD. rad. BamHl  BamH  PLfA PtufB Psi

Pt
Term Term
85 116
—{ s Came ZmPOC ZmADH

PD.rad BarmHI PIUA PiufB Pstl

Tem Tem

[ | |9 85 116
— iR cew | [ zmpoc =T zmani = 3R f—

Figura 8

27



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

