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DESCRIPCION
Nuevas enzimas de metanol deshidrogenasas procedentes de Bacillus

La presente invencion se refiere a enzimas metanol deshidrogenasas (MDH) desconocidas previamente
identificadas en bacterias metilotréficas, y se refiere en particular a nuevos genes que codifican MDH identificados
en Bacillus methanolicus MGA3 y Bacillus methanolicus PB1. La invencion se basa en el sorprendente hallazgo de
que existen multiples isoformas de MEDH en esas cepas de B. methanolicus que se diferencias en sus propiedades
bioquimicas. Dichos nuevos genes que codifican isoformas de MDH previamente desconocidas se pueden utilizar en
la modificacién genética de microorganismos huésped, por ejemplo, en el contexto de la utilizacion de metanol y/u
otros compuestos C1 como sustrato de crecimiento. Por lo tanto, se pueden utilizar los nuevos genes/enzimas para
introducir o modificar, por ejemplo, hacer posible/aumentar la actividad de MDH en un microorganismo huésped.

Los microorganismos metilotréficos pueden utilizar fuentes de un carbono (C1) tales como el metano y metanol
como Unica fuente de energia y la generacion de biomasa y existe una variedad de enzimas y rutas diferentes para
el metabolismo de C1 entre los metilotréficos. Se han aislado varios bacilos termotolerantes Gram-positivos con la
capacidad para crecer en metanol a temperaturas hasta de 60 °C y se han clasificado como Bacillus methanolicus.
El B. methanolicus es un denominado metilétrofo restringido que implica que puede utilizar pocas fuentes
multicarbono para la energia y el crecimiento. El interés cientifico en esos organismos se ha enfocado
principalmente a su potencial como factorias celulares para la produccion industrial de aminoacidos, sobre todo L-
lisina, y L-glutamato, a partir de metanol a temperaturas elevadas, pero también se ha propuesto su uso potencial
como huéspedes para la produccion de otros productos utiles, que incluyen vitaminas, citocromos, coenzimas y
proteinas recombinantes.

El B. methanolicus MGA3 (ATCC 53907) se aislo originalmente de muestras de suelo en Minnesota (Schendel,
Bremmon y col. (1990) Appl Environ Microbiol 56(4): 963-970) y ha sido la cepa modelo principal utilizada para la
modificacion metabolica de esta bacteria (Brautaset, Jakobsen y col. (2007) Appl Microbiol Biotechnol 74(1): 22-34;
Jakobsen, Brautaset y col. (2009) Appl Environ Microbiol 75(3): 652-661; Brautaset, Jakobsen y col. (2010) Appl
Microbiol Biotechnol 87(3): 951-964). El B. methanolicus tiene varios rasgos unicos incluyendo un metanol
deshidrogenasa dependiente de NAD (MDH) para la oxidacion del metanol (de Vries, Arfman y col. (1992) J
Bacteriol 174(16): 5346-5353; Arfman, Hektor y col. (1997) Eur J Biochem 244(2): 426-433; Hektor, Kloosterman y
col. (2002) J Biol Chem 277(49): 46966-46973). La actividad de la metanol deshidrogenasa (MDH) es un atributo
clave para el crecimiento metil6trofo y esta implicado en la primera etapa de la fermentacion del metanol, a saber, la
oxidacion de metanol a formaldehido. El formaldehido es un intermediario en el metabolismo del metanol y la
detoxicacion de este metabolito toxico celular por tanto, es muy importante. El formaldehido se puede asimilar
mediante la ruta RuMP. También se ha propuesto una ruta desemejante para la conversion directa del formaldehido
en CO;. Se asume que las rutas desemejantes son importantes para la generacion de energia total en las células al
crecer en metanol. Junto con la ruta RuMP, las rutas desemejantes también pueden tener papeles en la regulacion
del formaldehido por debajo de niveles toxicos en las células. Por lo tanto, la oxidacion eficaz del metanol y la
asimilacion concomitante del formaldehido es de importancia crucial para el crecimiento y flujo de energia en el
metabolismo primario y para la produccion de productos deseados. Ademas, todo esto se tiene que sopesar
cuidadosamente con el fin de asegurar la conversion eficaz de metanol y al mismo tiempo evitar la acumulacion
toxica de formaldehido en las células. A este respecto, la MDH tiene un papel crucial en la metilotrofia bacteriana.

Las MDH bacterianas se pueden dividir en grupos de acuerdo con sus mecanismos de reaccion y el uso de un
cofactor(es). Las mas estudiadas son las quinoproteina MDH dependientes de dos subunidades pirroloquinolina
quinona (PQQ), que se encuentra ampliamente en las bacterias metilotréficas Gram-negativas. Los metilétrofos
Gram-positivos codifican comunmente metanol deshidrogenasas dependientes de NAD(P)* y ademas de la MDH de
la cepa MGA3 expuesta anteriormente, se ha identificado una MDH dependiente de NAD* en otra cepa de B.
methanolicus, la cepa C1 (Vonck, Arfman y col (1991) J Biol Chem 266(6): 3949-3954; de Vries, Arfman y col. (1992)
J Bacteriol 174(16): 5346-5353). La MDH de B. methanolicus presenta una similitud de secuencia primaria con las
alcohol deshidrogenasas que contienen hierro, y por lo tanto se ha clasificado en la familia 1l de alcohol
deshidrogenasas dependientes de NAD. La enzima esta compuesta de diez subunidades idénticas que contiene
cada una, una molécula de NAD(H) unida fuertemente, pero no covalentemente ademas de un ion Zn?* y 1-2 iones
Mg?*.

Se ha descubierto que la metilotrofia en B. methanolicus MGA3 es dependiente de plasmidos e implica el
reclutamiento concertado de genes plasmidicos y cromosomicos. Los trabajos en B. methanolicus MGA 3 han
identificado un plasmido pBM19 que alberga mdh y cinco genes de la ruta RuMP; la cura del pBM19 da como
resultado la pérdida de capacidad para crecer en metanol (Brautaset y col. (2004) J Bacteriol 186(5): 1229-1238). En
el trabajo que se lleva a cabo en la presente invencion, y que no se habia informado previamente, se ha presentado
un plasmido analogo correspondiente, denominado pBM20, en el modelo alternativo de cepa PB1 (NCIMB 13113)
fisioldgicamente muy diferente.

Se ha demostrado que las enzimas MDH dependientes de NAD se activan cataliticamente por la proteina activadora
Act que se clasifica dentro de la familia nudix hidrolasa.
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La oxidaciéon del metanol es un cuello de botella principal en los intentos para modificar la metilotrofia en
microorganismos huéspedes. Ademas, incluso en el contexto de microorganismos huéspedes que son metilotroficos
naturales, por ejemplo, B. methanolicus, la modificacion de la actividad o expresion de MDH puede ser beneficiosa
para mejorar el crecimiento y/o rendimiento de los productos deseados. Por lo tanto existe una continua necesidad
de enzimas MDH, y en particular nuevos genes mdh que se puedan utilizar para modificacién genética de
microorganismos, especialmente dichos genes que codifican nuevas enzimas que tienen propiedades alteradas o
mejoradas con respecto a las enzimas MDH de la técnica, por ejemplo, con actividad o estabilidad mejoradas, o que
pueden ser de alguna manera beneficiosas para su uso en la modificacion genética de huéspedes deseados.

En vista de entender mejor la fisiologia de la célula huésped metilotréfica de B. methanolicus, los presentes
inventores han secuenciado el genoma de la MGA3 y la cepa PB1 de tipo silvestre alternativa. Sorprendentemente,
en el curso de la secuenciacion se ha descubierto que ambas cepas poseen multiples isoformas de MDH; en ambas
cepas se han identificado tres genes que codifican tres proteinas MDH dependientes de NAD diferentes. Por lo
tanto, en B. methanolicus MGA3, ademas del gen mdh-MGA3 que codifica el plasmido informado previamente, se
han identificado dos genes nuevos, que se denominan en el presente documento mdh2-MGA3 y mdh3-MGA3. De
manera interesante, estos nuevos genes mdh estan localizados en el cromosoma. En el B. methanolicus PB1, se
han identificado tres nuevos genes, denominados en el presente documento mdh-PB1, mdh1-PB1 y mdh2-PB1, el
primero albergado en el plasmido (en el plasmido pBM20) y los dos ultimos cromosdmicos. Todos estos genes se
han expresado recombinantemente, se han purificado y caracterizado bioquimicamente in vitro. Aunque presentan
algunas similitudes, esta claro que estas enzimas MDH diferentes pueden tener diferentes propiedades, que
incluyen su actividad Basandose en estos estudios, y en particular en el analisis de secuencias, se han identificado
dos sub-familias de MDH diferentes.

La primera sub-familia incluye el gen mdh albergado en el plasmido descrito previamente de la cepa MGA3 (mdh-
MGAZ3), y dos genes de la cepa PB1, mdh-PB1 y mdh1-PB1 (siendo el mdh-PB1 el albergado en el plasmido y
siendo el mdh1-PB1 cromosomico) y se identifica en el presente documento como la “familia tipo mdh/mdh1”. La
segunda sub-familia incluye los nuevos genes cromosémicos mdh2-MGA3, mdh3-MGA3 y mdh2-PB1 y se identifica
en el presente documento como la “familia tipo mdh2/mdh3”. Es esta Ultima familia la que forma el objeto de la
presente invencion.

Los miembros de la familia tipo mdh2/mdh3 tienen al menos un 90 % de identidad de secuencia entre ellas a nivel
de ADN (véase la Figura 1) y a nivel de secuencia de aminoacidos con respecto a las proteinas codificadas (véase
la Figura 2). En particular, las secuencias codificantes de mdh2-MGA3 (SEQ ID NO: 1) y mdh3-MGAS3 (SEQ ID NO:
3) comparten un 96 % de identidad de secuencia de ADN vy los polipéptidos deducidos Mdh2-MGA3 (SEQ ID NO: 2)
y Mdh3-MGA3 (SEQ ID NO: 4) comparten el 96 % de identidad de aminoacidos (véase la Figura 2B). El polipéptido
deducido Mdh2-PB1 (SEQ ID NO: 6) es un 91 % idéntica al polipéptido deducido Mdh2-MGAS3 (SEQ ID NO: 2) y un
92 % idéntica al polipéptido deducido Mdh3-MGA3 (SEQ ID NO: 4) (véase la Figura 2B).

Por otra parte, la identidad de secuencia entre los miembros de las dos sub-familias diferentes es mucho menos, en
la region del 60-68 %. Por ejemplo la secuencia codificante mdh2-MGA3 (SEQ ID NO: 1) es un 65 % idéntica a la
secuencia codificante mdh-MGAS3 (SEQ ID NO: 7) y el polipéptido deducido Mdh2-MGA3 (SEQ ID NO: 2) es un 61 %
idéntico al polipéptido deducido Mdh-MGA3 (SEQ ID NO: 8). La secuencia codificante del gen mdh3-MGAS3 (SEQ ID
NO: 3) es un 66 % idéntica a la secuencia codificante de mdh-MGA3 (SEQ ID NO: 7) y el polipéptido deducido Mdh3
(SEQ ID NO: 4) es un 62 % idéntico al Mdh-MGAS3 (SEQ ID NO: 8).

Como se ha sefialado anteriormente, los estudios de caracterizacion bioquimica han revelado diferencias entre las
enzimas MDH de la familia tipo mdh2/mdh3 y las de la familia tipo mdh/mdh1. Por ejemplo, Mdh3-MGA3 (SEQ ID
NO: 4) y Mdh2-PB1 (SEQ ID NO: 6) tienen una termoestabilidad mejorada. También se han observado diferencias
en la especificidad de sustrato y en el nivel de actividad sobre diferentes sustratos alcohdlicos. Esto abre la
posibilidad de la utilizacion de dichas enzimas en la oxidacion de diferentes alcoholes (por ejemplo, etanol o
propanol) y no solo el metanol.

También se han llevado a cabo estudios para expresar los genes de manera heteréloga en diferentes huéspedes no
metilotréficos. Estos estudios establecen la utilidad de las nuevas secuencias de la familia tipo mdh2/mdh3 de la
invencion en la modificacion genética de una variedad de diferentes células huéspedes para introducir una actividad
MDH y de esta manera hacer posible la utilizacién de metanol. Se ha propuesto que la presente invencion tiene una
aplicabilidad amplia en tanto que se han implicado diferentes células huéspedes y en los estudios descritos en el
presente documento se han utilizado dos cepas bacterianas huéspedes bien caracterizadas biotecnolégicamente y
muy diversas filogenéticamente, es decir, la Gram-negativa Escherichia coli, y el Bacillus subtilis Gram-positivo, y
cada uno de los microorganismos huéspedes modificados genéticamente han demostrado que presentan un
aumento de la actividad de MDH cuando se modifican para que expresen las nuevas enzimas MDH de la presente
invencion, especificamente enzimas de la familia tipo mdh2/mdh3 de B. methanolicus MGA3 y B. methanolicus PB1.

Notablemente, los resultados que se presentan en el presente documento presentan que diferentes enzimas
particulares pueden presentar una actividad mejorada en diferentes huéspedes. Por ejemplo, para la expresion de la
actividad de MDH en el huésped E. coli, el Mdh2-MGA3 (SEQ ID NO: 1) daba los mejores resultados. La eleccion de
la enzima MDH también puede depender de las circunstancias de la expresion y la naturaleza precisa de la célula
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huésped y/o las condiciones de cultivo, por ejemplo, si se co-expresa un gen act particular. Por lo tanto, las nuevas
enzimas de la invencion y sus secuencias codificantes proporcionan ventajosamente un nuevo repertorio expandido
de enzimas MDH y moléculas de acido nucleico codificantes para su uso en la oxidacion de alcoholes, incluyendo el
metanol, y en particular para su uso en la modificacion genética de células huésped, (por ejemplo, para la
produccion de células huésped recombinantes), por ejemplo, para introducir o modificar la actividad de alcohol
deshidrogenasa en una célula huésped, particularmente la actividad MDH, o para introducir la metilotrofia en una
célula huésped. Como se describe adicionalmente posteriormente, las moléculas de acido nucleico que codifican las
nuevas enzimas de la presente invencién se pueden utilizar solas o en combinacion.

En consecuencia, en un primer aspecto de la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico,
particularmente una molécula de acido nucleico, que codifica un polipéptido (o proteina) que tiene una actividad
alcohol deshidrogenasa, en particular, actividad metanol deshidrogenasa, que comprende o tiene (por ejemplo, que
consiste en) una secuencia de nucleotidos seleccionadas de entre el grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucleétidos como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO: 1 (mdh2-MGA3), 3 (mdh3-
MGAZ3), o 5 (mdh2-PB1);

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, mas particularmente al
menos un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad de secuencia, con una secuencia de nucleétido que
se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 3 0 5;

(iii) una secuencia de nucledtido que estd degenerada con respecto a una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos de SEQ ID NO: 10 5;

(iv) una secuencia de nucleotidos que es una parte de la secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID
NO: 1, 3 0 5 o0 de una secuencia de nucleétidos que esta degenerada con una secuencia de SEQ ID NO: 1, 3 o
5.

(v) una secuencia de nucledtidos que codifica todo o parte de un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se
expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2 (Mdh2-MGA3), 4 (Mdh3-MGAS3) o 6 (Mdh2-PB1); y

(vi) una secuencia de nucleétidos que codifica todo o parte de un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos un 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos que se expone en una
cualquiera de las SEQ ID NO: 2,4 0 6;

o0 una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementario con la
secuencia de nucleotidos de uno cualquiera de (i) a (vi).

En un aspecto adicional de la presente invenciéon proporciona un polipéptido que tienen actividad alcohol
deshidrogenasa, en particular actividad metanol deshidrogenasa, y que comprende o tiene (por ejemplo, que
consiste en) una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

(i) todo o parte de una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4 o 6;

y

(i) todo o parte de una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia,
preferentemente al menos un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad de secuencia como se expone
en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion permiten ventajosamente la introduccion o modificacion de
alcohol deshidrogenasa, y en particular actividad MDH en un microorganismo huésped. Esto se puede conseguir
modificando el microorganismo para que exprese una o mas moléculas de acido nucleico de la invencién. Como se
ha sefialado anteriormente, dichas moléculas de acido nucleico se pueden obtener, o derivar de los genes mdh de
las cepas de B. methanolicus, en particular las cepas MGA3 y PB1. En una realizacién particular, se pueden utilizar
en combinacion moléculas de acido nucleico que codifican o se derivan de moléculas de acido nucleico que
codifican diferentes enzimas MDH (por ejemplo, isoenzimas diferentes, o enzimas de diferentes cepas, o variantes
polipeptidicas diferentes, etc.). Por lo tanto, se pueden co-expresar dos o mas moléculas de acido nucleico
diferentes.

La presente invencion proporciona por lo tanto un procedimiento para introducir o modificar la actividad MDH en un
microorganismo huésped, expresando en dicho microorganismo una o mas moléculas de acido nucleico de la
invencion. En particular, la molécula de acido nucleico puede ser heterdloga, o no nativa del microorganismo
huésped. Se puede expresar bajo el control de un promotor nativo o no nativo.

En consecuencia, en otro aspecto mas la presenta invencién proporciona un procedimiento para introducir o
modificar la actividad alcohol deshidrogenasa, y en particular la actividad MDH, en un microorganismo huésped,
comprendiendo dicho procedimiento la introduccién de dicho microorganismo una molécula de acido nucleico de la
invencion como se ha definido anteriormente en el presente documento y cultivando dicho microorganismo en
condiciones en las que se exprese dicha molécula de acido nucleico.

Se vera que en este aspecto, la invencion también puede ser para proporcionar un procedimiento para producir un
polipéptido que tenga actividad alcohol deshidrogenasa, y en particular actividad MDH, comprendiendo dicho
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procedimiento la introduccién en un microorganismo huésped de una molécula de acido nucleico de la invencion
como se ha definido anteriormente en el presente documento y cultivar dicho microorganismo en condiciones en las
que se produzca dicho polipéptido. EI microorganismo huésped puede ser un microorganismo que no posee
actividad MDH nativamente (por ejemplo, en su tipo silvestre) (es decir, no tiene o posee una MDH enddégena), y por
lo tanto en dicha realizacién la invencion proporciona la introduccion de la actividad MDH en un huésped. En una
vista alternativa, en dicha realizacién el huésped se puede modificar para introducir la capacidad de convertir el
metanol en formaldehido, o en otras palabras para modificar un huésped para permitir la etapa inicial de la utilizacion
de una fuente de carbono C1, particularmente la utilizacion del metanol.

En una realizacion alternativa el microorganismo huésped puede tener o poseer una enzima MDH enddgena, y el
procedimiento de la invencién puede por lo tanto implicar la modificaciéon de la actividad MDH en dicho huésped
introduciendo una molécula de acido nucleico que codifica mas enzima MDH o adicional, que puede por ejemplo ser
heterdloga respecto al huésped. También se engloba la sobre-expresion de la actividad MDH en un microorganismo
huésped introduciendo en dicho microorganismo una molécula de acido nucleico que codifique una enzima MDH
nativa (es decir, en el que la molécula de acido nucleico introducida codifica una enzima MDH enddgena).

El microorganismo huésped modificado se puede cultivar o desarrollar utilizando cualquier fuente de carbono como
sustrato incluyendo pero sin limitarse a metanol o un alcohol mas alto. Un procedimiento de la invencién puede por
tanto en una realizacion comprender el cultivo o desarrollo de un microorganismo huésped que contiene una o mas
moléculas de acido nucleico que codifica una MDH introducido exdgenamente como se define en el presente
documento.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona un microorganismo huésped en el que se ha introducido una
molécula de acido nucleico de la invencién como se ha definido anteriormente en el presente documento, en el que
dicha molécula de acido nucleico esta unida operativamente con una secuencia de control de la expresion
heterdloga (es decir, una secuencia de control de la expresion heteréloga respecto a la molécula de acido nucleico
de la invencién, o un vector como se describe posteriormente en el presente documento.

En este aspecto de la invencion, la secuencia de nucledtidos que codifican el polipéptido de la alcohol
deshidrogenasa (por ejemplo, MDH) también puede ser heterélogo respecto al microorganismo huésped. La
molécula de acido nucleico introducida también puede comprender adicionalmente alguna otra secuencia heteréloga
respecto al huésped (por ejemplo, un vector o secuencia marcadora. En el caso de un microorganismo huésped que
expresa enddogenamente una enzima alcohol deshidrogenasa, el huésped modificado se puede distinguir del
huésped no modificado porque contiene una copia adicional de la molécula de acido nucleico que codifica el
polipéptido de alcohol deshidrogenasa. En otras palabras puede contener mas copias de la secuencia de
nucleétidos codificante que un huésped no modificado.

Como se ha mencionado anteriormente, las moléculas de acido nucleico que codifican las nuevas enzimas MDH de
la presente invencion se puede obtener, por ejemplo, aislar o clonar, a partir de B. methanolicus, en particular las
cepas MGA3 y PB1. Por lo tanto, la enzima MDH puede ser Mdh2 o Mdh3 de MGA3 (SEQ ID NO: 2 o 4,
respectivamente), o Mdh2 de PB1 (SEQ ID NO: 6). Sin embargo, ademas de las secuencias especificas nativas (“de
tipo silvestre”) que se indican anteriormente, también se incluyen variantes de estas secuencias que tengan al
menos un 909 % de identidad de secuencia de nucledtidos con las mismas y que mantengan la actividad alcohol
deshidrogenasa, y particularmente MDH. Dichas variantes pueden incluir variantes naturales, por ejemplo, diferentes
variantes que pueden existir en las cepas de la naturaleza o que se pueden obtener de otras cepas de B.
methanolicus, y que codifican polipéptidos MDH que son funcionalmente equivalentes a los polipéptidos MDH de las
SEQ ID NO: 2, 4 0 6. De manera alternativa, las variantes pueden ser sintéticas o variantes artificiales, por ejemplo,
que se obtienen o derivan por modificacion (por ejemplo, una mutacion) de las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 2, 4 o0 6 o las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID NO: 1, 3 0 5. Como se sefiala anteriormente se
pueden utilizar combinaciones de dos o mas moléculas de acido nucleico diferentes que codifiquen un polipéptido
que tenga actividad alcohol deshidrogenasa, como se define en el presente documento, o complementarias de las
mismas. Las modificaciones se pueden seleccionar basandose en una actividad metanol deshidrogenasa de la
variante correspondiente o alternativamente se puede construir basandose en algoritmos de disefio proteico
utilizando estructuras o modelos moleculares para predecir la actividad enzimatica mejorada.

El polipéptido MDH de la presente invencion puede incluir también un polipéptido codificado por un fragmento (una
parte) de la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1, 3 0 5, o puede comprender o consistir en un fragmento
(o una parte) de la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, 4 o 6. Una “parte” de una secuencia de
nucledtidos o de aminoacidos de la invencién puede incluir o comprender al menos un 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % o mas de nucledtidos o aminoacidos
contiguos de la secuencia.

El microorganismo huésped puede ser cualquier microorganismo adecuado. Puede ser cualquier organismo
procariota, pero particularmente sera una bacteria. Se puede utilizar cualquier bacteria Gram-positiva o Gram-
negativa, pero se puede hacer una mencidon particular a las siguientes clases o géneros: Escherichia,
Corynebacterium y Bacillus. Los microorganismos huésped representativos incluyen E. coli, B. subtilis y C.
glutamicum. Como se ha sefalado anteriormente, se pueden utilizar también B. methanolicus u otros
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microorganismos huésped metilotréficos, por ejemplo, Methylomonas, Methylobacillus, Methylobacterium,
Methylophilus o Methylococcus. Sin embargo, la presente invenciéon no se limita a estos microorganismos y se
extiende a cualquier microbio huésped.

El C. glutamicum es una bacteria con forma de bastén, no patégeno y Gram-positivo. Crece en condiciones
aerodbicas y anaerobicas y es auxotrofo para biotina. El C. glutamicum es capaz de crecer sobre una variedad de
sustratos como fuentes de carbono y energia Unicas o combinadas. Entre los sustratos metabolizados hay azucares
como glucosa, fructosa o sacarosa y acidos organicos tales como L-lactato y acetato. Ademas, el C. glutamicum es
capaz de crecer en etanol como unica fuente de carbono. Se utiliza ampliamente para la produccién industrial a gran
escala de los aminoacidos L-glutamato y L-lisina. Recientes estudios de modificacion metabdlica han demostrado
que C. glutamicum también es capaz de producir una variedad de otros compuestos de interés comercial, por
ejemplo, otros L-aminoacidos, D-aminoacidos, diaminas tales como cadaverina o putrescina, acidos organicos tales
como succinato y biocombustibles tales como etanol o isobutanol.

De acuerdo con la presente invencion, una o mas moléculas de acido nucleico de la invencion pueden expresarse
en el microorganismo huésped, incluyendo en particular al menos una molécula de acido nucleico heterdloga (es
decir, una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que es heterdloga respecto al
huésped), y en particular que comprenden una secuencia heteréloga que codifica un polipéptido MDH. Por lo tanto,
el microorganismo huésped puede modificarse para que exprese una o mas copias de una molécula de acido
nucleico o de manera alternativa se pueden modificar para que exprese una o mas copias de varias moléculas del
acido nucleico de la invencion diferentes.

Por lo tanto, el microorganismo que esta modificado (o “manipulado”) para que exprese MDH de acuerdo con la
presente invencion contendra una molécula de acido nucleico que codifica MDH introducida exdgenamente como se
define en el presente documento. En otras palabras, el microorganismo se puede transformar con dicha molécula de
acido nucleico que codifica MDH y puede considerarse como un microorganismo transgénico o recombinante. Como
se ha sefialado anteriormente, la molécula de acido nucleico puede codificar una enzima MDH que es homdloga o
heterdéloga (es decir, nativa o no nativa) respecto a ese huésped. Por lo tanto, se puede introducir una copia
adicional (o mas) de un gen que es nativo respecto al huésped. La molécula de acido nucleico que se introduce
puede comprender una secuencia de nucleétidos derivada del gen nativo, o de una fuente diferente.

La MDH puede expresarse en combinacion con toras enzimas para permitir nuevas actuaciones del microorganismo.

“Expresion” como se utiliza en el presente documento se refiere a la transcripcién de una secuencia de nucleétidos
en un ARNm y la traduccién posterior de dicho ARNm en un producto polipeptidico.

Como se hace referencia en el presente documento, “sobre-expresion” significa que la expresion de la secuencia de
nucledtidos estd aumentada en comparacion, o respecto al, nivel de expresibn que se produce en un
microorganismo que no se ha modificado con respecto a la invencién. La expresion se puede considerar en términos
de la cantidad de producto polipeptidico (por ejemplo, enzima MDH) producido, que se puede determinar por
cualquier procedimiento conveniente conocido en la técnica. Por ejemplo, la expresion se puede determinar
midiendo la actividad proteica (es decir, la actividad del polipéptido MDH expresado). De manera alternativa, la
cantidad de proteina producida se puede medir para determinar el nivel de expresion, por ejemplo trasferencia de
Western u otros sistemas de detecciéon de anticuerpos o ademas por cualquier procedimiento de evaluacién o
cuantificacién proteica. También se puede utilizar la PCR en tiempo real. El ensayo puede ser un ensayo in vivo o in
vitro.

La actividad se puede determinando la actividad de la alcohol deshidrogenasa por procedimientos conocidos en la
técnica y se describe en la bibliografia, por ejemplo como se detalla en los Ejemplos posteriores. La actividad de
MDH de una proteina codificada puede catalizar, por ejemplo, la conversion de metanol a formaldehido y dicha
actividad se define en el presente documento como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 mmol de NADH
por minuto para lo que se pueden utilizar distintos alcoholes como sustrato, por ejemplo, etanol, metanol, propanol,
butanol, pentanol, hexanol, isopropanol y 1,3-propanodiol. Las actividades de la alcohol deshidrogenasa se puede
medir espectrofotométricamente como se ha descrito previamente por Hektor y col. (2002; Chem 277(49): 46966-
46973).

Un polipéptido de alcohol deshidrogenasa se puede expresar, o sobre-expresar, por cualquier medio conocido en la
técnica, tal como introduciendo una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido MDH, por ejemplo, una copia de un gen nativo, por ejemplo que se expresa a partir de un
promotor mas fuerte o no regulado con respecto al gen nativo, y/o introduciendo multiples copias de una molécula de
acido nucleico que codifica MDH.

El microorganismo también se puede modificar para introducir elementos reguladores alternativos.

En una realizacion particular, una molécula de acido nucleico que codifica MDH se puede expresar a partir de un
promotor no nativo o heterélogo (es decir, un promotor que es heterélogo respecto a la secuencia de nucleétidos
que codifica MDH, es decir no es el promotor genético de MDH nativo) y particularmente un promotor fuerte, no
nativo o heterdlogo. Por lo tanto, en una realizacion particular, el gen que codifica MDH no se utiliza con su promotor
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nativo. Se puede introducir un gen que codifica MDH que esta bajo el control de un promotor no nativo. Como se
hace referencia en el presente documento, un promotor fuerte es el que expresa un gen a un alto nivel, o al menos a
un nivel mas alto que si se afectara por su promotor nativo. La expresion “promotor fuerte” es una expresion bien
conocida y que se utiliza ampliamente en la técnica y se conocen muchos promotores fuertes en la técnica, o se
pueden identificar por experimentacion de rutina. De manera alternativa, el promotor es un promotor mdh de B.
methanolicus. Sin embargo la eleccion del promotor no esta particularmente limitada.

De manera alternativa, se puede expresar un gen MDH utilizando un promotor nativo. La invencion engloba el uso
de un microorganismo que puede expresar de manera endégena un gen mdh o uno que no lo hace. En el caso del
primero, se pueden introducir una o mas copias adicionales del gen nativo o una variante del mismo o de otra MDH
o molécula de acido nucleico codificante, y estos se pueden introducir bajo el control de un promotor nativo o no
nativo. Con un promotor nativo se puede utilizar por ejemplo, un vector multi-copia. En el caso del ultimo, se
introduce una MDH (o molécula de acido nucleico codificante) que es heteréloga respecto de ese huésped, pero que
puede estar bajo el control de un promotor que es nativo o no nativo respecto al gen de MDH del que se deriva la
molécula de acido nucleico codificante.

Los procedimientos para introducir los genes o moléculas de acido nucleico se conocen bien en la técnica y se
describen ampliamente en la bibliografia y se puede utilizar cualquier procedimiento deseado. El gen (molécula de
acido nucleico) puede de esta manera introducirse utilizando un vector, que puede ser un vector de replicacion
auténoma o un vector que permita al gen (molécula de acido nucleico) que se integre en el genoma del huésped (por
ejemplo, en un cromosoma). El gen (molécula de acido nucleico) que se va a expresar puede por tanto introducirse
en un vector de expresion y el vector de expresion se puede introducir entonces en la célula huésped. Los
procedimientos para construir vectores de expresion y la introduccion de los mismos en células huésped se conocen
bien en la técnica. Convenientemente, el gen que codifica la MDH se puede introducir utilizando un vector plasmido
y se puede transformar un microorganismo huésped con el plasmido, por ejemplo, por electroporacién. La eleccion
del procedimiento puede depender del microorganismo que se utilice. Los procedimientos para la introduccion de
acidos nucleicos y vectores en los microorganismos se conocen bien y estan ampliamente descritos en la
bibliografia.

La molécula de acido nucleico codifica preferentemente un polipéptido o proteina que es una MDH o una parte de la
misma que tiene actividad MDH.

Preferentemente, la molécula de acido nucleico como se define en las partes (i) a (vi) anteriores codifica un
polipéptido o proteina que tiene o mantiene la funcién o actividad de propiedades del polipéptido MDH como se
define por las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se utilizan de manera intercambiable en el presente documento e incluye
cualquier longitud de cadena de aminoacidos (es decir, cualquier polimero u oligémero de aminoacidos).

Como se ha sefialado anteriormente, la invencion se extiende a partes o fragmentos funcionales de secuencias de
nucleétidos que se han definido anteriormente, por lo tanto significa partes o fragmentos que codifican una proteina
o polipéptido que tiene la misma o sustancialmente la misma o sustancialmente la misma actividad (por ejemplo,
actividad catalitica o enzimatica) que el polipéptido/proteina de longitud completa como se ha definido anteriormente.
Los ensayos para determinar si una proteina/polipéptido codificada por dicha parte o fragmento tiene la misma o
sustancialmente la misma actividad (por ejemplo, actividad catalitica o enzimatica) que el polipéptido/proteina de
longitud completa que se ha definido anteriormente que incluye los expuestos anteriormente. Normalmente, las
partes o fragmentos funcionales de las moléculas de acido nucleico solo tendran pequefias eliminaciones con
respecto a la molécula de acido nucleico de longitud completa, por ejemplo, eliminaciones de menos de 50, 40, 30,
20 o 10 nucledtidos, por ejemplo en el extremo 5 que codifican el extremo N de la proteina, el extremo 3’ que
codifica el extremo C de la proteina o internamente en la region codificante, aunque también se pueden llevar a cabo
eliminaciones mayores, por ejemplo, de al menos 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600 o 700
nucledétidos, o eliminaciones de menos de 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600 o 700 nucledtidos, si el
fragmento tiene la misma o sustancialmente la misma actividad (por ejemplo, actividad catalitica o enzimatica) que la
proteina de longitud completa que se ha definido anteriormente. La actividad de del polipéptido o proteina codificado
se puede ensayar facilmente para determinar si comparte la misma actividad que el polipéptido o proteina de
longitud completa, por ejemplo, como se ha expuesto anteriormente.

Las partes o fragmentos representativos pueden comprender al menos un 50 %, y preferentemente al menos un 60,
70, 75, 80, 85, 90 0 95 % de nucledtidos contiguos de las secuencias de nucleétidos que se exponen en SEQ ID NO:
1, 3 0 5. Los tamafios ejemplares de la parte o fragmento incluye al menos 620, 700, 800, 850, 900, 950, 1000,
1050, 1100 y 1150 nucledtidos.

Se pueden utilizar fragmentos mas cortos de la molécula de acido nucleico de la invencién como sondas, por
ejemplo para protocolos de PCR o hibridacion. Los fragmentos mas cortos pueden tener por ejemplo 10-30, 20-25
nucledtidos de longitud. Dichas sondas son utiles en protocolos para identificar moléculas de acido nucleico
adicionales que comparten homologia con moléculas de acido nucleico de la invencion.
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La expresion “molécula de acido nucleico” como se utiliza en el presente documento se refiere a un polimero de
ARN o ADN que es de cadena sencilla o doble, que incluye opcionalmente bases sintéticas, no naturales o
alteradas. Ejemplos de dichos polinucleétidos incluyen ADNc, ADN gendmico y dsARN, inter alia. Preferentemente,
la molécula de acido nucleico es ADN. Aunque las secuencias de acido nucleico a las que se hace referencia en el
presente documento comprenden nucleétidos timidina (“t”), se entendera que la invencion también se refiere a las
secuencias correspondientes en las que la timidina esta remplazada por uridina (“u”).

Como se ha sefialado anteriormente, la invencion incluye moléculas de acido nucleico que son variantes de las
moléculas de acido nucleico de las SEQ ID NO: 1, 3 o 5, particularmente variantes funcionalmente equivalentes. Las
moléculas de acido nucleico “variantes” por tanto pueden tener cambios de nucledtido Unicos o multiples en
comparacion con las moléculas de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, 3 o 5. Por ejemplo, las variantes pueden tener
1, 2, 3, 4 0 5 0 mas adiciones, sustituciones, inserciones o eliminaciones de nucledtidos.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una proteina (o polipéptido) que tiene una alcohol
deshidrogenasa, particularmente actividad MDH, como se ha definido anteriormente en el presente documento.

La proteina o polipéptido preferentemente es una MDH o una parte de la misma que tiene actividad MDH. Mas
particularmente, la parte mantienen la funcion o actividad de propiedades de la MDH de la que se deriva (como se
define en referencia a las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4 0 6).

La proteina o polipéptido se puede definir alternativamente en referencia a las secuencias de acido nucleico
codificantes ya que dicha proteina o polipéptido de la invencién puede codificarse por cualquiera de las moléculas de
acido nucleico de la invenciéon, como se ha descrito anteriormente.

La invencion se extiende a partes o fragmentos funcionales de las moléculas de proteina de longitud completa, por
lo que se quiere decir partes o fragmentos que tienen la misma o sustancialmente la misma actividad que las
proteinas de longitud completa como se ha definido anteriormente, es decir, se deberian considerar variantes
funcionalmente equivalentes. Como se ha sefialado en otra parte del presente documento, la actividad se puede
ensayar de distintas formas de manera directa. Normalmente estos fragmentos funcionales tendran solo
eliminaciones pequefias con respecto a la molécula de proteina de longitud completa, por ejemplo, de menos de 50,
40, 30, 20 o 10 aminoacidos, aunque como se ha sefialado anteriormente en conexién con las moléculas de acido
nucleico, pueden ser apropiadas eliminaciones mayores, por ejemplo, de hasta 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200
aminoacidos o al menos 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 aminoacidos. En todos los casos, los fragmentos deberian
tener la misma o sustancialmente la misma actividad que las proteinas de longitud completa como se ha definido
anteriormente, es decir, se deberian considerar que son variantes funcionalmente equivalentes. Estas eliminaciones
pueden ser en el extremo N, el extremo C o pueden ser eliminaciones internas.

Las partes o fragmentos representativos pueden comprender al menos un 50 %, y preferentemente al menos un 60,
70, 75, 80, 85, 90 0 95 % de aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos como se expone en las SEQ ID
NO: 2,4 0 6.

El polipéptido de la invencion como se ha definido anteriormente incluye por tanto variantes de las secuencias de
SEQ ID NO: 2, 4 o 6, por ejemplo, secuencias que tienen ciertos niveles de identidad de secuencia con las
secuencias expuestas. Dichas variantes podrian ser variantes de origen natural, tal como proteinas u homoélogos
comparables que se encuentran en otras especies o mas particularmente variantes encontradas en otros
microorganismos, (que comparten las propiedades funcionales de la proteina codificada como se ha definido en otra
parte del presente documento).

Las variantes de los polipéptidos de origen natural como se define en el presente documento también se pueden
generar sintéticamente, por ejemplo, utilizando técnicas de biologia molecular convencionales que se conocen en la
técnica, por ejemplo, técnicas de mutagénesis convencional tales como mutagénesis aleatorias dirigidas al sitio (por
ejemplo utilizando transposicién genética o PCR tendente a error). Dichas técnicas de mutagénesis se pueden
utilizar para desarrollar enzimas que tienen propiedades cataliticas mejoradas o diferentes.

También se pueden utilizar derivados de los polipéptidos como se define en el presente documento. Por derivado se
quiere decir un polipéptido como se ha descrito anteriormente o una variante del mismo que en vez de aminoacidos
de origen natural, contiene un analogo estructural de ese aminoacido. La derivaciéon o modificacion (por ejemplo,
marcado, glicosilacién, metilacion de los aminoacidos de la proteina) también se puede producir a condiciéon de que
la funcién de la proteina no se afecta de manera adversa.

“Andlogo estructural” quiere decir un aminoacido no convencional. Ejemplos de dichos aminoacidos no
convencionales o analogos estructurales que se pueden utilizar son aminoacidos D, isoésteres amida (tal como N-
metil amida, amida retro-inversa, tioamida, tioéster, fosfonato, cetometileno, hidroximetileno, fluorovinilo, (E)-vinilo,
metilenoamino, metilenotio o alcano), L-N metil aminoacidos, D-a-metil aminoacidos, D-N-metil aminoacidos.

La identidad de secuencia se puede evaluar por cualquier procedimiento conveniente. Sin embargo, para determinar
el grado de identidad de secuencia entre secuencias, pueden ser utiles los programas de computadora que hacen
multiples alineamientos de secuencias, por ejemplo, Clustal W (Thompson y col., (1994) Nucleic Acids Res., 22:
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4673-4680). Programas que comparan y alinean pares de secuencias como ALIGN (Myers y col., (1988) CABIOS, 4:
11-17), FASTA (Pearson y col., (1988) PNAS, 85:2444-2448; Pearson (1990), Methods Enzymol., 183: 63-98) y
también son utiles para este fin BLAST con huecos (Altschul y col., (1997) Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402).
Ademas, el servidor del Instituto Europeo de Bioinformatica ofrece alineamientos basados en la estructura de
secuencias proteicas (Holm (1993) J. Mol. Biol., 233: 123-38; Holm (1995) Trends Biochem. Sci., 20: 478-480; Holm
(1998) Nucleic Acid Res., 26: 316-9).

Se pueden determinar multiples alineamientos de secuencia y calculos del porcentaje de identidad utilizando los
parametros de referencia de BLAST, (utilizando secuencias de todos los organismos disponibles, matriz Blosum 62,
costes de huecos: existencia 11, extension 1). De manera alternativa se puede utilizar el siguiente programa:
Programa: Align Plus 4, version 4.10 (Sci Ed Central Clone Manager Professional Suite). Comparacion de ADN:
Comparacion global, matriz de Valoracion Lineal Estandar, penalizacion de no coincidencia = 2, penalizacion de
hueco abierto = 4, penalizacion de hueco extendido = 1. Comparaciéon de aminoacidos: comparacion global, matriz
de valoracion BLOSUM 62.

Una realizacion adicional de la invencién proporciona una construccion, por ejemplo, una construcciéon recombinante
que comprende una molécula de acido nucleico de la invencién, como se define en el presente documento, unida
operativamente a una secuencia de control de la expresion heteréloga. En este contexto se entendera que la
secuencia de control de la expresion sera heterdloga (es decir, no nativa) respecto a la molécula de acido nucleico,
mas particularmente heterdloga respecto a la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de alcohol
deshidrogenasa. A este respecto cuando la secuencia de nucledtidos codificante no es una secuencia de origen
natural, la secuencia de control de la expresion sera heterdloga respecto a la secuencia de nucledétidos de la que se
deriva. Como se ha sefalado anteriormente, se pueden utilizar combinaciones de diferentes moléculas de acido
nucleico.

Dicha secuencia de control de la expresiéon sera normalmente un promotor. En consecuencia la construccion
comprendera preferentemente un promotor no nativo, particularmente un promotor no nativo fuerte. Opcionalmente,
la construccién puede contener adicionalmente uno o mas genes adicionales, y/o una o mas secuencias reguladoras
adecuadas. El uno o mas genes opcionales pueden estar bajo el control del mismo promotor que la molécula de
acido nucleico que codifica MDH de la invencion. La una o mas secuencias reguladoras opcionales pueden ser
secuencias reguladoras no nativas (es decir no son nativas con respecto a la secuencia de nucleétidos codificante, o
secuencia de nucledtidos).

En el contexto de la presente invencion, la expresion “unida operativamente” se refiere a la asociacion de dos o mas
moléculas de acido nucleico en un fragmento de acido nucleico Unico de manera que la funcion de uno esta afectada
por el otro. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de
afectar la expresion de esa secuencia codificante (es decir, la secuencia codificante esta bajo el control
transcripcional del promotor). Las secuencias codificantes se pueden unir operativamente a secuencias reguladoras
en una orientacion en sentido o antisentido.

La expresion “secuencias reguladoras” se refiere a secuencias de nucledtidos localizadas corriente arriba
(secuencias no codificantes 5’), en, o corriente abajo (secuencias no codificantes 3’) de una secuencia codificante, y
que tienen influencia en la transcripcién, procesamiento o estabilidad del ARN, o traduccién de la secuencia
codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, operadores, amplificadores y
secuencias lideres de la traduccion. Como se utiliza en el presente documento, el término “promotor” se refiere a
una secuencia de nucledtidos capaz de controlar la expresion de una secuencia codificante o ARN. En general, una
secuencia codificante se localiza 3’ respecto a una secuencia promotora. Los promotores se pueden derivar en su
totalidad de un gen nativo, o estar compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes promotores que se
encuentran en la naturaleza, o incluso comprenden segmentos de nucledtidos sintéticos. Se reconoce
adicionalmente que como en la mayoria de los casos los limites de las secuencias reguladoras no han sido definidos
completamente, fragmentos de acido nucleico de diferentes longitudes pueden tener una actividad promotora
idéntica.

Una realizaciéon adicional de la invencion proporciona un vector que comprende una molécula de acido nucleico o
construccién como se define en el presente documento.

Mas particularmente, se pueden construir vectores que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico que
codifica MDH de la invencion (o construccion de la invencion). La eleccion del vector puede depender el
microorganismo huésped, el procedimiento que se utilizara para transformar las células huésped, el procedimiento
que se utiliza para la expresion proteica, o de otro uso del vector que se pretenda. El experto es bien consciente de
los elementos genéticos que deben estar presentes en un vector con el fin de transformar seleccionar y propagar
satisfactoriamente las células huésped que contienen la molécula de acido nucleico o construccidon que codifica
MDH de la invencidon. El experto también se dara cuenta de que diferentes eventos de transformacion
independientes daran como resultados diferentes niveles y patrones de expresion y por tanto de que puede ser
necesario explorar multiples eventos con el fin de obtener que las células presenten el nivel y patron de expresion
deseados. Dicha exploracion se puede conseguir, inter alia, por analisis de Southern de ADN, analisis de Northern
de la expresion de ARNm, analisis de Western de la expresion proteica.
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La invencién proporciona adicionalmente un microorganismo o huésped, que puede ser cualquier microorganismo
huésped como se ha expuesto anteriormente, por ejemplo, E. coli, B. subtilis y C. glutamicum, que contenga una o
mas de las moléculas de acido nucleico de la invencion, en el que al menos una de dichas moléculas de acido
nucleico esta unida operativamente a una secuencia de control de la expresién heteréloga (es decir, una secuencia
de control de la expresion heterdloga respecto a la molécula de acido nucleico de la invencion(), o vectores de la
invencion. Eh huésped se modifica genéticamente de manera que se introduce o se altera la expresiéon de MDH.
Esto se puede conseguir introduciendo una o mas copias de un acido nucleico que codifica MDH de la invencion
bajo el control de un promotor no nativo preferentemente fuerte. Por lo tanto, el material genético esta presente en el
microorganismo huésped pero no esta presente en el microorganismo de origen natural (es decir, hay material
genético exégeno presente).

En general, el material genético exdgeno se introduce utilizando el procedimiento de transformacion. La
transformacion implica normalmente un plasmido u otro vector que contendra también un gen capaz de la
identificacion de los microorganismos transformados satisfactoriamente, por ejemplo, un gen de resistencia a
antibioticos (por ejemplo contra ampicilina) o algun otro marcador. Otros procedimientos para seleccionar los
transformantes son conocidos por el experto e incluyen el uso de un vector sensible a la luz, un gen lux, que produce
colonias positivas que se iluminan en oscuridad. Otros vehiculos adecuados para la transformacién de bacterias
incluyen césmidos y moléculas de bacteriéfagos.

La invencion se describira ahora adicionalmente en referencia a los siguientes Ejemplos no limitantes.
En los Ejemplos se hace referencia a las siguientes Figuras:

Figura 1: Alineamiento de secuencia de nucleétidos de mdh-MGA3, mdh2-MGA3, mdh3-MGA3, mdh-PB1, mdh1-
PB1 y mdh2-PB1 de B. methanolicus.

Figura 2: (A) Alineamientos de secuencia primaria de las proteinas deducidas Mdh, Mdh2 y Mdh3 de B.
methanolicus MGA3, y Mdh, Mdh1 y Mdh2 de PB1. (B) Alineamientos de secuencia primaria de la sub-familia
mdh2/mdh3 (es decir, proteinas Mdh2 y Mdh3 de B. methanolicus MGA3 y Mdh2 de PB1).

Figura 3: Actividades cataliticas de Mdh (negro), Mdh2 (gris oscuro) y Mdh3 (gris claro) purificadas en distintos
alcoholes (200 mM) ensayadas in vitro. (A) Se analiz6 la especificidad de sustrato para las MDH de B.
methanolicus MGAS3 in vitro. Los sustratos alcohdlicos se utilizaron a concentraciones de 500 mM excepto para el
pentanol (300 mM) y hexanol (50 mM). Los datos se calcularon a partir del valor medio de dos experimentos que
se hicieron por triplicado. (B) Se analiz6 la especificidad de sustrato para MDH de B. methanolicus PB1 in vitro.
Los sustratos alcohdlicos se utilizaron a concentraciones de 500 mM excepto para el pentanol (300 mM) vy
hexanol (50 mM). Los datos se calcularon a partir del valor medio de dos experimentos que se hicieron por
triplicado.

Figura 4: (A) Determinacion de la temperatura 6ptima para la actividad catalitica de Mdh, Mdh2 y Mdh3 in vitro.
(B) La determinacion de las condiciones de temperatura optima para la catalisis por las proteinas MDH de B.
methanolicus PB1 se llevo a cabo in vitro: la actividad especifica se calculé en 500 mM de etanol; las mediciones
se hicieron por triplicado.

Figura 5: (A) Se ensayo la temperatura de estabilidad de MGA3 Mdh, Mdh2 y Mdh3 in vitro. Las enzimas se
incubaron a 45 °C o a 60 °C antes del ensayo enzimatico. (B) La temperatura de estabilidad para Mdh, Mdh1 y
Mdh2 de PB1 se ensay®d in vitro. Las enzimas se incubaron a 45 °C o a 60 °C antes del ensayo enzimatico.
Figura 6: Se ensay? la actividad catalitica de Mdh, Mdh2 y Mdh3 en presencia de Act y se comparo con el nivel
de la actividad medida cuando Act no estaba presente. (A) La activacion de las MDH con Act de B. methanolicus
MGAZ3 se ensayo in vitro. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado con 500 mM de alcohol y 5 ug/ml de MDH
y proteinas Act. (B) La activacion de la las MDH con Act de B. methanolicus PB1 in vitro. Se llevaron los ensayos
por triplicado con 500 mM de alcohol y 5 ug/ml de MDH y proteinas Act.

Figura 7. (A) Estrategias de clonacion. (B) Mapa fisico del plasmido act-pHCMCO04.

Figura 8. Actividades in vitro de cepas recombinantes de B. subtilis cuando se ensayan utilizando etanol y
metanol como sustratos.

Figura 9. % de masa de la fraccion isotopomérica M1 de diferentes metabolitos antes (es decir, el momento cero)
y después (es decir en puntos de tiempo de 30 y 90 minutos) de la adicion de '*C-metanol. Las tres lineas
representan los resultados de tres repeticiones bioldgicas independientes. A: C. glutamicum delta ald pEKEXS; B:
Cepa de C. glutamicum delta ald que expresa Mdh2 (pVWEx1-Mdh2), Hps y Phi (pEKEX3 - Hps + Phi). PEP:
fosfoenolpiruvato; 2/3 P: 2- y 3-fosfoglicerato; FBP: fructosa-bis-fosfato; R5P: ribosa-5-fosfato.

Figura 10: Marcado metabdlico utilizando '*C-metanol o "*C-formaldehido como sustrato. (A) Células AfrmA que
expresan mdh2 y hps phi con *C-metanol como fuente de carbono. (B) Células AfrmA que expresan hps y phi
con 3C-formaldehido como fuente de carbono.

Figura 11: Construccion del operon sintético. Se introduce cada gen consecutivo en os sitios de restriccion
Swal/Bglll. El daltimo gen en el operon contiene el marcador His6. Para los experimentos con marcado por °C
(véase el Ejemplo 18) se utilizaron los plasmidos AMAhxIB- y AMABGFTPrpe-pHCMCO04. RBS: sitio de union al
ribosoma.

Figura 12: SDS-PAGE de las proteinas purificadas expresadas en B. subtilis 168. Se utilizaron cepas de B.
subtilis que contenian una cualquiera de las construcciones que se muestran en la Figura 11. Las proteinas se
purificaron utilizando una columna HisTrap y se concentraron utilizando columnas Vivaspin. Las bandas proteicas
se indican en cuadros. M: marcador de peso molecular.
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Figura 13: % de masa de la fraccion isotopomérica M1 de diferentes metabolitos (es decir en el momento cero) y
después (es decir, en los puntos de tiempo de 30 y 90 minutos) de la adicion de '*C-metanol. Las dos lineas
representan los resultados de dos repeticiones bioldgicas independientes. (A): B. subtilis 168 pHCMCO04; (B): B.
subtilis 168 AM3AhxIB-pHCMCO04; (C): B. subtilis 168 AM3ABGFTPrpe-pHCMCO04. PEP: fosfoenolpiruvato; 2/3
PG: 2- y 3-fosfoglicerato; FBP: fructosa-bis-fosfato.

Ejemplos
Tabla 1: Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en el presente estudio
Ce’pa o Descripcion Referencia(s) o fuente
plasmido
B. methanolicus . .
Cepa de tipo silvestre ATCC53907 ATCC
MGA3
g.BTethanol/cus Cepa de tipo silvestre ATCC ATCC
E. coli DH5a Huésped de clonacion general IBe't‘hes::ia'Research
E. coli ER2566 Alberga el gen cromosomico para la T7 ARN polimerasa New England Biolabs

(Haima, Bron y col.
(1987) Mol Gen Genet
209(2): 335-342;
pHP13 Vector lanzadera de E. coli-B. methanolicus, Cm" Jakobsen,

Benichou y col. (2006) J
Bacteriol 188(8): 3063-

3072)
pGEM-T Vector de clonacioén de E. coli ; Amp® Promega
pLITMUS28 Vector de clonacioén de E. coli ; Amp® Promega
pET21a Vector de expresion de E. coli, marcador seis-His, promotor Novagen

T7, Amp’

pTMB1 pLITMUS28 con el gen mdh2 de MGA3 Este estudio
pTMB2 pLITMUS28 con el gen mdh3 de MGA3 Este estudio
pET21a_MGA3- |pET21a con la region codificante mdh de MGA3 bajo el Este estudio
mdh control de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a_MGA3- |pET21a con la region codificante mdh2 de MGAS3 bajo el Este estudio
mdh2 control de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a_MGA3- |pET21a con la region codificante mdh3 de MGAS3 bajo el Este estudio
mdh3 control de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a_MGA3- |pET21a con la region codificante act de MGA3 bajo el Este estudio
act control de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a_PB1- pET21a con la regiéon codificante mdh de PB1 bajo el Este estudio
mdh control de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a_PB1- pET21a con la region codificante mdh1 de PB1 bajo el Este estudio
madh1 control de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a_PB1- pET21a con la region codificante mdh2 de PB1 bajo el Este estudio
mdh2 control de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a_PB1- pET21a con la region codificante act de PB1 bajo el control Este estudio
act de T7 y fusionado al marcador seis-His

pET21a con la region codificante nudF de B. subtilis bajo el

control de T7 y fusionado al marcador seis-His Este estudio

pET21a-nudF

Kunst y col. (1997)

B. subtilis 168 Cepa de tipo silvestre 168 Nature 390- 249-256
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(continuacion)

Cepao

plasmido Descripcion Referencia(s) o fuente
. . Brony col. (1998) J
- r r
pHB201 Vector lanzadera E. coli-B. subtilis, Cm", Em Biotech 64- 3-13
pHCMCO04 Vector lanzadera E. coli-B. subtilis, Cm" Nguyen y col. (2005)

Plasmid 54: 241-248

pHCMCO04 con el gen codificante act de B. methanolicus
act-pHCMCO04 MGAZ3 bajo el control del promotor inducible por xilosa y Este estudio
fusionado al marcador seis-His

pHCMCO04 con el gen codificante mdh de B. methanolicus
mdh-pHCMC04 MGAZ3 bajo el control del promotor inducible por xilosa y Este estudio
fusionado al marcador seis-His

pHCMCO04 con el gen codificante mdh2 de B.

ml-(ijgﬁ/l-co 4 methanolicus MGAS3 bajo el control del promotor inducible Este estudio
P por xilosa y fusionado al marcador seis-His
mah3- pHCMCO04 con el gen codificante mdh3 de B.

HCMCO4 methanolicus MGA3 bajo el control del promotor inducible Este estudio
P por xilosa y fusionado al marcador seis-His
Amadh- pHCMCO04 con los genes codificantse act y mdh de B.

HCMCO04 methanolicus MGA3 bajo el control del promotor inducible Este estudio
P por xilosa y mdh fusionado al marcador seis-His
Amadh2- pHCMCO04 con los genes codificantse act y mdh2 de B.

HCMCO04 methanolicus MGA3 bajo el control del promotor inducible Este estudio
P por xilosa y mdh2 fusionado al marcador seis-His
Amdh3- pHCMCO04 con los genes codificantse act y mdh3 de B.
pHCMCO04 methanolicus MGA3 bajo el control del promotor inducible Este estudio

por xilosa y mdh3 fusionado al marcador seis-His

Amp', resistencia a la ampicilina; Cm", resistencia a cloranfenicol

Materiales y procedimientos

Materiales biolégicos, modificacion de ADN, y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas y plasmidos que se utilizan en este estudio se han enumerado en la Tabla 1. Se utilizé la E.
coli DH5a como un huésped de clonacién convencional mientras que se utilizé la E. coli ER2566 como huésped para
la expresion recombinante de proteinas MDH, Act y NudF. Las cepas de E. coli se cultivaron en general a 37 °C en
medio de Luria-Bertani (LB) liquido o sélido (Sambrook (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press) suplementado
con ampicilina (100 pg/ml) o cloranfenicol (10 pg/ml) cuando era apropiado. Los procedimientos en E. coli
recombinante se llevaron a cabo como se ha descrito por Sambrook y Russell (2001; Cold Spring Harbor Laboratory
Press). Se llevaron a cabo las PCR utilizando el sistema de PCR Expand High Fidelity (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN) y la secuenciacion de ADN se llevd a cabo por Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania,
www.eurofinsd-na.com). El aislamiento del ADN total de B. methanolicus MGA3 y PB1 y la produccién recombinante
de proteinas MDH, Act y NudF en E. coli ER2566 se llevé a cabo como se habia descrito anteriormente (Brautaset y
col., (2004) J Bacteriol 186(5): 1229-1238; Brautaset y col., (2010) Appl Microbiol Biotechnol 87(3): 951-964). La
transformacion de B. methanolicus MGA3 se llevé a cabo por electroporacion Jakobsen y col., (2006) J Bacteriol
188(8): 3063-3072). Las células de B. methanolicus se cultivaron a 50 °C en 100 ml de medio MeOHaqo, que
contenia 200 mM de metanol, en medio Mannio que contenia 10 g/litro de manitol, o medio SOBsuc (Jakobsen y
col., (2006) J Bacteriol 188(8): 3063-3072), y se afiadio cloranfenicol (5 pg/ml) si era apropiado.

Construccion de vectores de expresion

pET21a _mdh-MGAS, pET21a_mdh2-MGAS3, pET21a _mdh3-MGA3 y pET21a_act-MGAS3:

12
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Debido a la alta similitud de secuencia entre las regiones codificantes mdh2 y mdh3 de MGA3, se disefiaron
cebadores para la amplificacion por PCR y la clonacion concomitante basandose en secuencias Unicas que
representan las regiones que rodean los genes respectivos, y son los siguientes:

con16_rev: 5-AACCATGGATGAGGAGGATGTTTGTATGAC-3 (SEQ ID NO: 13) y
con18_rev: 5-AACCATGGCAAACAAAGGGGATGTATGTATG-3' (SEQ ID NO: 14);
cond1_rev: 5-AGGATCCCCTCCGTTTTGTCGTATTAC-3' (SEQ ID NO: 15) y
con43_rev: 5-TGGATCCTCTTCGTCTTTGGCGAATTAC-3 (SEQ ID NO: 16).

Se digirieron los respectivos fragmentos de ADN con Ncol + BamHI (los sitios de reconocimiento estan subrayados
en las secuencias de cebador), y se ligaron en los sitios correspondientes de pLITMUS28 resultando en el plasmido,
pTMB1 que alberga mdh2 y pTMB2 que alberga mdh3. Los genes de MDH clonados en ambos plasmidos se
secuenciaron entonces. A continuacion, las regiones codificantes de mdh y act se amplificaron por PCR a partir del
ADN total de B. methanolicus MGA3, y las regiones codificantes de mdh2 y mdh3 se amplificaron por PCR a partir
de los plasmidos pTMB1 y pTMB2, respectivamente, utilizando los pares de cebadores de PCR siguientes:

mdh_fwd-MGA3: 5-CATATGACAACAAACTTTTTCATTCC-3' (SEQ ID NO: 17) y
mdh_rev-MGA3: 5-CTCGAGCATAGCGTTTTTGATGATTTGTG-3' (SEQ ID NO: 18);
mdh2_fwd-MGA3: 5-CATATGACAAACACTCAAAGTGC-3' (SEQ ID NO: 19) y
mdh2_rev-MGAS: 5-CTCGAGCATCGCATTTTTAATAATTTGG-3’ (SEQ ID NO: 20);
mdh3_fwd-MGA3: 5-CATATGAAAAACACTCAAAGTGCATTTTAC-3’ (SEQ ID NO: 21) y
mdh_rev-MGA3: 5-CTCGAGCATAGCGTTTTTGATGATTTGTG-3' (SEQ ID NO: 22);
act_fwd-MGA3: 5-AAACATATGGGAAAATTATTTGAGG-3' (SEQ ID NO: 23) y
act_rev-MGA3: 5-AAACTCGAGTTTATTTTTGAGAGCCTCTTG-3 (SEQ ID NO: 24);

Se subrayan en los cebadores directos e inversos los sitios de restriccion para Ndel y Xhol, respectivamente. Los
productos de la PCR resultantes mdh-MGAS3 (1149 pb), mdh2-MGA3 (1163 pb), mdh3-MGAS3 (1165 pb) y act-MGA3
(570 pb) se unieron A/T directamente en el vector de clonacion general pGEM-T, y las inserciones clonadas
respectivas se verificaron por secuenciacion de ADN. Los vectores resultantes se digirieron entonces con Xhol y
Ndel y las inserciones se ligaron en los sitios correspondientes en fase con la secuencia del marcador de seis-His
del plasmido pET21a para dar lugar a los plasmidos pET21a_mdh-MGA3, pET21a_mdh2-MGAS3, pET21a_mdh3-
MGAZ3, y pET21a_act-MGA3, respectivamente.

pET21a _mdh-PB1, pET21a_mdh1-PB1, pET21a _mdh2-PB1, y pET21a act-PB1:

Las regiones codificantes de los genes mdh-PB1, mdh1-PB1 y mdh2-PB1 se amplificaron por PCR a partir del ADN
total de PB1 utilizando los siguientes pares de cebadores:

mdh_fwd-PB1: 5-ATACATATGACGCAAAGAAACTTTTTCATTC-3 (SEQ ID NO: 25) y
mdh_rev-PB1: 5- ATACTCGAGCAGAGCGTTTTTGATGATTTG-3’ (SEQ ID NO: 26);
mdh1_fwd-PB1: 5-ATACATATGACTAAAACAAAATTTTTCATTC-3' (SEQ ID NO: 27) y
mdh_rev-PB1 (véase anteriormente);

mdh2_fwd-PB1: 5-ATACATATGACAAACACTCAAAGTATATTTTAC-3’ (SEQ ID NO: 28) y
mdh2_rev-PB1: 5-ATACTCGAGCATAGCATTTTTAATAATTTGTATAAC-3’ (SEQ ID NO: 29)

Los tres productos de la PCR resultante mdh-PB1 (1164 pb), mdh1-PB1 (1164 pb) y mdh2-PB1 (1170 pb) se ligaron
A/T en el plasmido pGEM-T. Los plasmidos resultantes se digirieron con Xhol y Ndel (los sitios de restriccion estan
subrayados en los cebadores) y se ligaron en los sitios correspondientes del plasmido pET21a, dando lugar a los
plasmidos pET21a_mdh-PB1, pET21a_mdh1-PB1, y pET21a_mdh2-PB1, respectivamente. La regiéon codificante
act-PB1 se amplifico a partir del ADN total de PB1 utilizando el par de cebadores:

act_frw-PB1: 5-TTTTCATATGGGAAAATTATTTGAGGAAA-3’ (SEQ ID NO: 30) y
act_rev-PB1: 5-TTTTCTCGAGTTTATTTTTGAGAGCCTCTTG-3’ (SEQ ID NO: 31).

El producto de la PCR act-PB1 se digiri6 con Ndel y Xhol (los sitios de restriccion estan subrayados en los
cebadores) y se ligaron en los sitios correspondientes del pET21a, dando como resultado el plasmido pET21a_act-
PB1.

pET21a_nudF:

La region codificante nudF se amplificd por PCR a partir del ADN total de B. subtilis utilizando el siguiente par de
cebadores:

nudF-fwd: 5-TTTTCATATGAAATCATTAGAAGAAAAAACAATTG-3' (SEQ ID NO: 32) y
nudF-rev: 5-TTTTCTCGAGTTTTTGTGCTTGGAGCGCTT-3' (SEQ ID NO: 33).

El producto de la PCR resultante (572 pb) se ligd A/T en el pGEM-T y la insercion clonada se verific6 por
secuenciacion de ADN. El vector resultante se digirio con Xhol y Ndel (los sitios de restriccion estan subrayados en
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los cebadores) y la insercion se ligd en los sitios correspondientes de pET21a, dando como resultado el plasmido
pET21a_nudF.

Todos los vectores construidos se transformaron en el huésped de expresion E. coli ER2566.
Purificacion por afinidad de las proteinas recombinantes

Las seis proteinas MDH diferentes, dos proteinas Act diferentes y NudF se purificaron de los extractos celulares de
las cepas respectivas de E. coli ER2566 recombinantes utilizando cromatografia de afinidad, esencialmente como se
habia descrito anteriormente (Brautaset y col., (2010) Appl Microbiol Biotechnol 87(3): 951-964). Las
concentraciones de proteinas se estimaron espectrofotométricamente en un espectrofotometro NanoDrop, (Nano
Drop Technologies, Wilmington, Delaware) con los ajustes de peso molecular y coeficiente de extincion calculados
para las proteinas MDH, Act y NudF (datos no mostrados) utilizando la herramienta Expasy Prot Param
(expasy.org/tools/protparam.html) (Gasteiger y col. (2003) Nucleic Acids Res. 31(13): 3784-3788). La pureza de las
proteinas purificadas se analizd por electroforesis en gel de dodecil sulfato sddico-poliacrilamida (SDS-PAGE)
(Sambrook y Russel, (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press), seguido por la inspeccion visual de las imagenes
resultantes. Las proteinas purificadas se congelaron instantaneamente en N; liquido y se almacenaron a -80 °C
hasta que se descongelaban sobre hielo y se utilizaban en los analisis bioquimicos.

Ensayos enzimaticos

Se midieron las actividades alcohol deshidrogenasa espectrométricamente esencialmente como se habia descrito
anteriormente (Hektor, Kloosterman y col. (2002) Chem 277(49): 46966-46973) y la mezcla de reaccién contenia:
100 mM de Glicina-KOH pH 9,5 (a menos de que se establezca otra cosa), 5 mM de MgSQOy,, 0,5 mM de NAD* y 500
mM de alcohol (metanol, etanol, propanol, 1,3-propanodiol, o butanol). EI NAD* se sustituyd con concentraciones
iguales de NADP*, FMN*, y FAD", cuando estaba indicado. La mezcla de reaccion para las mediciones de actividad
formaldehido reductasa contenia: 50 Mm de tampén de fosfato potasico pH = 6,7, 0,15 mM de NADH, 1 mM de DTT
y 11,6 mM (0,1-116 mM) de formaldehido. Los componentes del ensayo se mezclaron en la cubeta y se
precalentaron a 45 [JC, a menos de que se establezca otra cosa. Las reacciones se iniciaron por la adicién de 5-40
Mg de proteinas MDH purificadas, y se controlé la produccion de NADH a 340 nm durante 4 minutos. Una unidad de
actividad MDH se definié como la cantidad de enzima necesaria para producir un mmol de NADH por minuto en las
condiciones descritas anteriormente. Se afiadieron proteinas Act purificadas (0,1-40 pg) o NudF (20 pg) a las
mezclas de reaccidon como se indica en el texto.

Caracterizacion bioquimica in vitro de enzimas purificadas

Las proteinas MDH y Act purificadas (20 ug) se utilizaron en los experimentos cinéticos llevando a cabo los ensayos
de metanol deshidrogenasa y formaldehido deshidrogenasa esencialmente como se ha descrito anteriormente. Para
la determinacion de la Ky, para el metanol (Knmeon) Y 18 Vmax, S8 mantuvo la concentracion de NAD* a un nivel de
saturacion (0,5 mM o 0,15 mM), mientras que la concentracion de metanol variaba (0,1- 2000 mM). Para la
determinacion de la K para NAD* (Kmnab+) Y Vmax 1@ concentracion de metanol se mantuvo constante a un nivel de
saturacion (500 mM), mientras que la concentracion de NAD* variaba (5-1000 pM). Para la determinacion de Kn,
para el formaldehido Kmra) ¥ Vimax, la concentracion de NADH se mantuvo a nivel de saturacion (0,5 mM o 0,15 mM),
mientras que la concentracion de formaldehido variaba desde (0,1-40 mM). Se afiadia Act (20 pg) a las mezclas de
reaccion para la determinacion de los valores de Ky, MeOH y Vimax en presencia de este activador, como se indica en
el texto. En general la pendiente de actividad frente al tiempo era lineal en el periodo medido (datos no mostrados).
Los valores de Kn y Vmax se calcularon utilizando una regresion no lineal con la herramienta Excel solver de
Microsoft para fijar los datos medidos a la ecuacion de Michaelis-Menten, como se habia descrito previamente
(Jakobsen y col., (2009) Appl Environ Microbiol 75(3): 652-661). Los valores obtenidos de la regresion se
compararon entonces con los valores obtenidos por lo graficos de Lineweaver-Burk y Hanes-Woolf para asegurar
que se habia encontrado el minimo global, no un minimo local.

Aislamiento de ARN total, sintesis de ADNc y PCR en tiempo real

Los experimentos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo esencialmente como se habia descrito previamente
(Brautaset y col., (2010) Appl Microbiol Biotechnol 87(3): 951-964). Se aislé el ARN total de células de MGA3 y PB1
cultivadas en crecimiento exponencial (DOggo = 1,0) con manitol o metanol como Unica fuente de carbono, utilizando
el kit RNAqueous (Ambion). La concentracion de ARN se determind en un espectrofotémetro NanoDrop (Nano Drop
Technologies, Wilmington, Delaware), y la integridad del ARN total se evalué con un Bioanalizador 2100 Agilent y el
kit RNA 6000 Nano LabChip (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). EI ADNc se sintetizd a partir del ARN total aislado
utilizando un kit de sintesis de primera cadena de ADNc (Amersham) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y se utilizaron como matrices para los experimentos de PCR en tiempo real. Los analisis de PCR en
tiempo real se llevaron a cabo utilizando el Sistema de Deteccién de Secuencia ABI PRISM 7700 con sus ajustes
por defecto (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los cebadores de la PCR utilizados se escogieron con la
ayuda del software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) y eran los siguientes:

mdh-MGAS3 fwd: 5- ATTCCACCAGCCAGCGTAAT-3' (SEQ ID NO: 34) y
mdh-MGAS3 rev: 5- CTTAGCTCCAATTTGCTTAAGTCTTG-3’ (SEQ ID NO: 35);
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mdh2-MGAS3 fwd: 5-GGATACATGTCAAACACTCAAAGTGC-3 (SEQ ID NO: 36) y
mdh2-MGAS rev: 5- TCTAGACACCATCGCATTTTTAATAATTTGG-3' (SEQ ID NO: 37);
mdh3-MGAS3 fwd: 5'- GGATACATGTAAAACACTCAAAGTGC-3’ (SEQ ID NO: 38) y
mdh3-MGAS rev: 5- TCTAGACACCATAGCATTTTTAATAATTTGGATG-3’ (SEQ ID NO: 39);
mdh-PB1 fwd: 5-TCCACCAGCTAGCGTAATTGG-3' (SEQ ID NO: 40) y

mdh-PB1 rev: 5-AACCTGTGCCATGAAGAAATGC-3’ (SEQ ID NO: 41);

mdh1-PB1 fwd: 5-TCCATCATCCACTGTATTTGG-3' (SEQ ID NO: 42) y

mdh1-PB1 rev: 5-ACCTGTGCTGTGAAGGAATGC-3’ (SEQ ID NO: 43);

mdh2-PB1 fwd: 5-CGTGAAGCTGGTGTGGAAGTATT-3' (SEQ ID NO: 44) y

mdh2-PB1 rev: 5-TCCAAACCTTCTGCGACGTT-3 (SEQ ID NO: 45).

Con respecto a la cuantificacion de los genes en cuestion se llevé a cabo normalizando los resultados, con respecto
a ARN 16s (control endégeno) y una muestra de calibracion, utlizando un procedimiento Ct comparativo
(procedimiento 2-AACt) como se habia descrito previamente (Heid, Stevens y col. (1996) Genome Res 6(10): 986-
994; Jakobsen, Benichou y col. (2006) J Bacteriol 188(8): 3063-3072; Brautaset, Jakobsen y col. (2010) Appl
Microbiol Biotechnol 87(3): 951-964). Las diferencias relativas en los niveles de trascripcion de los tres genes se
determinaron calculando los valores de ACT que se dan de la siguiente manera: mdh2 (Ct mdh2- Ct mdh) y el valor
ACT de mdh3 (Ct mdh3-Ct mdh). La eficacia del cebador de los tres genes se ensay6 antes de llevarse a cabo los
otros experimentos.

Modelo en 3D de las proteinas MDH deducidas

Se hicieron modelos estructurales de proteinas Mdh y Mdh2 de MGAS3 utilizando el servidor de modelo-homologia
estructural proteica totalmente automatico SWISS-MODELO (http://swissmodel.expasy.org/) (Peitsch (1995) Bio-
Technology 13(7): 658-660; Arnold, Bordoli y col. (2006) Bioinformatics 22(2): 195-201; Kiefer, Arnold y col. (2009)
Nucleic Acids Res 37(Database issue): D387-392). Debido a la alta homologia entre las estructuras primarias
deducidas de las proteinas Mdh2 y Mdh3 de MGA3, no se realizd ninguna busqueda de modelo para Mdh3. Las
busquedas blast con huecos (Altschul y col (1997) J Mol Biol 215(3): 403-410; Schaffer y col. (2001) Nucleic Acids
Res. 29(14): 2994-3005) daban como resultado 9 éxitos de matriz comunes con valores de E que variaban de 1-¢%
(pdb: 3 bfj, 1,3-propanodiol oxidorreductasa) a 1-e”'” (pdb: 10j7, E. coli K12 YQHD) para Mdh y desde 1-e"''2 (pdb:
3bfj) hasta 2-e'* (pdb: 10j7) para Mdh2. Los alineamientos 3D de los archivos de matriz utilizando vista Deep/visor
Swiss pdb (Guex y Peitsch (1997) Electrophoresis 18(15): 2714-2723) mostraban que tenian todas plegamientos
muy similares y los modelos estructurales basados en la matriz 3 bfj, que tenia la mayor puntuacion de similitud de
aminoacidos tanto para Mdh y Mdh2, se escogieron parar representar Mdh y Mdh2. La vista Deep/visor Swiss pdb
también se utilizé para visualizar los modelos estructurales de las MDH.

Ejemplo 1: Organizacion genética de metanol deshidrogenasas y genes activadores de proteinas en las
cepas de B. methanolicus de tipo silvestre MGA3 y PB1

La exploracion in silico de la secuencia gendmica del B. methanolicus MGA3 (Heggeset y col., 2011) identificé mdh
codificada por el plasmido pBM19, denotado en el presente documento como mdh-MGAS3, y dos mas supuestos
genes codificantes de MDH en el genoma de MGAS3, denotados en el presente documento como mdh2-MGA3 y
mdh3-MGAS3, localizados a distancia en el cromosoma. Las secuencias codificantes mdh2-MGA3 y mdh3-MGA3
eran un 96 % idénticas entre ellas y un 65 % y 66 % idénticas, respectivamente a la secuencia codificante mdh-
MGA3. El alineamiento de las secuencias primarias de los polipéptidos deducidos Mdh2-MGA3 y Mdh3-MGA3
revelaban que eran un 96 % idénticas entre ellas, y un 61 % y 62 % idénticas, respectivamente, a Mdh-MGA3
(Figura 2).

Los inventores han obtenido resultados de fermentacion semi-continua en metanol que demuestran que las dos
cepas de B. methanolicus de tipo silvestre MGA3 y PB1 son sustancialmente diferentes con respecto a las
propiedades metilotréficas. La inspeccion de la secuencia gendmica de PB1 confirma la presencia de tres genes que
codifican MDH diferentes y un gen act, analogo a MGAS3. El gen mdh-PB1 que se localiza en el plasmido pBM20 era
un 92 % idéntico al gen mdh-MGA3 de la MGAS3 y los productos genéticos respectivos presentaban un 93 % de
identidad de secuencia primaria (Figura 2). Al contrario que con MGA3, las secuencias de los dos genes
cromosomicos de PB1, denotados como mdh1-PB1 y mdh2-PB1, no eran muy similares. El gen mdh1-PB1 codifica
una supuesta proteina Mdh1 con un 92 % de identidad de secuencia primaria con la Proteina Mdh de MGA3
mientras que el mdh2-PB1 codifica una supuesta proteina Mdh2 con un 91 % y 92 % de identidad de secuencia
primaria respecto a las proteinas Mdh2 y Mdh3 de MGA3, respectivamente. Basandose en estos analisis de
secuencia, parece como si MGA3 y PB1 posean dos subtipos de genes codificantes de MDH; el tipo “mdh/mdh1” y
el tipo “mdh2/mdh3”. La cepa MGA3 tiene solo un gen tipo mdh/mdh1 (pBM19) y dos genes tipo mdh2/mdh3
(cromosoma), mientras que la cepa PB1 tiene dos genes tipo mdh/mdh1 (pBM20 y cromosoma) y un gen tipo
mdh/mdh3 (cromosoma). El impacto bioldgico de estas diferentes se investigd adicionalmente posteriormente.
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Ejemplo 2: El modelo 3D indica que las MDH de B. methanolicus pertenecen a la super-familia de alcohol
deshidrogenasas dependientes de Fe-NAD tipo lll.

Las secuencias primarias de Mdh, Mdh2 y Mdh3 de MGA3 se sometieron a comparaciones de secuencia con las
proteinas de las bases de datos utilizando BLAST (Altschul, Gish y col. (1990) J Mol Biol 215(3): 403-410), indicando
que presumiblemente pertenecen a las alcohol deshidrogenasas tipo Il (ADH) (de Vries, Arfman y col. (1992) J
Bacteriol 174(16): 5346-5353), que es una superfamilia de ADH que contienen hierro. La homdéloga mas cercana de
las MDH con una estructura 3D conocida era la 1,3-propanodiol deshidrogenasa de Klebsiella pneumoniae (PDB ID:
3BFJ, que presentaba una identidad de secuencia primaria con Mdh y un 52 % de identidad de secuencia primaria
con Mdh2 y Mdh3. Esta 1,3-propanodiol deshidrogenasa es una alcohol deshidrogenasa dependiente de Fe-NAD
tipo Il que cataliza la conversion de 3-hidroxipropionaldehido a 1,3-propanodiol (1,3-PD). La estructura de la MDH
de B. methanolicus C1 se habia analizado previamente por microscopia electrénica y se concluyd que era un
decamero en el que las 10 subunidades se organizaban en dos anillos de 5 (Vonck, Arfman y col. (1991) J Biol
Chem 266(6): 3949-3954). De manera interesante, se ha demostrado experimentalmente recientemente que la 1,3-
PD deshidrogenasa tiene una estructura cuaternaria similar. Basandose en esto, los inventores decidieron utilizar la
informacion de la estructura 3D resuelta de la 1,3-PD deshidrogenasa para predecir la estructura 3D de la Mdh de B.
methanolicus MGAS3, para aprender mas acerca de los sitios cataliticos activos de la alcohol deshidrogenasa
dependiente de NAD. La secuencia primaria de aminoacidos de Mdh de MGA3 se envio a Swissmodel, y se
construyé un modelo. Los mondmeros de 1,3-PD deshidrogenasa se plegaban en dos dominios estructurales que
estan separadas por una hendidura. EI dominio del extremo N contiene el sitio de unidon del cofactor NAD* y el
dominio del extremo C incluye los restos implicados en la unién al hierro. También esta presente un motivo
conservado GGGSX2DX2K implicado en la unién al cofactor NAD* se encontraba en la region del extremo N de
MDH de B. methanolicus C1. Este motivo también esta presente en Mdh de B. methanolicus MGAS3, en la posicion
95-104 y también se encuentra en la region del extremo N de la 1,3-PD deshidrogenasa de K. pneumoniae. La
region 258-290 de MDH de B. methanolicus C1 contenia varios restos His, y por lo tanto se predijo que estaba
implicada en la union al metal. Esto esta de acuerdo con los hallazgos en la 1,3-PD de K. pneumoniae, donde se
encontraron 4 restos responsables de la coordinaciéon de la posicion del metal de hierro. Estos restos estan
conservados y se corresponden con los restos Asp193, His197, His262 y His276 en la Mdh de B. methanolicus
MGAZ3, y son los mas probable los responsables de la unién al zinc en esta enzima. En conclusion, estos datos
indican que las MDH de B. methanolicus pertenecen a las alcohol deshidrogenasas dependientes de NAD-Fe tipo I,
lo que estaba apoyado por los resultados experimentales proporcionados en el presente estudio (véase
posteriormente).

Ejemplo 3: Las proteinas MDH purificadas de MGA3 y PB1 presentan una actividad MDH dependiente de
NAD in vitro

Las regiones codificantes mdh-MGA3, mdh2-MGA3, mdh3-MGA3, mdh-PB1, mdh1-PB1, y mdh2-PB1 se
amplificaron por PCR y se clonaron en el vector de E. coli pET21a, dando como resultado los plasmidos de
expresion pET21a_mdh-MGA3, pET21a_mdh2-MGA3, pET21a_mdh3-MGA3, pET21a_mdh-PB1, pET21a_mdh1-
PB1, y pET21a_mdh2-PB1, respectivamente. En los vectores resultantes los genes recombinantes se transcriben a
partir del fuerte promotor T7, y se fusionan en fase con una secuencia codificante de un marcador 6-His en sus
extremos 3’ para simplificar la purificacion. Los genes act de MGA3 y PB1 y el gen nudF de B. subtilis analogo se
clonaron de manera similar en el pET21a, dando como resultado los plasmidos pET21a_act-MGA, pET21a_act-PB1
y pET21a-nudF, respectivamente (Tabla 1). Todos los vectores de expresion construidos se transformaron en E. coli
ER2566, y las cepas recombinantes resultantes se cultivaron en matraces con agitado para la produccion de las
proteinas recombinantes respectivas. Las proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad hasta un 95 % de
pureza como se comprobo por SDS-PAGE (datos no mostrados), y las proteinas Act y NudF se almacenaron para
Su uso posterior (véase posteriormente).

Las seis proteinas MDH purificadas se ensayaron entonces utilizando metanol como sustrato y los resultados
demostraban que eran cataliticamente activas (véase la Figura 3). Para descartar si estas proteinas podian utilizar
cofactores alternativos, se repitieron los ensayos sustituyendo el NAD* por FAD*, FMN* y NADP*. En todos los
casos no se detectd actividad catalitica (datos no mostrados), confirmando que no podia utilizarse ninguno de estos
co-factores alternativos por parte de las MDH en estas condiciones. Estos resultados demostraban que tanto la cepa
MGA3 como PB1 de B. methanolicus tienen tres genes diferentes, uno localizado en un plasmido y dos localizados
en el cromosoma, que codifican MDH activas dependientes de NAD.

Ejemplo 4: Todas las MDH tienen especificidades de sustrato amplias y diferentes preferencias de alcoholes
in vitro

Las proteinas MDH purificadas se ensayaron en cuanto a las actividades cataliticas utilizando distintos alcoholes
alternativos, y todas las enzimas presentaban actividad sobre etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol,
isopropanol, y 1,3-propanodiol como sustratos (Figura 3). Sorprendentemente, las actividades cataliticas relativas en
la mayoria de estos sustratos alternativos eran sustancialmente mayores que en el metanol para las seis MDH. Las
actividades cataliticas relativas en cada alcohol diferente variaban sustancialmente entre las tres MDH, indicando
preferencias de sustrato diferentes entre estas proteinas. Por ejemplo, Las actividades de las enzimas Mdh3-MGA3
y la Mdh2-PB1 con propanol eran aproximadamente 25 a 35 veces mayores que su actividad sobre el metanol. De
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manera interesante, estas dos enzimas presentaban una actividad catalitica significativamente mas alta que el resto
de las enzimas en todos estos sustratos, en las condiciones ensayadas. Las seis enzimas también presentaban
actividades formaldehido y acetaldehido reductasa, que se investigd adicionalmente posteriormente. Basandose en
estos datos, se hizo un intento para clasificar estas proteinas como ADH mas que como MDH, capaces de catalizar
la conversion de un amplio intervalo de diferentes alcoholes primarios y secundarios en aldehidos y cetonas.

Ejemplo 5: Las proteinas MDH presentaban un pH y temperatura éptimos similares in vitro

Con el fin de establecer unas condiciones de ensayo fiables para las caracterizaciones bioquimicas comparativas,
las seis proteinas MDH se analizaron en cuanto al pH y temperatura 6ptimos. Debido a las actividades cataliticas
mucho mas altas sobre el etanol en comparacion con el metanol (véase la Figura 3), se llevaron a cabo estos
experimentos con etanol como sustrato para aumentar la sensibilidad de los datos. Se habia informado
anteriormente que la proteina Mdh de la cepa C1 de B. methanolicus tenia un pH 6ptimo de 9,5 (Kloosterman,
Vrijbloed y col. (2002) J Biol Chem 277(38): 34785-34792), y las seis MDH purificadas (20 ug) se ensayaron por lo
tanto en cuanto a su actividad a pH que variaban entre 8,5 y 10,5. Todas las enzimas presentaban la mayor
actividad catalitica a pH entre 9,5 y 10 (datos no mostrados). A continuacién, se ensayaron las MDH a pH 9,5 en
cuanto a su actividad a temperaturas que variaban desde 25 [1C a 50 [1C, y los resultados demostraban que todas
tenian una temperatura 6ptima entre 45 [1C y 50 [1C (Figura 4). Basandose en estos datos todos los ensayos de
MDH posteriores se llevaron a cabo a un pH de 9,5y 45 [1C.

Ejemplo 6: Mdh3-MGA3 y Mdh2-PB1 presentan la estabilidad de temperatura mas amplia en comparacion
con el resto de MDH in vitro

La estabilidad térmica de las seis MDH se ensay6 mediante la pre-incubacién de las proteinas a 45 [1Cy 60 [IC y se
tomaron muestras en diferentes momentos para los ensayos enzimaticos. Como se esperaba, todas las enzimas
mantenian esencialmente toda la actividad catalitica con pre-incubaciones a 45 [/C (Figura 5). Las actividades
cataliticas de Mdh-MGA3, Mdh2-MGA3, Mdh-PB1 y Mdh1-PB1 estaban fuertemente reducidas (hasta un 90 %) con
pre-incubaciones a 60 [1C durante 6 minutos aunque este tratamiento tenia presumiblemente solo efectos negativos
moderados en las actividades cataliticas de Mdh-MGA3 y Mdh2-PB1 (Figura 5). Una seleccion de los experimentos
se repiti6 en presencia de cantidades iguales de Act purificada, y no tenia efecto sobre la estabilidad a la
temperatura para ninguna de las MDH (datos no mostrados).

Ejemplo 7: Las seis proteinas MDH se estimulan cataliticamente por Act in vitro

Tanto las secuencias gendmicas de MGA3 como de PB1 solo tenian un gen act posicionado en el cromosoma
similar al gen act clonado previamente de MGAS3 (Brautaset, Jakobsen y col. (2004) J Bacteriol 186(5): 1229-1238).
Por lo tanto, era de interés investigar si las respectivas proteinas Act podian estimular la actividad catalitica de las
proteinas MDH in vitro. Para establecer condiciones fiables, primero se ensayé la Mdh-MGAS3 junto con Act-MGA3 a
concentraciones relativas diferentes de las proteinas (1:2 — 20:1), y utilizando el metanol como sustrato. Se alcanzé
la activacion completa a una concentracion relativa de entre 1:1 y 5:1 y no se observd ninguna inhibicion debido a
las concentraciones relativamente altas de activador (datos no mostrados). Para los ensayos adicionales, se
utilizaron siempre las mismas concentraciones de MDH y Act (1:1). A continuacion, se llevaron a cabo ensayos
similares con las seis MDH utilizando metanol como sustrato y los datos demostraban que la actividad de MDH se
inducian 5 a 7 veces mas para las MDH de MGAS3 (Figura 6A) y 4 a 10 veces mas para las MDH de PB1 (Figura 6B),
en presencia de Act.

Los inventores entonces llevaron a cabo analisis similares pero utilizando etanol como sustrato y los resultados
demostraban que las actividades cataliticas estaban aumentadas 6 a 8 veces para las MDH de MGAS3 (Figura 6B) y
2 a 6 veces para las MDH de PB1 (Figura 6B), en presencia de Act. De manera interesante cuando se utiliza el
formaldehido o acetaldehido como sustratos, la presencia de Act o producia una estimulacion significativa de
actividades cataliticas para ninguna de las MDH (datos no mostrados). Por lo tanto, la Act aumenta la relacion de
actividad deshidrogenasa respecto a la reductasa en las seis proteinas MDH in vitro.

Ejemplo 8: La Mdh también puede estimularse cataliticamente por la proteina NudF de B. subtilis in vitro

Los genes de la Nudix hidrolasa se encontraban dispersos en los genomas bacterianos y el gen act de B.
methanolicus es el Unico miembro de esta familia que se sabe que codifica una proteina reguladora. El producto del
gen nudF de B. subtilis, NudF, presenta un 33 % de identidad de secuencia primaria total con Act y se ha verificado
experimentalmente que la Nudf pertenece a la subfamilia de la ADP-ribosa pirofosfatasa. NudF y Act son idénticas
en los restos documentados como importantes para la unién al inhibidor y/o sustrato, unidon metalica y el sitio
catalitico. Se investigo si la NudF podia sustituirse por Act en la activacion de las MDH de B. methanolicus in vitro.
Se cultivo la cepa recombinante ER2566 de E. coli (pET-21a-nudF) para la produccion recombinante y la purificacion
concomitante de NudF. Se escogié la Mdh-MGA3 como proteina modelo y se ensayo junto con NudF utilizando
etanol como sustrato, como se ha descrito anteriormente, y los resultados demostraron claramente que la actividad
de Mdh se estimulaba igualmente bien (aproximadamente 8 veces) con NudF que con Act en estas condiciones
(Datos no mostrados). Estos resultados muestran en primer lugar que una hidrolasa Nudix heteréloga pueden
funcionar como una proteina activadora, y esto también deberia tener un impacto en el entendimiento actual del
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papel bioldgico de las distintas clases de proteinas.
Ejemplo 9: Las MDH tienen Vmax y Kmmeon similares in vitro en ausencia de Act

Las MDH se sometieron a caracterizaciones cinéticas para determinar los valores de Vmsx y valores de Ky, y para
obtener los datos biolégicamente relevantes de estos experimentos se llevaron a cabo utilizando metanol como
sustrato. Las tres proteinas MDH se ensayaron en cuanto a tasas de reaccion iniciales en condiciones de ensayo
optimizadas como se ha descrito anteriormente y con concentraciones variables de metanol (véase Materiales y
procedimientos), y los datos demostraban que presentaban cinéticas de Michaelis-Menten similares y no lineales.
Estos resultados estan de acuerdo con la caracterizaciéon bioquimicamente analoga de MDH de B. methanolicus C1
(Hektor, Kloosterman y col. (2002) Chem 277(49): 46966-46973; Kloosterman, Vrijbloed y col. (2002) J Biol Chem
277(38): 34785-34792). Ellos proponian que la MDH en estado no activado presenta un mecanismo de reaccion tipo
Ping-pong en el que el cofactor activo redox funciona como un depésito de electrones temporal, mientras que la
MDH en estado activado cataliza una reaccion independiente de cofactor que presenta un mecanismo de reaccion
de complejo ternario. Los valores Kn y Vmax se calculaban utilizando regresion no lineal utilizando la herramienta
solver de Microsoft Excel para fijar los datos medidos a la ecuacion de Michaelis-Menten. Los valores de K, para el
metanol eran similares y entre 150 mM y 250 mM para las MDH de MGAS3 y entre 160 mM y 220 mM para las MDH
de PB1. Los valores de Vmax correspondientes estaban entre 0,04 U/mg y 0,09 U/mg para las MDH de MGA3 y
estaban entre 0,013 y 0,065 U/mg para las MDH de PB1 (Tabla 2). En conjunto, estos datos indicaban que las
constantes cinéticas para las seis MDH eran relativamente similares en las condiciones ensayadas. Los inventores
también escogieron para el ensayo las tres MDH de MGA3 para las tasas de reaccion inicial con concentraciones de
NAD * variables, demostrando que presentaban cinéticas de Michaelis-Menten lineales (datos no mostrados). A
partir del ajuste no lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten, se determiné que los valores de kmnap+ €staban entre
14 uMy 40 uM (Tabla 2).

Tabla 2: Constantes cinéticas in vitro de MDH de B. methanolicus purificadas en presencia y ausencia de Act. Los
ensayos se llevaron a cabo a 45 [1C y a un pH de 9,5.

MGAS:
Mdh Mdh2 Mdh3
Km Vimax Km Vimax Km Vimax
Sustratos variables (mM) (U/mg) (mM) (U/mg) (mM) (U/mg)
Metanol 200 0,08 150 0,04 250 0,09
NAD+ 14 uM 22 yM 40 uM
Metanol + Act 12 0,5 200 0,15 150 0,45
Formaldehido 1 1,4 5 1,5 15 5
PB1:
Mdh Mdh1 Mdh2
Km Vimax Km Vimax Km Vimax
Sustratos variables (mM) (U/mg) (mM) (U/mg) (mM) (U/mg)
Metanol NAD+ | 220 0,03 168 0,013 164 0,065
Metanol + Act 13,9 0,2 23 0,056 36 0,24
Formaldehido 2,5 0,45 11,5 0,53 1,3 1,12

Ejemplo 10: Los valores de Vmax para las MDH estan aumentadas 4 a 6 veces en presencia de Act

Se llevaron a cabo entonces experimentos cinéticos utilizando concentraciones iguales de MDH y Act en las mezclas
de reaccion (20 pg de MDH + 20 pg de Act). Los valores de Vmax estaban aumentados 4-6 veces en comparacion
con los ensayos enzimaticos sencillos (Tabla 2) confirmando que las actividades cataliticas de las seis MDH estan
estimuladas por Act. Estos datos estan de acuerdo con los que se presentan en la Figura 6.

Ejemplo 11: Los valores de Kmmeon para Mdh-MGA3, Mdh-PB1 y Mdh1-PB1 estan sustancialmente reducidos
(hasta 70 veces) en presencia de Act

De manera interesante, la K veon €staba reducida drasticamente (17 veces) a 12 mM para Mdh-MGA3 cuando se
afiadia Act a la reaccion, mientras que los correspondientes valores de Kmmeon para Mdh2-MGA3 y Mdh3-MGA3
permanecian esencialmente iguales que cuando se ensayaban sin Act. Para las tres enzimas de PB1 esto era
diferente. Para Mdh-PB1 y Mdh1-PB1 los valores de Km MeOH estaban sustancialmente reducidos (16 veces y 70
veces, respectivamente) en presencia de Act, y este valor estaba moderadamente reducido (4 veces) por Act para
Mdh2-PB1 (Tabla 2). De manera interesante, las proteinas Mdh-MGA3, Mdh-PB1 y Mdh1-PB1 fueron enumeradas
por los inventores en un subgrupo de MDH basandose en los alineamientos de secuencia (véase anteriormente), y
el impacto biolégico de estos hallazgos se expone (véase posteriormente).
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Ejemplo 12: Las MDH en general tienen valores de Vmax mayores y valores de Km menores para el
formaldehido en comparacion con el metanol

La significacion biolégica de MDH para la oxidacion del metanol durante el crecimiento metilotréfico no es ambigua,
mientras que el papel bioldégico de esta enzima como un sistema de detoxicacion del formaldehido en las células que
consumen metanol estd menos investigado. Se demostré aqui que todas las enzimas presentaban ambas
actividades formaldehido y acetaldehido reductasa (véase anteriormente), y los inventores escogieron para
caracterizar esta propiedad cinéticamente. Utilizando el formaldehido como sustrato los valores de Ky, son 1 mM, 5
mM y 15 mM vy los valores correspondientes de Vmsx eran 1,4 U/mg, 1,5 U/mg y 5 U/mg para las proteinas Mdh,
Mdh2 y Mdh3 de MGA3, respectivamente (Tabla 2). Para las proteinas de PB1 los valores de K, para el
formaldehido eran 2,5 mM, 4 mM y 1,3 mM, respectivamente, y los valores de Vmax correspondientes eran 0,45
U/mg, 0,53 U/mg y 1,12 U/mg, respectivamente. En conjunto estos resultados muestran que las seis MDH en
general tienen una afinidad mayor y una Vnax mayor cuando el formaldehido es el sustrato, en comparacion con
cuando el metanol es el sustrato.

Ejemplo 13: Los tres genes mdh se transcriben a diferentes niveles en células de B. methanolicus en
crecimiento exponencial

Se habia demostrado previamente que la transcripcion de mdh-MGA3 es presumiblemente muy alta en las células
de B. methanolicus y ligeramente regulada positivamente (aproximadamente 3 veces) en células que se cultivan
sobre metanol frente a manitol, mientras que los niveles de transcripcion de act eran similares en ambas condiciones
de crecimiento (Jakobsen y col., (2006) J Bacteriol 188(8): 3063-3072). Aqui, las tres MDH que codificaban los
genes de MGAS se incluyeron en analisis similares y los resultados demostraban que los niveles de transcripcion
relativos de mdh-MGA3 y mdh2-MGAS3 eran 2 veces y 3 veces mayores en metanol en comparacion con el manitol.
El nivel de transcripcion de mdh3-MGA3 era esencialmente similar en las dos condiciones de cultivo diferentes. Para
mdh este resultado era diferentes de alguna manera en comparacion con los datos previos (Jakobsen y col., (2006)
J Bacteriol 188(8): 3063-3072), y la razon de esto es desconocida. De manera interesante, los valores de Ct
obtenidos en condiciones convencionales para los tres genes eran altamente diferentes, con mdh-MGA3
representando con mucho los menores valores que indican niveles de transcripcion mas altos. Se encontré que Ct
mdh2- Ct mdh era 8 y Ct mdh3- Ct mdh era 14 (teniendo en cuenta una eficacia de cebador de aproximadamente el
100 % en todos estos experimentos, estos niumeros deberian implicar que los niveles de transcripcion mdh2-MGA3 y
mdh3-MGAS3 eran aproximadamente 250 veces y 10.000 veces menores que el nivel de transcripcion de mdh,
respectivamente, en las condiciones ensayadas).

Las secuencias codificantes mdh2-MGA3 y mdh3-MGA3 son un 96 % idénticas a nivel de ADN y para descartar
cualquier hibridacién cruzada de los cebadores de la rt-PCR en estos experimentos, los respectivos pares de
cebadores de rt-PCR (véase Materiales y procedimientos) se ensayaron hacia los ADN plasmidicos, pTMB1 y
pTMB2, que albergaban las secuencias genéticas respectivas de mdh2 y mdh3. Los resultados muestran claramente
que no se obtenia ningun producto de PCR cuando se utilizaban los cebadores especificos de mdh2 junto con ADN
pTMB2, o alternativamente cuando se utilizaban los cebadores especificos de mdh3 junto con la matriz de ADN
pTMB1 (datos no mostrados). Estos datos confirmaban que los cebadores de rt-PCR utilizados para mdh2-MGA3 y
mdh3-MGAZ3 son especificos para sus dianas especificas, confirmando que los datos obtenidos deberian ser fiables.

Se llevd a cabo un analisis similar para los mdh de PB1 y los resultados demostraron que los niveles de
transcripcion de mdh-PB1 y mdh2-PB1 eran esencialmente similares en el cultivo en manitol frente en metanol.
Sorprendentemente, el nivel de transcripcion de mdh1-PB1 en manitol era 14 veces mayor que en metanol, y el
impacto biolégico de esto seguia siendo desconocido. Como para la MGAZ3, los inventores se dieron cuenta que el
nivel de transcripcion relativa de estos tres genes en PB1 era presumiblemente muy diferente, y el gen mdh-PB1 se
transcribia a niveles mucho mayores que mdh1-PB1 y mdh2-PB1 (datos no mostrados).

Ejemplo 14: Expresion de genes mdh de B. methanolicus en E. coli
Construccion de vectores de expresion

Los genes codificantes para Mdh y la proteina Act activadora de Mdh se amplificaron a partir de plasmidos pET21a
que albergaban genes de las cepas MGA3 (mdh-MGA3, mdh2-MGA3, mdh3-MGAS3 y act-MGA3) y PB1 (mdh-PB1,
mdh1-PB1 y mdh2-PB1) de B. methanolicus. Los genes se clonaron entonces en el plasmido pSEVA424 (genes
mdh) o en el plasmido pSEVA131 (gen act). Para la clonacion de mdh-MGA3, mdh-PB1, mdh1-PB1 y act-MGA3, se
utilizaron sitios de restriccion EcoRI y Hindlll, mientras que los mdh2-MGA3, mdh2-PB1 y mdh3-MGAS3 se clonaron
utilizando los sitios de restriccion EcoRI y Pstl. Los vectores de restriccion resultantes se transformaron en E. coli K-
12 (BW25113) ts electrocompetentes y en E. coli K-12 (BW25113) con un gen frmA eliminado.

Experimentos de expresion

Para los experimentos de expresion, se cultivaron las células en medio Luria-Bertani (LB) para los ensayos in vitro o
en medio M9 para los ensayos in vivo, conteniendo ambos 20 ug/ml de estreptomicina para pSEVA424. Cuando se
co-expresaba Act el medio se suplementaba con 100 pg/ml de ampicilina. La expresién se indujo cuando las células
alcanzaban una DO de 0,5 (para los ensayos in vitro) o DO 1 (para los ensayos in vivo) afadiendo 0,1 mM de IPTG
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(de concentracion final) durante 6 horas Las células se recolectaron entonces por centrifugacion. Para los ensayos in
vitro, se preparé un extracto celular en bruto lisando las células en una prensa de French seguida por
ultracentrifugacion. De manera alternativa las células se re-suspendieron en medio M9 sin glucosa para las
mediciones de actividad in vivo.

Ensayos enzimaticos

Mediciones de la actividad in vitro: Para la determinacion de la actividad de Mdh en extractos celulares en bruto, se
control6 la Mdh dependiente de la formacion de NADH a 340 nm. Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C 0 45 °C en
soluciones tampon pre-calentadas. El ensayo de Mdh contenia 10-20 ug de enzima, 50 mM de tampon KaHPO4, pH
7,4, 2,5 mM de MgCl y 0,5 mM de NAD* (concentraciones finales). Después de 5 min de pre-incubacion, se inicio la
reaccion con 1 M de metanol (concentracion final).

Mediciones in vivo de la actividad de Mdh: Para la determinaciéon de la actividad de Mdh en las suspensiones
celulares, las células se recolectaron después de la induccion de IPTG, se lavaron y re-suspendieron en medio M9
sin glucosa e IPTG. La DOggo se fijé en 1 para la normalizacion. El ensayo se llevd a cabo a 37 °C o0 45 °C en un
bafio de agua con agitado. El ensayo se inicié por la adicion de 1 M de metanol y posterior medicion del
formaldehido acumulado en el sobrenadante resultante de la oxidacién de metanol catalizada por la metanol
deshidrogenasa. Las actividades calculadas se basaban en que se asumia que 11 de un cultivo de DO1 contiene 0,3
g de biomasa de la cual 50 % es proteina.

Resultados

Las actividades in vivo e in vitro de diferentes Mdh de cepas MGA3 y PB1 de B. methanolicus en E. coli se resumen
en la Tabla 3 posterior. Se cloné el Act de MGA3 de B. methanolicus.

Tabla 3: Actividades in vivo e in vitro de diferentes Mdh de cepas MGA3 y PB1 de B. methanolicus expresadas
recombinantemente en E. coli

In vitro [mU/mg] In vivo [mU/mg]
45°C 37°C 42 °C 37°C
+Act -Act +Act -Act +Act -Act +Act -Act

MGA3 Mdh 1260 251 464 48 1 3 1 1

Mdh2 1910 310 672 59 11,3 45 9 32

Mdh3 867 113 327 21 24 31 11 24
PB1 Mdh n.d. 78 n.d. 26 n.d. n.d. n.d. 1

Mdh1 n.d. 219 n.d. 100 n.d. n.d. n.d.

Mdh2 n.d. 103 n.d. 33 n.d. n.d. n.d.
n.d. = no disponible

In vitro, todas las Mdh presentaban una mayor actividad a 45 °C que a 37 °C. Ademas las actividades in vitro de las
Mdh de MGA3 aumentaban drasticamente cuando se co-expresaban con Act. In vivo, el efecto de la temperatura era
mucho menor en comparacion con el efecto in vitro y la influencia beneficiosa de Act no era detectable. La Mdh2-
MGAZ3 presentaba las actividades totales mas altas tanto in vitro como in vivo entre todos los genes ensayados. Para
las Mdh de PB1, la imagen parece diferente. Aqui la Mdh1, que esta estrechamente relacionada con la Mdh de
MGAZ3, muestra la mayor actividad para la mayoria de condiciones ensayadas. Sorprendentemente todas las Mdh de
PB1 no presentaban o solo una actividad muy débil cuando se ensayaban in vivo. Este hallazgo es sorprendente
debido a que las actividades in vitro a 37 °C parecen prometedoras. La razén para esto no esta clara. Basandose en
los datos disponibles, el mdh2-MGA3 parece que es la mejor eleccion en total para la actividad metanol
deshidrogenasa maximizada en E. coli ensayada tanto in vitro como in vivo.

Ejemplo 15: Expresion de genes mdh de B. methanolicus en B. subtilis
Construccion de los vectores de expresion

Todas las etapas de clonacion se hicieron utilizando células de E. coli DH5a. El gen act-MGAS se clond a partir del
ADN genoémico de B. methanolicus MGA3 con un cebador directo que contenia el sitio de union ribosémico (RBS)
mntA de B. subtilis y un cebador inverso que contiene un engarce corto que contiene los sitios de restriccion Swal y
Bglll, y un marcador His6 (Figura 7A). El gen se inserto en los plasmidos pHB201 y pHCMCO04 utilizando los sitios de
restriccion Spel y BamHI. De la misma manera el gen mdh-MGA3 se clon6 a partir del plasmido pBM19 de B.
methanolicus MGA3 y los genes mdh2-MGA3 y mdh3-MGA3 se clonaron a partir del ADN gendmico de B.
methanolicus MGAS3. Estos tres genes se ligaron también en los plasmidos pHB201 y pHCMCO04.
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Para la construccion de los vectores para la co-expresion de act y los tres genes de metanol deshidrogenasa
diferentes, los genes metanol deshidrogenasa se amplificaron por PCR con un cebador directo que contiene un
codon de parada y el RBS mntA de B. subtilis y un cebador inverso que contiene un engarce corto que contienen los
sitios de restriccion Swal y Bglll (Figura 7B). Los genes respectivos se digirieron en el extremo entonces con Stul y
Bglll y se ligaron en los sitios Swal y Bglll del vector act-pHB201. De esta manera se introduce un codén de parada
después del gen act y los genes metanol deshidrogenasa contiene ahora el marcador His6. Después de secuenciar
los genes se transfirieron al plasmido pHCMCO04 (Figura 7B) utilizando los sitios de restriccion Spel y BamHI. Las
inserciones se confirmaron por secuenciacion.

Establecimiento de células de B. subtilis recombinantes que expresan metanol deshidrogenasa

Se transformaron células 168 de B. subtilis con los plasmidos de expresion act-MGA3, mdh-MGA3, mdh2-MGA3 y
mdh3-MGAS3, y los vectores analogos que co-expresaban cada uno de los genes de metanol deshidrogenasa con el
gen act-MGA3. Se recogieron las colonias positivas de la placa y se aisl6 el plasmido y se comprobaron por
restriccion los clones positivos. Las colonias se recogieron del a placa y se cultivaron durante una noche a 37 °C
(250 rpm) y se diluyeron hasta una DOggo = 0,1 en 20 ml de LB que contenia cloranfenicol (5 ug/ml). Después de 3 h
de cultivo a 37 °C (250 rpm), se afadieron al cultivo 500 pl de xilosa al 40 % para inducir la expresion. El cultivo se
cultivé durante otras 3 h y se tomaron muestras de 2 ml. La muestra se centrifugd durante 2 min, 11.000 x g y se
retiro el sobrenadante. El aglomerado se re-suspendié en 300 pl de Birnboim A para B. subtilis (10 mM de Tris-HCI
pH 8,0; un 20 % de sacarosa; 50 mM de NaCl; 0,25 mg/ml de lisozima; inhibidor de proteasa) y se incub6 a 37 °C
durante 30 minutos. Las muestras se almacenaron a -80 °C antes de su uso. Ademas, los inventores se
aprovecharon de las células de E. coli recombinantes construidas en el proyecto que expresan mdh-MGA3, mdh2-
MGA3, mdh3-MGA3 y act-MGAS3 a partir del plasmido pET21a en los ensayos in vitro.

Ensayos in vitro para la actividad de metanol deshidrogenasa

Las actividades de las proteinas Mdh se midieron siguiendo la formacion de NADH espectrofotométricamente. La
mezcla de reaccion contenia:

- 100 pl Glicina-KOH (pH 9,5)

- 100 pl de Metanol 5 M (o etanol 5 M)
- 5ulMgSOs1M

- 10 pl de NAD* 50 mM

- 10 pl de muestra

- (10 yl de lisado de E. coli act-pET21a)
- 775yl HO

Las cubetas y mezcla de reaccion sin lisado celular se pre-incubaron a 50 °C. La formacion de NADH se siguio
durante 10 minutos a 340 nm a 50 °C. La actividad total se calcul6 dividiendo el aumento en unidades de absorcién
por minutos por el coeficiente de extincion (6,23 cm™ mm™') y la concentracién total de proteina en U/mg de proteina
total. Todos los ensayos se llevaron a cabo utilizando tanto metanol como etanol como sustrato alternativos.

Resultados

Los tres genes ensayados, mdh-MGA3, mdh2-MGAS3, y mdh3-MGA3 expresaban metanol deshidrogenasas activas
en el huésped B. subtilis, mientras que el act-MGA3 solo no expresa actividad metanol deshidrogenasa detectable
(Figura 8). En general, las actividades eran significativamente mayores cuando se utiliza etanol en vez de metanol
como sustrato, para los tres genes ensayados (esto es similar a los que se observa cuando estas enzimas se han
purificado a partir de células de E. coli recombinante). En todos los casos, las actividades metanol deshidrogenasa
estaban estimuladas significativamente por Act. Cuando los genes act y de metanol deshidrogenasa se co-
expresaban a partir del mismo plasmido en B. subtilis 168, parece que la proteina Mdh2 es la mas activa. Sin
embargo, los inventores se dieron cuenta de que cuando se suministra Act de los lisados de E. coli, entonces el gen
mdh-MGAS3 es el mas activo. Por lo tanto, el gen mdh2-MGAS3 - co-expresado junto con act-MGA3 — es en total la
mejor eleccion para la actividad metanol deshidrogenasa maximizada en B. subtilis cuando se ensaya in vitro.

Ejemplo 16: Incorporaciéon de metanol en C. glutamicum modificado genéticamente
Experimentos de marcado con 3C

Para los experimentos de marcado los inventores utilizaron la cepa delta ald de C. glutamicum que expresa Mdh2-
MGA3 (pVWEx1-Mdh2), Hps y Phi (pEKEX3 - Hps + Phi). Como control negativo se utilizo la cepa delta ald de C.
glutamicum con el plasmido pEKEX3 vacio. Todas las cepas de C. glutamicum se cultivaron en medio M8 que
contenia (por litro) 3,48 g de Na,HPO, - 12 H,0, 0,60 g of KH,PO4, 0,51 g de NaCl, 2,04 g de NH4ClI, 0,10 g de
MgSO., 4,38 mg de CaCly, 15 mg de Na,EDTA - 2 H,0, 4,5 mg de ZnSO, - 7 H,0, 0,3 mg de CoCl, - 6 H,O, 1 mg
de MnCl; - 4 H,0, 1 mg de H3BO3, 0,4 mg de Na;MoO, -2 H,0, 3 mg de FeSO4 « 7 H,0 y 0,3 mg de CuSO;4 - 5 H0.
Para todos los cultivos (M9 o LB), se utilizd6 1 mM de IPTG como inductor y se afiadieron 100 pg/ml de
espectinomicina y 25 ug/ml de kanamicina en el medio como marcadores de resistencia. Todos los cultivos se
llevaron a cabo a 30 °C. Se colocaron en placas las cepas celulares a partir de glicerol como materia prima en una
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placa de LB agar (10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de NaCl, y 16 g/l de agar) y se cultivaron a
partir de entonces en un medio LB liquido durante 6 horas. Los pre-cultivos liquidos que contenian medio M9 mas 3
g/l de ribosa se inocularon a partir de cultivos LB a una DOsqo final de 0,6 durante 12 horas. Para los experimentos
de marcado, los cultivos liquidos que contenian medio M9 se inocularon a partir de cultivos M9 (+ ribosa) a una
DOeoo final de 0,8. Se tomo una muestra del cultivo antes de la adicién de '*C-metanol (es decir, en el momento
cero), entonces se afadieron 40 mM de '3C-metanol y se tomaron dos muestras del cultivo a los 30 y 90 minutos.
Con el fin de inactivar la actividad metabdlica y la extraccion de metabolitos intracelulares, las muestras del cultivo
se dispensaron en una solucion fria (-20 °C) de acetonitrilo/metanol/0,1 M de acido férmico (40/40/20 vol/vol). Los
patrones de marcado de los metabolitos intracelulares se midieron utilizando un sistema Dionex ICS 2000 (Dionex,
Sunnyvale, USA) acoplado a un espectrofotémetro de masas quadrupole QTrap 4000 (Applied Biosystems, Foster
City, USA).

Resultados

Como se esperaba, no se detectdé ninguna marca en la masa de la fraccion isotopomérica M1 (es decir, las
moléculas que tienen un atomo de carbono marcado) en la cepa tipo silvestre después del pulso con '*C-metanol
(Figura 9A). La incorporacion de marcador significativa en los metabolitos se observé en el mutante que expresa las
dos reacciones recombinantes de la ruta RuMP (Hps y Phi) y la metanol deshidrogenasa dependiente de NAD de B.
methanolicus MGA3 (Mdh2-MGAZ3) (Figura 9B). Mientras aumentaba el contenido marcado en fructosa-bis-fosfato y
ribosa-5-fosfato entre 30 y 90 minutos, se mantenia constante en fosfoenolpiruvato y 2/3-fosfoglicerato. Estos datos
demuestran claramente que la ruta metilotréfica introducida opera in vivo, dando lugar a la asimilacion de metanol en
el metabolismo del carbono central.

Se deberia sefalar que en estos y otros experimentos adicionales descritos posteriormente, las limitaciones técnicas
significan que no era posible examinar la marcacion por '3C del formaldehido directamente. Sin embargo, también
expresando las enzimas corriente abajo de la ruta RuMP, era posible analizar la incorporacion del '3C en los
metabolitos y de esta manera detectar la asimilacion de metanol marcado con '3C indirectamente. Ademas, la
actividad de la Mdh expresada recombinantemente habia demostrado in vitro en los experimentos descritos
anteriormente, véase por ejemplo los Ejemplos 3-6 anteriores.

Ejemplo 17: Incorporacion de metanol en E. coli modificada genéticamente
Resultados

Los inventores utilizaron experimentos de marcado metabodlico para probar que Mdh, Hps y Phi eran funcionales en
células vivas. Las células que expresan las tres proteinas se alimentaron con metanol marcado con '*C o 3C
formaldehido y se podia demostrar la incorporacion de ambos compuestos C-1 en varios metabolitos.

Para los experimentos los inventores utilizaron células de E. coli que carecian del gen para la formaldehido
deshidrogenasa (AfrmA) que expresaba mdh2, hps y phi o hps y phi solas a partir diferentes plasmidos pSEVA (424
y 131). Todos los genes utilizados para los experimentos se derivaban de B. methanolicus MGA3. Se obtuvieron pre-
cultivos a 37 °C en medio minimo M9 optimizado que contenia ribosa como Unica fuente de carbono. Para los
experimentos las células se transfirieron en medio M9 reciente sin ribosa. Los experimentos comenzaron por adicién
de metanol marcado con '3C o formaldehido. Para controlar la incorporacion, se tomaron muestras en diferentes
momentos, se pard el metabolismo por inactivacion por frio y las muestras se analizaron posteriormente por analisis
LC-MS.

Cuando se afiadié metanol como unico sustrato (Figura 10A) se podia detectar el marcado en varios metabolitos
tales como pentosa 5-fosfatos, hexosa-6-fosfato, fosfoenolpiruvato y acetil-CoA. Analisis mas en profundidad
revelaban que varios metabolitos necesarios para el ciclo RuMP, por ejemplo, pentosa-5-fosfato, mostraban la
incorporacion de multiples compuestos de carbono marcados, indicando la operacién de un ciclo funcional completo.
Cuando se utilizé el formaldehido (Figura 10B) la incorporacion de atomos de C marcados también se producia (de
hecho, se producia mas rapido con respecto a la incorporacion de metanol sugiriendo que Hps y Phi trabaja mas
rapido que la Mdh o que la cantidad de moléculas precursoras C-5 necesarias para la incorporaciéon de formaldehido
o la concentracion de formaldehido producidas a partir del metanol era limitada). En un experimento de control
utilizando el metanol marcado con "3C como sustrato, se descubrié que la expresion de Hps y Phi solo no permitia la
asimilacion de metanol marcado con '3C (datos no mostrados).

Los hallazgos muestran claramente que los tres médulos metilotréficos introducidos se expresaban funcionalmente.
Los inventores demostraron también que la expresion de las tres proteinas daba lugar a la incorporacion de metanol
y formaldehido en la biomasa mediante el ciclo RuMP establecido. Utilizando metanol o formaldehido como fuente
de carbono los presentes inventores pudieron demostrar que la asimilacion de formaldehido mediante Hps y Phi es
mucho mas rapida que la asimilacion de metanol pero puede estar limitada por la disponibilidad de moléculas
precursoras de C5.
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Ejemplo 18: Incorporacion de metanol en B. subtilis modificado genéticamente
Construccion de los vectores de expresion

Todas las etapas de clonacion se hicieron utilizando células de E. coli DH5a. El gen act-MGAS se clond a partir del
ADN genoémico de B. methanolicus MGA3 con un cebador directo que contenia el sitio de union ribosémico (RBS)
mntA de B. subtilis y un cebador inverso que contiene un engarce corto que contiene los sitios de restriccion Swal y
Bglll, y un marcador His6 (Figura 7A). El gen se insertd en el plasmido pHB201 utilizando los sitios de restriccion
Spel y BamHI.

Para la construccion de los vectores para la co-expresion de act, mdh3, hxIA, hxIB, glpX, fba, tkt, pfk y rpe, los genes
se amplificaron por PCR con un cebador directo que contiene un codén de parada y el RBS mntA de B. subtilis y un
cebador inverso que contiene un engarce corto que contienen los sitios de restriccion Swal y Bglll (Figura 11). Para
la amplificacion de act y mdh3 se utilizé el ADN gendmico de B. methanolicus MGAS3, para los genes glpX, fba, tkt,
pfk y rpe se utilizé el plasmido pBM19 de B. methanolicus MGAS3, y para los genes hxIA y hxIB se utilizé el ADN
gendémico de B. subtilis 168. Los genes respectivos se digirieron en el extremo entonces con Stul y Bglll y se ligaron
en los sitios Swal y Bglll del vector. Los genes se introdujeron secuencialmente en el vector, construyendo de esta
manera un operon sintético de nueve genes (Figura 11). De esta manera se introduce un codon de parada después
de cada gen y el ultimo gen del operon sintético contiene ahora el marcador His6. Después de la introduccion de
cada gen en el operdn sintético, se verifico la insercion correcta mediante secuenciacion. Después de secuenciar los
operones sintéticos se transfirieron al plasmido pHCMCO04 (Figura 7B) utilizando los sitios de restriccion Spel y
BamHI. Las inserciones se confirmaron por secuenciacion.

Expresion de los genes de la ruta RuMP en B. subtilis 168

Para el establecimiento de las células de B. subtilis que expresan enzimas de la ruta RuMP, se transformaron las
células de B. subtilis 168 con los vectores que contenian los genes de la ruta RuMP (Figura 7A). Las colonias
positivas se recogieron de la placa y se aisl6 el plasmido y los clones positivos se comprobaron por restriccion. Las
colonias se recogieron de la placa y se cultivaron durante una noche a 37 °C (250 rpm) y se diluyeron hasta una
DOsoo = 0,1 en 100 ml de medio MSR (25 g/l de extracto de levadura, 15 g/l de triptona, 3 g/l de K2HPO4, un 1 % de
glucosa) suplementado con vitaminas y cloranfenicol (5 ug/ml). Después de 3 h de cultivo a 37 °C (250 rpm), se
afadieron 1,25 ml de xilosa al 40 % al cultivo para inducir la expresion. El cultivo se cultivd durante otras 3 h y las
células se centrifugaron durante 10 min, 4.000 x g y el sobrenadante se retir6. El aglomerado se lavé con medio
MSR vy se re-suspendié en 4 ml de Birnboim A para B. subtilis (un tampén de lisis que contiene 2 mM de Tris-HCI
(pH 7,4), un 20 % de Sacarosa, 50 mM de NaCl, y 0,25 mg/ml de lisozima) y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos.
La muestra se centrifugd durante 20 minutos a 13.000 x g a 4 °C y el sobrenadante se utilizé para la purificacion por
His Trap.

Las fracciones proteicas purificadas se combinaron y concentraron utilizando columnas Vivaspin (marca registrada)
(GE Healthcare). Se visualizaron las proteinas purificadas por SDS-PAGE y tincion con Coomasie (Figura 12). Los
inventores demostraron que cada proteina que contiene el marcador Hiss se expresé a partir de operones sintéticos
(Figura 11).

Experimentos de marcado con 3C

Para los experimentos de marcado los inventores utilizaron la cepa de B. subtilis que expresa Act, Mdh3, HxIA y
HxIB y la cepa que expresa Act, Mdh3, HxIA, HxIB, GlpX, Fba, Tkt, Pfk y Rpe. Como control negativo se utilizo la
cepa de B. subtilis con el plasmido pHCMCO04 vacio. Todas las cepas de B. subtilis se cultivaron en medio M9 que
contenia (por litro) 3,48 g de Na,HPO, - 12 H,0, 0,60 g of KH,PO4, 0,51 g de NaCl, 2,04 g de NH4ClI, 0,10 g de
MgSOs, 4,38 mg de CaCly, 15 mg de Na,EDTA - 2 H,0, 4,5 mg de ZnSO, - 7 H,0, 0,3 mg de CoCl, - 6 H,0O, 1 mg
de MnCl; - 4 H,0, 1 mg de H3BO3, 0,4 mg de Na;MoO, -2 H,0, 3 mg de FeSO4 « 7 H,0 y 0,3 mg de CuSO;4 - 5 H0,
10 g de xilosa (es decir, un inductor) y 5 mg de cloranfenicol. Todos los cultivos se llevaron a cabo a 37 °C. Se
colocaron en placas las cepas celulares a partir de glicerol como materia prima en una placa de LB agar (10 g/l de
triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de NaCl, y 16 g/l de agar) que contenia 5 ug/ml de cloranfenicol y se
cultivaron a partir de entonces en un medio LB liquido + cloranfenicol durante 5 horas. Los pre-cultivos liquidos que
contenian medio M9 se inocularon a partir de cultivos LB hasta una DOgo final entre 1,4 y 1,8. Se tom6 una muestra
del cultivo antes de la adicion de '*C-metanol (es decir, en el momento cero), entonces se afiadieron 40 mM de '3C-
metanol y se tomaron dos muestras del cultivo a los 30 y 90 minutos. Con el fin de inactivar la actividad metabdlica y
la extraccion de metabolitos intracelulares, las muestras del cultivo se dispensaron en una solucion fria (-20 °C) de
acetonitrilo/metanol/0,1 M de acido férmico (40/40/20 vol/vol). Los patrones de marcado de los metabolitos
intracelulares se midieron utilizando un sistema Dionex ICS 2000 (Dionex, Sunnyvale, USA) acoplado a un
espectrofotometro de masas quadrupole QTrap 4000 (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Resultados

Como se esperaba, no se detectaba marcado en la masa de la fraccién isotopomérico M1 (es decir, que tiene un
atomo de carbono marcado) en la cepa de tipo silvestre después del pulso con '3C-metanol (Figura 13A). Ademas,
no se descubrié marcado en la mutante que expresa las dos reacciones recombinantes de la ruta RuMP (HxIA y
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HxIB), la proteina activadora (Act), y la metanol deshidrogenasa dependiente de NAD (Mdh3), pero no se sobre-
expresaba ninguno de los genes de la ruta de la pentosa fosfato (PPP) (Figura 13B). Sin embargo, cuando los genes
de la PPP se sobre-expresaban ademas de los cuatro genes previos, se detectaba una incorporacion del marcador
significativa (Figura 13C). Estos datos demuestran claramente que la ruta metilotrofica introducida opera in vivo,
dando lugar a la asimilacion de metanol en el metabolismo de carbono central. Estos resultados también muestran
que el suministro de moléculas precursoras de C-5 mediante la PPP es un cuello de botella para la incorporacion de
metanol en B. subtilis. Sin embargo, esto se puede aliviar sobre-expresando los genes que codifican enzimas
relacionadas con PPP.
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atgacaaaca ctcaaagtge attttttatg ccettcagtca atcetatttgg tgcaggatcea 60
gttaatgagg ttggaactog attagotgat cttggtgtga aaaaagettt attagttaca 120
gatgctggtc ttcacggttt aggtctttct gaaaaaattt ccagtattat tegtgeaget 180
ggtgtggaag tatccatttt tccaaaagcc gaaccaaatc caaccgataa aaacgtcgca 240
gaaggtttag aagegtataa cgetgaaaac tgtgacagea ttgtcactet gggeggegga 300
agttcacatg atgeccggaaa agecattgea ttagtagetg ctaatggtgg aaaaatteac 360
gattatgaag gtgtcgatgt atcaaaagaa ccaatggtoe cgetaattge gattaataca 420
acagctggta caggcagtga attaactaaa ttcacaatca tcacagatac tgaacgcaaa 480
gtgaaaatgg ccattgtgga taaacatgta acacctacac tttcaatcaa cgacccagag 540
ctaatggttg gaatgccteoc gtecocttaact getgctactg gattagatge attaactcat 600
geaattgaag catatgbttc aactggtget actcocaatta cagatgeact tgcaatteag 660
gaegatcaaaa teatttetaa atacttgecg cgtgeagttg caaatggaaa agacattgaa 720
geacgtgaac aaatggeoctt cgetcaatca ttagetggea tggceattcaa taacgeogggt 780
ttaggctatg ttcatgcgat tgcacaccaa ttaggaggat tctacaactt ccctcatgge 840
gtttgcaatg ocggtocttot gocatatgta tgtcegattta acttaattto taaagtggaa 800
cgttatgcag aaatcgctge ttttettggt gaaaatgtcg acggtctaag tacgtacgat 960
geagetgaaa aagetattaa agegatcgaa agaatggeta aagaccttaa cattccaaaa 1020
ggotttaaag aactaggtge taaagaagaa gacattgaga ctttageotaa gaatgegatg 1080
aaagatgcat gtgcattaac aaateoctcgt aaacctaagt tagaagaagt catccaaatt 1140
attaaaaatg cgatgtaa 1158

<210> 2

<211> 385

<212> PRT

<213> Bacillus methanolicus MGA3

<400> 2
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atgaaaaaca ctcaaagtgc attttacatg ccttoagtca atctatttgg tgoaggetet 60
gttaatgagg ttggaactcg attagctggt cttggtgbga aaaaagcttt attagttaca 120
gatgetggte ttcacagttt aggectttet gaaaaaattg coeggtatcat tegtgaaget 180
ggtgtggaag tagetatttt tecaaaagec gaaccaaate caactgataa aaacgtegea 240
gaaggtttag aagegtataa cgotgaaaac tgtgacagea ttgteactet tggeggogga 300
agctcacatg atgctggaaa agccattgca ttagtagctg ctaacggtgg aacaattcac 360
gattatgaag gtgtcgatgt atcaaaaaaa ceaatggtee ctetaattge gattaataca 420
acagetggta caggcagtga attaactaaa ttcacaatca teacagatac tgaacgceaaa 480
gtgaaaatgg ccattgttga taaacatgta acacctacac tttcaatcaa tgacccagag 540
ctaatggttg gaatgcctoc gtcocttaaca getgctactg gattagatge attaactcat 600
gogattgaag catatgtttc aactggtget actccaatta cagatgecact tgcaattcag 660
gcgatcaaaa ttatttctaa atacttgoccg cgtgcagttyg caaatggaaa agacattgaa 720
gcacgtgaac aaatggectt cgcacaatca ttagetggea tggeattcaa taacgogggt 780
ttaggetatg ttecatgegat tgeacaccaa ttaggaggat totacaactt cecteatgge B40
gtttgeaatg cgatcettet geegeatgtt tgtogtttca acttaattte taaagtggaa 900
cgttatgcag aaatcgectge ttttcecttggt gaaaatgtcg acggcctaag cacctacgaa 960
gcagctgaaa aagctattaa agcgatcgaa agaatggcta gagaccttaa cattccaaaa 1020
ggctttaaag aactaggtge taaagaagaa gatattgaga ctttagctaa aaatgegaty 1080
aatgatgcat gtgeattaac aaatcctegt aaacctaagt tagaagaagt catccaaatt 1140
attaaaaatg ctatgtaa 1158

<210> 4

<211> 385

<212> PRT

<213> Bacillus methanolicus MGA3

<400> 4
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Ala

Asp

Tyr

120

Ila

Thr

Lys

Gly

His

200

Ala

Ala

Ala

32

Tyr

Gly

25

Asp

Ile

Azn

Glu

Ala

105

Azp

Ala

Ile

His

Met

185

Ala

Leu

Phe

Gln

Ile

10

Thr

Ala

Arg

Pro

Asn

90

Gly

Tyr

Ila

Ile

Val

170

Pro

Ile

Ala

Ala

Ser
250

Pro

Arg

Gly

Glu

Thr

75

Cys

Lys

Glu

Asn

Thr

155

Thr

Pro

Glu

Ile

Asn

235

Leu

Ser

Leu

Ala

60

Asp

Asp

Gly

Gly

Thr

140

aAsp

Pro

Ser

Ala

Gln

220

Gly

Ala

val

Ala

His

45

Gly

Lys

Ser

Ile

val

125

Thz

Thr

Thr

Leu

Tyr

205

Ala

Lys

Gly

Asn

Gly

30

Gly

val

Asn

Ilea

Ala

110

Asp

Ala

Glu

Len

Thr

1%0

Val

Ile

Asp

Met

Leu

15

Leu

Lau

Glu

val

vVal

95

Leu

Lys

Gly

Arg

Ser

175

Ala

Ser

Lys

Ala
255

Phe

Gly

Gly

vVal

Ala

80

Thr

vVal

Ser

Thr

Lys

160

Ile

Ala

Thr

Ile

Glu

240

Phe



10

Asn Asn

Phe

Gly

Val
290

His

Ile
305

Ala

Ala Ala

Asn Ile

Val Thr

Pro Arg

370

Met
385

<210>7
<211> 1149
<212> ADN

Ala

Tyr

275

Cys

Ala

Glu

Pro

Leu

355

Lys

Ser

260

Asn

Arg

Leu

Lys

Arg

340

Ala

Pro

Leu

Phe

Phe

Leu

Gly

325

Gly

Glu

Lys

<213> Bacillus methanolicus MGA3

<400> 7

ES 2 659 730 T3

Gly

Pro

Asn

Gly

310

Ile

Phe

Asn

Leu

Tyr

His

Leu

295

Glu

Lys

Lys

Ala

Glu
375

atgacaacaa
gtaggaacaa
cttcacagca
gttgcgattt
gatgtattca
gatacageta
ggtgtaaaca
actggtagtyg
cctgttattg

aaaaaaccaqg

acttttteat
gacttaageca
caggtttatc
tcccaaaage
aacaagaaaa
aagcaategg
goegtagaaaa
aaacaacate
atgagaaaat

ctggattaac

tecaccagee
aattggaget
tgaagaagtt
tcaaccagat
ctgtgattca
tttagttgea
accagtegtt
tettgeggtt
tactccaact

aatcgocaact

val Hisg

265

Gly Val

280

Ile Ser

val

Asn

Ala Ile

Ala

Cys

Lys

Ala

Glu

Ile

Asn

Val

Gly

315

Arg

330

Glu Len

345

Met
360

Lys

Glu Vval

agegtaattyg
aagaaagcge
gctaaaaaca
ccagcagata
cttgtttcta
gcaaacggceg
ccagtagttyg
attacagact
gtagcaattg

ggtatggatg

33

Gly

Asp

Ile

Ala

Ala

Gln

Ala

Ala

Glu

300

Leu

Met

Lys

Thr

Ile
380

Hisg

Ile

285

Arg

Ser

Ala

Glu

Ala

365

Ile

Gln

270

Len

Phe

Thr

Lys

Glu

350

Leu

Lys

Phe

Len

Ala

Arg

Asp

335

Asp

Thr

Asn

gacgeggtge
ttategttac
ttcgtgaage
cacaagttca
tcggtggagg
gaagaatcaa
caatcactac
ctgcacgtaa
ttgacccaga

cattgtcecca

agtaaaggaa
agatgcatte
tggcgttgat
tgaaggtgta
tagctctcac
tgactatceaa
aacagetggt
agtaaaaatg

attaatggtyg

tgcaattgaa

Gly

Pro

Glu

Glu

320

Leu

Ile

Asn

Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ES 2 659 730 T3

geatatgttg caaaaggtge tacaccagtt actgatgeat ttgcetattca ageaatgaaa 660
cttatcaatg aatacttace aaaageggtt gogaacggag aagacatega ageacgtgaa 720
aaaatggett atgeoacaata catggeagga gtggeattta acaacggtgg tttaggacta 780
gttcactcta tttctcacca agtaggtgga gtttacaaat tacaacacgg aatctgtaac 840
tcagttaata tgccacacgt ttgcgecattc aacctaattg ctaaaactga gecgcecttcgea 900
cacattgctg agecttttagg tgagaatgtt gctggettaa gcactgeage agetgetgag 960
agagcaattg tagectcettga aagaatcaac aaatccttog gtateccate tggetatgea 1020
gaaatgggeg tgaaagaaga ggatatcegaa ttattagega aaaacgeata cgaagacgta 1080
tgtactcaaa geraaccocacyg cgtteoctact gttcaagaca ttgcacaaat catcaaaaac 1140
gctatgtaa 114%
<210> 8
<211> 382
<212> PRT
<213> Bacillus methanolicus MGA3
<400> 8
Met Thr Thr Asn Phe Phe Ile Pr¢ Pro Ala Ser Val Ile Gly Arg Gly
1 5 10 15

Ala Val Lys Glu Val Gly Thr Arg Leu Lys Gln Ile Gly Ala Lys Lys
20 25 30

Ala Leu Ile Val Thr Asp Ala Phe Leu Hig Ser Thr Gly Leu Ser Glu

35 40 45

Glu Val Ala Lys Asn Ile Arg Glu Ala Gly Val Asp Val Ala
50 55 60

Ile Phe

Pro Lys Ala Gln Pro Asp Pro Ala Asp Thr Gln Val His Glu Gly Val
635 70 75 g0

Asp Val Phe Lys Gln Glu Asn Cys Asp Ser Leu Val Ser Ile Gly Gly
85 920 95

Gly Ser Ser His Asp Thr Ala Lys Ala
100 105

Ile Gly Leu Val Ala Ala Asn
110

Gly Gly Arg Ile Asn Asp Tyr Gln Gly Val Asn Ser Val Glu Lys
115 120 125

Pro

val val Pro Val Val
130

Ala TIle Thr

135

Thr Thr Ala Gly Thr Gly Ser Glu
140

34



Thr
145

Pro

Glu

Asp

Pro

Tyr

225

Lys

Gly

Lys

Ala

Leu

305

Arg

Ser

Ala

Pro

<210>9
<211> 1152
<212> ADN

Thrx

Val

Leu

Ala

Val

210

Leu

Met

Leu

Leu

Phe

290

Leu

Ala

Gly

Lys

Thr
370

Ser

Ile

Met

Len

195

Thr

Pro

Ala

Gly

Gln

275

Asn

Gly

Ile

Tyr

Asn

355

Val

Len

Asp

val

180

Ser

Asp

Lys=

Tyr

Leu

260

Hig

Len

Glu

Val

Ala

340

Ala

Gln

Ala

Glu

165

Lys

His

Ala

Ala

Ala

245

Val

Gly

Ile

Asn

Ala

325

Glu

Tyr

Asp

<213> Bacillus methanolicus PB1

ES 2 659 730 T3

Vval

150

Lys

Lys

Ala

Phe

Val

230

Gln

Hisg

Ile

Ala

Val

310

Leu

Met

Glu

Ile

Ile

Ile

Pro

Ile

Ala

215

Ala

Tyr

Ser

Cys

Lys

295

Ala

Glu

Gly

Asp

Ala
375

Thr

Thr

Ala

Glu

200

Ile

Asn

Met

Ile

Asn

280

Thr

Gly

Arg

Val

Val

360

Gln

35

Asp

Pro

Gly

185

Ala

Gln

Gly

Ala

Ser

265

Ser

Glu

Leu

Ile

Lys

345

Cys

Ile

Ser

Thr

170

Leu

Tyr

Ala

Glu

Gly

250

Hisg

val

Arg

Ser

Asn

330

Glu

Thr

Ile

Ala

155

Val

Thr

val

Met

Asp

235

val

Gln

Asn

Phe

Thr

315

Lys

Glu

Gln

Lys

Arg

Ala

Ile

Ala

Lys

220

Ile

Ala

Val

Met

Ala

300

Ala

Ser

Asp

Ser

Asn
380

Lys

Ile

Ala

Lys

205

Leu

Glu

Phe

Gly

Pro

285

His

Ala

Phe

Ile

Asn

365

Ala

Val

Val

Thr

190

Gly

Ile

Ala

Asn

Gly

270

His

Ile

Ala

Gly

Glu

350

Pro

Met

Lys

Asp

175

Gly

Ala

Asn

Arg

Asn

255

Val

Val

Ala

Ala

Ile

335

Len

Arg

Met

160

Pro

Met

Thr

Glu

Glu

240

Gly

Tyr

Cys

Glu

Glu

320

Pro

Len

Val



10

<400> 9

atgacgcaaa
gaagtaggaa
tttetteoatg
gatgetgtaa
gtagatatat
cacgatacag
caaggtgtaa
ggtactggta
atgecagtta
gtgaaaaaac
gaagcatatg
aaactcatta
gaagcaatgg
ttagtacact
aactecagtta
geacacattyg
gagagagcaa
gcagaaatgqg

gtatgtactc

aacgctetgt

<210> 10

<211> 383
<212> PRT
<213> Bacillus methanolicus PB1

<400> 10

Met Thr Gln Arg Asn Phe Phe

1

Gly Ala Val Lys Glu Val Gly

Lyg Ala Leu Ile Val Thr Asp

gaaacttttt
caagacttaa
gcacaggttt
ttttoccaaa
tcaaacaaga
caaaagcaat
acagtgtaga
gtgaaacaac
tegatgagaa
cagctggatt
ttgcaaaacy
atgaatactt
cttatgcaca
c¢tatttctea
atatgccaca
c¢tgagetttt
ttgtagcgcet
gcgtaaaaga
tagataaccc

aa

5

20

35

ES 2 659 730 T3

cattccacca
gcaaattgga
gtcagaagaa
agctcaacea
aaaatgtgat
cggtttagtt
aaaacoggtt
atctettgeg
aattacaceca
aacaattgea
tgctacacca
accacgtgeg
atacatggeca
ccaagtaggt
cgtttgocaa
aggcegagaat
tcaacgetat

agaggatatc

acgtgttoct

gctagcgtaa
getacaaaag
gttgctaaaa
gatccageag
gcacttgttt
gcagcaaacyg
gttccagtag
gttattacag
actgtageaa
actggtatgyg
gttactgatyg
gttgcaaatyg
ggagtggeat
ggagtttaca
tteaacttaa
gtttetgget
aacaaaaact
gaattattag

actgttcaag

Ile Pro Pro Ala Ser Val Tle Gly Arg
10

Thr Arg Len Lys Gln Ile Gly Ala Thr

25

Ala Phe Leu Hig Gly Thr Gly Leu Ser
45

40

36

ttggacgcgg
cacttatcegt
acattcegtga
atacacaagt
ctatcggtgg
goggaagaat
ttgcaatcac
attcetgeacy
ttgttgacee
atgcattate
cgtttgecaat
gagaagacat
ttaacaacgg
agttacaaca
ttgetegtac
taagecactge
tcggtatcee
cgaacaacgc

acattgcaca

cgetgtaaaa
tacagatgca
agctggectt
tcatgaagge
aggtagctct
caacgactat
tacaacagct
taaagtaaaa
agaattaatg
ccatgcaatt
tcaagcaatyg
cgaagcacgt
aggtttagga
cggaatetgt
tgaacgette
atctgetget
atctggctat
gtaccaagac

aatcatcaaa

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

800

960

1020

1080

1140

1152



Glu

Phe

65

Val

Gly

Asn

Pro

Glu

145

Pro

Met

Thr

Glu

225

Glu

Gly

Tyr

Cys

Glu

50

Fro

Asp

Gly

Gly

Val

130

Thr

Pro

Glu

Asp

Pro

210

Tyr

Ala

Gly

Lys

Gln

val

Lys

Ile

Ser

Gly

115

Val

Thr

Val

Len

Ala

195

Val

Met

Len

Leu

275

Phe

Ala

Ala

Phe

Ser

100

Arg

Pro

Ser

Ile

Met

180

Len

Thr

Pro

Ala

Gly

260

Gln

Asn

Lys

Gln

Lys

85

His

Ile

Val

Leu

Asp

165

Val

Ser

Asp

Arg

Tyr

245

Len

Hig

Leu

ES 2 659 730 T3

Asn

Pro

70

Gln

Asp

Asn

Val

Ala

150

Glu

Lys

His

Ala

Ala

230

Ala

Val

Gly

Ile

Ile

55

Asp

Glu

Thr

Asp

Ala

135

Val

Lys

Lys

Ala

Phe

215

val

Gln

His

Ile

Ala

Arg

Pro

Lys

Ala

Tyr

120

Ile

Ile

Ile

Pro

Ile

200

Ala

Ala

Tyr

Ser

Cys

280

Arg

37

Glu

Ala

Cys

Llys

105

Gln

Thr

Thr

Thr

Ala

185

Glu

Ile

Asn

Met

Ile

265

Asn

Thr

Ala

Asp

Asp

Ala

Gly

Thr

asp

Pro

170

Gly

Ala

Gln

Gly

Ala

250

Ser

Ser

Glu

Gly

Thr

15

Ala

Ile

Val

Thr

Ser

155

Thr

Len

Tyr

Ala

Glu

235

Gly

His

Val

Arg

Leu

60

Gln

Len

Gly

Asn

Ala

140

Ala

Vval

Thr

val

Met

220

Asp

val

Gln

Agn

Phe

Asp

Val

val

Leu

Ser

125

Gly

Arg

Ala

Ile

Ala

205

Lys

Ile

Ala

val

Met

285

Ala

Ala

His

Ser

Val

110

Val

Thr

Lys

Ile

Ala

190

Lys

Leu

Glu

Phe

Gly

270

Pro

His

Val

Glu

Ile

95

Ala

Glu

Gly

Val

Val

175

Thr

Arg

Ile

Ala

Asn

255

Gly

His

Ile

Ile

Gly

80

Gly

Ala

lys

Ser

Lys

160

Asp

Gly

Ala

Asn

Arg

240

Asn

vVal

Val

Ala



<210> 11
<211> 1152
<212> ADN

Glu

305

Glu

Pro

Leu

val

290

Leu Leu

Arg Ala

Ser Gly

Ala Asn

355

Pro Thr
370

ES 2 659 730 T3

Gly Glu Asn
310

Ile Val Ala
325

Tyr Ala Glu
340

Asn Ala Tyr

Val Gln Asp

<213> Bacillus methanolicus PB1

<400> 11

295

Val Ser Gly

Leu Gln Arg

Met Gly Val
345

Gln Asp Val
360

Ile Ala Gln
375

38

Leu Ser
315

Tyr Asn

330

Lys Glu

Cys Thr

Ile Ile

300

Thr Ala

Lys Aszn

Glu Asp

Leu Asp

365

Lys Asn
380

Ser Ala Ala
320

Phe Gly Ile
335

Ile Glu Leu
350

Asn Pro Arg

Ala Leu



atgactaaaa
gaagtaggtg
ttectteaca
gatgttgtaa
gtagaggtat
cacgatacag
caaggtgtaa
ggtactggaa
atgoeggtta
gtgaaaaaac
gaagcatatg
aaactcatta
gaagcaatgqg
ttagtacact
aactcagttg
gcacacattg

gaaagaacaa

aaagcaatgg

gtatgtacte

aacgotetgt

<210>12
<211> 383
<212> PRT

caaaattttt
caagactaaa
gcacaggttt
tttttectaa
tcaaacaaga
caaaaggaat
atagtgtaga
gtgaaacaac
ttgatgaaaa
cagetggatt
ttgcaaaacyg
atgaatactt
cttatgcaca
ctatttetea
taatgcocaca
ctgagetttt

ttgcageget

gcgtaaaaga
tagacaacce

aa

<213> Bacillus methanolicus PB1

<400> 12

ES 2 659 730 T3

cattccatca
agctattgga
gtcagaagaa
agctcaacea
aaaatgtgat
cggcttagtt
aaaacaagtc
atctettgeg
aattacacea
aacaatagea
tgctacacca
accaaaagcg
atacatggea
ccaagtaggt
tgtttgecaa
aggcgagaat

tgaacgctac

agaagatate

tegtgtecct

tccactgtat
gcetacgaaag
gttgctaaaa
gatecageag
gcacttgttt
gcagcaaacyg
gttccacaga
gttattacag
actgtageaa
actggtatgg
gttactgatyg
gttgcaaatyg
ggagtggeat
ggagtttaca
tteaacttaa
gtttetgget

aacagaaact

gaattattag

acggttcaag

39

ttggacgagy
cacttategt
acattegtga
atacacaagt
ctatcggtgg
goggaagaat
ttgcaatcac
actcetgeacy
ttgttgacce
atgcattate
catttgcgat
gagaagacat
ttaataacgg
aattacaaca
ttgetegtac
taagecactge

tcoggtattee

caaacaacge

acattcaaca

cgctgtaaag
tacagacgca
agetggectt
tcatgaagge
gggcagctct
caacgactat
tacaacagct
taaagtaaaa
agaattaatg
ccatgeaatt
tcaagcaaty
cgaagcacgt
aggtttagga
cggaatetgt
tgaacgette
atctgetgea

atcaggctat

aatgcaagat

aatcatcaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140

1152



Met

Gly

Lys

Glu

Phe

65

val

Gly

Asn

Gln

Glu

145

Pro

Met

Thr

Ala

Ala

Glu

50

Pro

Glu

Gly

Gly

val

130

Thr

Pro

Glu

Agp

Lys

val

Leu

35

val

Lys

val

Ser

Gly

115

val

Thr

val

Leu

Ala

Thr

Lys

20

Ile

Ala

Ala

Phe

Ser

100

Arg

Pro

Ser

Ile

Met
180

Lys

Glu

val

Lys

Gln

Lys

85

His

Ile

Gln

Leu

Asp

165

val

Ser

ES 2 659 730 T3

Phe

val

Thr

Asn

Pro

70

Gln

Aszsp

Asn

Ile

Ala

150

Glu

Lys

His

Phe

Gly

Ile

55

Asp

Glu

Thr

Asp

Ala

135

val

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Ala

40

Arg

Pro

Lys

Ala

Tyr

120

Ile

Ile

Ile

Pro

Ile

40

Pro

Arg

25

Phe

Glu

Ala

Cys

Lys

105

Gln

Thr

Thr

Thr

Ala

185

Glu

Ser

10

Leu

Leu

Ala

Asp

Asp

20

Gly

Gly

Thr

Agp

Pro

170

Gly

Ala

Ser

Lys

His

Gly

Thr

75

Ala

Ile

Val

Thr

Ser

155

Thr

Leu

Tyr

Thr

Ala

Ser

Leu

60

Gln

Leu

Gly

Asn

Ala

140

Ala

Vval

Thr

Val

Val

Ile

Thr

45

Agp

val

val

Leu

Ser

125

Gly

Arg

Ala

Ile

Ala

Phe

Gly

30

Gly

Val

His

Ser

Val

110

Vval

Thr

Lys

Ile

Ala

130

Lys

Gly

15

Ala

Leu

Val

Glu

Ile

95

Ala

Glu

Gly

Val

val

175

Thr

Arg

Arg

Thr

Ser

Ile

Gly

80

Gly

Ala

Lys

Ser

Lys

160

Asp

Gly

Ala



10

15

Thr

Glu

225

Glu

Gly

Tyr

Cys

Glu

305

Glu

Pro

Leu

Val

<210> 13
<211> 30
<212> ADN

Pro

210

Tyr

Ala

Gly

Lys

Gln

290

Arg

Ser

Ala

Pro
370

195

Val

Met

Leu

Leu

275

Phe

Thr

Gly

Azn

355

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Pro

Ala

Gly

260

Gln

Asn

Gly

Ile

Tyr

340

Azn

Val

<223> cebador inverso con16

<400> 13

Asgp

Lys

Tyr

245

Leu

His

Leu

Glu

Ala

325

Lys

Ala

Gln

aaccatggat gaggaggatg tttgtatgac

<210> 14
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 659 730 T3

Ala

Ala

230

Ala

Val

Gly

Ile

Azn

310

Ala

Ala

Met

Asp

Phe

215

Val

Gln

His

Ile

Ala

295

Val

Leu

Met

Gln

Ile
375

30

200

Ala

Ala

Tyr

Ser

Cys

280

Arg

Ser

Glu

Gly

Asgp

360

Gln

41

Ile

Asn

Met

Ile

265

Asn

Thr

Gly

Arg

Val

345

Val

Gln

Gln

Gly

Ala

250

Ser

Ser

Glu

Leu

Tyr

330

Lys

Cys

Ile

Ala

Glu

235

Gly

His

Val

Arg

Ser

315

Asn

Glu

Thr

Ile

Met

220

Asp

Val

Gln

Val

Phe

300

Thr

Arg

Glu

Lys
380

205

Lys

Ile

Ala

Val

Met

285

Ala

Ala

Asn

Asp

Asgp

365

Asn

Leu

Glu

Phe

Gly

270

Pro

His

Ser

Phe

Ile

350

Azn

Ala

Ile

Ala

Asn

255

Gly

His

Ile

Ala

Gly

335

Glu

Pro

Leu

Azn

Arg

240

Asn

Val

Val

Ala

Ala

320

Ile

Leu

Arg



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> cebador inverso con18

<400> 14
aaccatggca aacaaagggg atgtatgtat g

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso con41

<400> 15
aggatcccct ccgttttgte gtattac

<210> 16

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso con43

<400> 16
tggatcctct tegtcetttgg cgaattac

<210> 17

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh-MGA3

<400> 17
catatgacaa caaacttttt cattcc

<210> 18

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh-MGA3

<400> 18
ctcgagcata gcegtttttga tgatttgtg

<210> 19

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh2-MGA3

<400> 19
catatgacaa acactcaaag tgc

<210> 20

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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31
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<220>
<223> cebador inverso mdh2-MGA3

<400> 20
ctcgagcatc gcatttttaa taatttgg 28

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh3-MGA3

<400> 21
catatgaaaa acactcaaag tgcattttac 30

<210> 22

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh3-MGA3

<400> 22
ctcgagcata gegtttttga tgatttgtg 29

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo act-MGA3

<400> 23
aaacatatgg gaaaattatt tgagg 25

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso act-MGA3

<400> 24
aaactcgagt ttatttttga gagcctcttg 30

<210> 25

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh-PB1

<400> 25
atacatatga cgcaaagaaa ctttttcatt c 31

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador inverso mdh-PB1

<400> 26
atactcgagc agagcdgtttt tgatgatttg

<210> 27

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh1-PB1

<400> 27
atacatatga ctaaaacaaa atttttcatt c

<210> 28

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh2-PB1

<400> 28
atacatatga caaacactca aagtatattt tac

<210> 29

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh2-PB1

<400> 29
atactcgagc atagcatttt taataatttg tataac

<210> 30

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo act-PB1

<400> 30
ttttcatatg ggaaaattat ttgaggaaa

<210> 31

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso act-PB1

<400> 31
ttttctcgag tttatttttg agagcctctt g

<210> 32

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador directo nudF

<400> 32
ttttcatatg aaatcattag aagaaaaaac aattg 35

<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso nudF

<400> 33
ttttctcgag tttttgtgcet tggagcegctt 30

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh-MGA3

<400> 34
attccaccag ccagcgtaat 20

<210> 35

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh-MGA3

<400> 35
cttagctcca atttgcttaa gtcttg 26

<210> 36

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh2-MGA3

<400> 36
ggatacatgt caaacactca aagtgc 26

<210> 37

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh2-MGA3

<400> 37
tctagacacc atcgcatttt taataatttg g 31

<210> 38

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador directo mdh3-MGA3

<400> 38
ggatacatgt aaaacactca aagtgc 26

<210> 39

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh3-MGA3

<400> 39
tctagacacc atagcatttt taataatttg gatg 34

<210> 40

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh-PB1

<400> 40
tccaccagct agcgtaattg g 21

<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso mdh-PB1

<400> 41

aacctgtgcc atgaagaaat gc 22

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo mdh1-MGA3

<400> 42
tccatcatcc actgtatttg g 21

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh1-PB1

<400> 43

acctgtgctg tgaaggaatg ¢ 21
<210> 44

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> cebador directo mdh2-PB1

<400> 44
cgtgaagctg gtgtggaagt att 23

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso mdh2-PB1

<400> 45
tccaaacctt ctgcgacgtt 20
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico, que codifica un polipéptido que tiene actividad alcohol deshidrogenasa, en
particular actividad metanol deshidrogenasa, que comprende o tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de
entre el grupo que consiste en:

(i) una secuencia de nucledtidos como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1 (mdh2-MGA3), 3
(mdh3-MGA3), o 5 (mdh2-PB1);

(i) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, mas particularmente al
menos un 91, 92, 93 0 94 % de identidad de secuencia, con una secuencia de nucleétidos como se expone en
una cualquiera de SEQ ID NO: 1, 3 0 5;

(iii) una secuencia de nucleétidos que esta degenerada con una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de
SEQIDNO:1,305;

(iv) una secuencia de nucleotidos que es una parte de la secuencia de nucleétidos de una cualquiera de las SEQ
ID NO: 1, 3 0 5, o de una secuencia de nucleétidos que esta degenerada con una secuencia de SEQ ID NO: 1, 3
05;

(v) una secuencia de nucledtidos que codifica todo o parte de un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se
expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2 (Mdh2-MGA3), 4 (Mdh3-MGAS3) o 6 (Mdh2-PB1); y

(vi) una secuencia de nucleétidos que codifica todo o parte de un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos un 91, 92, 93 o
94 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de las
SEQIDNO:2,406;

o una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de la
secuencia de nucleotidos de una cualquiera de (i) a (vi).

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha secuencia de nucleoétidos tiene al menos un
95 % de identidad de secuencia, mas particularmente al menos un 96, 97, 98 o0 99 % de identidad de secuencia, con
una secuencia de nucleétidos como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 30 5.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 2, en la que dicha secuencia de nucleétidos es una secuencia
de nucleétidos como se expone en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 5.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que dicha secuencia de nucleétidos codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia,
preferentemente al menos un 96, 97, 98 o0 99 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos
como se expone en una cualquiera de la SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

5. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 4, en la que dicha secuencia de nucleétidos codifica un
polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2,4 0 6.

6. Un polipéptido que tiene actividad alcohol deshidrogenasa, en particular actividad metanol deshidrogenasa, y que
comprende o tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en:

(i) todo o parte de una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4 o 6;
y

(i) todo o parte de una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia,
preferentemente al menos un 91, 92, 93 o0 94 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos
como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

7. El polipéptido de la reivindicacién 6, en el que dicha secuencia de aminoacidos es una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos un 96, 97, 98 o0 99 % de identidad
de secuencia con una secuencia de aminoacidos como se muestra en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2,4 0 6.

8. El polipéptido de la reivindicacién 7, en el que dicha secuencia de aminoacidos es una secuencia de aminoacidos
como se expone en una cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

9. Una construccién que comprende una molécula de acido nucleico como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

10. La construccion de la reivindicacion 9 en la que la molécula de acido nucleico esta unida operativamente a una
secuencia de control de la expresion heterdloga.

11. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico o construccién como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1a 50 9.

12. Un microorganismo huésped en el que se ha introducido una molécula de acido nucleico como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha molécula esta unida operativamente a una secuencia de
control de la expresion heterdloga, o un vector como se define en la reivindicacion 11.
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13. El microorganismo huésped de la reivindicacion 12, en el que el microorganismo huésped es una bacteria
seleccionada de entre el género Escherichia, Corynebacterium o Bacillus.

14. El microorganismo huésped de la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, en el que el microorganismo huésped
es E. coli, C. glutamicum, B. subtilis o B. methanolicus.

15. Un procedimiento para la introduccion o modificacion de la actividad alcohol deshidrogenasa, y en particular
actividad MDH, en un microorganismo huésped, comprendiendo dicho procedimiento la introduccién en dicho
microorganismo de una molécula de acido nucleico como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1a 5y
el cultivo de dicho microorganismo en condiciones en las que dicha molécula de acido nucleico se exprese.
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Figural
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Figura | cont.
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- AP R DR - Y - PRI, ct..CC.vuaaan Baaaan C..C...C.

.......... Cebevivrrnnevrincecarsecear e C..Cclat.
.......... L o Y Ny Y = S = I « Y = o T
...t..gtac.at..a....@aa4.tv0a@a000gaCive v e o gg
...... ctac.a...a.....a.a...t...aa...ga.c........qgg
t...ecgec.a...a..... a.8..gt...88.., . J8.C.uneusan gg

ct...ga.c.taac..t...aaa....t.aa....c.a..t.ct......
ct.g.ga.c.taac..t...aaa....t.aa....c.a..t.ct......
ct...ga.c.taac..t...aga....t.aa....c....t.ct......

gaggatatcgaattattagcgaaaaacgcatacgaagacgtatgtactca
srBlasssssessssansrens - W o P [} Lo [N t
«:d..C..t..gact.....t..g..t..gatga....t.c....g.att
vedaesestiigact. .. tallL tiigatgalt. ticllL gaatt
..a..C..t.tgact.....tg....t..gatga....t.c.acgg.att
aagcaacccacgcgttcctactgttcaagacattgcacaaatcatcaaaa
..ca..t..t..taaa....agt.ag....ag.catc..... t..t....
..ca..t..t..taaa....agt.ag....ag.catc.....t..t....

..ca..t..t..taaa....agt.gg....ag..at......t..t....

acgctatgtaa (SEQ ID NO:7)

veeseCuunnn (SEQ ID NO:9)
..... [ (SEQ ID NO:11)
P PR [ {SEQ ID NO:1)
T (SEQ ID NO:23)
O (SEQ ID NO:3)

52



Figura?

(a)

ES 2659 730 T3

mdh MGA3 proteina 1 ---mt-t-n-—-ffippasvigrgavkevgtrlkgigakkalivtdaflh
mch PB1 proteina B T R | 3 Rt e .
mdhl PB1 proteina 1 -..k.=k---_....88t.f......... I O R
mdh2 MGA3 proteina 1 ---..-n-tgsa..m.svnlf.a.s.n...... adl.v....l....q..
mdh3 MGA3 proteina 1 mkntg-s-a---.ym.svnlf.a.s.n...... agl.v....l....q9..
mdh2 PBl proteina l -——-..-n-tgsi.y..svnlf.p.s.n......agl.v....1l....9..

mdh MGA3 proteina 43

stglseevaknireagvdvaifpkagpdpadtgvhegvdvfkgencdslv

mdh PB1 proteina 44 givivesnenrnanaan liav.iciiennssassssnnes i....ko.a..
madhl PBL proteina 44 .....iiiiivneenale Vi iineennnnnereeaBannaKoa,,
mdh2 MGA3 proteina 46 gl....kissi..a...e.s..... e.n.t.kn.a..leayna..... i.
mdh3 MGA3 proteina 46 .1....ki.gi...... [ e.n.t.kn.a..leayna..... i.
mdh2 PB1 proteina 46 gl....ki.si...... e.l...ae e.n.t.kn.a..le.yna..... i.
mdh MGA3 proteina 93 sigggsshdtakaiglvaanggrindyggvnsvekpvvpvvaitttagtg

mdh PB1 proteina 94 e e e
mdhl PB1 proteina 94 ...... cessee Goorossorssrne ceseass RN - TSP - - R R
mcdh2 MGA3 proteina 96 tl.......ag...2.......k.h..e..dvske.m..1li..n......
mdh3 MGA3 proteina 96 tl.......ag...a.......t.h..e..dvsk..m..li..n......
mdh2 PB1 proteina 96 tl....... ag.g.a8....... t.y..e..dksk..m..1li..n......

mdh MGAZ proteina 143
mdh PB1 proteina 144
mdhl PB1 proteina 144

settslavitdsarkvkmpvidekitptvaivdpelmvkkpagltiatgm

mdh2 MGA3 proteinal4é ..l.kfti...te.....aiv.khv...ls.n......gm.ps..a...l
mdh3 MGA3 proteinal4é ..l.kfti...te.....aiv.khv...ls.n......gm.ps..a...l
mcdh2 PB1 proteina 146 ..l.rfti...te.....aiv.khv...ls.n......gm.ps..a...l

mcdh MGAZ proteina 193

dalshaieayvakgatpvtdafaigamklineylpkavangediearekm

mdh PB1 proteina 194 ............. S § a.
mdhl PB1l proteina 194 ............. Lottt etoesoasaaanssanssssnsnansansan a.
mdhZ MGA3 proteinal®é ...t....... -1 SRR R - T % T TR Y Kesasse q.

mdh3
mdh2

MGA3 proteinal®é
PB1 proteina 196

mcdh MGA3 proteina 243
mcdh PB1 proteina 244
mcdhl PB1 proteina 244
mch2 MGA3 proteina2dé
mdh3 MGA3 proteinazde
mdh2 PB1 proteina 246

mdh MGA3 proteina 293
mcdh PB1 proteina 294

PR - 1 A TTT AP R -] SRR SRS T
AR, R sta...i...1....i.i.sk...r. £ L kem. ... q.

ayagymagvafnngglglvhsishgvggvyklghgicnsvnmphveafnl

Y «

Losl.om...a...y.iacasL . finfpaaveaalll. y..r...
.f..s1l..m....a...¥..a.a..l..f.nfp..v..aill....xr
.f..81l..m....as..y..a.a..f..f.nfp..v..aill....r...

iakterfahiaellgenvaglstaaaaeraivalerinksfgipsgyaem
selsnssseesnantsns Breess Beeassasss Fe¥sslesennsaras

mcdhl PBl1 proteina 294 ..r...............8.....8....t.a....y.rn.......ka.

mch2 MGA3 proteina296é .s.v..y.e..af..... d .yd...k..k.i..ma.dln..k.fk.1
mdh3 MGA3 proteinaZ9é .s.v..y.e..af.....d....ye...k..k.i..mardln..k.fk.1
mdh2 PB1 proteina 296 .s.v....e..a........... re...kg.k.i..ma.dln..r.fk.1

mdh MGA3 proteina 343 gvkeediellaknayedvctgsnprvptvgdiagiiknam (SEQ ID NO:8)
mcdh PB1 proteina 344 ...........n...qg....ld......... 00000 1 (SEQ ID NO:10)
mcdhl PB1 proteina 344 ...... cvroelle Mecsed@oosvrenncsn [~ PURI 1l (SEQ ID NO:12)
mdh2 MGA3 proteina346é .a......t.....mk.a.alt...k.kleevi....... (SEQ ID NO:2Z}
mcdh3 MGA3 proteina346 .a......t.....mn.a.alt...k.kleevi...... . (SEQ ID NO:4)
mdh2 PB1 proteina 34€é .a.....vt..e..mk.atalt...k.kleevi....... (SEQ ID NO:&}
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Figura 2 cont.

(B)

Secuencia

mdh2
mch3
mch2

mdh2
mdh3
mdh2

mdh2
mch3
mdh2

mdh2
mdh3
mdh2

mch2
mch3
mch2

mdh2
mch3
mdh2

mdh2
mch3
mdh2

mch2
mclh3
mdh2

mdh2
mcdh3
mch2

MGAZ proteina
MGA3 proteina
FB1l proteina

MGAZ proteina
MGAE2 proteina
PB1 proteina

MGA23 proteina
MGAZ proteina
P2l proteina

MGR3 proteina
MGA2 proteina
PB1 proteina

MGA2 proteina
MGA3 proteina
PB1 proteina

MGAZ proteina
MGR2 proteina
P21 proteina

MGA3 proteina
MGRZ proteina
FE1l proteina

MGA3 proteina
MGAZ proteina
PBE1l proteina

MGA3 proteina
MGA3 proteina
P21 proteina

51
51
51

101
101
101

151
151
151

201
201
201

251
251
251

301
301
301

351
351
351

ES 2659 730 T3

Inicio Final Coincidencia No coincidencia § de coincidencia
1 385
1 385 370 15 96
1 385 353 32 91

mtntgsaffmpsvnlfgagsvnevgtrladlgvkkallvtdaglhglgls

..................................................

lagmafnnaglgyvhaiahglggfynfphgvecnavllpyvcrfnliskve
.................................. R

dietlaknamkdacaltnprkpkleevigiiknam (SEQ ID NO:2)
(SEQ ID NO:4)
(SEQ ID NO:6)

54



ES 2 659 730 T3

500 mM sustrato

‘@mdh

g1_5 4 . . . S amdh2
b= amdh3
. J
0 B __J__

Metanol Etanol Propanol Butanol  Isopropanol 1,3-
propanodiol

(B)

Kot \
oW e
A =)

o
w

Actividad especifica[U/mg]
[2¥]

[y
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Figura4
(A)
Temperatura éptima
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Figura 5

(A)

ES 2 659 730 T3

45 Co

(B)

Actividad relativa

45 °C
15 -
1'%@%
05 -
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo de incubacién[min]
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Figura5 cont.

60 °C

15 -
[1°]
2
= 1
)
3 o > —8— Mdh
T 7 —aA— Mdh1
T _— | A
2 - ‘ ' T —o— Mdh2
o 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
<

Tiempo de incubaciéon[min])
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Figura 6

(A)

Ulug

(B)

Actividad especifica[U/mg]

100

10

0.1

0,01

-5

[¥¥]

N

[
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Activacion de MDH

0,29 031
0,03 :

1,11

10,8

031

Mdh

Mdhl Mdh2
W Metanol

0O Metanol +ACT
O Etanol
@Etanol +ACT
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Figura7

(A)
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-
Tigura 7 (cont. )
(B)

act-pHCMC04 _

2000

s, B671pbs

%om—xs’
%‘ORF-&' 4000
\

act

Smal
BamHI
Swal

Xhol
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I'gura 8

Actividad de Mdh con Act y Mdh producidas en B.

100
o
80
70
&0
50
40
a0
20
10

E
-~ ® Metznol

& mEtanol

Actividad total (mus/mg)

Abrewiaturas:

Blanco =Tampén de re-suspensién;

TS =huésped tipo silvestre B. subtilis 168,

TS+ Mdh2(EC) =lisado de £. cali con Mdh2 expresada a partir del plasmido pET21a;

pHCMC04 = B, subtilis 168 con el vector pHCMC04 vadio;

pHCMC04+Mdh2(Fc) = pHCMC04 con lisado de F. cali con mdh2 expresado a partir del plasmido
pET21a;

act-pHCMC04 =lisado de 2. subsilis 168 con Act expresada a partir del plasmido pHCMCO04;

act-p HCMC04+Ndh2(Ec) = act-pHCMS04 con lisado de & ceodi con mdh2 expresado a partir del
plasmido pET21a;

mdhl-pHCMC04 =lisado de B. subsilis 168 con mdh1 expresado apartir del plasmido pHCIMCO04,
mdhl-pHCMCO04+Act(Ec) = mdhl-pHCMC04 con lisado de & coli con act expresado a parhir del
plasrmido pET2la;

mdh2-pHCMCO4 =lisado de B. subtilis 168 con mdh2 expresado a partir del plasmido pHCWC04:
mdh2-pHCMCOH+A ct(E ¢) = m dh2-pHCMC04 con lisado de E. cali con act expresado apartir del
plasmide pET2la;

mdh3-pHCMCO4 =lisado de B. subtiiis 168 con mdh3 expresado a partir del plasmido pHCWCO4,
mdh3-pHCMCO4+A et(Ec) = m dh3-pHCMC04 con lisado de E. cofi con act expresado a partir del
plasmido pET2la;

Amdhl-pHCMC04 = lisado de B. subiilis 168 con act y mdhl expresados a partir del plasmido
pHCMC04.

Am dh2-pHCMC04 =lisado de B. subdglis 168 con act y mdh2 expresados a partir del plasmide
pHCMC04.

Amdh3-pHCMC04 = lisado de B. subfilis 168 con act v mdh3 expresados a partir del plasmido
pHCMC04.
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Figura 10

(A)
Metanol
——6-P-
gluconato

50 -8 ATP

40 —4— RX5P
—=- Rib5P

30
~=S7P
== fru-1,6-BP
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== hexosaXP

13
% de carbono marcado con °C
N
o
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—— DHAP
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||
Figuralo (cont.)

(B)
, —— G-P-
Formaldehldo gluconato
| ATP
50 - S e
~—&— Rib5P
—&—S7P
~=2==fru-1,6-BP

- @- hexosa6P

e X0saXP
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Figura 1l
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+

Figural3
4 PEP 2/3 PG FBP

: 8 16

! 7 14

: 6 12

: 5 10

4 P ’

3 . ’

2 2 ’

1 1 :

0 0 He * -* 0 . RTTIT I |
0 20 40 60 80 10 O 20 40 60 B0 100

9 8 16

! 7 14

° 6 12

® 5 10

4 . .

3 3 :

3 21 T e P |

1 1 2 » ;

p R g | g P .+l o& =

0 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 1of O 20 <40 60 B8O 100

: 8 16

: ! 14

: o 12

: ° 10

4 P 0

: ; 6 ]

2 --::::,:“. 2 '_.,.n' P L.

S N G [
) 2,

0 20 40 60 80 100 0O 20 40 60 80 10 o 20 40 60 80 100
Tiempo(min)

67



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

