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DESCRIPCION
Microorganismos para la produccién de 1,4-butanodiol y métodos relacionados
Antecedentes de la invencion

Esta invencion se refiere de manera general al disefio in silico de organismos y al disefio por ingenieria genética de
organismos, mas particularmente a organismos que tienen capacidad de biosintesis de 1,4-butanodiol.

El compuesto acido 4-hidroxibutanoico (4-hidroxibutanoato, 4-hidroxibutirato, 4-HB) es un acido carboxilico de 4
carbonos que tiene potencial industrial como elemento estructural para diversos productos quimicos de materia
prima y especializados. En particular, 4-HB tiene potencial para servir como nuevo punto de entrada en la familia de
productos quimicos de 1,4-butanodiol, que incluye disolventes, resinas, precursores de polimeros y productos
quimicos especializados. El 1,4-butanodiol (BDO) es un producto intermedio de polimeros y disolvente industrial con
un mercado global de aproximadamente 3 billones de Ib/afio. BDO se produce actualmente a partir de precursores
petroquimicos, principalmente acetileno, anhidrido maleico y éxido de propileno.

Por ejemplo, se hace reaccionar acetileno con 2 moléculas de formaldehido en la reaccion de sintesis de Reppe
(Kroschwitz y Grant, Encyclopedia of Chem. Tech., John Wiley and Sons, Inc., Nueva York (1999)), seguido por
hidrogenacion catalitica para formar 1,4-butanodiol. Se ha estimado que el 90% del acetileno producido en los
EE.UU. se consume para la produccién de butanodiol. Alternativamente, puede formarse mediante esterificacion e
hidrogenacion catalitica de anhidrido maleico, que se deriva de butano. Posteriormente, puede transformarse
adicionalmente el butanodiol; por ejemplo, mediante oxidacion para dar y-butirolactona, que puede convertirse
adicionalmente en pirrolidona y N-metil-pirrolidona, o hidrogenolisis para dar tetrahidrofurano. Estos compuestos
tienen diversos usos como productos intermedios de polimeros, disolventes y aditivos, y tienen un mercado
combinado de casi 2 billones de Ib/afio.

Resulta deseable desarrollar un método para la produccion de estos productos quimicos mediante medios
alternativos que no sélo sustituyan materias primas basadas en petréleo por renovables, y que también usen
procedimientos que requieran menos energia y capital. El Departamento de Energia ha propuesto 1,4-diacidos, y
particularmente acido succinico, como productos intermedios clave producidos de manera biologica para la
fabricacion de la familia de productos de butanodiol (Informe del DOE, “Top Value-Added Chemicals from Biomass”,
2004). Sin embargo, el acido succinico es costoso de aislar y purificar y requiere altas temperaturas y presiones para
su reduccion catalitica para dar butanodiol.

Por tanto, existe una necesidad de medios alternativos para producir eficazmente cantidades comerciales de 1,4-
butanodiol y sus precursores quimicos. La presente invencion satisface esta necesidad y también proporciona
ventajas relacionadas.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona organismos microbianos que no se producen de manera natural que contienen una ruta de
1,4-butanodiol (BDO) que comprende al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para una enzima de la ruta
de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO y optimizada adicionalmente para la expresion de
BDO. La invencién proporciona adicionalmente métodos de uso de tales organismos microbianos para producir
BDO.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama esquematico que muestra rutas bioquimicas para dar 4-hidroxibutirato (4-HB) y para la
produccion de 1,4-butanodiol. Las primeras 5 etapas son endogenas para E. coli, mientras que el resto pueden
expresarse de manera heterdloga. Las enzimas que catalizan las reacciones biosintéticas son: (1) succinil-CoA
sintetasa; (2) semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA; (3) a-cetoglutarato deshidrogenasa;
(4) glutamato:succinato semialdehido transaminasa; (5) glutamato descarboxilasa; (6) semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA; (7) 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa; (8) a-cetoglutarato descarboxilasa; (9)
4-hidroxibutiril-CoA:acetil-CoA transferasa; (10) butirato cinasa; (11) fosfotransbutirilasa; (12) aldehido
deshidrogenasa; (13) alcohol deshidrogenasa.

La figura 2 es un diagrama esquematico que muestra la biosintesis de homoserina en E. coli.

La figura 3 muestra la produccion de 4-HB en medio minimo de glucosa usando cepas de E. coli que albergan
plasmidos que expresan diversas combinaciones de genes de la ruta de 4-HB. (a) Concentracion de 4-HB en caldo
de cultivo; (b) concentracion de succinato en caldo de cultivo; (¢) DO de cultivo, medida a 600 nm. Las agrupaciones
de barras representan los puntos de tiempo de 24 horas, 48 horas y 72 horas (si se mide). Los cédigos a lo largo del
eje de las X indican la combinacion de cepa/plasmido usada. El primer indice se refiere a la cepa huésped: 1,
MG1655 lacl®; 2, MG1655 AgabD lacl®; 3, MG1655 AgabD AaldA lacl®. El segundo indice se refiere a la
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combinacién de plasmidos usada: 1, pZE13-0004-0035 y pZA33-0036; 2, pZE13-0004-0035 y pZA33-0010n; 3,
pZ13-0004-0008 y pZA33-0036; 4, pZ13-0004-0008 y pZA33-0010n; 5, vectores de control pZE13 y pZA33.

La figura 4 muestra la produccién de 4-HB a partir de glucosa en cepas de E. coli que expresan a-cetoglutarato
descarboxilasa a partir de Mycobacterium tuberculosis. Las cepas 1-3 contienen pZE13-0032 y pZA33-0036. La
cepa 4 soélo expresa los vectores vacios pZE13 y pZA33. Las cepas huésped son las siguientes: 1 y 4, MG1655
IacIQ; 2, MG1655 AgabD laclQ; 3, MG1655 AgabD AaldA lacl®. Las barras se refieren a la concentracién a las 24 y
48 horas.

La figura 5 muestra la produccion de BDO a partir de 4-HB 10 mM en cepas de E. coli recombinantes. Las
posiciones numeradas corresponden a experimentos con MG1655 lacl® que contiene pZA33-0024, que expresa cat2
de P. gingivalis, y los siguientes genes expresados en pZE13: 1, ninguno (control); 2, 0002; 3, 0003; 4, 0003n; 5,
0011; 6, 0013; 7, 0023; 8, 0025; 9, 0008n; 10, 0035. Los numeros de genes se definen en la tabla 6. Para cada
posicion, las barras se refieren a las condiciones aerobias, microaerobias y anaerobias, respectivamente. Se crearon
condiciones microaerobias sellando los tubos de cultivo pero sin evacuarlos.

La figura 6 muestra el espectro de masas de 4-HB y BDO producidos mediante MG1655 lacl® pZE13-0004-0035-
0002 pZA33-0034-0036 que se hizo crecer en medio minimo M9 suplementado con glucosa sin marcar 4 g/l (a, c, e
y g), glucosa marcada uniformemente con "°C (b, d, f y h). (a) y (b), fragmento caracteristico de masa 116 de BDO
derivatizado, que contiene 2 atomos de carbono; (c) y (d), fragmento caracteristico de masa 177 de BDO
derivatizado, que contiene 1 atomo de carbono; (e) y (f), fragmento caracteristico de masa 117 de 4-HB derivatizado,
que contiene 2 atomos de carbono; (g) y (h), fragmento caracteristico de masa 233 de 4-HB derivatizado, que
contiene 4 atomos de carbono.

La figura 7 es un diagrama de flujo de procedimiento esquematico de bioprocedimientos para la produccion de y-
butirolactona. El panel (a) ilustra la fermentacion de alimentacion discontinua con separacion discontinua y el panel
(b) ilustra la fermentacion de alimentacién discontinua con separacion continua.

Las figuras 8A y 8B muestran rutas de 1,4-butanodiol (BDO) a modo de ejemplo. La figura 8A muestra rutas de BDO
a partir de succinil-CoA. La figura 8B muestra rutas de BDO a partir de alfa-cetoglutarato.

Las figuras 9A-9C muestran rutas de BDO a modo de ejemplo. Las figuras 9A y 9B muestran rutas a partir de 4-
aminobutirato. La figura 9C muestra una ruta de acetoacetil-CoA a 4-aminobutirato.

La figura 10 muestra rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de alfa-cetoglutarato.
La figura 11 muestra rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de glutamato.

La figura 12 muestra rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de acetoacetil-CoA.
La figura 13 muestra rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de homoserina.

Las figuras 14 muestran las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de succinil-CoA sintetasa de E. coli. La
figura 14A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:) del operén sucCD de E. coli. Las figuras 14B (SEQ ID
NO:) y 14C (SEQ ID NO:) muestran las secuencias de aminoacidos de las subunidades de succinil-CoA sintetasa
codificadas por el operén sucCD.

La figura 15 muestra las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de alfa-cetoglutarato descarboxilasa de
Mycobacterium bovis. La figura 15A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:) del gen sucA de
Mycobacterium bovis. La figura 15B muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:) de alfa-cetoglutarato
descarboxilasa de M. bovis.

La figura 16 muestra la biosintesis en E. coli de 4-hidroxibutirato a partir de glucosa en medio minimo a través de
alfa-cetoglutarato en condiciones anaerobias (microaerobias). La cepa huésped es ECKh-401. Los experimentos se
marcan basandose en los genes de la ruta aguas arriba presentes en el plasmido pZA33 de la siguiente manera: 1)
4hbd-sucA; 2) sucCD-sucD-4hbd; 3) sucCD-sucD-4hbd-sucA.

La figura 17 muestra la biosintesis en E. coli de 4-hidroxibutirato a partir de glucosa en medio minimo a través de
succinato y alfa-cetoglutarato. La cepa huésped es MG1655 de tipo natural. Los experimentos se marcan basandose
en los genes presentes en los plasmidos pZE13 y pZA33 de la siguiente manera: 1) vectores de control vacios; 2)
pZE13, pZA33-4hbd vacios; 3) pZE13-sucA, pZA33-4hbd.

La figura 18A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:) de succinato semialdehido deshidrogenasa
dependiente de CoA (sucD) de Porphyromonas gingivalis, y la figura 18B muestra la secuencia de aminoacidos
codificada (SEQ ID NO:).
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La figura 19A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:) de 4-hidroxibutirato deshidrogenasa (4hbd) de
Porphyromonas gingivalis, y la figura 19B muestra la secuencia de aminoacidos codificada (SEQ ID NO:).

La figura 20A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:) de 4-hidroxibutirato CoA transferasa (cat2) de
Porphyromonas gingivalis, y la figura 20B muestra la secuencia de aminoacidos codificada (SEQ ID NO:).

La figura 21A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:) de fosfotransbutirilasa (ptb) de Clostridium
acetobutylicum, y la figura 21B muestra la secuencia de aminoacidos codificada (SEQ ID NO:).

La figura 22A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:) de butirato cinasa (buk1) de Clostridium
acetobutylicum, y la figura 22B muestra la secuencia de aminoacidos codificada (SEQ ID NO:).

La figura 23 muestra secuencias de nucledtidos alternativas para C. acefobutylicum 020 (fosfotransbutirilasa) con
codones alterados para codones de E. coli mas prevalentes con respecto a la secuencia nativa de C.
acetobutylicum. Las figuras 23A-23D (020A-020D, SEQ ID NO:, respectivamente) contienen secuencias con
numeros crecientes de codones de E. coli poco frecuentes sustituidos por codones mas prevalentes (A<B<C<D).

La figura 24 muestra secuencias de nucleotidos alternativas para C. acetobutylicum 021 (butirato cinasa) con
codones alterados para codones de E. coli mas prevalentes con respecto a la secuencia nativa de C.
acetobutylicum. Las figuras 24A-24D (021A-021B, SEQ ID NO:, respectivamente) contienen secuencias con
numeros crecientes de codones de E. coli poco frecuentes sustituidos por codones mas prevalentes (A<B<C<D).

La figura 25 muestra la expresion mejorada de butirato cinasa (BK) y fosfotransbutirilasa (PTB) con codones
optimizados para la expresion en E. coli. La figura 25A muestra electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) tefiida para detectar proteinas con azul de Coomassie; carril 1, vector de
control sin inserto; carril 2, expresion de secuencias nativas de C. acefobutylicum en E. coli; carril 3, expresion de
PTB-BK con codones optimizados de 020B-021B; carril 4, expresion de PTB-BK con codones optimizados de 020C-
021C. Se muestran las posiciones de BK y PTB. La figura 25B muestra las actividades BK y PTB de secuencia de C.
acetobutylicum nativa (2021n) en comparacion con 020B-021B (2021B) y 020C-021C (2021C) con codones
optimizados.

La figura 26 muestra la produccion de BDO y gamma-butirilactona (GBL) en diversas cepas que expresan enzimas
productoras de BDO: Cat2 (034); 2021n; 2021B; 2021C.

La figura 27A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:) del gen ald de Clostridium beijerinckii nativo
(025n), y la figura 27B muestra la secuencia de aminoacidos codificada (SEQ ID NO:).

Las figuras 28A-28D muestran secuencias génicas alternativas para el gen ald de Clostridium beijerinckii (025A-
025D, SEQ ID NO:, respectivamente), en las que numeros crecientes de codones poco frecuentes se sustituyen por
codones mas prevalentes (A<B<C<D).

La figura 29 muestra la expresion del gen ald de C. beijerinckii nativo y variantes con condones optimizados; sin ins
(control sin inserto), 025n, 025A, 025B, 025C, 025D.

La figura 30 muestra la produccién de BDO o BDO y etanol en diversas cepas. La figura 30 muestra la produccion
de BDO en cepas que contienen el gen ald de C. beijjerinckii nativo (025n) o variantes con codones optimizados para
la expresion en E. coli (025A-025D). La figura 30B muestra la produccién de etanol y BDO en cepas que expresan la
enzima AdhE2 de C. acetobutylicum (002C) en comparacién con la variante con codones optimizados 025B. El
tercer conjunto muestra la expresion de sucD de P. gingivalis (035). En todos los casos, también se expresa Cat2 de
P. gingivalis (034).

La figura 31A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:) del gen adh1 de Geobacillus thermoglucosidasius,
y la figura 31B muestra la secuencia de aminoacidos codificada (SEQ ID NO:).

La figura 32A muestra la expresion del gen adh1 de Geobacillus thermoglucosidasius en E. coli. Se analizaron o bien
lisados de células completas o bien sobrenadantes mediante SDS-PAGE vy se tifieron con azul de Coomassie para
detectar plasmido sin inserto, plasmido con insertos 083 (N-bencil-3-pirrolidinol deshidrogenasa de Geotrichum
capitatum) y plasmido con 084 (adh1 de Geobacillus thermoglucosidasius). La figura 32B muestra la actividad de
084 con butiraldehido (rombos) o 4-hidroxibutiraldehido (cuadrados) como sustratos.

La figura 33 muestra la produccién de BDO en diversas cepas: plasmido sin inserto; 025B, 025B-026n; 025B-026A;
025B-026B; 025B-026C; 025B-050; 025B-052; 025B-053; 025B-055; 025B-057; 025B-058; 025B-071; 025B-083;
025B-084; PTSlacO-025B; PTSlacO-025B-026n.

La figura 34 muestra un mapa de plasmido para el vector pRE119-V2.
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La figura 35 muestra la secuencia de la region ECKh-138 que abarca los genes aceF y IpdA. El gen IpdA de K.
pneumonia esta subrayado, y el codén cambiado en el mutante Glu354Lys esta sombreado.

La figura 36 muestra la comparacion de secuencias de proteina del IpdA de E. coli nativo y el IpdA de K. pneumonia
mutante.

La figura 37 muestra la produccién de 4-hidroxibutirato (barras a la izquierda) y BDO (barras a la derecha) en las
cepas AB3, MG1655 AldhA y ECKh-138. Todas las cepas expresaron sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd
de P. gingivalis en el plasmido de numero de copias medio pZA33, y Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
acetobutylicum en el plasmido de numero de copias alto pZE13.

La figura 38 muestra la secuencia de nucledtidos del extremo 5’ del gen aceE fusionado al promotor pflB-p6 y sitio
de unioén a ribosoma (RBS). La secuencia en cursiva en 5 muestra el inicio del gen aroP, que se transcribe en el
sentido opuesto al operon pdh. La secuencia en cursiva en 3° muestra el inicio del gen aceE. En mayusculas: RBS
de pflB. Subrayado: sitio de union a FNR. En negrita: secuencia de promotor pflB-p6.

La figura 39 muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:) en la region aceF-IpdA en la cepa ECKh-456.

La figura 40 muestra la produccidon de 4-hidroxibutirato, BDO y piruvato (barras de izquierda a derecha,
respectivamente) para cada una de las cepas ECKh-439, ECKh-455 y ECKh-456.

La figura 41A muestra un esquema de los sitios de recombinacion para la delecién del gen mdh.

La figura 41B muestra la secuencia del producto de PCR de la amplificacion del gen de resistencia a cloranfenicol
(CAT) flanqueado por sitios de FRT y regiones de homologia del gen mdh del plasmido pKD3.

La figura 42 muestra la secuencia de la region delecionada de arcA en la cepa ECKh-401.
La figura 43 muestra la secuencia de la regiéon que abarca un gen gltA mutado de la cepa ECKh-422.

La figura 44 muestra la actividad citrato sintasa del producto génico de gltA de tipo natural y el mutante R163L. El
ensayo se realizé en ausencia (rombos) o presencia de NADH 0,4 mM (cuadrados).

La figura 45 muestra la produccién de 4-hidroxibutirato (barras a la izquierda) y BDO (barras a la derecha) en las
cepas ECKh-401 y ECKh-422, expresando ambas genes para la ruta de BDO completa en plasmidos.

La figura 46 muestra flujos metabdlicos centrales e intervalos de confianza del 95% asociados a partir de
experimentos de marcaje metabolico. Los valores son flujos molares normalizados para una tasa de captacion de
glucosa de 1 mmol/h. El resultado indica que el flujo de carbono se dirige a través de citrato sintasa en el sentido
oxidativo y que la mayor parte del carbono entra en la ruta de BDO en lugar de completar el ciclo de TCA.

La figura 47 muestra la formacion de producto extracelular para las cepas ECKh-138 y ECKh-422, expresando
ambas la ruta de BDO completa en plasmidos. Los productos medidos fueron acetato (Ace), piruvato (Pyr), 4-
hidroxibutirato (4HB), 1,4-butanodiol (BDO), etanol (EtOH) y otros productos, que incluyen gamma-butirolactona
(GBL), succinato y lactato.

La figura 48 muestra la secuencia de la region tras la sustitucion de PEP carboxilasa (ppc) por fosfoenolpiruvato
carboxicinasa de H. influenzae (pepck). La region codificante de pepck esta subrayada.

La figura 49 muestra el crecimiento de cepas pepCK evolucionadas que se hacen crecer en medio minimo que
contiene NaHCO3; 50 mM.

La figura 50 muestra la formacién de producto en la cepa ECKh-453 que expresa Cat2 de P. gingivalis y Ald de C.
beijerinckii en el plasmido pZS*13. Los productos medidos fueron 1,4-butanodiol (BDO), piruvato, 4-hidroxibutirato
(4HB), acetato, y-butirolactona (GBL) y etanol.

La figura 51 muestra la produccion de BDO de dos cepas, ECKh-453 y ECKh-432. Ambas contienen el plasmido
pZS*13 que expresa Cat2 de P. gingivalis y Ald de C. beijerinckii. Se hicieron crecer los cultivos en condiciones
microaerobias, con los recipientes perforados con agujas de calibre 27 6 18, tal como se indica.

La figura 52 muestra la secuencia de nucleétidos del ADN gendmico de la cepa ECKh-426 en la region de insercion
de un fragmento de ADN policistrénico que contiene un promotor, gen sucCD, gen sucD, gen 4hbd y una secuencia
de terminador.

La figura 53 muestra la secuencia de nucleétidos de la regidon cromosomica de la cepa ECKh-432 en la region de
insercion de una secuencia policistronica que contiene un promotor, gen sucA, gen 4hbd de C. kluyveri y una
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secuencia de terminador.

La figura 54 muestra la sintesis de BDO a partir de glucosa en medio minimo en la cepa ECKh-432 que tiene genes
codificantes de la ruta de BDO aguas arriba integrados en el cromosoma y que contiene un plasmido que alberga
genes de la ruta de BDO aguas abajo.

La figura 55 muestra un producto de PCR que contiene los genes de utilizacion de sacarosa distintos de
fosfotransferasa (distintos de PTS) flanqueados por regiones de homologia a la regiéon de rrC.

La figura 56 muestra un diagrama esquematico del sitio de integraciones en el operén rrnC.

La figura 57 muestra la concentracion de producto promedio, normalizada para la DO600 de cultivo, tras 48 horas de
crecimiento de la cepa ECKh-432 que se hace crecer en glucosa y la cepa ECKh-463 que se hace crecer en
sacarosa. Ambas contienen el plasmido pZS*13 que expresa Cat2 de P. gingivalis y Ald de C. beijerinckii. Los datos
son para 6 cultivos repetidos de cada cepa. Los productos medidos fueron 1,4-butanodiol (BDO), 4-hidroxibutirato
(4HB), y-butirolactona (GBL), piruvato (PYR) y acetato (ACE) (barras de izquierda a derecha, respectivamente).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere al disefio y a la producciéon de células y organismos que tienen capacidades de
produccion biosintética para 1,4-butanodiol (BDO). La invencién se refiere, en particular, al disefio de organismos
microbianos capaces de producir BDO mediante la introduccion de uno o mas acidos nucleicos que codifican para
una enzima de la ruta de BDO. Las realizaciones de la invencion se exponen en las reivindicaciones.

En una realizacion, la invenciéon usa modelos estequiométricos in silico del metabolismo de Escherichia coli que
identifican disefios metabdlicos para la produccioén biosintética de 1,4-butanodiol (BDO). Los resultados descritos en
el presente documento indican que pueden disefiarse rutas metabdlicas y modificarse por ingenieria genética de
manera recombinante para lograr la biosintesis de 1,4-butanodiol en Escherichia coli y otras células u organismos.
La producciéon biosintética de 4-HB, por ejemplo, para los disefios in silico puede confirmarse mediante la
construccion de cepas que tienen el genotipo metabdlico disefiado. Estas células u organismos modificados por
ingenieria genética de manera metabdlica también pueden someterse a evolucion adaptativa para aumentar
adicionalmente la biosintesis de 4-HB, incluyendo en condiciones que se aproximan al crecimiento maximo tedrico.

En determinadas divulgaciones, las caracteristicas de biosintesis de 4-HB de las cepas disefiadas las hacen
genéticamente estables y particularmente Utiles en bioprocedimientos en continuo. Se identificaron estrategias de
disefio de cepas separadas con la incorporacion de diferentes capacidades de reaccion no nativas o heterélogas en
E. coli u otros organismos huésped que condujeron a rutas metabolicas de produccion de 4-HB y 1,4-butanodiol a
partir de o bien semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa y
semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA, o bien glutamato:semialdehido succinico
transaminasa. Se identificaron disefios metabdlicos in silico que dieron como resultado la biosintesis de 4-HB tanto
en E. coli como en especies de levadura a partir de cada una de estas rutas metabdlicas. El producto intermedio de
1,4-butanodiol, y-butirolactona, puede generarse en cultivo mediante ciclacion espontanea en condiciones a pH<7,5,
particularmente en condiciones acidas, tales como por debajo de pH 5,5, por ejemplo, pH<7, pH<6,5, pH<6, y
particularmente a pH<5,5 o inferior.

Las cepas identificadas mediante el componente computacional de la plataforma pueden ponerse en produccion real
disefiando mediante ingenieria genética cualquiera de las alteraciones metabdlicas predichas que conducen a la
produccion biosintética de 1,4-butanodiol u otro producto intermedio y/o productos posteriores. En adn una
realizacion adicional, pueden someterse adicionalmente cepas que muestran produccion biosintética de estos
compuestos a evolucidon adaptativa para aumentar adicionalmente la biosintesis de producto. Los niveles de
biosintesis de producto proporcionados tras la evolucion adaptativa también pueden predecirse mediante el
componente computacional del sistema.

En otras divulgaciones especificas, se construyeron organismos microbianos para expresar una ruta biosintética de
4-HB que codifica para las etapas enzimaticas desde succinato hasta 4-HB y hasta 4-HB-CoA. La expresion
conjunta de succinato coenzima A transferasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-
hidroxibutirato deshidrogenasa dependiente de NAD y 4-hidroxibutirato coenzima A transferasa en un organismo
microbiano huésped dio como resultado una produccién significativa de 4-HB en comparacién con organismos
microbianos huésped que carecian de una ruta biosintética de 4-HB. En una divulgacion especifica adicional, se
generaron organismos microbianos productores de 4-HB que usaron a-cetoglutarato como sustrato introduciendo
acidos nucleicos que codificaban para o-cetoglutarato descarboxilasa y 4-hidroxibutirato deshidrogenasa
dependiente de NAD.

En otra divulgacion especifica, se construyeron organismos microbianos que contenian una ruta biosintética de 1,4-
butanodiol (BDO) que biosintetizaban BDO cuando se cultivaban en presencia de 4-HB. La ruta biosintética de BDO
consistia o bien en un acido nucleico que codificaba para una aldehido/alcohol deshidrogenasa multifuncional o bien
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acidos nucleicos que codificaban para una aldehido deshidrogenasa y una alcohol deshidrogenasa. Para soportar el
crecimiento sobre sustratos de 4-HB, estos organismos microbianos productores de BDO también expresaban 4-
hidroxibutirato CoA transferasa o 4-butirato cinasa junto con fosfotranshidroxibutirilasa. En adn una realizacion
especifica adicional, se generaron organismos microbianos que sintetizaban BDO mediante expresion exégena de
acidos nucleicos que codificaban para una ruta biosintética de 4-HB funcional y una ruta biosintética de BDO
funcional. La ruta biosintética de 4-HB consistia en succinato coenzima A transferasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato deshidrogenasa dependiente de NAD y 4-hidroxibutirato
coenzima A transferasa. La ruta de BDO consistia en una aldehido/alcohol deshidrogenasa multifuncional. En el
presente documento se describen ademas rutas adicionales para la produccion de BDO (véanse las figuras 8-13).

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “que no se produce de manera natural”,
cuando se usa con referencia a un microorganismo u organismo microbiano de la invencion, signifique que el
organismo microbiano tiene al menos una alteracion genética que no se encuentra normalmente en una cepa que se
produce de manera natural de la especie a la que se hace referencia, incluyendo cepas de tipo natural de la especie
a la que se hace referencia. Las alteraciones genéticas incluyen, por ejemplo, modificaciones que introducen acidos
nucleicos expresables que codifican para polipéptidos metabdlicos, otras adiciones de acido nucleico, deleciones de
acido nucleico y/u otra alteracion funcional del material genético microbiano. Tal modificacion incluye, por ejemplo,
regiones codificantes y fragmentos funcionales de las mismas, para polipéptidos heterélogos, homélogos o tanto
heterélogos como homélogos para la especie a la que se hace referencia. Las modificaciones adicionales incluyen,
por ejemplo, regiones reguladoras no codificantes en las que las modificaciones alteran la expresion de un gen u
operon. Los polipéptidos metabdlicos a modo de ejemplo incluyen enzimas o proteinas dentro de una ruta
biosintética para una familia de compuestos de BDO.

Una modificaciéon metabdlica se refiere a una reaccion bioquimica que se altera con respecto a su estado que se
produce de manera natural. Por tanto, microorganismos que no se producen de manera natural que tienen
modificaciones genéticas en acidos nucleicos que codifican para polipéptidos metabdlicos o fragmentos funcionales
de los mismos. En el presente documento se divulgan modificaciones metabdlicas a modo de ejemplo.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “aislado”, cuando se usa con referencia a un
organismo microbiano, signifique un organismo que esta sustancialmente libre de al menos un componente tal como
se encuentra en la naturaleza el organismo microbiano al que se hace referencia. El término incluye un organismo
microbiano que se retira de algunos o todos los componentes tal como se encuentra en su entorno natural. El
término también incluye un organismo microbiano que se retira de algunos o todos los componentes tal como se
encuentra el organismo microbiano en entornos que no se producen de manera natural. Por tanto, un organismo
microbiano aislado esta parcial o completamente separado de otras sustancias tal como se encuentra en la
naturaleza o tal como se hace crecer, se almacena o subsiste en entornos que no se producen de manera natural.
Los ejemplos especificos de organismos microbianos aislados incluyen microbios parcialmente puros, microbios
sustancialmente puros y microbios cultivados en un medio que no se produce de manera natural.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que los términos “microbiano”, “organismo microbiano” o
“microorganismo” signifiquen cualquier organismo que existe como célula microscépica que se incluye dentro de los
dominios de arqueas, bacterias o eucariotas. Por tanto, se pretende que el término abarque células u organismos
procariotas o eucariotas que tienen un tamafo microscopico e incluyen bacteria, arqueas y eubacterias de todas las
especies asi como microorganismos eucariotas tales como levaduras y hongos. El término también incluye cultivos
celulares de cualquier especie que puede cultivarse para la produccion de un producto bioguimico.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “acido 4-hidroxibutanoico” signifique un
derivado de 4-hidroxilo de acido butirico que tiene la férmula quimica C4HgO3 y una masa molecular de 104,11 g/mol
(126,09 g/mol para su sal de sodio). EI compuesto quimico acido 4-hidroxibutanoico también se conoce en la técnica
como 4-HB, 4-hidroxibutirato, acido gamma-hidroxibutirico o GHB. Se pretende que el término, tal como se usa en el
presente documento, incluya cualquiera de las diversas formas de sal del compuesto € incluye, por ejemplo, 4-
hidroxibutanoato y 4-hidroxibutirato. Los ejemplos especificos de formas de sal para 4-HB incluyen 4-HB de sodio y
4-HB de potasio. Por tanto, los términos acido 4-hidroxibutanoico, 4-HB, 4-hidroxibutirato, 4-hidroxibutanoato, acido
gamma-hidroxibutirico y GHB asi como otros nombres reconocidos en la técnica se usan de manera sinénima en el
presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “monomeérico”, cuando se usa con referencia
a 4-HB, signifique 4-HB en una forma no polimérica o no derivatizada. Los ejemplos especificos de 4-HB polimérico
incluyen poli-(acido 4-hidroxibutanoico) y copolimeros, por ejemplo, de 4-HB y 3-HB. Un ejemplo especifico de una
forma derivatizada de 4-HB es 4-HB-CoA. En la técnica también se conocen otras formas de 4-HB poliméricas y
otras formas derivatizadas de 4-HB.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “y-butirolactona” signifique una lactona que
tiene la formula quimica C4HsO2 y una masa molecular de 86,089 g/mol. EI compuesto quimico y-butirolactona
también se conoce en la técnica como GBL, butirolactona, 1,4-lactona, 4-butirolactona, lactona del acido 4-
hidroxibutirico y lactona del acido gamma-hidroxibutirico. Se pretende que el término tal como se usa en el presente
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documento incluya cualquiera de las diversas formas de sal del compuesto.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “1,4-butanodiol” signifique un derivado de
alcohol del alcano butano, que lleva dos grupos hidroxilo, que tiene la férmula quimica C4H10O2 y una masa
molecular de 90,12 g/mol. El compuesto quimico 1,4-butanodiol también se conoce en la técnica como BDO y es un
producto intermedio quimico o precursor para una familia de compuestos denominada en el presente documento
familia de compuestos de BDO.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “tetrahidrofurano” signifique un compuesto
organico heterociclico correspondiente al analogo completamente hidrogenado del compuesto aromatico furano que
tiene la formula quimica CsHsO y una masa molecular de 72,11 g/mol. El compuesto quimico tetrahidrofurano
también se conoce en la técnica como THF, tetrahidrofurano, 1,4-epoxibutano, éxido de butileno, éxido de
ciclotetrametileno, oxaciclopentano, 6xido de dietileno, oxolano, furanidina, hidrofurano, éxido de tetra-metileno. Se
pretende que el término tal como se usa en el presente documento incluya cualquiera de las diversas formas de sal
del compuesto.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “CoA” o “coenzima A” signifique un cofactor
organico o grupo prostético (parte no proteica de una enzima) cuya presencia se requiere para la actividad de
muchas enzimas (la apoenzima) para formar un sistema enzimatico activo. La coenzima A funciona en determinadas
enzimas de condensacion, actua en la transferencia de acetilo u otro grupo acilo y en la sintesis y oxidacion de
acidos grasos, oxidacion de piruvato y en otra acetilacion.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “sustancialmente anaerobio”, cuando se usa
con referencia a una condicién de cultivo o crecimiento, signifique que la cantidad de oxigeno es inferior a
aproximadamente el 10% de saturacidon para oxigeno disuelto en medios liquidos. También se pretende que el
término incluya camaras selladas de medio liquido o sdlido mantenido con una atmodsfera de menos de
aproximadamente el 1% de oxigeno.

Los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la invencién pueden contener alteraciones
genéticas estables, lo cual se refiere a microorganismos que pueden cultivarse durante mas de cinco generaciones
sin pérdida de la alteracion. Generalmente, las alteraciones genéticas estables incluyen modificaciones que
persisten mas de 10 generaciones, particularmente las modificaciones estables persistiran mas de aproximadamente
25 generaciones, y mas particularmente, las modificaciones genéticas estables seran de mas de 50 generaciones,
incluyendo indefinidamente.

Los expertos en la técnica entenderan que las alteraciones genéticas, incluyendo las modificaciones metabdlicas
mostradas a modo de ejemplo en el presente documento, se describen con referencia a un organismo fuente
adecuado tal como E. coli, levadura u otros organismos divulgados en el presente documento y sus
correspondientes reacciones metabdlicas o un organismo fuente adecuado para material genético deseado tal como
genes que codifican para enzimas para sus correspondientes reacciones metabdlicas. Sin embargo, dada la
secuenciacion del genoma completo de una amplia variedad de organismos y el alto nivel de experiencia en el
campo de la gendmica, los expertos en la técnica podran aplicar faciimente las ensefianzas y directrices
proporcionadas en el presente documento esencialmente a todos los demas organismos. Por ejemplo, las
alteraciones metabolicas de E. coli mostradas a modo de ejemplo en el presente documento pueden aplicarse
facilmente a otras especies incorporando el mismo acido nucleico codificante, o uno analogo, de una especie distinta
de la especie a la que se hace referencia. Tales alteraciones genéticas incluyen, por ejemplo, alteraciones genéticas
de homodlogos de especies, en general, y en particular, desplazamientos de genes ortdlogos, paralogos o no
ortélogos.

Un ortélogo es un gen o genes que estan relacionados mediante descendencia vertical y son responsables de
sustancialmente las mismas o idénticas funciones en diferentes organismos. Por ejemplo, la epoxido hidrolasa de
ratéon y la epdxido hidrolasa humana pueden considerarse ortdlogos para la funcion biolégica de hidrdlisis de
epoxidos. Los genes estan relacionados mediante descendencia vertical cuando, por ejemplo, comparten similitud
de secuencia de cantidad suficiente como para indicar que son homologos, o estan relacionados mediante evolucion
a partir de un ancestro comun. Los genes también pueden considerarse ortélogos si comparten una estructura
tridimensional pero no necesariamente similitud de secuencia, de una cantidad suficiente para indicar que han
evolucionado a partir de un ancestro comun hasta el grado de que la similitud de secuencia primaria no es
identificable. Los genes que son ortdlogos pueden codificar para proteinas con una similitud de secuencia de
aproximadamente el 25% al 100% de identidad de secuencia de aminoacidos. También puede considerarse que los
genes que codifican para proteinas que comparten una similitud de aminoacidos inferior al 25% han surgido
mediante descendencia vertical si su estructura tridimensional también muestra similitudes. Se considera que los
miembros de la familia de enzimas de serina proteasa, incluyendo el activador de plasmindgeno tisular y la elastasa,
han surgido mediante descendencia vertical a partir de un ancestro comun.

Los ortologos incluyen genes o sus productos génicos codificados que, por ejemplo, mediante evolucion, han
divergido en cuanto a su estructura o actividad global. Por ejemplo, cuando una especie codifica para un producto
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génico que muestra dos funciones y cuando tales funciones se han separado en genes diferenciados en una
segunda especie, se considera que los tres genes y sus correspondientes productos son ortdlogos. Para la
produccion acoplada con el crecimiento de un producto bioquimico, los expertos en la técnica entenderan que el gen
ortélogo que alberga la actividad metabdlica que va a alterarse debe elegirse para la construccion del
microorganismo que no se produce de manera natural. Un ejemplo de ortélogos que muestran actividades
separables es en los que actividades diferenciadas se han separado en productos génicos diferenciados entre dos o
mas especies o dentro de una Unica especie. Un ejemplo especifico es la separacion de la proteolisis de elastasa y
la proteolisis de plasmindgeno, dos tipos de actividad serina proteasa, en moléculas diferenciadas como activador de
plasmindgeno y elastasa. Un segundo ejemplo es la separacion de la actividad 5’-3’ exonucleasa de micoplasma y
ADN polimerasa lll de Drosophila. La ADN polimerasa de la primera especie puede considerarse un ortélogo de
cualquiera o ambas de la exonucleasa o la polimerasa de la segunda especie y viceversa.

En cambio, los paralogos son homadlogos relacionados, por ejemplo, mediante duplicacion seguida por divergencia
evolutiva y tienen funciones similares o comunes, pero no idénticas. Los paralogos pueden originarse o derivarse,
por ejemplo, de la misma especie o de una especie diferente. Por ejemplo, la epoxido hidrolasa microsomal (ep6xido
hidrolasa 1) y la epoxido hidrolasa soluble (ep6xido hidrolasa Il) pueden considerarse paralogos porque representan
dos enzimas diferenciadas, que evolucionaron conjuntamente de un ancestro comun, que catalizan reacciones
diferenciadas y tienen funciones diferenciadas en la misma especie. Los paralogos son proteinas de la misma
especie con similitud de secuencia significativa entre si que sugiere que son homaélogos, o relacionadas mediante
evolucidon conjunta a partir de un ancestro comun. Los grupos de familias de proteinas paralogas incluyen
homologos de HipA, genes de luciferasa, peptidasas, y otros. Un desplazamiento génico no ortélogo es un gen no
ortélogo de una especie que puede sustituir a una funcién génica a la que se hace referencia en una especie
diferente. La sustitucion incluye, por ejemplo, poder realizar sustancialmente la misma funcion o una similar en la
especie de origen en comparacion con la funcién a la que se hace referencia en la especie diferente. Aunque
generalmente un desplazamiento génico no ortélogo podra identificarse como estructuralmente relacionado con un
gen conocido que codifica para la funcién a la que se hace referencia, no obstante genes estructuralmente menos
relacionados pero funcionalmente similares y sus correspondientes productos génicos todavia entraran dentro del
significado del término tal como se usa en el presente documento. La similitud funcional requiere, por ejemplo, al
menos algo de similitud estructural en el sitio activo o la regién de unién de un gen no ortélogo en comparacion con
un gen que codifica para la funcidon que se busca sustituir. Por tanto, un gen no ortdlogo incluye, por ejemplo, un
paralogo o un gen no relacionado.

Por tanto, al identificar y construir los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la
invencion que tienen capacidad biosintética de BDO, los expertos en la técnica entenderan, al aplicar las
ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento a una especie particular, que la identificacion de
modificaciones metabdlicas puede incluir la identificacién e inclusion o inactivacion de ortélogos. En la medida en
que estan presentes paralogos y/o desplazamientos génicos no ortdlogos en el microorganismo al que se hace
referencia que codifica para una enzima que cataliza una reaccion metabdlica similar o sustancialmente similar, los
expertos en la técnica también pueden usar estos genes relacionados por evolucion.

Pueden determinarse ortélogos, paralogos y desplazamientos génicos no ortdlogos mediante métodos bien
conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la inspeccién de secuencias de acido nucleico o de
aminoacidos para dos polipéptidos revelara identidad de secuencia y similitudes entre las secuencias comparadas.
Basandose en tales similitudes, un experto en la técnica puede determinar si la similitud es suficientemente alta
como para indicar que las proteinas estan relacionadas mediante evolucién a partir de un ancestro comun.
Algoritmos bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como Align, BLAST, Clustal W y otros, comparan y
determinan una identidad o similitud de secuencia en bruto, y también determinan la presencia o significacion de
huecos en la secuencia a los que se les puede asignar un peso o puntuacion. Tales algoritmos también se conocen
en la técnica y pueden aplicarse de manera similar para determinar la identidad o similitud de secuencia de
nucledtidos. Los parametros para similitud suficiente para determinar la relacion se calculan basandose en métodos
bien conocidos para calcular la similitud estadistica, o la posibilidad de hallar una coincidencia similar en un
polipéptido al azar, y la significacién de la coincidencia determinada. Si se desea, los expertos en la técnica también
pueden optimizar visualmente una comparacion informatica de dos o mas secuencias. Puede esperarse que las
proteinas o los productos génicos relacionados tengan una alta similitud, por ejemplo, identidad de secuencia del
25% al 100%. Las proteinas que no estan relacionadas pueden tener una identidad que es esencialmente la misma
que la que se esperaria que se produjera por casualidad, si se explora una base de datos de tamafio suficiente
(aproximadamente el 5%). Las secuencias de entre el 5% y el 24% pueden representar o no homologia suficiente
como para concluir que las secuencias comparadas estan relacionadas. Pueden llevarse a cabo analisis estadisticos
adicionales para determinar la significacion de tales coincidencias dado el tamafio del conjunto de datos para
determinar la relevancia de estas secuencias.

Pueden establecerse parametros a modo de ejemplo para determinar la relacion de dos o mas secuencias usando el
algoritmo BLAST, por ejemplo, de la siguiente manera. En resumen, pueden realizarse alineaciones de secuencias
de aminoacidos usando BLASTP version 2.0.8 (05 de enero de 1999) y los siguientes parametros: Matriz: 0
BLOSUMG62; apertura de hueco: 11; extensién de hueco: 1; x_disminucion: 50; esperado: 10,0; tamafio de palabra:
3; filtro: activado. Pueden realizarse alineaciones de secuencias de acido nucleico usando BLASTN version 2.0.6 (16
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de septiembre de 1998) y los siguientes parametros: Coincidencia: 1; coincidencia errénea: -2; apertura de hueco: 5;
extension de hueco: 2; x_disminucion: 50; esperado: 10,0; tamafio de palabra: 11; filtro: desactivado. Los expertos
en la técnica sabran qué modificaciones realizar en los parametros anteriores para o bien aumentar o bien disminuir
la rigurosidad de la comparacion, por ejemplo, y determinar la relacion de dos 0 mas secuencias.

En el presente documento se divulgan un biocatalizador microbiano que no se produce de manera natural u
organismos microbianos incluyendo un organismo microbiano que tiene una ruta biosintética de acido 4-
hidroxibutanoico (4-HB) que incluye al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa, semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa,
semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA, glutamato:semialdehido succinico transaminasa, alfa-
cetoglutarato descarboxilasa o glutamato descarboxilasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en
cantidades suficientes para producir acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) monomérico. La 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa también se denomina 4-hidroxibutirato deshidrogenasa o 4-HB deshidrogenasa. La succinil-CoA
sintetasa también se denomina succinil-CoA sintasa o succinil-CoA ligasa.

En el presente documento también se divulga un biocatalizador microbiano que no se produce de manera natural u
organismo microbiano incluyendo un organismo microbiano que tiene una ruta biosintética de acido 4-
hidroxibutanoico (4-HB) que tiene al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA o a-
cetoglutarato descarboxilasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en cantidades suficientes para
producir acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) monomeérico.

Los biocatalizadores microbianos que no se producen de manera natural u organismos microbianos pueden incluir
organismos microbianos que emplean combinaciones de reacciones metabdlicas para producir de manera
biosintética los compuestos de la invencién. Los compuestos biosintetizados pueden producirse de manera
intracelular y/o secretarse al medio de cultivo. Los compuestos a modo de ejemplo producidos por los
microorganismos que no se producen de manera natural incluyen, por ejemplo, acido 4-hidroxibutanoico, 1,4-
butanodiol y y-butirolactona.

En una divulgacion, se disefia mediante ingenieria genética un organismo microbiano que no se produce de manera
natural para producir 4-HB. Este compuesto es un punto de entrada util en la familia de compuestos de 1,4-
butanodiol. En las etapas 1-8 de la figura 1 se muestran las reacciones bioquimicas para la formacion de 4-HB a
partir de succinato, a partir de succinato a través de succinil-CoA o a partir de a-cetoglutarato.

Se entiende que puede usarse cualquier combinacién de enzimas apropiadas de una ruta de BDO siempre que se
logre la conversion desde un componente de partida hasta el producto de BDO. Por tanto, se entiende que puede
usarse cualquiera de las rutas metabdlicas divulgadas en el presente documento y que los expertos en la técnica
conocen bien cémo seleccionar enzimas apropiadas para lograr una ruta deseada, tal como se divulga en el
presente documento.

En el presente documento se divulga un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que
comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de 1,4-butanodiol (BDO) que comprende al menos un acido
nucleico exdégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO 4-aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiril-CoA hidrolasa, 4-
aminobutirato-CoA ligasa, 4-aminobutiril-CoA oxidorreductasa (desaminacion), 4-aminobutiril-CoA transaminasa o 4-
hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (véase el ejemplo VI, tabla 17). La ruta de BDO puede comprender ademas 4-
hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol), 4-hidroxibutiril-CoA reductasa o 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

Los expertos en la técnica entienden que pueden usarse diversas combinaciones de las rutas, tal como se divulga
en el presente documento. Por ejemplo, en un organismo microbiano que no se produce de manera natural, los
acidos nucleicos pueden codificar para 4-aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiri-CoA hidrolasa o 4-
aminobutirato-CoA ligasa; 4-aminobutiril-CoA oxidorreductasa (desaminacion) o 4-aminobutiril-CoA transaminasa; y
4-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa. A continuacion se describen especificamente otras combinaciones a modo de
ejemplo y pueden encontrarse en las figuras 8-13. Por ejemplo, la ruta de BDO puede comprender ademas 4-
hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol), 4-hidroxibutiril-CoA reductasa o 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

En el presente documento se divulga adicionalmente un organismo microbiano que no se produce de manera
natural, que comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido
nucleico exdégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO 4-aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiril-CoA hidrolasa, 4-
aminobutirato-CoA ligasa, 4-aminobutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol), 4-aminobutiril-CoA reductasa, 4-
aminobutan-1-ol deshidrogenasa, 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion) o 4-aminobutan-1-ol
transaminasa (véase el ejemplo VIl y la tabla 18), y puede comprender ademas 1,4-butanodiol deshidrogenasa. Por
ejemplo, los acidos nucleicos exégenos pueden codificar para 4-aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiril-CoA
hidrolasa o 4-aminobutirato-CoA ligasa; 4-aminobutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol); y 4-aminobutan-1-ol
oxidorreductasa (desaminacion) o 4-aminobutan-1-ol transaminasa. Ademas, los acidos nucleicos pueden codificar
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para 4-aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiri-CoA hidrolasa o 4-aminobutirato-CoA ligasa; 4-aminobutiril-
CoA reductasa; 4-aminobutan-1-ol deshidrogenasa; y 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion) o 4-
aminobutan-1-ol transaminasa.

En el presente documento también se divulga un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que
comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido nucleico
exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO,
comprendiendo la ruta de BDO 4-aminobutirato cinasa, 4-aminobutiraldehido deshidrogenasa (fosforilante), 4-
aminobutan-1-ol  deshidrogenasa, 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion), 4-aminobutan-1-ol
transaminasa, acido [(4-aminobutanoil)oxilfosfénico oxidorreductasa (desaminacion), acido [(4-
aminobutanoil)oxilfosfonico  transaminasa, 4-hidroxibutiril-fosfato  deshidrogenasa o 4-hidroxibutiraldehido
deshidrogenasa (fosforilacion) (véase el ejemplo VIl y la tabla 19). Por ejemplo, los acidos nucleicos exdgenos
pueden codificar para 4-aminobutirato cinasa; 4-aminobutiraldehido deshidrogenasa (fosforilacién); 4-aminobutan-1-
ol deshidrogenasa; y 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacidon) o 4-aminobutan-1-ol transaminasa.
Alternativamente, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para 4-aminobutirato cinasa; acido [(4-
aminobutanoil)oxilfosfonico oxidorreductasa (desaminacion) o acido [(4-aminobutanoil)oxilfosfonico transaminasa; 4-
hidroxibutiril-fosfato deshidrogenasa; y 4-hidroxibutiraldehido deshidrogenasa (fosforilacion).

En el presente documento se divulga adicionalmente un organismo microbiano que no se produce de manera
natural, que comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido
nucleico exdégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO alfa-cetoglutarato 5-cinasa, semialdehido 2,5-dioxopentanoico
deshidrogenasa (fosforilacion), acido 2,5-dioxopentanoico reductasa, alfa-cetoglutarato CoA transferasa, alfa-
cetoglutaril-CoA hidrolasa, alfa-cetoglutaril-CoA ligasa, alfa-cetoglutaril-CoA reductasa, acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico deshidrogenasa, alfa-cetoglutaril-CoA reductasa (formacion de alcohol), acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico descarboxilasa o acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion) (véase el
ejemplo VIIl y la tabla 20). La ruta de BDO puede comprender ademas 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de
alcohol), 4-hidroxibutiril-CoA reductasa o 1,4-butanodiol deshidrogenasa. Por ejemplo, los &acidos nucleicos
exogenos pueden codificar para alfa-cetoglutarato 5-cinasa; semialdehido 2,5-dioxopentanoico deshidrogenasa
(fosforilacion); acido 2,5-dioxopentanoico reductasa; y acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa.
Alternativamente, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para alfa-cetoglutarato 5-cinasa; semialdehido
2,5-dioxopentanoico deshidrogenasa (fosforilacion); acido 2,5-dioxopentanoico reductasa; y acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion). Alternativamente, los acidos nucleicos exdgenos pueden
codificar para alfa-cetoglutarato CoA transferasa, alfa-cetoglutaril-CoA hidrolasa o alfa-cetoglutaril-CoA ligasa; alfa-
cetoglutaril-CoA reductasa, acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa; y acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico
descarboxilasa. En otra realizacion, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para alfa-cetoglutarato CoA
transferasa, alfa-cetoglutaril-CoA hidrolasa o alfa-cetoglutaril-CoA ligasa; alfa-cetoglutaril-CoA reductasa, acido 5-
hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa y acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion).
Alternativamente, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para alfa-cetoglutarato CoA transferasa, alfa-
cetoglutaril-CoA hidrolasa o alfa-cetoglutaril-CoA ligasa; alfa-cetoglutaril-CoA reductasa (formacion de alcohol); y
acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa. En aun otra realizacion, los acidos nucleicos exégenos pueden
codificar para alfa-cetoglutarato CoA transferasa, alfa-cetoglutaril-CoA hidrolasa o alfa-cetoglutaril-CoA ligasa; alfa-
cetoglutaril-CoA reductasa (formacion de alcohol); y acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa
(descarboxilacion).

En el presente documento se divulga ademas un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que
comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido nucleico
exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO,
comprendiendo la ruta de BDO glutamato CoA transferasa, glutamil-CoA hidrolasa, glutamil-CoA ligasa, glutamato 5-
cinasa, glutamato-5-semialdehido deshidrogenasa (fosforilacion), glutamil-CoA reductasa, glutamato-5-semialdehido
reductasa, glutamil-CoA reductasa (formacion de alcohol), acido 2-amino-5-hidroxipentanoico oxidorreductasa
(desaminacion), acido 2-amino-5-hidroxipentanoico transaminasa, acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa,
acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion) (véase el ejemplo IX y la tabla 21). Por ejemplo,
los acidos nucleicos exégenos pueden codificar para glutamato CoA transferasa, glutamil-CoA hidrolasa o glutamil-
CoA ligasa; glutamil-CoA reductasa; glutamato-5-semialdehido reductasa; acido 2-amino-5-hidroxipentanoico
oxidorreductasa (desaminacion) o acido 2-amino-5-hidroxipentanoico transaminasa; y acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico  descarboxilasa o acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico  deshidrogenasa  (descarboxilacion).
Alternativamente, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para glutamato 5-cinasa; glutamato-5-
semialdehido  deshidrogenasa (fosforilacion);  glutamato-5-semialdehido  reductasa; acido  2-amino-5-
hidroxipentanoico oxidorreductasa (desaminaciéon) o acido 2-amino-5-hidroxipentanoico transaminasa; y acido 5-
hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa o acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion). En
todavia ofra realizacion, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para glutamato CoA transferasa, glutamil-
CoA hidrolasa o glutamil-CoA ligasa; glutamil-CoA reductasa (formacion de alcohol); acido 2-amino-5-
hidroxipentanoico oxidorreductasa (desaminacién) o acido 2-amino-5-hidroxipentanoico transaminasa; y acido 5-
hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa o acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion). En
aun ofra realizacion, los acidos nucleicos exdégenos pueden codificar para glutamato 5-cinasa; glutamato-5-
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semialdehido deshidrogenasa (fosforilacion); acido 2-amino-5-hidroxipentanoico oxidorreductasa (desaminacion) o
acido 2-amino-5-hidroxipentanoico transaminasa; y acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa o acido 5-
hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion).

En el presente documento también se divulga un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que
comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido nucleico
exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO,
comprendiendo la ruta de BDO 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, vinilacetil-CoA
A-isomerasa o 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (véase el ejemplo X y la tabla 22). Por ejemplo, los acidos nucleicos
exogenos pueden codificar para 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa; 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa; vinilacetil-
CoA A-isomerasa; y 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa.

En el presente documento se divulga ademas un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que
comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido nucleico
exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO,
comprendiendo la ruta de BDO homoserina desaminasa, homoserina CoA transferasa, homoserina-CoA hidrolasa,
homoserina-CoA ligasa, homoserina-CoA desaminasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA transferasa, 4-hidroxibut-2-enoil-
CoA hidrolasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA ligasa, 4-hidroxibut-2-enoato reductasa, 4-hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-
hidroxibutiril-CoA hidrolasa, 4-hidroxibutiril-CoA ligasa o 4-hidroxibut-2-enoil-CoA reductasa (véase el ejemplo Xl y la
tabla 23). Por ejemplo, los acidos nucleicos exégenos pueden codificar para homoserina desaminasa; 4-hidroxibut-2-
enoil-CoA transferasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA hidrolasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA ligasa; 4-hidroxibut-2-enoil-CoA
reductasa. Alternativamente, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para homoserina CoA transferasa,
homoserina-CoA hidrolasa u homoserina-CoA ligasa; homoserina-CoA desaminasa; y 4-hidroxibut-2-enoil-CoA
reductasa. En una realizacion adicional, los acidos nucleicos exdégenos pueden codificar para homoserina
desaminasa; 4-hidroxibut-2-enoato reductasa; y 4-hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa o 4-
hidroxibutiril-CoA ligasa. Alternativamente, los acidos nucleicos exdgenos pueden codificar para homoserina CoA
transferasa, homoserina-CoA hidrolasa u homoserina-CoA ligasa; homoserina-CoA desaminasa; y 4-hidroxibut-2-
enoil-CoA reductasa.

En el presente documento se divulga ademas un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que
comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido nucleico
exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BOD,
comprendiendo la ruta de BDO succinil-CoA reductasa (formacioén de alcohol), 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa, 4-
hidroxibutiril-CoA ligasa, 4-hidroxibutanal deshidrogenasa (fosforilacion) (véase la tabla 15). Una ruta de BDO de
este tipo puede comprender ademas succinil-CoA reductasa, 4-hidroxibutirato deshidrogenasa, 4-hidroxibutiril-CoA
transferasa, 4-hidroxibutirato cinasa, fosfotrans-4-hidroxibutirilasa, 4-hidroxibutiril-CoA reductasa, 4-hidroxibutiril-CoA
reductasa (formacion de alcohol) o 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

En el presente documento se divulga adicionalmente un organismo microbiano que no se produce de manera
natural, que comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de BDO que comprende al menos un acido
nucleico exdégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO glutamato deshidrogenasa, 4-aminobutirato oxidorreductasa
(desaminacion), 4-aminobutirato transaminasa, glutamato descarboxilasa, 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa, 4-
hidroxibutiril-CoA ligasa, 4-hidroxibutanal deshidrogenasa (fosforilacion) (véase la tabla 16). Una ruta de BDO de
este tipo puede comprender ademas alfa-cetoglutarato descarboxilasa, 4-hidroxibutirato deshidrogenasa, 4-
hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-hidroxibutirato cinasa, fosfotrans-4-hidroxibutirilasa, 4-hidroxibutiril-CoA reductasa,
4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacioén de alcohol) o 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

Las rutas descritas anteriormente son simplemente a modo de ejemplo. Un experto en la técnica puede seleccionar
facilmente rutas apropiadas a partir de las divulgadas en el presente documento para obtener una ruta de BDO
adecuada u otra ruta metabdlica, segun se desee.

La invencidn proporciona organismos genéticamente modificados que permiten una produccion mejorada de BDO
aumentando el producto o disminuyendo los subproductos no deseados. Tal como se divulga en el presente
documento, la invencion proporciona un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que
comprende un organismo microbiano que tiene una ruta de 1,4-butanodiol (BDO) que comprende al menos un acido
nucleico exégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO. En una realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar succinil-
CoA sintetasa exdgena (véase el ejemplo Xll). Por ejemplo, la succinil-CoA sintetasa puede codificarse por genes
sucCD de Escherichia coli.

En otra realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar alfa-cetoglutarato
descarboxilasa exdgena (véase el ejemplo XIlll). Por ejemplo, la alfa-cetoglutarato descarboxilasa puede codificarse
por el gen sucA de Mycobacterium bovis. En todavia otra realizacion, el organismo microbiano esta modificado
genéticamente para expresar succinato semialdehido deshidrogenasa y 4-hidroxibutirato deshidrogenasa y
opcionalmente 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa exogenas (véase el ejemplo XlIl). Por ejemplo, la
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succinato semialdehido deshidrogenasa (dependiente de CoA), 4-hidroxibutirato deshidrogenasa y 4-hidroxibutiril-
CoAJacetil-CoA transferasa pueden codificarse por genes de Porphyromonas gingivalis W83. En una realizacion
adicional, el organismo microbiano estd modificado genéticamente para expresar butirato cinasa y
fosfotransbutirilasa exdgenas (véase el ejemplo Xlll). Por ejemplo, la butirato cinasa y fosfotransbutirilasa pueden
codificarse por genes buk1 y ptb de Clostridium acetobutylicum.

En aun otra realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar 4-hidroxibutiril-CoA
reductasa exogena (véase el ejemplo XllI). Por ejemplo, la 4-hidroxibutiril-CoA reductasa puede codificarse por el
gen ald de Clostridium beijerinckii. Adicionalmente, en una realizacion de la invencion, el organismo microbiano esta
modificado genéticamente para expresar 4-hidroxibutanal reductasa exégena (véase el ejemplo XIII). Por ejemplo, la
4-hidroxibutanal reductasa puede codificarse por el gen adh1 de Geobacillus thermoglucosidasius. En otra
realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar subunidades de piruvato
deshidrogenasa exdgena (véase el ejemplo XIV). Por ejemplo, la piruvato deshidrogenasa exdgena puede ser
insensible a NADH. La subunidad de piruvato deshidrogenasa puede codificarse por el gen IpdA de Klebsiella
pneumonia. En una realizacion particular, los genes de subunidades de piruvato deshidrogenasa del organismo
microbiano pueden estar bajo el control de un promotor de piruvato-formiato liasa.

En todavia ofra realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para alterar un gen que codifica
para un sistema regulador del control respiratorio aerobio (véase el ejemplo XV). Por ejemplo, la alteracion puede
ser del gen arcA. Un organismo de este tipo puede comprender ademas la alteracion de un gen que codifica para
malato deshidrogenasa. En una realizacién adicional, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para
expresar una citrato sintasa insensible a NADH exdgena (véase el ejemplo XV). Por ejemplo, la citrato sintasa
insensible a NADH puede codificarse por gltA, tal como un mutante R163L de gltA. En todavia otra realizacion, el
organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar fosfoenolpiruvato carboxicinasa exégena
(véase el ejemplo XVI). Por ejemplo, la fosfoenolpiruvato carboxicinasa puede codificarse por un gen de
fosfoenolpiruvato carboxicinasa de Haemophilus influenza.

Se entiende que cualquiera de varias modificaciones genéticas, tal como se divulgan en el presente documento,
pueden usarse solas o en diversas combinaciones de una o mas de las modificaciones genéticas divulgadas en el
presente documento para aumentar la produccién de BDO en un organismo microbiano productor de BDO. En una
realizacion particular, el organismo microbiano puede modificarse genéticamente para incorporar cualquiera y hasta
la totalidad de las modificaciones genéticas que conducen a una producciéon aumentada de BDO. En una realizacion
particular, el organismo microbiano que contiene una ruta de BDO puede modificarse genéticamente para expresar
succinil-CoA sintetasa exdgena; para expresar alfa-cetoglutarato descarboxilasa exdgena; para expresar succinato
semialdehido deshidrogenasa y 4-hidroxibutirato deshidrogenasa y opcionalmente 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA
transferasa exdgenas; para expresar butirato cinasa y fosfotransbutirilasa exégenas; para expresar 4-hidroxibutiril-
CoA reductasa exdgena; y para expresar 4-hidroxibutanal reductasa exdgena; para expresar piruvato
deshidrogenasa exdgena; para alterar un gen que codifica para un sistema regulador del control respiratorio aerobio;
para expresar una citrato sintasa insensible a NADH exdgena; y para expresar fosfoenolpiruvato carboxicinasa
exogena. Tales cepas para la produccion mejorada se describen en los ejemplos XlI-XIX. Por tanto, se entiende que,
ademas de las modificaciones descritas anteriormente, tales cepas pueden incluir adicionalmente otras
modificaciones divulgadas en el presente documento. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a, delecion
de lactato deshidrogenasa (IldhA), alcohol deshidrogenasa (adhE) y/o piruvato-formiato liasa (pflB) enddgena
(véanse los ejemplos XII-XIX y la tabla 28).

Adicionalmente se proporciona un organismo microbiano en el que uno o mas genes que codifican para las enzimas
expresadas de manera exdgena estan integrados en el locus fimD del organismo huésped (véase el ejemplo XVII).
Por ejemplo, uno o mas genes que codifican para una enzima de la ruta de BDO pueden integrarse en el locus fimD
para una produccién aumentada de BDO. Ademas, se proporciona un organismo microbiano que expresa un
sistema de captacion de sacarosa distinto de fosfotransferasa que aumenta la produccion de BDO.

Aunque los organismos microbianos genéticamente modificados divulgados en el presente documento se muestran
a modo de ejemplo como organismos microbianos que contienen enzimas particulares de la ruta de BDO, se
entiende que tales modificaciones pueden incorporarse en cualquier organismo microbiano que tiene una ruta de
BDO adecuada para la producciéon potenciada en presencia de las modificaciones genéticas. Por tanto, los
organismos microbianos de la divulgacion pueden tener cualquiera de las rutas de BDO divulgadas en el presente
documento. Por ejemplo, la ruta de BDO puede comprender 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, succinil-CoA
sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, 4-butirato
cinasa, fosfotransbutirilasa, alfa-cetoglutarato descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa o
una aldehido/alcohol deshidrogenasa (véase la figura 1). Alternativamente, la ruta de BDO puede comprender 4-
aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiril-CoA hidrolasa, 4-aminobutirato-CoA ligasa, 4-aminobutiril-CoA
oxidorreductasa (desaminacion), 4-aminobutiril-CoA transaminasa o 4-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (véase la
tabla 17). Una ruta de BDO de este tipo puede comprender ademas 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de
alcohol), 4-hidroxibutiril-CoA reductasa o 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

Adicionalmente, la ruta de BDO puede comprender 4-aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiril-CoA hidrolasa,
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4-aminobutirato-CoA ligasa, 4-aminobutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol), 4-aminobutiril-CoA reductasa, 4-
aminobutan-1-ol deshidrogenasa, 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion) o 4-aminobutan-1-ol
transaminasa (véase la tabla 18). Ademas, la ruta de BDO puede comprender 4-aminobutirato cinasa, 4-
aminobutiraldehido  deshidrogenasa (fosforilacion), 4-aminobutan-1-ol deshidrogenasa, 4-aminobutan-1-ol
oxidorreductasa (desaminacién), 4-aminobutan-1-ol transaminasa, acido [(4-aminobutanoil)oxiJfosfénico
oxidorreductasa (desaminacion), acido [(4-aminobutanoil)oxi]fosfénico transaminasa, 4-hidroxibutiril-fosfato
deshidrogenasa o 4-hidroxibutiraldehido deshidrogenasa (fosforilacion) (véase la tabla 19). Una ruta de este tipo
puede comprender ademas 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

La ruta de BDO también puede comprender alfa-cetoglutarato 5-cinasa, semialdehido 2,5-dioxopentanoico
deshidrogenasa (fosforilacion), acido 2,5-dioxopentanoico reductasa, alfa-cetoglutarato CoA transferasa, alfa-
cetoglutaril-CoA hidrolasa, alfa-cetoglutaril-CoA ligasa, alfa-cetoglutaril-CoA reductasa, acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico deshidrogenasa, alfa-cetoglutaril-CoA reductasa (formacion de alcohol), acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico descarboxilasa o acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion) (véase la tabla
20). Una ruta de BDO de este tipo puede comprender ademas 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol),
4-hidroxibutiril-CoA reductasa o 1,4-butanodiol deshidrogenasa. Adicionalmente, la ruta de BDO puede comprender
glutamato CoA transferasa, glutamil-CoA hidrolasa, glutamil-CoA ligasa, glutamato 5-cinasa, glutamato-5-
semialdehido deshidrogenasa (fosforilacion), glutamil-CoA reductasa, glutamato-5-semialdehido reductasa, glutamil-
CoA reductasa (formacion de alcohol), acido 2-amino-5-hidroxipentanoico oxidorreductasa (desaminacion), acido 2-
amino-5-hidroxipentanoico transaminasa, acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa, acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion) (véase la tabla 21). Una ruta de BDO de este tipo puede
comprender ademas 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol), 4-hidroxibutiril-CoA reductasa o 1,4-
butanodiol deshidrogenasa.

Adicionalmente, la ruta de BDO puede comprender 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, 3-hidroxibutiril-CoA
deshidratasa, vinilacetil-CoA A-isomerasa o 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (véase la tabla 22). Ademas, la ruta de
BDO puede comprender homoserina desaminasa, homoserina CoA transferasa, homoserina-CoA hidrolasa,
homoserina-CoA ligasa, homoserina-CoA desaminasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA transferasa, 4-hidroxibut-2-enoil-
CoA hidrolasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA ligasa, 4-hidroxibut-2-enoato reductasa, 4-hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-
hidroxibutiril-CoA hidrolasa, 4-hidroxibutiril-CoA ligasa o 4-hidroxibut-2-enoil-CoA reductasa (véase la tabla 23). Una
ruta de BDO de este tipo puede comprender ademas 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formaciéon de alcohol), 4-
hidroxibutiril-CoA reductasa o 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

La ruta de BDO puede comprender adicionalmente succinil-CoA reductasa (formacion de alcohol), 4-hidroxibutiril-
CoA hidrolasa, 4-hidroxibutiril-CoA ligasa o 4-hidroxibutanal deshidrogenasa (fosforilacion) (véase la tabla 15). Una
ruta de este tipo puede comprender ademas succinil-CoA reductasa, 4-hidroxibutirato deshidrogenasa, 4-
hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-hidroxibutirato cinasa, fosfotrans-4-hidroxibutirilasa, 4-hidroxibutiril-CoA reductasa,
4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol) o 1,4-butanodiol deshidrogenasa. Ademas, la ruta de BDO
puede comprender glutamato deshidrogenasa, 4-aminobutirato oxidorreductasa (desaminacion), 4-aminobutirato
transaminasa, glutamato descarboxilasa, 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa, 4-hidroxibutiril-CoA ligasa o 4-hidroxibutanal
deshidrogenasa (fosforilacion) (véase la tabla 16). Una ruta de BDO de este tipo puede comprender ademas alfa-
cetoglutarato descarboxilasa, 4-hidroxibutirato deshidrogenasa, 4-hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-hidroxibutirato
cinasa, fosfotrans-4-hidroxibutirilasa, 4-hidroxibutiril-CoA reductasa, 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de
alcohol) o 1,4-butanodiol deshidrogenasa.

La invencion se describe en el presente documento con referencia general a la reaccion metabdlica, reactivo o
producto de la misma, o con referencia especifica a uno o mas acidos nucleicos o genes que codifican para una
enzima asociada con, o que cataliza, la reaccién metabdlica, reactivo o producto al que se hace referencia. A menos
que se mencione expresamente lo contrario en el presente documento, los expertos en la técnica entenderan que la
referencia a una reaccion también constituye una referencia a los reactivos y productos de la reaccién. De manera
similar, a menos que se mencione expresamente lo contrario en el presente documento, la referencia a un reactivo o
producto también hace referencia a la reaccién y la referencia a cualquiera de estos constituyentes metabdlicos
también hace referencia al gen o los genes que codifican para las enzimas que catalizan para la reaccion, el reactivo
o producto al que se hace referencia. Asimismo, dados los campos bien conocidos de la bioquimica metabdlica, la
enzimologia y la gendmica, la referencia en el presente documento a un gen o acido nucleico codificante también
constituye una referencia a la enzima codificante correspondiente y a la reaccion que cataliza asi como a los
reactivos y productos de la reaccion.

La produccion de 4-HB por medio de modos biosintéticos usando los organismos microbianos de la divulgacion es
particularmente util porque puede producir 4-HB monomeérico. Los organismos microbianos que no se producen de
manera natural de la divulgacion y su biosintesis de 4-HB y la familia de compuestos de BDO también son
particularmente Utiles porque el producto de 4-HB (1) puede secretarse; (2) puede estar carente de cualquier
derivatizacion tal como coenzima A; (3) evita cambios termodinamicos durante la biosintesis; (4) permite la
biosintesis directa de BDO, y (5) permite la conversion quimica espontanea de 4-HB en y-butirolactona (GBL) en
medio de pH acido. Esta ultima caracteristica también es particularmente Util para la sintesis quimica eficaz o la
biosintesis de compuestos de la familia de BDO tales como 1,4-butanodiol y/o tetrahidrofurano (THF), por ejemplo.
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Generalmente los organismos microbianos carecen de la capacidad para sintetizar 4-HB vy, por tanto, cualquiera de
los compuestos divulgados en el presente documento que estan dentro de la familia de compuestos de 1,4-
butanodiol o los expertos en la técnica saben que estan dentro de la familia de compuestos de 1,4-butanodiol.
Ademas, no se conocen organismos que tengan todas las capacidades enzimaticas metabdlicas requeridas para
producir 4-HB a partir de las enzimas descritas y las rutas bioquimicas mostradas a modo de ejemplo en el presente
documento. En vez de eso, con la posible excepcion de algunos microorganismos anaerobios descritos
adicionalmente a continuacion, los microorganismos que tienen la capacidad enzimatica usan 4-HB como sustrato
para producir, por ejemplo, succinato. En cambio, los organismos microbianos que no se producen de manera
natural de la divulgacion pueden generar 4-HB o BDO como producto. Tal como se describié anteriormente, la
biosintesis de 4-HB en su forma monomérica no sélo es particularmente (til en la sintesis quimica de la familia de
compuestos de BDO, también permite la biosintesis adicional de compuestos de la familia de BDO y evita
completamente procedimientos de sintesis quimica.

Los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la divulgacion que pueden producir 4-HB o
BDO se producen garantizando que un organismo microbiano huésped incluye capacidades funcionales para la
sintesis bioquimica completa de al menos una ruta biosintética de 4-HB o BDO de la divulgacion. Garantizar al
menos una ruta biosintética de 4-HB o BDO requerida confiere capacidad de biosintesis de 4-HB al organismo
microbiano huésped.

En el presente documento se muestran a modo de ejemplo cinco rutas biosintéticas de 4-HB y se muestran con fines
de ilustracion en la figura 1. En las figuras 8-13 se describen rutas de 4-HB o BDO adicionales. Una ruta biosintética
de 4-HB incluye la biosintesis de 4-HB a partir de succinato (la ruta de succinato). Las enzimas que participan en
esta ruta de 4-HB incluyen semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA y 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa. En esta ruta, la semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA cataliza la reaccion
inversa a la flecha mostrada en la figura 1. Otra ruta biosintética de 4-HB incluye la biosintesis a partir de succinato a
través de succinil-CoA (la ruta de succinil-CoA). Las enzimas que participan en esta ruta de 4-HB incluyen succinil-
CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa.
Otras tres rutas biosintéticas de 4-HB incluyen la biosintesis de 4-HB a partir de a-cetoglutarato (las rutas de a-
cetoglutarato). Por tanto, una tercera ruta biosintética de 4-HB es la biosintesis de semialdehido succinico a través
de glutamato:semialdehido succinico transaminasa, glutamato descarboxilasa y 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa.
Una cuarta ruta biosintética de 4-HB también incluye la biosintesis de 4-HB a partir de a-cetoglutarato, pero usa a-
cetoglutarato descarboxilasa para catalizar la sintesis de semialdehido succinico. La 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa cataliza la conversion de semialdehido succinico en 4-HB. Una quinta ruta biosintética de 4-HB,
incluye la biosintesis a partir de a-cetoglutarato a través de succinil-CoA y usa a-cetoglutarato deshidrogenasa para
producir succinil-CoA, que entra en la ruta de succinil-CoA descrita anteriormente. Cada una de estas rutas
biosintéticas de 4-HB, sus sustratos, reactivos y productos, se describen adicionalmente a continuacion en los
ejemplos. Tal como se describe en el presente documento, 4-HB puede convertirse adicionalmente de manera
biosintética en BDO mediante inclusion de enzimas apropiadas para producir BDO (véase el ejemplo). Por tanto, se
entiende que puede usarse una ruta de 4-HB con enzimas para convertir 4-HB en BDO para generar una ruta de
BDO.

Los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la divulgacién pueden producirse
introduciendo acidos nucleicos expresables que codifican para una o mas de las enzimas que participan en una o
mas rutas biosintéticas de 4-HB o BDO. Dependiendo del organismo microbiano huésped elegido para la biosintesis,
pueden expresarse acidos nucleicos para parte o la totalidad de una ruta biosintética de 4-HB o BDO particular. Por
ejemplo, si un huésped elegido es deficiente en una o mas enzimas en una ruta biosintética deseada, por ejemplo la
ruta de succinato a 4-HB, entonces se introducen acidos nucleicos expresables para la(s) enzima(s) deficiente(s),
por ejemplo tanto para semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA como para 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa en este ejemplo, en el huésped para la posterior expresion exégena. Alternativamente, si el
huésped elegido muestra expresion endégena de algunas enzimas de la ruta, pero es deficiente en otras, entonces
se necesita un acido nucleico codificante para la(s) enzima(s) deficiente(s) para lograr la biosintesis de 4-HB o BDO.
Por ejemplo, si el huésped elegido muestra semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA
enddgena, pero es deficiente en 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, entonces se necesita un acido nucleico
codificante para esta enzima para lograr la biosintesis de 4-HB. Por tanto, puede producirse un organismo
microbiano que no se produce de manera natural de la invencion introduciendo actividades de proteinas o enzimas
exogenas para obtener una ruta biosintética deseada o puede obtenerse una ruta biosintética deseada introduciendo
una o mas actividades de proteinas o enzimas exdgenas que, junto con una o mas enzimas o proteinas endégenas,
producen un producto deseado tal como 4-HB o BDO.

De manera similar, cuando se selecciona que la biosintesis de 4-HB se produzca a través de la ruta de succinato a
succinil-CoA (la ruta de succinil-CoA), deben expresarse de manera enddgena en el huésped receptor acidos
nucleicos codificantes para deficiencias en el huésped en las enzimas succinil-CoA sintetasa, semialdehido
succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y/o 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa. La seleccién de la
biosintesis de 4-HB a través de la ruta de a-cetoglutarato a semialdehido succinico (la ruta de a-cetoglutarato)
puede usar la expresion exdégena para deficiencias en el huésped en una o mas de las enzimas para
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glutamato:semialdehido succinico transaminasa, glutamato descarboxilasa y/o 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, o
o-cetoglutarato descarboxilasa y 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa. Un experto en la técnica puede determinar
facilmente enzimas de ruta para la produccién de 4-HB o BDO, tal como se divulga en el presente documento.

Dependiendo de los constituyentes de la ruta biosintética de 4-HB o BDO de un organismo microbiano huésped
seleccionado, los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la invencion incluiran al menos
un acido nucleico codificante de la ruta de 4-HB o BDO expresado de manera exdgena y hasta todos los acidos
nucleicos codificantes para una o mas rutas biosintéticas de 4-HB o BDO. Por ejemplo, puede establecerse la
biosintesis de 4-HB o BDO en un huésped deficiente en una enzima o proteina de ruta mediante expresion exdgena
del acido nucleico codificante correspondiente. En un huésped deficiente en todas las enzimas o proteinas de una
ruta de 4-HB o BDO, puede incluirse la expresion exdogena de todas las enzimas o proteinas en la ruta, aunque se
entiende que pueden expresarse todas las enzimas o proteinas de una ruta aunque el huésped contenga al menos
una de las enzimas o proteinas de ruta. Por ejemplo, puede establecerse la biosintesis de 4-HB a partir de las cinco
rutas en un huésped deficiente en 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa a través de la expresion exdgena de un acido
nucleico codificante para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa. En cambio, puede establecerse la biosintesis de 4-HB
a partir de las cinco rutas en un huésped deficiente en las ocho enzimas a través de expresion exégena de las ocho
de semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA, glutamato:semialdehido succinico transaminasa, glutamato descarboxilasa, a-
cetoglutarato descarboxilasa, a-cetoglutarato deshidrogenasa y 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa.

Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica entenderan
que el numero de acidos nucleicos codificantes que deben introducirse en una forma expresable sera, al menos,
paralelo a las deficiencias en la ruta de 4-HB o BDO del organismo microbiano huésped seleccionado. Por tanto, un
organismo microbiano que no se produce de manera natural de la invencion puede tener uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho o hasta todos los acidos nucleicos que codifican para las enzimas divulgadas en el presente
documento que constituyen una o mas rutas biosintéticas de 4-HB o BDO. En algunas realizaciones, los organismos
microbianos que no se producen de manera natural también pueden incluir otras modificaciones genéticas que
facilitan u optimizan la biosintesis de 4-HB o BDO o que confieren otras funciones utiles al organismo microbiano
huésped. Una de tal otra funcionalidad puede incluir, por ejemplo, aumento de la sintesis de uno o mas de los
precursores de la ruta de 4-HB tales como succinato, succinil-CoA, o-cetoglutarato, 4-aminobutirato, glutamato,
acetoacetil-CoA y/u homoserina.

Generalmente, se selecciona un organismo huésped microbiano de manera que produce el precursor de una ruta de
4-HB o BDO, o bien como molécula producida de manera natural o bien como producto disefiado por ingenieria
genética que proporciona o bien la produccion de novo de un precursor deseado o bien la produccion aumentada de
un precursor producido de manera natural por el organismo huésped microbiano. Por ejemplo, succinil-CoA, a-
cetoglutarato, 4-aminobutirato, glutamato, acetoacetil-CoA y homoserina se producen de manera natural en un
organismo huésped tal como E. coli. Un organismo huésped puede disefiarse por ingenieria genética para aumentar
la produccion de un precursor, tal como se divulga en el presente documento. Ademas, puede usarse un organismo
microbiano que se ha disefiado por ingenieria genética para producir un precursor deseado como organismo
huésped y disefiarse adicionalmente por ingenieria genética para expresar enzimas o proteinas de una ruta de 4-HB
o BDO.

En algunas divulgaciones, se genera un organismo microbiano que no se produce de manera natural a partir de un
huésped que contiene la capacidad enzimatica para sintetizar 4-HB o BDO. En esta divulgacion especifica puede ser
util aumentar la sintesis o acumulacion de un producto de la ruta de 4-HB o BDO para, por ejemplo, impulsar las
reacciones de la ruta de 4-HB o BDO hacia la produccion de 4-HB o BDO. Puede lograrse el aumento de la sintesis
o la acumulacion, por ejemplo, mediante sobreexpresion de acidos nucleicos que codifican para una o mas de las
enzimas de ruta de 4-HB o BDO divulgadas en el presente documento. La sobreexpresion de la enzima o enzimas
de la ruta de 4-HB o BDO puede producirse, por ejemplo, a través de expresion exdgena del gen o los genes
enddgenos, 0 a través de expresion exogena del gen o los genes heterdlogos. Por tanto, pueden generarse
facilmente organismos que se producen de manera natural para que sean organismos microbianos que producen 4-
HB o BDO de manera no natural a través de la sobreexpresion de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, y asi
sucesivamente hasta todos los acidos nucleicos que codifican para enzimas de la ruta biosintética de 4-HB o BDO.
Ademas, puede generarse un organismo que no se produce de manera natural mediante mutagénesis de un gen
enddgeno que da como resultado un aumento de la actividad de una enzima en la ruta biosintética de 4-HB o BDO.

En realizaciones particularmente Utiles, se emplea la expresién exdgena de los acidos nucleicos codificantes. La
expresion exogena confiere la capacidad de disefiar a medida la expresion y/o los elementos reguladores en el
huésped y la aplicacion para lograr un nivel de expresion deseado que se controla por el usuario. Sin embargo,
también puede usarse la expresion enddgena en otras realizaciones tales como eliminando un efector regulador
negativo o induciendo el promotor del gen cuando esta asociado con un promotor inducible u otro elemento
regulador. Por tanto, puede regularse por incremento un gen enddégeno que tiene un promotor inducible que se
produce de manera natural proporcionando el agente inductor apropiado, o puede modificarse por ingenieria
genética la region reguladora de un gen endégeno para incorporar un elemento regulador inducible, permitiendo de
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ese modo la regulacion de la expresion aumentada de un gen endégeno en un momento deseado. De manera
similar, puede incluirse un promotor inducible como elemento regulador para un gen exdgeno introducido en un
organismo microbiano que no se produce de manera natural (véanse los ejemplos).

Se pretende que “exdgeno”, tal como se usa en el presente documento, signifique que la molécula a la que se hace
referencia o la actividad a la que se hace referencia se introduce en el organismo microbiano huésped. La molécula
puede introducirse, por ejemplo, mediante la introduccion de un acido nucleico codificante en el material genético del
huésped tal como mediante integracion en un cromosoma del huésped o como material genético no cromosémico tal
como un plasmido. Por tanto, el término tal como se usa con referencia a expresion de un acido nucleico codificante
se refiere a la introduccion del acido nucleico codificante en una forma expresable en el organismo microbiano.
Cuando se usa con referencia a una actividad biosintética, el término se refiere a una actividad que se introduce en
el organismo de referencia huésped. La fuente pude ser, por ejemplo, un acido nucleico codificante homodlogo o
heterélogo que expresa la actividad a la que se hace referencia tras la introduccion en el organismo microbiano
huésped. Por tanto, el término “endégeno” se refiere a una molécula o actividad a la que se hace referencia que esta
presente en el huésped. De manera similar, el término, cuando se usa con referencia a la expresién de un acido
nucleico codificante, se refiere a la expresién de un acido nucleico codificante contenido dentro del organismo
microbiano. El término “heterélogo” se refiere a una molécula o actividad derivada de una fuente distinta de la
especie a la que se hace referencia, mientras que “homadlogo” se refiere a una molécula o actividad derivada del
organismo microbiano huésped. Por consiguiente, la expresion exégena de un acido nucleico codificante de la
invencion puede usar cualquiera o ambos de un acido nucleico codificante heterélogo u homologo.

Las fuentes de acidos nucleicos codificantes para una enzima de la ruta de 4-HB o BDO pueden incluir, por ejemplo,
cualquier especie en la que el producto génico codificado puede catalizar la reaccién a la que se hace referencia.
Tales especies incluyen organismos tanto procariotas como eucariotas incluyendo, pero sin limitarse a, bacterias,
incluyendo arqueas y eubacterias, y eucariotas, incluyendo levadura, planta, insecto, animal y mamifero, incluyendo
ser humano. Las especies a modo de ejemplo para tales fuentes incluyen, por ejemplo, Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Clostridium kluyveri, Clostridium acetobutylicum, Clostridium
beijerinckii, Clostridium saccharoperbutilacetonicum, Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Clostridium
botulinum, Clostridium tyrobutyricum, Clostridium tetanomorphum, Clostridium tetani, Clostridium propionicum,
Clostridium aminobutyricum, Clostridium subterminale, Clostridium sticklandii, Ralstonia eutropha, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium tuberculosis, Porphyromonas gingivalis, Arabidopsis thaliana, Thermus thermophilus, especies
de Pseudomonas, incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas fluorescens, Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus, Rhodobacter spaeroides, Thermoanaerobacter
brockii, Metallosphaera sedula, Leuconostoc mesenteroides, Chloroflexus aurantiacus, Roseiflexus castenholzii,
Erythrobacter, Simmondsia chinensis, especies de Acinetobacter, incluyendo Acinetobacter calcoaceticus y
Acinetobacter bailyi, Porphyromonas gingivalis, Sulfolobus tokodaii, Sulfolobus solfataricus, Sulfolobus
acidocaldarius, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus brevis, Bacillus pumilus, Rattus
norvegicus, Klebsiella pneumonia, Klebsiella oxytoca, Euglena gracilis, Treponema denticola, Moorella
thermoacetica, Thermotoga maritima, Halobacterium salinarum, Geobacillus stearothermophilus, Aeropyrum pernix,
Sus scrofa, Caenorhabditis elegans, Corynebacterium glutamicum, Acidaminococcus fermentans, Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermophilus, Enterobacter aerogenes, Candida, Aspergillus terreus,
Pedicoccus pentosaceus, Zymomonas mobilus, Acetobacter pasteurians, Kluyveromyces lactis, Eubacterium barkeri,
Bacteroides capillosus, Anaerotruncus colihominis, Natranaerobius thermophilus, Campylobacter jejuni, Haemophilus
influenzae, Serratia marcescens, Citrobacter amalonaticus, Myxococcus xanthus, Fusobacterium nuleatum,
Penicillium chrysogenum, gammaproeobacteria marina, bacteria productora de butirato, y otras divulgadas en el
presente documento (véanse los ejemplos). Por ejemplo, los organismos microbianos que tienen produccion
biosintética de 4-HB o BDO se muestran a modo de ejemplo en el presente documento con referencia a huéspedes
de levadura y E. coli. Sin embargo, con la secuencia genémica completa disponible ahora para mas de 550 especies
(estando mas de la mitad de éstas disponibles en bases de datos publicas tales como el NCBI), incluyendo genomas
de 395 microorganismos y una variedad de genomas de levaduras, hongos, plantas y mamiferos, la identificacion de
genes que codifican para la actividad biosintética de 4-HB o BDO requerida para uno o mas genes en especies
relacionadas o distantes, incluyendo por ejemplo, homdlogos, ortélogos, paralogos y desplazamientos génicos no
ortélogos de genes conocidos, y el intercambio de alteraciones genéticas entre organismos resulta rutinario y se
conoce bien en la técnica. Por consiguiente, las alteraciones metabdlicas que permiten la biosintesis de 4-HB o BDO
y otros compuestos descritos en el presente documento con referencia a un organismo particular tal como E. coli o
levadura pueden aplicarse facilmente a otros microorganismos, incluyendo organismos procariotas y eucariotas por
igual. Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica
sabran que una alteracion metabdlica mostrada a modo de ejemplo en un organismo puede aplicarse igualmente a
otros organismos.

En algunos casos, tales como cuando existe una ruta biosintética de 4-HB o BDO alternativa en una especie no
relacionada, puede conferirse biosintesis de 4-HB o BDO a la especie huésped, por ejemplo, mediante expresion
exogena de un paralogo o paralogos de la especie no relacionada que catalizan una reaccion metabdlica similar,
pero no idéntica, para sustituir a la reaccion a la que se hace referencia. Dado que existen ciertas diferencias entre
las redes metabdlicas entre diferentes organismos, los expertos en la técnica entenderan que el uso de genes real
entre diferentes organismos puede diferir. Sin embargo, dadas las ensefanzas y directrices proporcionadas en el
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presente documento, los expertos en la técnica también entenderan que las ensefianzas y los métodos de la
invencion pueden aplicarse a todos los organismos microbianos usando las alteraciones metabdlicas relacionadas
con las mostradas a modo de ejemplo en el presente documento para construir un organismo microbiano en una
especie de interés que sintetizara 4-HB, tal como 4-HB monomérico, o BDO.

Pueden seleccionarse organismos microbianos huésped, y generarse los organismos microbianos que no se
producen de manera natural, por ejemplo, de bacterias, levadura, hongo o cualquiera de una variedad de otros
microorganismos aplicables a procedimientos de fermentacion. Las bacterias a modo de ejemplo incluyen especies
seleccionadas de Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Actinobacillus
succinogenes, Mannheimia succiniciproducens, Rhizobium etli, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum,
Gluconobacter oxydans, Zymomonas mobilis, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Streptomyces coelicolor,
Clostridium acetobutylicum, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida. Las levaduras u hongos a modo de
ejemplo incluyen especies seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Aspergillus terreus, Asperqillus nigery Pichia pastoris. E. colies un
organismo huésped particularmente Util ya que es un organismo microbiano bien caracterizado adecuado para el
disefio por ingenieria genética. Otros organismos huésped particularmente utiles incluyen levadura tal como
Saccharomyces cerevisiae.

Pueden realizarse métodos para construir y someter a prueba los niveles de expresion de un huésped productor de
4-HB o BDO que no se produce de manera natural, por ejemplo, mediante métodos recombinantes y de deteccion
bien conocidos en la técnica. Tales métodos pueden encontrarse descritos, por ejemplo, en Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (2001); Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, MD (1999). Pueden separarse 4-HB y
GBL, por ejemplo, mediante HPLC usando una columna Spherisorb 5 ODS1 y una fase movil del 70% de tampdn
fosfato 10 mM (pH=7) y el 30% de metanol, y detectarse usando un detector UV a 215 nm (Hennessy et al. 2004, J.
Forensic Sci. 46(6):1-9). BDO se detecta mediante cromatografia de gases o mediante HPLC y detector de indice de
refraccion usando una columna Aminex HPX-87H y una fase mévil de acido sulfurico 0,5 mM (Gonzalez-Pajuelo et
al., Met. Eng. 7:329-336 (2005)).

Pueden introducirse de manera estable o transitoria secuencias de acido nucleico exégenas implicadas en una ruta
para la produccién de 4-HB o BDO en una célula huésped usando técnicas bien conocidas en la técnica incluyendo,
pero sin limitarse a, conjugacion, electroporacién, transformacion quimica, transduccion, transfeccion y
transformacion por ultrasonidos. Para la expresion exdgena en E. coli u otras células procariotas, algunas
secuencias de acido nucleico en los genes o ADNc de acidos nucleicos eucariotas pueden codificar para sefiales de
direccionamiento tales como una sefial mitocondrial N-terminal u otra sefial de direccionamiento, que pueden
eliminarse antes de la transformacién en células huésped procariotas, si se desea. Por ejemplo, la eliminaciéon de
una secuencia lider mitocondrial condujo a la expresion aumentada en E. coli (Hoffmeister et al., J. Biol. Chem.
280:4329-4338 (2005)). Para la expresion exdgena en levadura y otras células eucariotas, pueden expresarse genes
en el citosol sin la adicion de secuencia lider, o pueden dirigirse a la mitocondria o a otros organulos, o dirigirse para
la secrecion, mediante la adicion de una secuencia de direccionamiento adecuada tal como una senal de secrecién
o de direccionamiento mitocondrial adecuada para las células huésped. Por tanto, se entiende que pueden
incorporarse modificaciones apropiadas en una secuencia de acido nucleico para eliminar o incluir una secuencia de
direccionamiento en una secuencia de acido nucleico exdgena para conferir propiedades deseables. Ademas,
pueden someterse genes a optimizacion de codones con técnicas bien conocidas en la técnica para lograr una
expresion optimizada de las proteinas.

Puede construirse un vector o vectores de expresion para albergar una o mas rutas biosintéticas de 4-HB y/o uno o
mas acidos nucleicos codificantes biosintéticos para BDO tal como se muestra a modo de ejemplo en el presente
documento unidos operativamente a secuencias de control de la expresion funcionales en el organismo huésped.
Los vectores de expresion aplicables para su uso en los organismos huésped microbianos de la invencion incluyen,
por ejemplo, plasmidos, vectores de fago, vectores virales, episomas y cromosomas artificiales, incluyendo vectores
y secuencias de seleccion o marcadores operables para la integracion estable en un cromosoma huésped.
Adicionalmente, los vectores de expresion pueden incluir uno o mas genes de marcadores seleccionables y
secuencias de control de la expresion apropiadas. También pueden incluirse genes de marcadores seleccionables
que, por ejemplo, proporcionan resistencia a antibiéticos o toxinas, complementan deficiencias auxotréficas o
suministran nutrientes criticos que no estan en los medios de cultivo. Las secuencias de control de la expresion
pueden incluir promotores constitutivos e inducibles, potenciadores de la transcripcion, terminadores de la
transcripcion, y similares que se conocen bien en la técnica. Cuando deben expresarse conjuntamente dos o mas
acidos nucleicos codificantes exdgenos, pueden insertarse ambos acidos nucleicos, por ejemplo, en un vector de
expresion individual o en vectores de expresion separados. Para el vector expresion individual, los acidos nucleicos
codificantes pueden unirse operacionalmente a una secuencia de control de la expresién comin o unirse a
diferentes secuencias de control de la expresion, tales como un promotor inducible y un promotor constitutivo. La
transformacion de secuencias de acido nucleico exégenas implicadas en una ruta metabdlica o sintética puede
confirmarse usando métodos bien conocidos en la técnica. Tales métodos incluyen, por ejemplo, analisis de acidos
nucleicos tal como transferencias de tipo Northern o amplificacion de ARNm mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), o inmunotransferencia para determinar la expresion de productos génicos, u otros métodos
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analiticos adecuados para someter a prueba la expresion de una secuencia de acido nucleico introducida o su
producto génico correspondiente. Los expertos en la técnica entienden que el acido nucleico exégeno se expresa en
una cantidad suficiente para producir el producto deseado, y ademas se entiende que los niveles de expresion
pueden optimizarse para obtener una expresion suficiente usando métodos bien conocidos en la técnica y tal como
se divulga en el presente documento.

Los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la invencién se construyen usando métodos
bien conocidos en la técnica tal como se muestra a modo de ejemplo en el presente documento para expresar de
manera exodgena al menos un acido nucleico que codifica para una enzima de la ruta de 4-HB o BDO en cantidades
suficientes para producir 4-HB, tal como 4-HB monomérico, o BDO. Se entiende que los organismos microbianos de
la invencion se cultivan en condiciones suficientes para producir 4-HB o BDO. A continuacion en los ejemplos se
describen adicionalmente niveles de expresion a modo de ejemplo para enzimas de 4-HB en cada ruta. Siguiendo
las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los organismos microbianos que no se
producen de manera natural de la invencion pueden lograr la biosintesis de 4-HB, tal como 4-HB monomérico, o
BDO dando como resultado concentraciones intracelulares de entre aproximadamente 0,1-200 mM o mas, por
ejemplo 0,1-25 mM o mas. Generalmente, la concentracion intracelular de 4-HB, tal como 4-HB monomérico, o BDO
es de entre aproximadamente 3-150 mM o mas, de manera particular aproximadamente 5-125 mM o mas, y mas
particularmente entre aproximadamente 8-100 mM, por ejemplo, aproximadamente 3-20 mM, particularmente entre
aproximadamente 5-15 mM y mas particularmente entre aproximadamente 8-12 mM, incluyendo aproximadamente
10 mM, 20 mM, 50 mM, 80 mM o mas. También pueden lograrse concentraciones intracelulares entre y por encima
de cada uno de estos intervalos a modo de ejemplo a partir de los organismos microbianos que no se producen de
manera natural de la invencion. En realizaciones particulares, los organismos microbianos de la invencion,
particularmente cepas tales como las divulgadas en el presente documento (véanse los ejemplos XII-XIX y la tabla
28), pueden proporcionar la producciéon de un producto deseado tal como BDO aumentando la produccion de BDO
y/o disminuyendo los subproductos no deseados. Tales niveles de produccion incluyen, pero no se limitan a, los
divulgados en el presente documento y que incluyen desde aproximadamente 1 gramo hasta aproximadamente
25 gramos por litro, por ejemplo aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24 o incluso cantidades superiores de producto por litro.

En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo incluyen condiciones de crecimiento o mantenimiento
anaerobias o sustancialmente anaerobias. Anteriormente se han descrito condiciones anaerobias a modo de
ejemplo y se conocen bien en la técnica. En el presente documento se describen condiciones anaerobias a modo de
ejemplo para procedimientos de fermentacion y se describen, por ejemplo, en la solicitud de patente estadounidense
con n.° de serie 11/891.602, presentada el 10 de agosto de 2007. Cualquiera de estas condiciones puede emplearse
con los organismos microbianos que no se producen de manera natural asi como otras condiciones anaerobias bien
conocidas en la técnica. En tales condiciones anaerobias, los productores de 4-HB o BDO pueden sintetizar 4-HB o
BDO a concentraciones intracelulares de 5-10 mM o mas asi como todas las demas concentraciones mostradas a
modo de ejemplo en el presente documento. Se entiende que, aunque la descripcion anterior se refiere a
concentraciones intracelulares, los organismos microbianos productores de 4-HB o BDO pueden producir 4-HB o
BDO de manera intracelular y/o secretar el producto en el medio de cultivo.

Las condiciones de cultivo pueden incluir, por ejemplo, procedimientos de cultivo liquido asi como fermentacion y
otros procedimientos de cultivo a gran escala. Tal como se describe en el presente documento, pueden obtenerse
rendimientos particularmente Utiles de los productos biosintéticos de la invencién en condiciones de cultivo
anaerobias o sustancialmente anaerobias.

Tal como se describe en el presente documento, una condicién de crecimiento a modo de ejemplo para lograr la
biosintesis de 4-HB o BDO incluye condiciones de cultivo o fermentacion anaerobias. En determinadas
realizaciones, los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la invencion pueden
sustentarse, cultivarse o fermentarse en condiciones anaerobias o sustancialmente anaerobias. En resumen, las
condiciones anaerobias se refieren a un entorno carente de oxigeno. Las condiciones sustancialmente anaerobias
incluyen, por ejemplo, un cultivo, fermentacion discontinua o fermentacién continua de tal manera que la
concentracién de oxigeno disuelto en el medio permanece entre el 0 y el 10% de la saturacion. Las condiciones
sustancialmente anaerobias también incluyen células en crecimiento o en reposo en medio liquido o en agar sélido
dentro de una camara sellada mantenida con una atmésfera con menos del 1% de oxigeno. El porcentaje de
oxigeno puede mantenerse, por ejemplo, burbujeando el cultivo con una mezcla de N2/CO; u otro gas o gases
distintos de oxigeno adecuados.

La divulgacion también proporciona un biocatalizador microbiano que no se produce de manera natural que incluye
un organismo microbiano que tiene rutas biosintéticas de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) y 1,4-butanodiol (BDO)
que incluyen al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato:semialdehido succinico
transaminasa, glutamato descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa independiente de CoA, aldehido deshidrogenasa
dependiente de CoA o alcohol deshidrogenasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en cantidades
suficientes para producir 1,4-butanodiol (BDO). La 4-hidroxibutirato:CoA transferasa también se conoce como 4-
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hidroxibutiril CoA:acetil-CoA transferasa. En el presente documento también se divulgan enzimas de la ruta de 4-HB
o BDO adicionales (véanse los ejemplos y las figuras 8-13).

La divulgacion proporciona ademas un biocatalizador microbiano que no se produce de manera natural que incluye
un organismo microbiano que tiene rutas biosintéticas de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) y 1,4-butanodiol (BDO),
las rutas incluyen al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA
transferasa, 4-butirato cinasa, fosfotransbutirilasa, a-cetoglutarato descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa, alcohol
deshidrogenasa o una aldehido/alcohol deshidrogenasa, en el que el acido nucleico exdgeno se expresa en
cantidades suficientes para producir 1,4-butanodiol (BDO).

También pueden generarse organismos microbianos que no se producen de manera natural que biosintetizan BDO.
Como con los organismos microbianos productores de 4-HB de la invencién, los organismos microbianos
productores de BDO también pueden producir de manera intracelular o secretar el BDO al medio de cultivo.
Siguiendo las ensefianzas y directrices proporcionadas anteriormente para la construccion de organismos
microbianos que sintetizan 4-HB, pueden incorporarse rutas de BDO adicionales en los organismos microbianos
productores de 4-HB para generar organismos que también sintetizan BDO y otros compuestos de la familia de
BDO. Se conoce la sintesis quimica de BDO y sus productos posteriores. Los organismos microbianos que no se
producen de manera natural de la invenciéon que pueden biosintetizar BDO sortean estas sintesis quimicas usando
4-HB como punto de entrada tal como se ilustra en la figura 1. Tal como se describe adicionalmente a continuacion,
los productores de 4-HB también pueden usarse para convertir quimicamente 4-HB en GBL y después en BDO o
THF, por ejemplo. Alternativamente, los productores de 4-HB pueden modificarse adicionalmente para incluir
capacidades biosintéticas para la conversion de 4-HB y/o GBL en BDO.

Las rutas de BDO adicionales para introducir en productores de 4-HB incluyen, por ejemplo, la expresion exégena
en un contexto genético deficiente huésped o la sobreexpresion de una o mas de las enzimas mostradas a modo de
ejemplo en la figura 1 como las etapas 9-13. Una ruta de este tipo incluye, por ejemplo, las actividades enzimaticas
necesarias para llevar a cabo las reacciones mostradas como las etapas 9, 12 y 13 en la figura 1, en las que las
aldehido y alcohol deshidrogenasas pueden ser enzimas separadas o una enzima multifuncional que tiene actividad
tanto aldehido como alcohol deshidrogenasa. Ofra ruta de este tipo incluye, por ejemplo, las actividades enzimaticas
necesarias para llevar a cabo las reacciones mostradas como las etapas 10, 11, 12 y 13 en la figura 1, también en
las que las aldehido y alcohol deshidrogenasas pueden ser enzimas separadas o una enzima multifuncional que
tiene actividad tanto aldehido como alcohol deshidrogenasa. Por consiguiente, las rutas de BDO adicionales para
introducir en productores de 4-HB incluyen, por ejemplo, la expresion exdgena en un contexto genético deficiente
huésped o la sobreexpresion de una o mas de a 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, butirato cinasa,
fosfotransbutirilasa, aldehido deshidrogenasa independiente de CoA, aldehido deshidrogenasa dependiente de CoA
o0 una alcohol deshidrogenasa. En ausencia de acil-CoA sintetasa enddégena que pueda modificar 4-HB, los
organismos microbianos productores de BDO que no se producen de manera natural pueden incluir ademas una
acil-CoA sintetasa exdgena selectiva para 4-HB, o la combinacién de multiples enzimas que tienen como reaccion
neta la conversion de 4-HB en 4-HB-CoA. Tal como se muestra a modo de ejemplo adicionalmente a continuacion
en los ejemplos, butirato cinasa y fosfotransbutirilasa muestran actividad de la ruta de BDO y catalizan las
conversiones ilustradas en la figura 1 con un sustrato de 4-HB. Por tanto, estas enzimas también pueden
denominarse en el presente documento 4-hidroxibutirato cinasa y fosfotranshidroxibutirilasa, respectivamente.

En la tabla 1 a continuacién se enumeran alcohol y aldehido deshidrogenasas a modo de ejemplo que pueden
usarse para estas conversiones in vivo de 4-HB en BDO.

Tabla 1. Alcohol y aldehido deshidrogenasas para la conversion de 4-HB en BDO.

ALCOHOL DESHIDROGENASAS ec: 1.1.1.78 metilglioxal reductasa (dependiente de
NADH)

ec: 1.1.1.1 alcohol deshidrogenasa ec: 1.1.1.79 glioxilato reductasa (NADP+)

ec: 1.1.1.2 alcohol deshidrogenasa (NADP+) ec: 1.1.1.80 isopropanol deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.1.1.4 (R,R)-butanodiol deshidrogenasa ec: 1.1.1.81 hidroxipiruvato reductasa

ec: 1.1.1.5 acetoina deshidrogenasa ec: 1.1.1.82 malato deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.1.1.6 glicerol deshidrogenasa ec: 1.1.1.83 D-malato deshidrogenasa
(descarboxilante)

ec: 1.1.1.7 propanodiol-fosfato deshidrogenasa ec: 1.1.1.84 dimetiimalato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.8 glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (NAD+) ec: 1.1.1.85 3-isopropilmalato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.11 D-arabinitol 4-deshidrogenasa ec: 1.1.1.86 cetol-acido reductoisomerasa

ec: 1.1.1.12 L-arabinitol 4-deshidrogenasa ec: 1.1.1.87 homoisocitrato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.13 L-arabinitol 2-deshidrogenasa ec: 1.1.1.88 hidroximetilglutaril-CoA reductasa

ec: 1.1.1.14 L-iditol 2-deshidrogenasa ec: 1.1.1.90 aril-alcohol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.15 D-iditol 2-deshidrogenasa ec: 1.1.1.91 aril-alcohol deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.1.1.16 galactitol 2-deshidrogenasa ec: 1.1.1.92 oxaloglicolato reductasa (descarboxilante)

ec: 1.1.1.17 manitol-1-fosfato 5-deshidrogenasa ec: 1.1.1.94  (dlicerol-3-fosfato  deshidrogenasa
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ec: 1.1.1.18 inositol 2-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.21 aldehido reductasa

ec: 1.1.1.23 histidinol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.26 glioxilato reductasa

ec: 1.1.1.27 L-lactato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.28 D-lactato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.29 glicerato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.30 3-hidroxibutirato deshidrogenasa
ec: 1.1.1.31 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa
ec: 1.1.1.35 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
ec: 1.1.1.36 acetoacetil-CoA reductasa

ec: 1.1.1.37 malato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.38 malato deshidrogenasa (oxaloacetato-

descarboxilante)

ec: 1.1.1.39 malato deshidrogenasa (descarboxilante)
ec: 1.1.1.40 malato deshidrogenasa (oxaloacetato-
descarboxilante) (NADP+)

ec: 1.1.1.41 isocitrato deshidrogenasa (NAD+)

ec: 1.1.1.42 isocitrato deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.1.1.54 alil-alcohol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.55 lactaldehido reductasa (NADPH)

ec: 1.1.1.56 ribitol 2-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.59 3-hidroxipropionato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.60 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa

ec: 1.1.1.61 4-hidroxibutirato deshidrogenasa

ec: 1.1.1.66 omega-hidroxidecanoato deshidrogenasa
ec: 1.1.1.67 manitol 2-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.71 alcohol deshidrogenasa [NAD(P)+]

ec: 1.1.1.72 glicerol deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.1.1.73 octanol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.75 (R)-aminopropanol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.76 (S,S)-butanodiol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.77 lactaldehido reductasa

ec: 1.1.1.192 alcohol de cadena larga deshidrogenasa
ec: 1.1.1.194 coniferil-alcohol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.195 cinamil-alcohol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.198 (+)-borneol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.202 1.3-propanodiol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.207 (-)-mentol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.208 (+)-neomentol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.216 farnesol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.217 bencil-2-metil-hidroxibutirato

deshidrogenasa
ec: 1.1.1.222 (R)-4-hidroxifenilactato deshidrogenasa
ec: 1.1.1.223 isopiperitenol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.226
deshidrogenasa
ec: 1.1.1.229 2-metil-3-oxosuccinato
reductasa

ec: 1.1.1.237 hidroxifenilpiruvato reductasa
ec: 1.1.1.244 metanol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.245 ciclohexanol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.250 D-arabinitol 2-deshidrogenasa

4-hidroxiciclohexanocarboxilato

de dietilo

ec: 1.1.1.251 galactitol 1-fosfato 5-deshidrogenasa

ec: 1.1.1.255 manitol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.256 fluoren-9-ol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.257 4-(hidroximetil)bencenosulfonato
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[NAD(P)+]
ec: 1.1.1.95 fosfoglicerato deshidrogenasa
ec: 1.1.1.97 3-hidroxibencil-alcohol deshidrogenasa

1.1
ec: 1.1.1.101 acilglicerona-fosfato reductasa
ec: 1.1.1.103 L-treonina 3-deshidrogenasa
ec: 1.1.1.104 4-oxoprolina reductasa
ec: 1.1.1.105 retinol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.110 indol-lactato deshidrogenasa
ec: 1.1.1.112 indanol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.113 L-xilosa 1-deshidrogenasa
ec: 1.1.1.129 L-treonato 3-deshidrogenasa
ec: 1.1.1.137 ribitol-5-fosfato 2-deshidrogenasa
ec: 1.1.1.138 manitol 2-deshidrogenasa (NADP+)
ec: 1.1.1.140 sorbitol-6-fosfato 2-deshidrogenasa
ec: 1.1.1.142 D-pinitol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.143 secuoyitol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.144 perilil-alcohol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.156 glicerol 2-deshidrogenasa (NADP+)
ec: 1.1.1.157 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa
ec: 1.1.1.163 ciclopentanol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.164 hexadecanol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.165 2-alquin-1-ol deshidrogenasa
ec: 1.1.1.166 hidroxiciclohexanocarboxilato

deshidrogenasa
ec: 1.1.1.167 hidroximalonato deshidrogenasa
ec: 1.1.1.174 ciclohexano-1,2-diol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.177 glicerol-3-fosfato  1-deshidrogenasa
(NADP+)
ec: 1.1.1.178 3-hidroxi-2-metilbutiril-CoA

deshidrogenasa

ec: 1.1.1.185 L-glicol deshidrogenasa

ec: 1.1.1.190 indol-3-acetaldehido reductasa (NADH)
ec: 1.1.1.191 indol-3-acetaldehido reductasa (NADPH)

ec: 1.2.1.15 malonato-semialdehido deshidrogenasa
ec: 1.2.1.16 succinato-semialdehido deshidrogenasa
[NAD(P)+]

ec: 1.2.1.17 glioxilato deshidrogenasa (acilante)

ec: 1.2.1.18 malonato-semialdehido deshidrogenasa
(acetilante)

ec: 1.2.1.19 aminobutiraldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.20 glutarato-semialdehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.21 glicolaldehido deshidrogenasa
ec: 1.2.1.22 lactaldehido deshidrogenasa
ec: 1.2.1.23 2-oxoaldehido deshidrogenasa (NAD+)

ec: 1.2.1.24 succinato-semialdehido deshidrogenasa
ec: 1.21.25 2-oxoisovalerato  deshidrogenasa
(acilante)

ec: 1.2.1.26 2,5-dioxovalerato deshidrogenasa

ec: 1.2.1.27
deshidrogenasa (acilante)
ec: 1.2.1.28 benzaldehido deshidrogenasa (NAD+)
ec: 1.2.1.29 aril-aldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.30 aril-aldehido deshidrogenasa (NADP+)

metilmalonato-semialdehido

ec: 1.2.1.31 L-aminoadipato-semialdehido
deshidrogenasa
ec: 1.2.1.32 aminomuconato-semialdehido

deshidrogenasa

ec: 1.2.1.36 retinal deshidrogenasa

ec: 1.2.1.39 fenilacetaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.41 glutamato-5-semialdehido deshidrogenasa
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deshidrogenasa

ec: 1.1.1.258 6-hidroxihexanoato deshidrogenasa ec: 1.2.1.42 hexadecanal deshidrogenasa (acilante)
ec: 1.1.1.259 3-hidroxipimeloil-CoA deshidrogenasa ec: 1.2.1.43 formiato deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.1.1.261 glicerol-1-fosfato  deshidrogenasa ec: 1.2.1.45 4-carboxi-2-hidroximuconato-6-
[NAD(P)+] semialdehido deshidrogenasa

ec: 1.1.1.265 3-metilbutanal reductasa ec: 1.2.1.46 formaldehido deshidrogenasa

ec: 1.1.1.283 metilglioxal reductasa (dependiente de ec: 1.2.1.47 4-trimetilamoniobutiraldehido
NADPH) deshidrogenasa

ec: 1.1.1.286 isocitrato-homoisocitrato deshidrogenasa ec: 1.2.1.48 aldehido de cadena larga deshidrogenasa
ec: 1.1.1.287 D-arabinitol deshidrogenasa (NADP+) ec: 1.2.1.49 2-oxoaldehido deshidrogenasa (NADP+)
butanol deshidrogenasa

ALDEHIDO DESHIDROGENASAS ec: 1.2.1.51 piruvato deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.2.1.2 formiato deshidrogenasa ec: 1.2.1.52 oxoglutarato deshidrogenasa (NADP+)

ec: 1.2.1.3 aldehido deshidrogenasa (NAD+) ec: 1.2.1.53 4-hidroxifenilacetaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.4 aldehido deshidrogenasa (NADP+) ec: 1.2.1.57 butanal deshidrogenasa

ec: 1.2.1.5 aldehido deshidrogenasa [NAD(P)+] ec: 1.2.1.58 fenilglioxilato deshidrogenasa (acilante)

ec: 1.2.1.7 benzaldehido deshidrogenasa (NADP+) ec: 1.2.1.59 dliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(NAD(P)+) (fosforilante)

ec: 1.2.1.8 betaina-aldehido deshidrogenasa ec: 1.2.1.62 4-formilbencenosulfonato deshidrogenasa

ec: 1.2.1.9 (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa ec: 1.2.1.63 6-oxohexanoato deshidrogenasa

(NADP+)

ec: 1.2.1.10 acetaldehido deshidrogenasa (acetilante)
ec: 1.2.1.11 aspartato-semialdehido deshidrogenasa
ec: 1.2.1.12 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(fosforilante)

ec: 1.2.1.13 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(NADP+) (fosforilante)

ec: 1.2.1.64 4-hidroxibenzaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.65 salicilaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.66 formaldehido deshidrogenasa
dependiente de micotiol

ec: 1.2.1.67 vanilina deshidrogenasa

ec: 1.2.1.68 coniferil-aldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.69 fluoroacetaldehido deshidrogenasa

ec: 1.2.1.71 succinilglutamato-semialdehido
deshidrogenasa

En el presente documento se divulgan otras enzimas y rutas a modo de ejemplo (véanse los ejemplos). Ademas, se
entiende que pueden usarse enzimas para llevar a cabo reacciones para las que el sustrato no es el sustrato natural.
Aunque la actividad para el sustrato no natural puede ser menor que para el sustrato natural, se entiende que tales
enzimas pueden usarse, ya sea tal como se producen de manera natural o modificadas usando la evolucion dirigida
o evolucion adaptiva, tal como se divulga en el presente documento (véanse también los ejemplos).

La produccion de BDO mediante cualquiera de las rutas divulgadas en el presente documento se basa, en parte, en
la identificacion de las enzimas apropiadas para la conversion de precursores en BDO. Se han identificado varias
enzimas especificas para varias de las etapas de reaccion. Para aquellas transformaciones en las que no se han
identificado enzimas especificas para los precursores de reaccion, se han identificado candidatos enzimaticos que
son los mas adecuados para catalizar las etapas de reaccion. Se ha mostrado que las enzimas funcionan sobre una
amplia gama de sustratos, tal como se comenta a continuacion. Ademas, avances en el campo del disefio por
ingenieria genética de proteinas también hacen viable alterar enzimas para que actien de manera eficaz sobre
sustratos, aunque no sea un sustrato natural. A continuacion se describen varios ejemplos de enzimas de amplia
especificidad de diversas clases adecuadas para una ruta de BDO asi como métodos que se han usado para hacer
evolucionar enzimas para que actien sobre sustratos no naturales.

Una clase clave de enzimas en rutas de BDO son las oxidorreductasas que interconvierten cetonas o aldehidos en
alcoholes (1.1.1). Numerosas enzimas a modo de ejemplo en esta clase pueden funcionar sobre una amplia gama
de sustratos. Se mostré que una alcohol deshidrogenasa (1.1.1.1) purificada a partir de la bacteria del suelo
Brevibacterium sp KU 1309 (Hirano et al., J. Biosc. Bioeng. 100:318-322 (2005)) funcionaba sobre una gran cantidad
de alcoholes alifaticos asi como aromaticos con altas actividades. La tabla 2 muestra la actividad de la enzima y su
Km sobre diferentes alcoholes. La enzima es reversible y también tiene una actividad muy alta sobre varios aldehidos
(tabla 3).

Tabla 2. Actividades relativas de una alcohol deshidrogenasa de Brevibacterium sp KU para oxidar diversos
alcoholes.

| Sustrato | Actividad relativa (0%) | Km (mM) |
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2-Feniletanol 100* 0,025
(S)-2-Fenilpropanol 156 0,157
(R)-2-Fenilpropanol 63 0,020

Alcohol bencilico 199 0,012

3-Fenilpropanol 135 0,033
Etanol 76
1-Butanol 111
1-Octanol 101
1-Dodecanol 68
1-Feniletanol 46
2-Propanol 54

*Se tomo la actividad de 2-feniletanol, correspondiente a 19,2 U/mg, como el 100%.

Tabla 3. Actividades relativas de una alcohol deshidrogenasa de Brevibacterium sp KU 1309 para reducir diversos
compuestos de carbonilo.

Sustrato Actividad relativa (0%) Km (mM)
Fenilacetaldehido 100 0,261
2-Fenilpropionaldehido 188 0,864
1-Octilaldehido 87
Acetofenona 0

La lactato deshidrogenasa (1.1.1.27) de Ralstonia eutropha es otra enzima que se ha demostrado que tiene
actividades altas sobre varios 2-oxoacidos tales como 2-oxobutirato, 2-oxopentanoato y 2-oxoglutarato (un
compuesto C5 analogo a 2-oxoadipato) (Steinbuchel y Schlegel, Eur. J. Biochem. 130:329-334 (1983)). La columna
2 en la tabla 4 demuestra las actividades de IdhA de R. eutropha (anteriormente A. eutrophus) sobre diferentes
sustratos (Steinbuchel y Schlegel, citado anteriormente, 1983).

Tabla 4. La actividad in vitro de IdhA de R. eutropha (Steinbuchel y Schlegel, citado anteriormente, 1983) sobre
diferentes sustratos y comparada aquella sobre piruvato.

Sustrato Actividad (%) de
L(+)-lactato L(+)-lactato D(-)-lactato
deshidrogenasa de A. deshidrogenasa de deshidrogenasa de L.
eutrophus musculo de conejo leichmanii
Glioxilato 8,7 23,9 5,0
Piruvato 100,0 100,0 100,0
2-Oxobutirato 107,0 18,6 1,1
2-Oxovalerato 125,0 0,7 0,0
3-Metil-2-oxobutirato 28,5 0,0 0,0
3-Metil-2-oxovalerato 5,3 0,0 0,0
4-Metil-2-oxopentanoato 39,0 1,4 1,1
Oxaloacetato 0,0 33,1 23,1
2-Oxoglutarato 79,6 0,0 0,0
3-Fluoropiruvato 33,6 74,3 40,0

Se ha mostrado que las oxidorreductasas que pueden convertir 2-oxoacidos en sus homologos de acil-CoA (1.2.1)
también aceptan multiples sustratos. Por ejemplo, el complejo de 2-ceto-acido de cadena ramificada deshidrogenasa
(BCKAD), también conocido como 2-oxoisovalerato deshidrogenasa (1.2.1.25), participa en rutas de degradacion de
aminoacidos de cadena ramificada, convirtiendo derivados de 2-ceto-acidos de valina, leucina e isoleucina en sus
derivados de acil-CoA y CO». En algunos organismos incluyendo Ratfus norvegicus (Paxton et al., Biochem. J.
234:295-303 (1986)) y Saccharomyces cerevisiae (Sinclair et al., Biochem. Mol Biol. Int. 32:911-922 (1993)), se ha
mostrado que este complejo tiene una amplia gama de sustratos que incluye oxo-acidos lineales tales como 2-
oxobutanoato y alfa-cetoglutarato, ademas de los precursores de aminoacidos de cadena ramificada.

Se ha notificado que miembros de aun otra clase de enzimas, concretamente aminotransferasas (2.6.1), actdan
sobre multiples sustratos. Se ha identificado aspartato aminotransferasa (aspAT) de Pyrococcus fursious, se ha
expresado en E. coli y se ha caracterizado la proteina recombinante para demostrar que la enzima tiene las mayores
actividades frente a aspartato y alfa-cetoglutarato pero actividades menores, aunque significativas, frente a alanina,
glutamato y los aminoacidos aromaticos (Ward et al., Archaea 133-141 (2002)). En otro caso, se notificé que una
aminotransferasa identificada a partir de Leishmania mexicana y expresada en E. coli (Vernal et al., FEMS Microbiol.
Lett. 229:217-222 (2003)) tenia una amplia especificidad de sustrato frente a tirosina (actividad considerada del
100% sobre tirosina), fenilalanina (90%), triptéfano (85%), aspartato (30%), leucina (25%) y metionina (25%),
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respectivamente (Vernal et al., Mol. Biochem. Parasitol 96:83-92 (1998)). Se ha notificado una especificidad amplia
similar para una tirosina aminotransferasa de Trypanosoma cruzi, aunque ambas de estas enzimas tienen una
homologia de secuencia de tan sélo el 6%. Esta ultima enzima puede aceptar leucina, metionina asi como tirosina,
fenilalanina, triptéfano y alanina como donadores de amino eficaces (Nowicki et al., Biochim. Biophys. Acta 1546:
268-281 (2001)).

Se ha demostrado que las CoA transferasas (2.8.3) tienen la capacidad para actuar sobre mas de un sustrato.
Especificamente, se purificd una CoA transferasa a partir de Clostridium acetobutylicum y se notificé que tenia las
mayores actividades sobre acetato, propionato y butirato. También tenia actividades significativas con valerato,
isobutirato y crotonato (Wiesenborn et al., Appl. Environ. Microbiol. 55:323-329 (1989)). En otro estudio, se ha
mostrado que la enzima de E. coli acil-CoA:acetato-CoA transferasa, también conocida como acetato-CoA
transferasa (EC 2.8.3.8), transfiere el resto CoA a acetato a partir de una variedad de sustratos de acil-CoA
ramificados y lineales, incluyendo isobutirato (Matthies y Schink, App. Environm. Microbiol. 58:1435-1439 (1992)),
valerato (Vanderwinkel et al., Biochem. Biophys. Res Commun. 33:902-908 (1968b)) y butanoato (Vanderwinkel et
al., Biochem. Biophys. Res Commun. 33:902-908(1968a)).

Otras clases de enzimas soportan adicionalmente una amplia especificidad de sustrato para enzimas. También se
ha demostrado que algunas isomerasas (5.3.3) funcionan sobre multiples sustratos. Por ejemplo, L-ramnosa
isomerasa de Pseudomonas stutzeri cataliza la isomerizacion entre diversas aldolasas y cetosas (Yoshida et al., J.
Mol. Biol. 365:1505-1516 (2007)). Esto incluye la isomerizacién entre L-ramnosa y L-ramnulosa, L-manosa y L-
fructosa, L-xilosa y L-xilulosa, D-ribosa y D-ribulosa, y D-alosa y D-psicosa.

En aun otra clase de enzimas, las fosfotransferasas (2.7.1), se encontré que la homoserina cinasa (2.7.1.39) de E.
coli que convierte L-homoserina en fosfato de L-homoserina, fosforilaba numerosos analogos de homoserina. En
estos sustratos, el grupo funcional carboxilo en la posicion R se habia sustituido por un éster o por un grupo
hidroximetilo (Huo y Viola, Biochemistry 35:16180-16185 (1996)). La tabla 5 demuestra la amplia especificidad de
sustrato de esta cinasa.

Tabla 5. La especificidad de sustrato de homoserina cinasa.

Sustrato Keat % de Keat Km (mM) Keat/ K
L-homoserina 18,3+ 0,1 100 0,14 £ 0,04 184 + 17
D-homoserina 83+11 32 31,8+7,2 0,26 + 0,03
L-aspartato - 2,1+0,1 8,2 0,28 £ 0,02 75+0,3
semialdehido

L-2-amino-1,4-butanodiol 2,0+0,5 7.9 11,6 £6,5 0,17 £ 0,06
L-2-amino-5- 251204 9,9 1,1+£0,5 2,3+0,3
hidroxivalerato
éster metilico de L- 14,7+ 2,6 80 49+20 3,0+0,6
homoserina
éster etilico de L- 13,6 £0,8 74 1,9+0,5 72+17
homoserina
éster isopropilico de L- 13,6 +1,4 74 1,2+0,5 11,3+1,1
homoserina
éster n-propilico de L- 14,0+0,4 76 35+04 40+1,2
homoserina
éster isobutilico de L- 16,4 £ 0,8 84 6,9+1,1 24+0,3
homoserina
éster n-butilico de L- 29,1+1,2 160 58+0,8 50+0,5
homoserina

Otra clase de enzimas utiles en rutas de BDO son las acido-tiol ligasas (6.2.1). Como enzimas en ofras clases, se ha
determinado que ciertas enzimas en esta clase tienen una amplia especificidad de sustrato. Por ejemplo, se ha
demostrado que la acil CoA ligasa de Pseudomonas putida funciona sobre varios sustratos alifaticos incluyendo
acidos aceético, propionico, butirico, valérico, hexanoico, heptanoico y octanoico y sobre compuestos aromaticos
tales como acidos fenilacético y fenoxiacético (Fernandez-Valverde et al., Appl. Environ. Microbiol. 59:1149-1154
(1993)). Una enzima relacionada, malonil CoA sintetasa (6.3.4.9) de Rhizobium trifolii, puede convertir varios
diacidos, concretamente, etil, propil, alil, isopropil, dimetil, ciclopropil, ciclopropilmetilen, ciclobutil y bencil-malonato
en sus correspondientes monotioésteres (Pohl et al., J. Am. Chem. Soc. 123:5822-5823 (2001)). De manera similar,
también se han encontrado descarboxilasas (4.1.1) con amplias gamas de sustrato. La piruvato descarboxilasa
(PDC), también denominada ceto-acido descarboxilasa, es una enzima clave en la fermentacion alcohdlica, que
cataliza la descarboxilacion de piruvato para dar acetaldehido. La enzima aislada de Saccharomyces cerevisiae
tiene una amplia gama de sustrato para 2-ceto-acidos alifaticos incluyendo 2-cetobutirato, 2-cetovalerato y 2-
fenilpiruvato (Li y Jordan, Biochemistry 38:10004-10012 (1999)). De manera similar, la benzoilformiato
descarboxilasa tiene una amplia gama de sustrato y ha sido objeto de estudios de disefio por ingenieria genética de
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enzimas. La enzima de Pseudomonas putida se ha estudiado ampliamente y estan disponibles estructuras
cristalinas de esta enzima (Polovnikova et al., Biochemistry 42:1820-1830 (2003); Hasson et al., Biochemistry
37:9918-9930 (1998)). Se ha mostrado que la alfa-cetoacido de cadena ramificada descarboxilasa (BCKA) actua
sobre una variedad de compuestos de longitud de cadena variable desde 3 hasta 6 carbonos (Oku y Kaneda, J. Biol.
Chem. 263:18386-18396 (1998); Smit et al, Appl. Environ. Microbiol. 71:303-311 (2005b)). La enzima en
Lactococcus lactis se ha caracterizado en una variedad de sustratos ramificados y lineales incluyendo 2-
oxobutanoato, 2-oxohexanoato, 2-oxopentanoato, 3-metil-2-oxobutanoato, 4-metil-2-oxobutanoato e isocaproato
(Smit et al., Appl. Environ. Microbiol. 71:303-311 (2005a).

De manera interesante, también se ha notificado que enzimas que se sabe que tienen una actividad dominante
catalizan una funcién muy diferente. Por ejemplo, se sabe que la fosfoglicerato mutasa dependiente de cofactor
(5.4.2.1) de Bacillus stearothermophilus y Bacillus subtilis también funciona como fosfatasa (Rigden et al., Protein
Sci. 10:1835-1846 (2001)). Se sabe que la enzima de B. stearothermophilus tiene actividad sobre varios sustratos,
incluyendo 3-fosfoglicerato, alfa-naftilfosfato, p-nitrofenilfosfato, AMP, fructosa-6-fosfato, ribosa-5-fosfato y CMP.

A diferencia de estos ejemplos en los que las enzimas tienen de manera natural amplias especificidades de sustrato,
se han modificado numerosas enzimas usando evolucion dirigida para ampliar su especificidad frente a sus
sustratos no naturales. Alternativamente, también se ha cambiado la preferencia de sustrato de una enzima usando
evolucion dirigida. Por tanto, resulta viable disefar por ingenieria genética una enzima dada para obtener una
funcién eficaz sobre un sustrato natural, por ejemplo, eficacia mejorada, o sobre un sustrato no natural, por ejemplo,
eficacia aumentada. Por ejemplo, se ha notificado que se mejoro significativamente la enantioselectividad de una
lipasa de Pseudomonas aeruginosa (Reetz et al., Agnew. Chem. Int. Ed Engl. 36:2830-2832 (1997)). Esta enzima
hidrolizé 2-metildecanoato de p-nitrofenilo con un exceso enantiomérico (ee) de tan solo el 2% en favor del acido (S).
Sin embargo, tras cuatro rondas sucesivas de mutagénesis propensa a error y examen, se produjo una variante que
catalizaba la reaccion requerida con un ee del 81% (Reetz et al., Agnew. Chem. Int. Ed Engl. 36:2830-2832 (1997)).

Se han usado métodos de evolucion dirigida para modificar una enzima para que funcione sobre una matriz de
sustratos no naturales. La especificidad de sustrato de la lipasa en P. aeruginosa se amplié mediante aleatorizacion
de residuos de aminoacido cerca del sitio activo. Esto permitié la aceptacion de ésteres de acidos carboxilicos
sustituidos en alfa por esta enzima (Reetz et al., Agnew. Chem. Int. Ed Engl. 44:4192-4196 (2005)). En otra
modificacion satisfactoria de una enzima, se empled intercambio de ADN para crear una aminotransferasa de
Escherichia coli que aceptaba sustratos ramificados en 3, que se aceptaban mal por la enzima de tipo natural (Yano
et al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 95:5511-5515 (1998)). Especificamente, al final de cuatro rounds de intercambio,
la actividad aspartato aminotransferasa para valina y 2-oxovalina aumentd en hasta cinco érdenes de magnitud, al
tiempo que disminuy¢ la actividad frente al sustrato natural, aspartato, en hasta 30 veces. Recientemente, se us6 un
algoritmo para disefiar una retro-aldolasa que podia usarse para catalizar la escision de enlace carbono-carbono en
un sustrato no natural y no biolégico, 4-hidroxi-4-(6-metoxi-2-naftil)-2-butanona (Jiang et al., Science 319:1387-1391
(2008)). Estos algoritmos usaron diferentes combinaciones de cuatro motivos cataliticos diferentes para disefiar una
nueva enzima, y 20 de los disefios seleccionados para caracterizacion experimental tenian velocidades mejoradas
cuatro veces con respecto a la reaccion sin catalizar (Jiang et al., Science 319:1387-1391 (2008)). Por tanto, no sélo
son estos enfoques de disefio por ingenieria genética capaces de expandir la matriz de sustratos sobre los que
puede actuar una enzima, sino que permiten el disefio y la construccion de enzimas muy eficaces. Por ejemplo, se
notific6 que un método de intercambio de ADN (quimeragénesis al azar sobre moldes transitorios o RACHITT)
conducia a una monooxigenasa disefiada por ingenieria genética que tenia una velocidad de desulfuracion mejorada
sobre sustratos complejos asi como una conversion 20 veces mas rapida de un sustrato no natural (Coco et al., Nat.
Biotechnol. 19:354-359 (2001)). De manera similar, la actividad especifica de una enzima triosafosfato isomerasa
mutante lenta se mejoré hasta 19 veces partiendo de 1,3 veces (Hermes et al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 87:696-
700 1990)). Esta potenciacion de la actividad especifica se logré usando mutagénesis al azar a lo largo de toda la
longitud de la proteina y pudo rastrearse el origen de la mejora a mutaciones en seis residuos de aminoacido.

También se ha demostrado en varios estudios la eficacia de enfoques de disefio por ingenieria genética de proteinas
para alterar la especificidad de sustrato de una enzima para un sustrato deseado. Se modificé isopropilmalato
deshidrogenasa de Thermus thermophilus cambiando residuos cerca del sitio activo de modo que ahora podia
actuar sobre malato y D-lactato como sustratos (Fujita et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 65:2695-2700 (2001)). En
este estudio, asi como en otros, se destacé que podian modificarse uno o unos pocos residuos para alterar la
especificidad de sustrato. Por ejemplo, la dihidroflavonol 4-reductasa para la que se cambié un Unico aminoacido en
la supuesta region de union a sustrato podia reducir de manera preferible dihidrokaempferol (Johnson et al., Plant. J.
25:325-333 (2001)). La especificidad de sustrato de una isocitrato deshidrogenasa muy especifica de Escherichia
coli se cambié de isocitrato a isopropilmalato cambiando un residuo en el sitio activo (Doile et al., Biochemistry
40:4234-4241 (2001)). De manera similar, la especificidad de cofactor de una 1,5-hidroxiprostaglandina
deshidrogenasa dependiente de NAD" se alter6 a NADP" cambiando unos pocos residuos cerca del extremo N-
terminal (Cho et al., Arch. Biochem. Biophys. 419:139-146 (2003)).

Se usaron andlisis de secuencia y analisis de modelado molecular para identificar los residuos clave para la
modificacion, que se estudiaron adicionalmente mediante mutagénesis dirigida al sitio.
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Existen numerosos ejemplos que abarcan diversas clases de enzimas en las que la funcién de enzima se cambid
para favorecer un sustrato no natural con respecto al sustrato natural de la enzima. Se hizo evolucionar una
fucosidasa a partir de una galactosidasa en E. coli mediante intercambio de ADN y examen (Zhang et al., Proc. Natl
Acad. Sci. U.S.A. 94:4504-4509 (1997)). De manera similar, se convirtid aspartato aminotransferasa de E. coli en
una tirosina aminotransferasa usando modelado de homologia y mutagénesis dirigida al sitio (Onuffer y Kirsch,
Protein Sci., 4:1750-1757 (1995)). Se notifica que la mutagénesis dirigida al sitio de dos residuos en el sitio activo de
benzoilformiato descarboxilasa de P. putida alter6 la afinidad (Kn) frente a sustratos naturales y no naturales (Siegert
et al., Protein Eng Des Sel 18:345-357 (2005)). Se sometio citocromo ¢ peroxidasa (CCP) de Saccharomyces
cerevisiae a evolucion molecular dirigida para generar mutantes con actividad aumentada frente al sustrato clasico
de la peroxidasa, guaiacol, cambiando por tanto la especificidad de sustrato de CCP de la proteina citocromo ¢ a
una molécula organica pequefa. Tras tres rondas de intercambio de ADN y examen, se aislaron mutantes que
presentaban una actividad aumentada 300 veces frente a guaiacol y una especificidad aumentada hasta 1000 veces
para este sustrato con respecto a aquella para el sustrato natural (Iffland et al., Biochemistry 39:10790-10798
(2000)).

En algunos casos, se han obtenido enzimas con preferencias de sustrato diferentes de cualquiera de las enzimas
originales. Por ejemplo, la degradacion de bifenilos policlorados mediada por bifenil dioxigenasa se mejoré mediante
intercambio de genes de dos bacterias, Pseudomonas pseudoalcaligens y Burkholderia cepacia (Kumamaru et al.,
Nat. Biotechnol. 16:663-666 (1998)). Las bifenil oxigenasas quiméricas resultantes mostraron preferencias de
sustrato diferentes de ambas de las enzimas originales y potenciaron la actividad de degradacion frente a
compuestos de bifenilo relacionados e hidrocarburos con un unico anillo aromatico tales como tolueno y benceno
que originalmente eran malos sustratos para la enzima.

Ademas de cambiar la especificidad de enzima, también es posible potenciar las actividades sobre sustratos para
los que las enzimas tienen de manera natural actividades bajas. Un estudio demostré que la aminoacido racemasa
de P. putida que tenia una amplia especificidad de sustrato (sobre lisina, arginina, alanina, serina, metionina,
cisteina, leucina e histidina, entre otros) pero baja actividad frente a triptéfano podia mejorarse significativamente
mediante mutagénesis al azar (Kino et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 73:1299-1305 (2007)). De manera similar, se
disefio por ingenieria genética el sitio activo de la BCKAD bovina para favorecer el sustrato alternativo acetil-CoA
(Meng y Chuang, Biochemistry 33:12879-12885 (1994)). Un aspecto interesante de estos enfoques es que aunque
se han aplicado métodos aleatorios para generar estas enzimas mutadas con actividades eficaces, pueden
identificarse las mutaciones o cambios estructurales exactos que confieren la mejora en la actividad. Por ejemplo, en
el estudio mencionado anteriormente, se rastred el origen de las mutaciones que facilitaron la actividad mejorada
sobre triptéfano a dos posiciones diferentes.

También se ha usado evolucion dirigida para expresar proteinas que son dificiles de expresar. Por ejemplo,
sometiendo peroxidasa del rabano a mutagénesis al azar y recombinacion génica, se identificaron mutantes que
tenian una actividad mas de 14 veces superior a la del tipo natural (Lin et al., Biotechnol. Prog. 15:467-471 (1999)).

Otro ejemplo de evolucion dirigida muestra las extensas modificaciones a las que puede someterse una enzima para
lograr una gama de funciones deseadas. Se sometié la enzima lactato deshidrogenasa de Bacillus
stearothermophilus a mutagénesis dirigida al sitio, y se realizaron tres sustituciones de aminoacido en sitios que se
creia que determinaban la especificidad frente a diferentes hidroxiacidos (Clarke et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 148:15-23 (1987)). Tras estas mutaciones, se aumenté la especificidad para oxaloacetato con respecto a
piruvato hasta 500 a diferencia de la enzima de tipo natural que tenia una especificidad catalitica para piruvato con
respecto a oxaloacetato de 1000. Se disefid adicionalmente esta enzima por ingenieria genética usando
mutagénesis dirigida al sitio para tener actividad frente a piruvatos sustituidos de cadena ramificada (Wilks et al.,
Biochemistry 29:8587-8591 (1990)). Especificamente, la enzima tenia una mejora de 55 veces en la Kgat para alfa-
cetoisocaproato. Se realizaron tres modificaciones estructurales en la misma enzima para cambiar su especificidad
de sustrato de lactato a malato. La enzima era altamente activa y especifica frente a malato (Wilks ef al., Science
242:1541-1544 (1988)). Posteriormente se disefid por ingenieria genética la misma enzima de B. stearothermophilus
para tener una alta actividad catalitica frente a alfa-cetoacidos con cadenas laterales cargadas positivamente, tales
como las que contienen grupos amonio (Hogan et al., Biochemistry 34:4225-4230 (1995)). Mutantes con
aminoacidos acidos introducidos en la posicion 102 de la enzima favorecieron la unién de tales grupos amonio de
cadena lateral. Los resultados obtenidos demostraron que los mutantes mostraban mejoras de hasta 25 veces en los
valores de kqa/Kn para sustratos de omega-amino-alfa-cetoacido. De manera interesante, esta enzima también se
modificé estructuralmente para funcionar como fenil-lactato deshidrogenasa en lugar de una lactato deshidrogenasa
(Wilks et al., Biochemistry 31:7802-7806 1992). Se introdujeron sitios de restriccion en el gen para la enzima lo que
permitid escindir una regiéon del gen. Esta region codificaba para un bucle de superficie mévil del polipéptido
(residuos 98-110) que normalmente sella el sitio activo frente a disolvente voluminoso y es un determinante principal
de la especificidad de sustrato. Los bucles de secuencia y longitud variables se insertaron de modo que se
generaron hidroxiacido deshidrogenasas con especificidades de sustrato alteradas. Con una construccion de bucle
mas larga, la actividad con piruvato se redujo un millén de veces pero la actividad con fenilpiruvato permanecio
ampliamente sin alterar. Se logré un cambio en la especificidad (kcat/Km) de 390.000 veces. La selectividad de
1700:1 de esta enzima para fenilpiruvato con respecto a piruvato es la requerida en una fenil-lactato
deshidrogenasa. Los estudios descritos anteriormente indican que pueden usarse diversos enfoques de disefio por

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 680 905 T3

ingenieria genética de enzimas para obtener enzimas para las rutas de BDO tal como se divulga en el presente
documento.

Tal como se divulga en el presente documento, pueden usarse rutas biosintéticas para 1,4-butanodiol a partir de
varios productos intermedios metabolicos centrales, incluyendo acetil-CoA, succinil-CoA, alfa-cetoglutarato,
glutamato, 4-aminobutirato y homoserina. Acetil-CoA, succinil-CoA y alfa-cetoglutarato son productos intermedios
comunes del ciclo de acido tricarboxilico (TCA), una serie de reacciones que esta presente en su totalidad en
practicamente todas las células vivas que usan oxigeno para la respiracion celular y esta presente en formas
truncadas en varios organismos anaerobios. Glutamato es un aminoacido que se deriva de alfa-cetoglutarato
mediante glutamato deshidrogenasa o cualquiera de varias reacciones de transaminacion (véase la figura 8B).
Puede formarse 4-aminobutirato mediante la descarboxilacion de glutamato (véase la figura 8B) o a partir de
acetoacetil-CoA a través de la ruta divulgada en la figura 9C. Acetoacetil-CoA se deriva de la condensacion de dos
moléculas de acetil-CoA mediante la enzima, acetil-coenzima A acetiltransferasa, o de manera equivalente,
acetoacetil-coenzima A tiolasa. Homoserina es un producto intermedio en el metabolismo de treonina y metionina,
formado a partir de oxaloacetato a través de aspartato. La conversion de oxaloacetato en homoserina requiere un
NADH, dos NADPH y un ATP.

También pueden emplearse rutas distintas de las mostradas a modo de ejemplo anteriormente para generar la
biosintesis de BDO en organismos microbianos que no se producen de manera natural. En una divulgacion, puede
lograrse la biosintesis usando una ruta de L-homoserina a BDO (véase la figura 13). Esta ruta tiene un rendimiento
molar de 0,90 mol/mol de glucosa, que parece limitado por la disponibilidad de equivalentes reductores. Una
segunda ruta sintetiza BDO a partir de acetoacetil-CoA y puede lograr un rendimiento tedrico maximo de
1,091 mol/mol de glucosa (véase la figura 9). Puede lograrse la implementacién de cualquier ruta mediante la
introduccion de dos enzimas exdgenas en un organismo huésped tal como E. coli, y ambas rutas pueden
complementar adicionalmente la produccion de BDO por medio de succinil-CoA. A continuacién se describen
adicionalmente las enzimas, termodinamica, rendimientos tedricos y viabilidad global de las rutas.

También puede disefiarse por ingenieria genética una ruta de homoserina para generar organismos microbianos
productores de BDO. La homoserina es un producto intermedio en el metabolismo de treonina y metionina, formada
a partir de oxaloacetato por medio de aspartato. La conversion de oxaloacetato en homoserina requiere un NADH,
dos NADPH y un ATP (figura 2). Una vez formada, se alimenta la homoserina a rutas biosintéticas tanto para
treonina como para metionina. En la mayoria de los organismos, altos niveles de treonina o metionina se
retroalimentan para reprimir la ruta de biosintesis de homoserina (Caspi ef al., Nucleic Acids Res. 34: D511-D516
(1990)).

La transformacion de homoserina en 4-hidroxibutirato (4-HB) puede lograrse en dos etapas enzimaticas tal como se
describe en el presente documento. La primera etapa de esta ruta es la desaminacién de homoserina mediante una
supuesta amoniaco liasa. En la etapa 2, se reduce el producto alqueno, 4-hidroxibut-2-enoato, para dar 4-HB
mediante una supuesta reductasa a costa de un NADH. Entonces puede convertirse 4-HB en BDO.

En el presente documento se divulgan enzimas disponibles para catalizar las transformaciones anteriores. Por
ejemplo, la amoniaco liasa en la etapa 1 de la ruta se parece estrechamente a la quimica de aspartato amoniaco
liasa (aspartasa). La aspartasa es una enzima generalizada en microorganismos, y se ha caracterizado
extensamente (Viola, R.E., Mol. Biol. 74:295-341 (2008)). La estructura cristalina de la aspartasa de E. coli se ha
resuelto (Shi et al., Biochemistry 36:9136-9144 (1997)), por tanto es posible disefiar directamente por ingenieria
genética mutaciones en el sitio activo de la enzima que alteraran su especificidad de sustrato para incluir
homoserina. La oxidorreductasa en la etapa 2 tiene una quimica similar a varias enzimas bien caracterizadas
incluyendo fumarato reductasa en el ciclo de TCA de E. coli. Dado que la termodinamica de esta reaccion es
altamente favorable, es probable que una reductasa enddgena con una amplia especificidad de sustrato pueda
reducir 4-hidroxibut-2-enoato. El rendimiento de esta ruta en condiciones anaerobias es de 0,9 mol de BDO por mol
de glucosa.

Se encontrd que la ruta de succinil-CoA tenia un rendimiento superior debido al hecho de que es energéticamente
mas eficaz. La conversion de una molécula de oxaloacetato en BDO por medio de la ruta de homoserina requerira el
gasto de 2 equivalentes de ATP. Dado que la conversion de glucosa en dos moléculas de oxaloacetato puede
generar un maximo de 3 moléculas de ATP suponiendo que la PEP carboxicinasa es reversible, la conversion global
de glucosa en BDO por medio de homoserina tiene un rendimiento energético negativo. Tal como se esperaba, si se
supone que puede generarse energia mediante la respiracion, el rendimiento maximo de la ruta de homoserina
aumenta hasta 1,05 mol/mol de glucosa, lo cual es el 96% del rendimiento de la ruta de succinil-CoA. La ruta de
succinil-CoA puede canalizar parte del flujo de carbono a través de piruvato deshidrogenasa y la rama oxidativa del
ciclo de TCA para generar tanto equivalentes reductores como succinil-CoA sin un gasto energético. Por tanto, no
encuentra las mismas dificultades energéticas que la ruta de homoserina porque no se canaliza todo el flujo a través
de oxaloacetato para dar succinil-CoA para dar BDO. En conjunto, la ruta de homoserina demuestra una ruta de alto
rendimiento para dar BDO.

También puede disefiarse por ingenieria genética una ruta de acetoacetato para generar organismos microbianos
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productores de BDO. Puede formarse acetoacetato a partir de acetil-CoA mediante enzimas implicadas en el
metabolismo de acidos grasos, incluyendo acetil-CoA acetiliransferasa y acetoacetil-CoA transferasa. Las rutas
biosintéticas a través de acetoacetato también son particularmente utiles en organismos microbianos que pueden
metabolizar compuestos de carbono individuales tales como monéxido de carbono, diéxido de carbono o metanol,
para formar acetil-CoA.

Puede usarse una ruta de tres etapas a partir de acetoacetil-CoA para dar 4-aminobutirato (véase la figura 9C) para
sintetizar BDO a través de acetoacetil-CoA. Puede convertirse 4-aminobutirato en semialdehido succinico tal como
se muestra en la figura 8B. Puede convertirse semialdehido succinico, que esta separado por una etapa de
reduccion de succinil-CoA o esta separado por una etapa de descarboxilacion de a-cetoglutarato, en BDO siguiendo
tres etapas de reduccion (figura 1). En resumen, la etapa 1 de esta ruta implica la conversion de acetoacetil-CoA en
acetoacetato, por ejemplo, mediante la acetoacetil-CoA transferasa de E. coli codificada por los genes atoA y atoD
(Hanai et al., Appl. Environ. Microbiol. 73: 7814-7818 (2007)). La etapa 2 de la biorruta de acetoacetil-CoA conlleva
la conversion de acetoacetato en 3-aminobutanoato mediante una w-aminotransferasa. Se sobreexpresé la -
aminoacido:piruvato aminotransferasa (o-APT) de Alcaligens denitrificans en E. coli y se mostré que tenia una alta
actividad frente a 3-aminobutanoato in vitro (Yun et al., Appl. Environ. Microbiol. 70:2529-2534 (2004)).

En la etapa 2, una supuesta aminomutasa desplaza el grupo amina de la posicion 3 a la 4 del esqueleto de carbono.
No se ha caracterizado una aminomutasa que realiza esta funcién sobre 3-aminobutanoato, pero una enzima de
Clostridium sticklandii tiene un mecanismo muy similar. La enzima, D-lisina-5,6-aminomutasa, esta implicada en la
biosintesis de lisina.

La ruta sintética para dar BDO a partir de acetoacetil-CoA pasa a través de 4-aminobutanoato, un metabolito en E.
coli que se forma normalmente a partir de la descarboxilacién de glutamato. Una vez formado, puede convertirse 4-
aminobutanoato en semialdehido succinico mediante 4-aminobutanoato transaminasa (2.6.1.19), una enzima que se
ha caracterizado bioquimicamente.

Una consideracion para seleccionar enzimas candidatas en esta ruta es la estereoselectividad de las enzimas
implicadas en las etapas 2 y 3. La ®-ABT en Alcaligens denitrificans es especifica para el estereocisémero L de 3-
aminobutanoato, mientras que D-lisina-5,6-aminomutasa requiere probablemente el esterecisémero D. Si no se
encuentran inicialmente o se disefian por ingenieria genética enzimas con estereoselectividad complementaria,
puede afiadirse una tercera enzima a la ruta con actividad racemasa que puede convertir L-3-aminobutanoato en D-
3-aminobutanoato. Aunque las aminoacido racemasas estan generalizadas, se desconoce si estas enzimas pueden
funcionar con w-aminoacidos.

El rendimiento molar tedrico maximo de esta ruta en condiciones anaerobias es de 1,091 mol/mol de glucosa. Con el
fin de generar flujo a partir de acetoacetil-CoA para dar BDO era necesario suponer que la acetil-CoA:acetoacetil-
CoA transferasa es reversible. La funcion de esta enzima en E. coli es metabolizar acidos grasos de cadena corta
convirtiéndolos en primer lugar en tioésteres.

Aunque no se ha demostrado experimentalmente el funcionamiento de acetil-CoA:acetoacetil-CoA transferasa en el
sentido de consumo de acetato en E. coli, estudios con enzimas similares en otros organismos respaldan la
suposicién de que esta reaccién es reversible. La enzima butiril-CoA:acetato:CoA transferasa en los microbios
intestinales Roseburia sp. y F. prasnitzii funciona en el sentido de uso de acetato para producir butirato (Duncan et
al., Appl. Environ. Microbiol 68:5186-5190 (2002)). Otra enzima muy similar, acetil:succinato CoA-transferasa en
Trypanosoma brucei, también funciona en el sentido de uso de acetato. Esta reaccion tiene una AxnG préxima al
equilibrio, de modo que es probable que altas concentraciones de acetato puedan impulsar la reaccién en el sentido
de interés. A la tasa de produccion de BDO tedrica maxima de 1,09 mol/mol de glucosa, las simulaciones predicen
que E. coli puede generar 1,098 mol de ATP por mol de glucosa sin subproductos de fermentacion. Este rendimiento
de ATP debe ser suficiente para el crecimiento celular, el mantenimiento y la produccion. La biorruta de acetoacetil-
CoA es una ruta de alto rendimiento para dar BDO a partir de acetil-CoA.

Por tanto, ademas de cualquiera de las diversas modificaciones mostradas a modo de ejemplo anteriormente para
establecer la biosintesis de 4-HB en un huésped seleccionado, los organismos microbianos productores de BDO
pueden incluir cualquiera de las combinaciones y permutaciones anteriores de modificaciones metabdlicas de la ruta
de 4-HB asi como cualquier combinacién de expresion para aldehido deshidrogenasa independiente de CoA,
aldehido deshidrogenasa dependiente de CoA o una alcohol deshidrogenasa u otras enzimas divulgadas en el
presente documento para generar rutas biosintéticas para GBL y/o BDO. Por tanto, los productores de BDO de la
divulgacion pueden tener expresion exégena, por ejemplo, de una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o
hasta todas las enzimas correspondientes a cualquiera de las enzimas de la ruta de 4-HB y/o cualquiera de las de la
ruta de BDO divulgadas en el presente documento.

El disefio y la construccion de organismos microbianos modificados genéticamente se lleva a cabo usando métodos

bien conocidos en la técnica para lograr cantidades suficientes de expresion para producir BDO. En particular, los
organismos microbianos que no se producen de manera natural de la invencion pueden lograr la biosintesis de BDO
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dando como resultado concentraciones intracelulares de entre aproximadamente 0,1-200 mM o mas, tal como
aproximadamente 0,1-25 mM o mas, tal como se comento anteriormente. Por ejemplo, la concentracion intracelular
de BDO es de entre aproximadamente 3-20 mM, particularmente entre aproximadamente 5-15 mM y mas
particularmente entre aproximadamente 8-12 mM, incluyendo aproximadamente 10 mM o mas. También pueden
lograrse concentraciones intracelulares entre y por encima de cada uno de estos intervalos a modo de ejemplo a
partir de los organismos microbianos que no se producen de manera natural de la invencion. Como con los
productores de 4-HB, los productores de BDO también pueden sustentarse, cultivarse o fermentarse en condiciones
anaerobias.

La divulgacion proporciona ademas un método para la produccion de 4-HB. EI método incluye cultivar un organismo
microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta biosintética de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB)
que comprende al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA, glutamato:semialdehido succinico transaminasa, o-cetoglutarato
descarboxilasa o glutamato descarboxilasa en condiciones sustancialmente anaerobias durante un periodo de
tiempo suficiente para producir acido 4-hidroxibutanoico monomérico (4-HB). EI método puede incluir adicionalmente
la conversion quimica de 4-HB en GBL y en BDO o THF, por ejemplo.

Se proporciona adicionalmente un método para la produccion de 4-HB. El método incluye cultivar un organismo
microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta biosintética de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB)
que incluye al menos un acido nucleico exdégeno que codifica para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, succinil-CoA
sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA o a-cetoglutarato descarboxilasa en
condiciones sustancialmente anaerobias durante un periodo de tiempo suficiente para producir acido 4-
hidroxibutanoico monomeérico (4-HB). El producto de 4-HB puede secretarse al medio de cultivo.

Ademas se proporciona un método para la produccion de BDO. El método incluye cultivar un organismo microbiano
o biocatalizador microbiano que no se produce de manera natural, que comprende un organismo microbiano que
tiene rutas biosintéticas de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) y 1,4-butanodiol (BDO), incluyendo las rutas al menos un
acido nucleico exégeno que codifica para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, succinil-CoA sintetasa, semialdehido
succinico deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, 4-hidroxibutirato cinasa,
fosfotranshidroxibutirilasa, a-cetoglutarato descarboxilasa, aldehido deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa o una
aldehido/alcohol deshidrogenasa durante un periodo de tiempo suficiente para producir 1,4-butanodiol (BDO). El
producto de BDO puede secretarse al medio de cultivo.

Se proporcionan adicionalmente métodos para producir BDO cultivando un organismo microbiano que no se produce
de manera natural que tiene una ruta de BDO de la invencién. La ruta de BDO puede comprender al menos un acido
nucleico exdégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, en condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta
de BDO 4-aminobutirato CoA transferasa, 4-aminobutiril-CoA hidrolasa, 4-aminobutirato-CoA ligasa, 4-aminobutiril-
CoA oxidorreductasa (desaminacion), 4-aminobutiril-CoA transaminasa o 4-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (véase
el ejemplo Vil y la tabla 17).

Alternativamente, la ruta de BDO puede comprender al menos un acido nucleico exégeno que codifica para una
enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO, en condiciones y durante un
periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO 4-aminobutirato CoA transferasa,
4-aminobutiril-CoA hidrolasa, 4-aminobutirato-CoA ligasa, 4-aminobutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol), 4-
aminobutiril-CoA reductasa, 4-aminobutan-1-ol deshidrogenasa, 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion)
0 4-aminobutan-1-ol transaminasa (véase el ejemplo VIl y la tabla 18).

Ademas, la divulgacion proporciona un método para producir BDO, que comprende cultivar un organismo microbiano
que no se produce de manera natural que tiene una ruta de BDO, comprendiendo la ruta al menos un acido nucleico
exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO,
en condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO 4-
aminobutirato cinasa, 4-aminobutiraldehido deshidrogenasa (fosforilacion), 4-aminobutan-1-ol deshidrogenasa, 4-
aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion), 4-aminobutan-1-ol transaminasa, acido [(4-
aminobutanoil)oxilfosfonico oxidorreductasa (desaminacion), acido [(4-aminobutanoil)oxilfosfonico transaminasa, 4-
hidroxibutiril-fosfato deshidrogenasa o 4-hidroxibutiraldehido deshidrogenasa (fosforilacién) (véase el ejemplo VIl y la
tabla 19).

La divulgaciéon proporciona ademas un método para producir BDO, que comprende cultivar un organismo microbiano
que no se produce de manera natural que tiene una ruta de BDO, comprendiendo la ruta al menos un acido nucleico
exogeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO,
en condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO alfa-
cetoglutarato 5-cinasa, semialdehido 2,5-dioxopentanoico deshidrogenasa (fosforilacion), acido 2,5-dioxopentanoico
reductasa, alfa-cetoglutarato CoA transferasa, alfa-cetoglutaril-CoA hidrolasa, alfa-cetoglutaril-CoA ligasa, alfa-
cetoglutaril-CoA reductasa, acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa, alfa-cetoglutaril-CoA reductasa
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(formaciéon de alcohol), acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa o acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico
deshidrogenasa (descarboxilacion) (véase el ejemplo VIl y la tabla 20).

La divulgacion proporciona adicionalmente un método para producir BDO, que comprende cultivar un organismo
microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta de BDO, comprendiendo la ruta al menos un
acido nucleico exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, en condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta
de BDO glutamato CoA transferasa, glutamil-CoA hidrolasa, glutamil-CoA ligasa, glutamato 5-cinasa, glutamato-5-
semialdehido deshidrogenasa (fosforilacion), glutamil-CoA reductasa, glutamato-5-semialdehido reductasa, glutamil-
CoA reductasa (formacion de alcohol), acido 2-amino-5-hidroxipentanoico oxidorreductasa (desaminacion), acido 2-
amino-5-hidroxipentanoico transaminasa, acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa, acido 5-hidroxi-2-
oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion) (véase el ejemplo IX y la tabla 21).

La divulgacion incluye adicionalmente un método para producir BDO, que comprende cultivar un organismo
microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta de BDO, comprendiendo la ruta al menos un
acido nucleico exdgeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, en condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta
de BDO 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, vinilacetil-CoA A-isomerasa o 4-
hidroxibutiril-CoA deshidratasa (véase el ejemplo Xy la tabla 22).

También se proporciona un método para producir BDO, que comprende cultivar un organismo microbiano que no se
produce de manera natural que tiene una ruta de BDO, comprendiendo la ruta al menos un acido nucleico exégeno
que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO, en
condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO
homoserina desaminasa, homoserina CoA transferasa, homoserina-CoA hidrolasa, homoserina-CoA ligasa,
homoserina-CoA desaminasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA transferasa, 4-hidroxibut-2-enoil-CoA hidrolasa, 4-hidroxibut-
2-enoil-CoA ligasa, 4-hidroxibut-2-enoato reductasa, 4-hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa,
4-hidroxibutiril-CoA ligasa o 4-hidroxibut-2-enoil-CoA reductasa (véase el ejemplo Xl y la tabla 23).

La divulgacion proporciona adicionalmente un método para producir BDO, que comprende cultivar un organismo
microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta de BDO, comprendiendo la ruta al menos un
acido nucleico exdégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para
producir BDO, en condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta
de BDO succinil-CoA reductasa (formacién de alcohol), 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa, 4-hidroxibutiril-CoA ligasa, 4-
hidroxibutanal deshidrogenasa (fosforilacion). Una ruta de BDO de este tipo puede comprender ademas succinil-CoA
reductasa, 4-hidroxibutirato deshidrogenasa, 4-hidroxibutiril-CoA transferasa, 4-hidroxibutirato cinasa, fosfotrans-4-
hidroxibutirilasa, 4-hidroxibutiril-CoA reductasa, 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formaciéon de alcohol), o 1,4-
butanodiol deshidrogenasa.

También se proporciona un método para producir BDO, que comprende cultivar un organismo microbiano que no se
produce de manera natural que tiene una ruta de BDO, comprendiendo la ruta al menos un acido nucleico exégeno
que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO, en
condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para producir BDO, comprendiendo la ruta de BDO
glutamato deshidrogenasa, 4-aminobutirato oxidorreductasa (desaminacion), 4-aminobutirato transaminasa,
glutamato descarboxilasa, 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa, 4-hidroxibutiril-CoA ligasa, 4-hidroxibutanal deshidrogenasa
(fosforilacion).

La invencidn proporciona adicionalmente métodos de produccion de un producto deseado usando los organismos
genéticamente modificados divulgados en el presente documento que permiten una produccion mejorada de un
producto deseado tal como BDO aumentando el producto o disminuyendo subproductos no deseados. Por tanto, la
invencion proporciona un método para producir 1,4-butanodiol (BDO), que comprende cultivar los organismos
microbianos que no se producen de manera natural divulgados en el presente documento en condiciones y durante
un periodo de tiempo suficientes para producir BDO. En una realizacion, la invenciéon proporciona un método de
produccion de BDO usando un organismo microbiano que no se produce de manera natural, que comprende un
organismo microbiano que tiene una ruta de 1,4-butanodiol (BDO) que comprende al menos un acido nucleico
exogeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO expresada en una cantidad suficiente para producir BDO.
En una realizacién, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar succinil-CoA sintetasa
exogena (véase el ejemplo Xll). Por ejemplo, la succinil-CoA sintetasa puede codificarse por unos genes sucCD de
Escherichia coli.

En otra realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar alfa-cetoglutarato
descarboxilasa exdgena (véase el ejemplo XIll). Por ejemplo, la alfa-cetoglutarato descarboxilasa puede codificarse
por el gen sucA de Mycobacterium bovis. En todavia otra realizacion, el organismo microbiano esta modificado
genéticamente para expresar succinato semialdehido deshidrogenasa y 4-hidroxibutirato deshidrogenasa y
opcionalmente 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa exogenas (véase el ejemplo XlIl). Por ejemplo, la
succinato semialdehido deshidrogenasa (dependiente de CoA), 4-hidroxibutirato deshidrogenasa y 4-hidroxibutiril-
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CoAJacetil-CoA transferasa pueden codificarse por genes de Porphyromonas gingivalis W83. En una realizacion
adicional, el organismo microbiano estd modificado genéticamente para expresar butirato cinasa y
fosfotransbutirilasa exdgenas (véase el ejemplo Xlll). Por ejemplo, la butirato cinasa y fosfotransbutirilasa pueden
codificarse por genes buk1 y ptb de Clostridium acetobutylicum.

En aun otra realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar 4-hidroxibutiril-CoA
reductasa exogena (véase el ejemplo XllI). Por ejemplo, la 4-hidroxibutiril-CoA reductasa puede codificarse por el
gen ald de Clostridium beijerinckii. Adicionalmente, en una realizacion de la invencion, el organismo microbiano esta
modificado genéticamente para expresar 4-hidroxibutanal reductasa exégena (véase el ejemplo XIIl). Por ejemplo, la
4-hidroxibutanal reductasa puede codificarse por el gen adh1 de Geobacillus thermoglucosidasius. En otra
realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar subunidades de piruvato
deshidrogenasa exdgena (véase el ejemplo XIV). Por ejemplo, la piruvato deshidrogenasa exdgena puede ser
insensible a NADH. La subunidad de piruvato deshidrogenasa puede codificarse por el gen IpdA de Klebsiella
pneumonia. En una realizacion particular, los genes de subunidades de piruvato deshidrogenasa del organismo
microbiano pueden estar bajo el control de un promotor de piruvato-formiato liasa.

En todavia ofra realizacion, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para alterar un gen que codifica
para un sistema regulador del control respiratorio aerobio (véase el ejemplo XV). Por ejemplo, la alteracion puede
ser del gen arcA. Un organismo de este tipo puede comprender ademas la alteracion de un gen que codifica para
malato deshidrogenasa. En una realizacién adicional, el organismo microbiano esta modificado genéticamente para
expresar una citrato sintasa insensible a NADH exdgena (véase el ejemplo XV). Por ejemplo, la citrato sintasa
insensible a NADH puede codificarse por gltA, tal como un mutante R163L de gltA. En todavia otra realizacion, el
organismo microbiano esta modificado genéticamente para expresar fosfoenolpiruvato carboxicinasa exégena
(véase el ejemplo XVI). Por ejemplo, la fosfoenolpiruvato carboxicinasa puede codificarse por un gen de
fosfoenolpiruvato carboxicinasa de Haemophilus influenza. Se entiende que pueden usarse de manera similar cepas
mostradas a modo de ejemplo en el presente documento para la produccién mejorada de BDO, con modificaciones
apropiadas, para producir otros productos deseados, por ejemplo, 4-hidroxibutirato u otros productos deseados
divulgados en el presente documento.

Se entiende que, en métodos de la divulgacion, cualquiera del uno o mas acidos nucleicos exdgenos puede
introducirse en un organismo microbiano para producir un organismo microbiano que no se produce de manera
natural de la divulgacion. Los acidos nucleicos pueden introducirse para conferir, por ejemplo, una ruta biosintética
de 4-HB, BDO, THF o GBL en el organismo microbiano. Alternativamente, pueden introducirse acidos nucleicos
codificantes para producir un organismo microbiano intermedio que tiene la capacidad biosintética para catalizar
algunas de las reacciones requeridas para conferir capacidad biosintética de 4-HB, BDO, THF o GBL. Por ejemplo,
un organismo microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta biosintética de 4-HB puede
comprender al menos dos acidos nucleicos exdgenos que codifican para enzimas deseadas, tales como la
combinacion de 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa y a-cetoglutarato descarboxilasa; 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa y semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA; 4-hidroxibutanoato
deshidrogenasa y semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA; semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA y succinil-CoA sintetasa; succinil-CoA sintetasa y glutamato descarboxilasa, y
similares. Por tanto, se entiende que cualquier combinacién de dos o0 mas enzimas de una ruta biosintética puede
incluirse en un organismo microbiano que no se produce de manera natural de la invencién. De manera similar, se
entiende que cualquier combinacién de tres o0 mas enzimas de una ruta biosintética puede incluirse en un organismo
microbiano que no se produce de manera natural de la invencion, por ejemplo, 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
o-cetoglutarato descarboxilasa y semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA; semialdehido
succinico deshidrogenasa independiente de CoA y succinil-CoA sintetasa; 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA y glutamato:semialdehido succinico transaminasa, y
asi sucesivamente, segun se desee, siempre que la combinacidon de enzimas de la ruta biosintética deseada dé
como resultado la produccién del producto deseado correspondiente.

De manera similar, por ejemplo, con respecto a uno cualquiera o mas acidos nucleicos exdgenos introducidos para
conferir produccion de BDO, un organismo microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta
biosintética de BDO puede comprender al menos dos acidos nucleicos exdgenos que codifican para enzimas
deseadas, tales como la combinacion de 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa y a-cetoglutarato descarboxilasa; 4-
hidroxibutanoato deshidrogenasa y 4-hidroxibutiril CoA:acetil-CoA transferasa; 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa y
butirato cinasa; 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa y fosfotransbutirilasa; 4-hidroxibutiril CoA:acetil-CoA transferasa
y aldehido deshidrogenasa; 4-hidroxibutirii CoA:acetil-CoA transferasa y alcohol deshidrogenasa; 4-hidroxibutiril
CoA:acetil-CoA transferasa y una aldehido/alcohol deshidrogenasa, 4-aminobutirato-CoA transferasa y 4-
aminobutiril-CoA transaminasa; 4-aminobutirato cinasa y 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion), y
similares. Por tanto, se entiende que cualquier combinacién de dos o0 mas enzimas de una ruta biosintética puede
incluirse en un organismo microbiano que no se produce de manera natural de la divulgacién. De manera similar, se
entiende que cualquier combinacién de tres o0 mas enzimas de una ruta biosintética puede incluirse en un organismo
microbiano que no se produce de manera natural de la divulgacion, por ejemplo, 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
o-cetoglutarato descarboxilasa y 4-hidroxibutiril CoA:acetil-CoA transferasa; 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
butirato cinasa y fosfotransbutirilasa; 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, 4-hidroxibutiril CoA:acetil-CoA transferasa
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y aldehido deshidrogenasa; 4-hidroxibutirii CoA:acetil-CoA transferasa, aldehido deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa; butirato cinasa, fosfotransbutirilasa y una aldehido/alcohol deshidrogenasa; 4-aminobutiril-CoA
hidrolasa, 4-aminobutiril-CoA reductasa y 4-amino butan-1-ol transaminasa; 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, 3-
hidroxibutiril-CoA deshidratasa y 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, y similares. De manera similar, cualquier
combinacion de cuatro, cinco o mas enzimas de una ruta biosintética tal como se divulga en el presente documento
puede incluirse en un organismo microbiano que no se produce de manera natural de la divulgacion, segun se
desee, siempre que la combinacién de enzimas de la ruta biosintética deseada dé como resultado la produccién del
producto deseado correspondiente.

Cualquiera de los organismos microbianos que no se producen de manera natural descritos en el presente
documento puede cultivarse para producir y/o secretar los productos biosintéticos de la divulgacion. Por ejemplo, los
productores de 4-HB pueden cultivarse para la produccion biosintética de 4-HB. El 4-HB puede aislarse o tratarse tal
como se describe a continuacion para generar GBL, THF y/o BDO. De manera similar, los productores de BDO
pueden cultivarse para la produccién biosintética de BDO. ElI BDO puede aislarse o someterse a tratamientos
adicionales para la sintesis quimica de compuestos de la familia de BDO, tal como se divulga en el presente
documento.

El medio de crecimiento puede incluir, por ejemplo, cualquier fuente de hidratos de carbono que pueda suministrar
una fuente de carbono al microorganismo que no se produce de manera natural. Tales fuentes incluyen, por
ejemplo, azucares tales como glucosa, sacarosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, fructosa y almidén. Otras
fuentes de hidratos de carbono incluyen, por ejemplo, materias primas renovables y biomasa. Los tipos a modo de
ejemplo de biomasas que pueden usarse como materias primas en los métodos de la invencion incluyen biomasa
celulésica, biomasa hemiceluldsica y materias primas de lignina o porciones de materias primas. Tales materias
primas de biomasa contienen, por ejemplo, sustratos de hidratos de carbono utiles como fuentes de carbono tales
como glucosa, sacarosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, fructosa y almidon. Dadas las ensefianzas y
directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica entenderan que también pueden
usarse materias primas renovables y biomasa distintas de las mostradas a modo de ejemplo anteriormente para
cultivar los organismos microbianos de la divulgacion para la produccion de 4-HB o BDO y otros compuestos de la
divulgacion.

Por consiguiente, dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la
técnica entenderan que puede producirse un organismo microbiano que no se produce de manera natural que
secreta los compuestos biosintetizados de la divulgacion cuando se hace crecer sobre una fuente de carbono tal
como un hidrato de carbono. Tales compuestos incluyen, por ejemplo, 4-HB, BDO y cualquiera de los metabolitos
intermedios en la ruta de 4-HB, la ruta de BDO y/o las rutas combinadas de 4-HB y BDO. Lo Unico que se requiere
es modificar por ingenieria genética una o mas de las actividades enzimaticas mostradas en la figura 1 para lograr la
biosintesis del compuesto o producto intermedio deseado incluyendo, por ejemplo, la inclusion de parte o la totalidad
de las rutas biosintéticas de 4-HB y/o BDO. Por consiguiente, la divulgaciéon proporciona un organismo microbiano
que no se produce de manera natural que secreta 4-HB cuando se hace crecer sobre un hidrato de carbono, secreta
BDO cuando se hace crecer sobre un hidrato de carbono y/o secreta cualquiera de los metabolitos intermedios
mostrados en la figura 1 cuando se hace crecer sobre un hidrato de carbono. Los organismos microbianos
productores de BDO de la invencion pueden iniciar la sintesis, por ejemplo, a partir de succinato, succinil-CoA, a-
cetoglutarato, semialdehido succinico, 4-HB, 4-hidroxibutirilfosfato, 4-hidroxibutiril-CoA (4-HB-CoA) y/o 4-
hidroxibutiraldehido.

En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo incluyen condiciones de crecimiento o mantenimiento
anaerobias o sustancialmente anaerobias. Anteriormente se han descrito condiciones anaerobias a modo de
ejemplo y se conocen bien en la técnica. A continuacion en los ejemplos se describen condiciones anaerobias a
modo de ejemplo para procedimientos de fermentacion. Cualquiera de estas condiciones pueden emplearse con los
organismos microbianos que no se producen de manera natural asi como otras condiciones anaerobias bien
conocidas en la técnica. En tales condiciones anaerobias, los productores de 4-HB y BDO pueden sintetizar 4-HB
monomeérico y BDO, respectivamente, a concentraciones intracelulares de 5-10 mM o mas asi como todas las
demas concentraciones mostradas a modo de ejemplo anteriormente.

También pueden generarse varios compuestos posteriores para los organismos microbianos que no se producen de
manera natural productores de 4-HB o BDO de la divulgacién. Con respecto a los organismos microbianos
productores de 4-HB de la divulgacion, 4-HB monomérico y GBL existen en equilibrio en el medio de cultivo. La
conversion de 4-HB en GBL puede lograrse eficazmente, por ejemplo, cultivando los organismos microbianos en
medio con pH acido. Un pH inferior o igual a 7,5, en particular de o inferior a pH 5,5, convierte de manera
espontanea 4-HB en GBL.

La GBL resultante puede separarse de 4-HB y otros componentes en el cultivo usando una variedad de métodos
bien conocidos en la técnica. Tales métodos de separacion incluyen, por ejemplo, los procedimientos de extraccion
mostrados a modo de ejemplo en los ejemplos asi como métodos que incluyen extraccion de liquido-liquido
continua, pervaporacion, filtracion con membrana, separacién con membrana, osmosis inversa, electrodialisis,
destilacion, cristalizacion, centrifugacion, extraccion por filtracion, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia
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de exclusion molecular, cromatografia de adsorcion, y ultrafiltracion. Todos los métodos anteriores se conocen bien
en la técnica. La GBL separada puede purificarse adicionalmente, por ejemplo, mediante destilacion.

Otro compuesto posterior que puede producirse a partir de los organismos microbianos que no se producen de
manera natural productores de 4-HB de la divulgacion incluye, por ejemplo, BDO. Este compuesto puede
sintetizarse, por ejemplo, mediante hidrogenacién quimica de GBL. En la técnica se conocen bien las reacciones de
hidrogenacion quimica. Un procedimiento a modo de ejemplo incluye la reduccién quimica de 4-HB y/o GBL o una
mezcla de estos dos componentes que derivan del cultivo usando un catalizador de hidrogenacion heterogéneo u
homogéneo junto con hidrégeno, o un agente reductor basado en hidruro usado de manera estequiométrica o
catalitica, para producir 1,4-butanodiol.

Otros procedimientos bien conocidos en la técnica son igualmente aplicables para la reacciéon quimica anterior e
incluyen, por ejemplo, el documento WO n.° 82/03854 (Bradley, et al.), que describe la hidrogenolisis de gamma-
butirolactona en fase de vapor sobre un catalizador de 6xido de cobre y 6xido de cinc. La patente britanica n.°
1.230.276, que describe la hidrogenacion de gamma-butirolactona usando un catalizador de 6xido de cobre-6xido de
cromo. La hidrogenacién se lleva a cabo en fase liquida. También se muestran a modo de ejemplo reacciones
discontinuas que tienen altas presiones de reactor totales. Las presiones parciales de reactantes y producto en los
reactores estan muy por encima de los puntos de rocio respectivos. La patente britanica n.° 1.314.126, que describe
la hidrogenacion de gamma-butirolactona en la fase liquida sobre un catalizador de niquel-cobalto-6xido de torio. Se
muestran a modo de ejemplo reacciones discontinuas que tienen altas presiones totales y presiones parciales de
componentes muy por encima de los puntos de rocio de componentes respectivos. La patente britanica n.°
1.344.557, que describe la hidrogenacion de gamma-butirolactona en fase liquida a sobre un catalizador de 6xido de
cobre-6xido de cromo. Se indica que una fase de vapor o fase mixta que contiene vapor es adecuada en algunos
casos. Se muestra a modo de ejemplo un reactor tubular de flujo continuo que usa altas presiones de reactor totales.
La patente britanica n.° 1.512.751, que describe la hidrogenacion de gamma-butirolactona para dar 1,4-butanodiol en
fase liquida sobre un catalizador de 6xido de cobre-6xido de cromo. Se muestran a modo de ejemplo reacciones
discontinuas con altas presiones de reactor totales y, cuando pueden determinarse, presiones parciales de
reactantes y producto muy por encima de los puntos de rocio respectivos. La patente estadounidense n.° 4.301.077,
que describe la hidrogenacion para dar 1,4-butanodiol de gamma-butirolactona sobre un catalizador de Ru-Ni-Co-Zn.
La reaccion puede realizarse en fase liquida o de gas o en una fase mixta de liquido-gas. Se muestran a modo de
ejemplo reacciones en fase liquida de flujo continuo a altas presiones de reactor totales y productividades de reactor
relativamente bajas. La patente estadounidense n.° 4.048.196, que describe la produccion de 1,4-butanodiol
mediante la hidrogenacion en fase liquida de gamma-butirolactona sobre un catalizador de 6xido de cobre-6xido de
cinc. Adicionalmente se muestra a modo de ejemplo un reactor tubular de flujo continuo que funciona a altas
presiones de reactor totales y altas presiones parciales de reactantes y producto. Y la patente estadounidense n.°
4.652.685, que describe la hidrogenacion de lactonas para dar glicoles.

Un compuesto posterior adicional que puede producirse a partir de los organismos microbianos productores de 4-HB
de la divulgaciéon incluye, por ejemplo, THF. Este compuesto puede sintetizarse, por ejemplo, mediante
hidrogenacion quimica de GBL. Un procedimiento a modo de ejemplo bien conocido en la técnica aplicable para la
conversion de GBL en THF incluye, por ejemplo, la reduccion quimica de 4-HB y/o GBL o una mezcla de estos dos
componentes que derivan del cultivo usando un catalizador de hidrogenacion heterogéneo u homogéneo junto con
hidrégeno, o un agente reductor basado en hidruro usado de manera estequiométrica o catalitica, para producir
tetrahidrofurano. Otros procedimientos bien conocidos en la técnica son igualmente aplicables para la reaccion
quimica anterior e incluyen, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 6.686.310, que describe los catalizadores de
hidrogenacion preparados mediante la ruta de sol-gel de alta area superficial. También se describen procedimientos
para la reduccién de acido maleico para dar tetrahidrofurano (THF) y 1,4-butanodiol (BDO) y para la reduccion de
gamma-butirolactona para dar tetrahidrofurano y 1,4-butanodiol.

Las condiciones de cultivo pueden incluir, por ejemplo, procedimientos de cultivo liquido asi como fermentacion y
otros procedimientos de cultivo a gran escala. Tal como se describe adicionalmente a continuacién en los ejemplos,
pueden obtenerse rendimientos particularmente utiles de los productos biosintéticos de la divulgacion en condiciones
de cultivo anaerobias o sustancialmente anaerobias.

Pueden realizarse purificacion y/o ensayos adecuados para someter a prueba la produccion de 4-HB o BDO usando
métodos bien conocidos. Pueden hacerse crecer repeticiones adecuadas, tales como cultivos por triplicado, para
cada cepa disefiada por ingenieria genética que va a someterse a prueba. Por ejemplo, puede monitorizarse la
formacion de productos y subproductos en el huésped de produccion disefiado por ingenieria genética. El producto
final y los productos intermedios, y otros compuestos organicos, pueden analizarse mediante métodos tales como
HPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucion), CG-EM (cromatografia de gases-espectrometria de masas) y
CL-EM (cromatografia de liquidos-espectrometria de masas) u otros métodos analiticos adecuados usando
procedimientos rutinarios bien conocidos en la técnica. También puede someterse a prueba la liberacion de producto
en el caldo de fermentacién con el sobrenadante de cultivo. Pueden cuantificarse subproductos y glucosa residual
mediante HPLC usando, por ejemplo, un detector de indice de refraccion para glucosa y alcoholes, y un detector UV
para acidos organicos (Lin et al., Biotechnol. Bioeng. 90:775-779 (2005)), u otros métodos de ensayo y deteccion
adecuados bien conocidos en la técnica. También pueden someterse a ensayo las actividades de enzimas o
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proteinas individuales a partir de las secuencias de ADN exdgenas usando métodos bien conocidos en la técnica.

El producto 4-HB o BDO puede separarse de otros componentes en el cultivo usando una variedad de métodos bien
conocidos en la técnica. Tales métodos de separacion incluyen, por ejemplo, procedimientos de extraccion asi como
métodos que incluyen la extraccion de liquido-liquido continua, pervaporacion, filtracién con membrana, separacion
con membrana, osmosis inversa, electrodidlisis, destilacion, cristalizacion, centrifugacion, extraccion por filtracion,
cromatografia de intercambio ionico, cromatografia de exclusidon molecular, cromatografia de adsorcion, y
ultrafiltracion. Todos los métodos anteriores se conocen bien en la técnica.

La divulgacion proporciona ademas un método de fabricacion de 4-HB. El método incluye fermentar un organismo
microbiano que no se produce de manera natural que tiene una ruta biosintética de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB)
que comprende al menos un acido nucleico exdgeno que codifica para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa,
semialdehido succinico deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA, glutamato:semialdehido succinico transaminasa, a-cetoglutarato
descarboxilasa, o glutamato descarboxilasa en condiciones sustancialmente anaerobias durante un periodo de
tiempo suficiente para producir acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) monomérico, comprendiendo el procedimiento la
fermentacion de alimentacion discontinua y separacion discontinua; fermentacion de alimentacion discontinua y
separacion continua, o fermentacion continua y separacion continua.

El cultivo y las hidrogenaciones quimicas descritos anteriormente también pueden ampliarse a escala y hacerse
crecer de manera continua para la fabricacion de 4-HB, GBL, BDO y/o THF. Los procedimientos de crecimiento a
modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, fermentacion de alimentacion discontinua y separacion discontinua;
fermentacion de alimentacion discontinua y separacion continua, o fermentacion continua y separacion continua.
Todos estos procedimientos se conocen bien en la técnica. Emplear los productores de 4-HB permite
simultaneamente la biosintesis de 4-HB y la conversién quimica para dar GBL, BDO y/o THF empleando los
procedimientos de hidrogenacion anteriores de manera simultanea con métodos de cultivos continuos tales como
fermentacion. En la técnica también se conocen bien otros procedimientos de hidrogenacion en la técnica y pueden
aplicarse igualmente a los métodos de la invencion.

Los procedimientos de fermentacion son particularmente Utiles para la produccién biosintética de cantidades
comerciales de 4-HB y/o BDO. Generalmente, y como con los procedimientos de cultivo no continuo, la produccion
continua y/o casi continua de 4-HB o BDO incluira cultivar un organismo productor de 4-HB o BDO que no se
produce de manera natural de la divulgacion con nutrientes suficientes y medio para sostener y/o casi sostener el
crecimiento en una fase exponencial. El cultivo continuo en tales condiciones puede incluir, por ejemplo, 1 dia, 2, 3,
4,5, 6 6 7 dias o mas. Adicionalmente, el cultivo continuo puede incluir 1 semana, 2, 3, 4 6 5 0 mas semanas y
hasta varios meses. Alternativamente, pueden cultivarse organismos de la invencion durante horas, si es adecuado
para una aplicacion particular. Debe entenderse que las condiciones de cultivo continuo y/o casi continuo también
pueden incluir todos los intervalos de tiempo entre estos periodos a modo de ejemplo. Ademas, se entiende que el
tiempo de cultivo del organismo microbiano de la invencion es durante un periodo de tiempo suficiente para producir
una cantidad suficiente de producto para un fin deseado.

En la técnica se conocen bien los procedimientos de fermentacion. En resumen, la fermentacién para la produccion
biosintética de 4-HB, BDO u otros productos derivados de 4-HB de la divulgacion puede usarse, por ejemplo, en la
fermentacion de alimentacion discontinua y separacion discontinua; fermentacion de alimentacion discontinua y
separacion continua, o fermentacion continua y separacion continua. Ejemplos de procedimientos de fermentacion
discontinua y continua bien conocidos en la técnica se muestran adicionalmente a modo de ejemplo a continuacion
en los ejemplos.

Ademas de los procedimientos de fermentacién anteriores que usan los productores de 4-HB o BDO de la
divulgacion para la produccion continua de cantidades sustanciales de 4-HB monomérico y BDO, respectivamente,
los productores de 4-HB también pueden someterse simultaneamente, por ejemplo, a procedimientos de sintesis
quimica tal como se describié anteriormente para la conversion quimica de 4-HB monomérico, por ejemplo, en GBL,
BDO y/o THF. Los productores de BDO pueden someterse simultdneamente de manera similar, por ejemplo, a
procedimientos de sintesis quimica tal como se describié anteriormente para la conversion quimica de BDO, por
ejemplo, en THF, GBL, pirrolidonas y/u otros compuestos de la familia de BDO. Ademas, los productos de los
productores de 4-HB y BDO pueden separarse del cultivo de fermentacion y someterse secuencialmente a
conversion quimica, tal como se divulga en el presente documento.

En resumen, la hidrogenacion de GBL en el caldo de fermentacion puede realizarse tal como se describe por Frost
et al., Biotechnology Progress 18: 201-211 (2002). Otro procedimiento para la hidrogenacién durante la fermentacion
incluye, por ejemplo, los métodos descritos, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 5.478.952. Este método
se muestra a modo de ejemplo adicionalmente en los siguientes ejemplos.

Por tanto, adicionalmente se divulga un método de fabricacion de y-butirolactona (GBL), tetrahidrofurano (THF) o

1,4-butanodiol (BDO). El método incluye fermentar un organismo microbiano que no se produce de manera natural
que tiene rutas biosintéticas de acido 4-hidroxibutanoico (4-HB) y/o 1,4-butanodiol (BDO), las rutas comprenden al
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menos un acido nucleico exégeno que codifica para 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, semialdehido succinico
deshidrogenasa independiente de CoA, succinil-CoA sintetasa, semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente
de CoA, 4-hidroxibutirato:CoA transferasa, glutamato:semialdehido succinico transaminasa, o-cetoglutarato
descarboxilasa, glutamato descarboxilasa, 4-hidroxibutanoato cinasa, fosfotransbutirilasa, 1,4-butanodiol
semialdehido deshidrogenasa independiente de CoA, 1,4-butanodiol semialdehido deshidrogenasa dependiente de
CoA, 1,4-butanodiol alcohol deshidrogenasa independiente de CoA o 1,4-butanodiol alcohol deshidrogenasa
dependiente de CoA, en condiciones sustancialmente anaerobias durante un periodo de tiempo suficiente para
producir 1,4-butanodiol (BDO), GBL o THF, comprendiendo la fermentacion fermentacion de alimentacion
discontinua y separacion discontinua; fermentacion de alimentacion discontinua y separacion continua, o
fermentacion continua y separacion continua. Ademas de la biosintesis de 4-HB, BDO vy otros productos tal como se
describe en el presente documento, los organismos microbianos que no se producen de manera natural y métodos
de la divulgacion también pueden usarse en diversas combinaciones entre si y con otros organismos microbianos y
métodos bien conocidos en la técnica para lograr la biosintesis de producto por otras rutas. Por ejemplo, una
alternativa para producir BDO distinta del uso de los productores de 4-HB y etapas quimicas o distinta del uso del
productor de BDO directamente es mediante la adicién de otro organismo microbiano capaz de convertir 4-HB o un
producto de 4-HB mostrado a modo de ejemplo en el presente documento en BDO.

Un procedimiento de este tipo incluye, por ejemplo, la fermentacién de un organismo microbiano productor de 4-HB
de la divulgacién para producir 4-HB, tal como se describié anteriormente y a continuacion. Entonces puede usarse
el 4-HB como sustrato para un segundo organismo microbiano que convierte 4-HB, por ejemplo, en BDO, GBL y/o
THF. Puede afiadirse directamente el 4-HB a otro cultivo del segundo organismo o pueden eliminarse del cultivo
original de productores de 4-HB estos organismos microbianos, por ejemplo, mediante separacion celular, y después
puede usarse la adicién posterior del segundo organismo al caldo de fermentacion para producir el producto final sin
etapas de purificacion intermedias. Un segundo organismo a modo de ejemplo que tiene la capacidad para utilizar
de manera bioquimica 4-HB como sustrato para su conversion en BDO es, por ejemplo, Clostridium acetobutylicum
(véase, por ejemplo, Jewell et al., Current Microbiology, 13:215-19 (1986)).

En ofras realizaciones, los organismos microbianos que no se producen de manera natural y métodos de la
divulgacién pueden ensamblarse en una amplia variedad de rutas secundarias para lograr la biosintesis, por
ejemplo, de 4-HB y/o BDO tal como se describe. En estas realizaciones, las rutas biosintéticas para un producto
deseado de la invencion pueden separarse en diferentes organismos microbianos y los diferentes organismos
microbianos pueden cultivarse conjuntamente para producir el producto final. En un esquema biosintético de este
tipo, el producto de un organismo microbiano es el sustrato para un segundo organismo microbiano hasta que se
sintetiza el producto final. Por ejemplo, la biosintesis de BDO puede lograrse tal como se describié anteriormente
construyendo un organismo microbiano que contiene rutas biosintéticas para la conversion del producto intermedio
de una ruta en el producto intermedio de otra ruta o en el producto, por ejemplo, un sustrato tal como succinato
enddgeno a través de 4-HB para dar el producto final BDO. Alternativamente, también puede producirse BDO de
manera biosintética a partir de organismos microbianos mediante el cultivo conjunto o la fermentacion conjunta
usando dos organismos en el mismo recipiente. Un primer organismo microbiano es un productor de 4-HB con
genes para producir 4-HB a partir de acido succinico, y un segundo organismo microbiano es un productor de BDO
con genes para convertir 4-HB en BDO.

Dadas las ensefianzas y orientaciones proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica
entenderan que existe una amplia variedad de combinaciones y permutaciones para los organismos microbianos
que no se producen de manera natural y métodos de la invencion junto con otros organismos microbianos, con el
cultivo conjunto de otros organismos microbianos que no se producen de manera natural que tienen rutas
secundarias y con combinaciones de otros procedimientos quimicos y/o bioquimicos bien conocidos en la técnica
para producir productos 4-HB, BDO, GBL y THF de la divulgacion.

Para generar productores mejores, puede usarse el modelado metabdlico para optimizar las condiciones de
crecimiento. También puede usarse el modelado para disefiar desactivaciones génicas que optimizan
adicionalmente el uso de la ruta (véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente estadounidense US
2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US
2004/00094686, y la patente estadounidense n.° 7.127.379). El analisis de modelado permite predicciones fiables de
los efectos sobre el crecimiento celular del desplazamiento del metabolismo hacia una produccién mas eficaz de
BDO.

Un método computacional para identificar y disefar alteraciones metabdlicas que favorecen la biosintesis de un
producto deseado es la infraestructura computacional OptKnock (Burgard et al., Biotechnol Bioeng, 84: 647-657
(2003)). OptKnock es un programa de modelado y simulacién metabdlicos que sugiere estrategias de alteracion o
delecion génica que dan como resultado microorganismos genéticamente estables que sobreproducen el producto
objetivo. Especificamente, la infraestructura examina la red metabdlica y/o bioquimica completa de un
microorganismo con el fin de sugerir manipulaciones genéticas que fuerzan que el producto bioquimico deseado se
convierta en un subproducto obligatorio del crecimiento celular. Acoplando la produccién de producto bioquimico con
el crecimiento celular a través de deleciones génicas estratégicamente colocadas u otra alteracion génica funcional,
las presiones de seleccion de crecimiento impuestas sobre las cepas modificadas por ingenieria genética tras largos
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periodos de tiempo en un biorreactor conducen a mejoras en el rendimiento como resultado de la produccion de
producto bioquimico obligatoria acoplada con el crecimiento. Por ultimo, cuando se construyen deleciones génicas
hay una posibilidad despreciable de que las cepas disefiadas vuelvan a sus estados de tipo natural porque los genes
seleccionados por OptKnock se eliminan completamente del genoma. Por tanto, esta metodologia computacional
puede o bien usarse para identificar rutas alternativas que conducen a la biosintesis de un producto deseado o bien
usarse en relacién con los organismos microbianos que no se producen de manera natural para la optimizacion
adicional de la biosintesis de un producto deseado.

En resumen, OptKnock es un término usado en el presente documento para hacer referencia a un método y sistema
computacional para modelar el metabolismo celular. El programa OptKnock se refiere a una infraestructura de
modelos y métodos que incorporan limitaciones particulares a modelos de analisis de equilibrio de flujos (FBA).
Estas limitaciones incluyen, por ejemplo, informacién cinética cualitativa, informacion reguladora cualitativa y/o datos
experimentales de microalineamientos de ADN. OptKnock también calcula soluciones a diversos problemas
metabodlicos, por ejemplo, estrechando los limites de flujo derivados a través de modelos de equilibrio de flujos y
posteriormente investigando los limites de rendimiento de redes metabdlicas en presencia de adiciones o deleciones
génicas. La infraestructura computacional OptKnock permite la construccion de formulaciones de modelo que
permiten una consulta eficaz de los limites de rendimiento de redes metabdlicas y proporciona métodos para
solucionar los problemas de programacion lineal en enteros mixta resultantes. Los métodos de modelado y
simulacién metabdlicos denominados en el presente documento OptKnock se describen, por ejemplo, en la
publicacion estadounidense 202/0168654, presentada el 10 de enero de 2002, en la patente internacional n.°
PCT/US02/00660, presentada el 10 de enero de 2002, y en la solicitud de patente estadounidense con n.° de serie
11/891.602, presentada el 10 de agosto de 2007.

Otro método computacional para identificar y disefar alteraciones metabdlicas que favorecen la producuon
biosintética de un producto es un sistema de modelado y simulacion metabdlicos denominado SlmPheny Este
método y sistema computacional se describe, por ejemplo, en la publicacion estadounidense 2003/023218,
presentada el 14 de junio de 2002 y en la solicitud de patente internacional n.° PCT/US03/18838, presentada el 13
de junio de 2003. SlmPheny es un sistema computacional que puede usarse para producir un modelo de red in
silico y para simular el flujo de masa, energia o carga a través de las reacciones quimicas de un sistema biolégico
para definir un espacio de solucidon que limita todas y cada una de las posibles funcionalidades de las reacciones
quimicas en el sistema, determinando de ese modo un intervalo de actividades permitidas para el sistema biolégico.
Este enfoque se denomina modelado basado en limitaciones porque el espacio de solucién se define por
limitaciones tales como la estequiometria conocida de las reacciones incluidas asi como limitaciones de capacidad y
termodinamica de reaccion asociadas con flujos maximos a través de las reacciones. Puede consultarse el espacio
definido por estas limitaciones para determinar las capacidades fenotipicas y el comportamiento del sistema
bioldgico o de sus componentes bioquimicos.

Estos enfoques computacionales concuerdan con realidades bioldgicas porque los sistemas biolégicos son flexibles
y pueden alcanzar el mismo resultado de muchas maneras diferentes. Los sistemas bioldgicos se disefian a través
de mecanismos evolutivos que se han limitado mediante limitaciones fundamentales a las que deben enfrentarse
todos los sistemas vivos. Por tanto, la estrategia de modelado basado en limitaciones acepta estas realidades
generales. Ademas, la capacidad para imponer continuamente restricciones adicionales en un modelo de red a
través del estrechamiento de limitaciones da como resultado una reduccién del tamafio del espacio de solucién,
potenciando de ese modo la precision con la que puede predecirse el rendimiento fisioldgico o el fenotipo.

Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica podran
aplicar diversas infraestructuras computacionales para el modelado y la simulacion metabdlicos para disefiar e
implementar la biosintesis de un compuesto deseado en organismos microbianos huésped. Tales métodos de
modelado y simulacion metabdlicos |ncluyen por ejemplo, los sistemas computacionales mostrados a modo de
ejemplo anteriormente como SlmPheny y OptKnock. Para ilustracion de la invencion, se describen algunos métodos
en el presente documento con referencia a la infraestructura computacional OptKnock para el modelado y la
simulacién. Los expertos en la técnica sabran como aplicar la identificacion, el disefio y la implementacion de las
alteraciones metabdlicas usando OptKnock a cualquiera de tales otros métodos e infraestructuras computacionales
de modelado y simulacién metabdlicos bien conocidos en la técnica.

Los métodos descritos anteriormente proporcionaran un conjunto de reacciones metabdlicas para alterar. La
eliminacion de cada reaccion dentro del conjunto o la modificacién metabdlica puede dar como resultado un
producto deseado como producto obligatorio durante la fase de crecimiento del organismo. Dado que se conocen las
reacciones, una solucion del problema de OptKnock de dos niveles también proporcionara el gen o los genes
asociados que codifican para una o mas enzimas que catalizan cada reaccion dentro del conjunto de reacciones. La
identificacion de un conjunto de reacciones y sus correspondientes genes que codifican para las enzimas que
participan en cada reaccion es generalmente un procedimiento automatizado, logrado a través de correlacion de las
reacciones con una base de datos de reacciones que tiene una relacion entre enzimas y genes codificantes.

Una vez identificado, el conjunto de reacciones que deben alterarse con el fin de lograr la produccién de un producto
deseado se implementa en la célula o el organismo diana mediante alteracion funcional de al menos un gen que
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codifica para cada reaccion metabdlica dentro del conjunto. Un medio particularmente Util para lograr la alteracion
funcional del conjunto de reacciones es mediante delecién de cada gen codificante. Sin embargo, en algunos casos,
puede ser beneficioso alterar la reaccion mediante otras aberraciones genéticas incluyendo, por ejemplo, mutacion,
delecion de regiones reguladoras tales como promotores o sitios de unién en cis para factores reguladores, o
mediante truncamiento de la secuencia codificante en cualquiera de varias ubicaciones. Estas Ultimas aberraciones,
que dan como resultado menos que la delecion total del conjunto de genes pueden ser Utiles, por ejemplo, cuando
se desean evaluaciones rapidas del acoplamiento de un producto o cuando es menos probable que se produzca
reversion genética.

Para identificar soluciones productivas adicionales al problema de OptKnock de dos niveles descrito anteriormente
que conducen a conjuntos adicionales de reacciones para alterar o modificaciones metabdlicas que pueden dar
como resultado la biosintesis, incluyendo la biosintesis acoplada con el crecimiento de un producto deseado, puede
implementarse un método de optimizaciéon, denominado cortes en enteros. Este método avanza resolviendo de
manera iterativa el problema de OptKnock mostrado a modo de ejemplo anteriormente con la incorporacion de una
limitaciéon adicional denominada corte en enteros en cada iteraciéon. Las limitaciones de corte en enteros impiden
eficazmente que el procedimiento de solucion escoja exactamente el mismo conjunto de reacciones identificado en
una iteracion anterior que obligatoriamente acopla la biosintesis de producto con el crecimiento. Por ejemplo, si una
modificacion metabdlica acoplada con el crecimiento anteriormente identificada especifica las reacciones 1, 2y 3
para su alteracion, entonces la siguiente limitacion impide que se consideren simultdneamente las mismas
reacciones en soluciones posteriores. El método de corte en enteros se conoce bien en la técnica en la técnica y
puede encontrarse descrito, por ejemplo, en Burgard et al., Biotechnol Prog, 17: 791-797 (2001). Como con todos los
métodos descritos en el presente documento con referencia a su uso en combinacién con la infraestructura
computacional OptKnock para el modelado y la simulacion metabdlicos, el método de corte en enteros de reduccion
de la redundancia en analisis computacional iterativo también puede aplicarse con otras infraestructuras
computacionales bien conocidas en la técnica incluyendo, por ejemplo, SimPheny®.

Los métodos mostrados a modo de ejemplo en el presente documento permiten la construccion de células y
organismos que producen de manera biosintética un producto deseado, incluyendo el acoplamiento obligatorio de la
produccion de un producto bioquimico objetivo con el crecimiento de la célula o el organismo disefiado por ingenieria
genética para albergar las alteraciones genéticas identificadas. Por tanto, los métodos computacionales descritos en
el presente documento permiten la identificacion e implementacion de modificaciones metabdlicas que se identifican
mediante un método in silico seleccionado de OptKnock o SimPheny®. El conjunto de modificaciones metabolicas
puede incluir, por ejemplo, adicién de una o mas enzimas de la ruta biosintética y/o alteracién funcional de una o
mas reacciones metabolicas incluyendo, por ejemplo, alteraciéon mediante delecién génica.

Tal como se comentd anteriormente, la metodologia OptKnock se desarrollé6 con la premisa de que las redes
microbianas mutantes pueden evolucionar hacia sus fenotipos de crecimiento maximo computacionalmente
predichos cuando se someten a largos periodos de seleccion de crecimiento. Dicho de otro modo, el enfoque hace
uso de la capacidad de un organismo para optimizarse a si mismo bajo presiones de seleccion. La infraestructura
OptKnock permite la enumeracion exhaustiva de combinaciones de deleciones génicas que fuerzan un acoplamiento
entre la produccion bioquimica y el crecimiento celular basandose en la estequiometria de red. La identificacion de
desactivaciones génicas/de reaccion optimas requiere solucionar un problema de optimizacion de dos niveles que
elige el conjunto de reacciones activas de manera que una soluciéon de crecimiento 6ptimo para la red resultante
sobreproduce el producto bioquimico de interés (Burgard et al., Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003)).

Puede emplearse un modelo estequiométrico in silico del metabolismo de E. coli para identificar genes esenciales
para rutas metabdlicas tal como se mostré anteriormente a modo de ejemplo y se describe, por ejemplo, en las
publicaciones de patente estadounidense US 2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US
2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US 2004/0009466, y en la patente estadounidense n.°
7.127.379. Tal como se divulga en el presente documento, la infraestructura matematica OptKnock puede aplicarse
para localizar con precision deleciones génicas que conducen a la produccidon acoplada al crecimiento de un
producto deseado. Ademas, la solucion del problema de OptKnock de dos niveles sélo proporciona un conjunto de
deleciones. Para enumerar todas las soluciones significativas, es decir, todos los conjuntos de desactivaciones que
conducen a la formacién de produccion acoplada al crecimiento, puede implementarse una técnica de optimizacion,
denominada cortes en enteros. Esto conlleva resolver de manera iterativa el problema de OptKnock con la
incorporacion de una limitaciéon adicional denominada corte en enteros en cada iteracion, tal como se comenté
anteriormente.

Los métodos mostrados a modo de ejemplo anteriormente e ilustrados adicionalmente en los ejemplos a
continuacion permiten la construccion de células y organismos que producen de manera biosintética, incluyendo la
produccion de un producto bioquimico objetivo acoplada obligatoriamente con el crecimiento de la célula u
organismo modificado por ingenieria genética para albergar las alteraciones genéticas identificadas. Con respecto a
esto, se han identificado alteraciones metabdlicas que dan como resultado la biosintesis de 4-HB y 1,4-butanodiol.
Las cepas de microorganismos construidas con las alteraciones metabdlicas identificadas producen niveles elevados
de 4-HB o BDO en comparacion con organismos microbianos sin modificar. Estas cepas pueden usarse de manera
beneficiosa para la produccion comercial de 4-HB, BDO, THF y GBL, por ejemplo, en procedimientos de
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fermentacion continua sin someterse a las presiones de seleccion negativas.

Por tanto, los métodos computacionales descritos en el presente documento permiten la identificacion e
implementacion de modificaciones metabdlicas que se identifican mediante un método in silico seleccionado de
OptKnock o SimPheny®. El conjunto de modificaciones metabdlicas puede incluir, por ejemplo, la adicién de una o
mas enzimas de ruta biosintética y/o la alteracion funcional de una o mas reacciones metabdlicas incluyendo, por
ejemplo, alteracion mediante delecion génica.

Se entiende que las modificaciones que no afectan sustancialmente a la actividad de las diversas realizaciones de
esta invencion también se incluyen dentro de la definicion de la invencion proporcionada en el presente documento.
Por consiguiente, se pretende que los siguientes ejemplos ilustren pero no limiten la presente invencion.

Cualquiera de los organismos microbianos que no se producen de manera natural descritos en el presente
documento pueden cultivarse para producir y/o secretar los productos biosintéticos de la invencién. Por ejemplo, los
productores de BDO pueden cultivarse para la produccion biosintética de BDO.

Para la produccién de BDO, se cultivan las cepas recombinantes en un medio con fuente de carbono y otros
nutrientes esenciales. Es altamente deseable mantener condiciones anaerobias en el fermentador para reducir el
coste del procedimiento global. Tales condiciones pueden obtenerse, por ejemplo, burbujeando en primer lugar el
medio con nitrégeno y después sellando los matraces con un septo y tapa engarzada. Para cepas en las que no se
observa crecimiento de manera anaerobia, pueden aplicarse condiciones microaerobias perforando el septo con un
pequefio orificio para una aireacion limitada. Anteriormente se han descrito condiciones anaerobias a modo de
ejemplo y se conocen bien en la técnica. Se describen condiciones aerobias y anaerobias a modo de ejemplo, por
ejemplo, en la publicacion estadounidense 2009/0047719, presentada el 10 de agosto de 2007. Pueden realizarse
fermentaciones de una manera discontinua, con alimentacion discontinua, o continua, tal como se divulga en el
presente documento.

Si se desea, puede mantenerse el pH del medio a un pH deseado, en particular pH neutro, tal como un pH de
aproximadamente 7 mediante adicion de una base, tal como NaOH u otras bases, o acido, segun se necesite para
mantener el medio de cultivo a un pH deseado. La tasa de crecimiento puede determinarse midiendo la densidad
optica usando un espectrofotometro (600 nm), y la tasa de captacion de glucosa monitorizando el agotamiento de la
fuente de carbono a lo largo del tiempo.

Ademas de materias primas renovables tales como las mostradas anteriormente a modo de ejemplo, los organismos
microbianos productores de BDO de la invencién también pueden modificarse para el crecimiento con gas de
sintesis como fuente de carbono. En esta realizacion especifica, una o mas proteinas o enzimas se expresan en los
organismos productores de BDO para proporcionar una ruta metabdlica para la utilizacion de gas de sintesis u otra
fuente de carbono gaseosa.

El sintegas, también conocido como gas de sintesis 0 gas sintético, es el principal producto de gasificacion de
carbén y de materiales carbonosos tales como materiales de biomasa, incluyendo residuos y cosechas agricolas. El
gas de sintesis es una mezcla principalmente de H, y CO y puede obtenerse a partir de la gasificacion de cualquier
materia prima organica, incluyendo, pero sin limitarse a, carbon, aceite de hulla, gas natural, biomasa y materia
organica residual. La gasificacion se lleva a cabo generalmente con una alta razén de combustible con respecto a
oxigeno. Aunque incluye en gran medida Hz y CO, el gas de sintesis también puede incluir CO; y otros gases en
menores cantidades. Por tanto, el gas de sintesis proporciona una fuente rentable de carbono gaseoso tal como CO
y, adicionalmente, CO..

La ruta de Wood-Ljungdahl cataliza la conversion de CO y H; en acetil-CoA y otros productos tales como acetato.
Los organismos capaces de usar CO y gas de sintesis generalmente también tienen la capacidad de usar CO, y
mezclas de CO2/H, mediante el mismo conjunto basico de enzimas y transformaciones abarcadas por la ruta de
Wood-Ljungdahl. La conversion dependiente de H, de CO; en acetato por microorganismos se reconocié mucho
antes de revelarse que los mismos organismos también podian usar CO y que estaban implicadas las mismas rutas.
Se ha mostrado que muchos acetégenos crecen en presencia de CO, y producen compuestos tales como acetato
siempre que esté presente hidrégeno para suministrar los equivalentes reductores necesarios (véase, por ejemplo,
Drake, Acetogenesis, pags. 3-60 Chapman and Hall, Nueva York, (1994)). Esto puede resumirse mediante la
siguiente ecuacion:

2C0O2+4 H2+nADP + n Pi — CH;COOH + 2 H:0 + n ATP

Por tanto, los microorganismos que no se producen de manera natural que presentan la ruta de Wood-Ljungdahl
también pueden usar mezclas de CO; y H; para la produccién de acetil-CoA y otros productos deseados.

La ruta de Wood-Ljungdahl se conoce bien en la técnica y consiste en 12 reacciones que pueden separarse en dos

ramas: (1) rama de metilo y (2) rama de carbonilo. La rama de metilo convierte gas de sintesis en metil-
tetrahidrofolato (metil-THF) mientras que la rama de carbonilo convierte metil-THF en acetil-CoA. Las reacciones en
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la rama de metilo se catalizan en orden por las siguientes enzimas o proteinas: ferredoxina oxidorreductasa, formiato
deshidrogenasa, formiltetrahidrofolato sintetasa, meteniltetrahidrofolato ciclodeshidratasa, metilenotetrahidrofolato
deshidrogenasa y metilenotetrahidrofolato reductasa. Las reacciones en la rama de carbonilo se catalizan en orden
por las siguientes enzimas o proteinas: metiltetrahidrofolato:proteina corrinoide metiltransferasa (por ejemplo, AcsE),
proteina hierro-azufre corrinoide, proteina de ensamblaje de proteina niquel (por ejemplo, AcsF), ferredoxina, acetil-
CoA sintasa, mondxido de carbono deshidrogenasa y proteina de ensamblaje de proteina niquel (por ejemplo,
CooC). Siguiendo las ensefianzas y orientaciones proporcionadas en el presente documento para la introduccion de
un numero suficiente de acidos nucleicos codificantes para generar una ruta de BDO, los expertos en la técnica
entenderan que también puede realizarse el mismo disefio por ingenieria genética con respecto a la introduccion de
al menos los acidos nucleicos que codifican para las enzimas o proteinas de Wood-Ljungdahl ausentes en el
organismo huésped. Por tanto, la introduccién de uno o mas acidos nucleicos codificantes en los organismos
microbianos de la invencién de manera que el organismo modificado contiene la ruta de Wood-Ljungdahl completa
conferira la capacidad de uso de gas de sintesis.

Por consiguiente, dadas las ensefianzas y orientaciones proporcionadas en el presente documento, los expertos en
la técnica entenderan que puede producirse un organismo microbiano que no se produce de manera natural que
secreta los compuestos biosintetizados de la invencién cuando se hace crecer con una fuente de carbono tal como
un hidrato de carbono. Tales compuestos incluyen, por ejemplo, BDO y cualquiera de los metabolitos intermedios en
la ruta de BDO. Lo Unico que se requiere es introducir por ingenieria genética una o mas de las actividades de
enzimas o proteinas requeridas para lograr la biosintesis del compuesto deseado o producto intermedio incluyendo,
por ejemplo, la inclusiéon de algunas o todas de las rutas biosintéticas de BDO. Por consiguiente, la invencion
proporciona un organismo microbiano que no se produce de manera natural que produce y/o secreta BDO cuando
se hace crecer con un hidrato de carbono u otra fuente de carbono y produce y/o secreta cualquiera de los
metabolitos intermedios mostrados en la ruta de BDO cuando se hace crecer con un hidrato de carbono u otra
fuente de carbono. Los organismos microbianos productores de BDO de la invencién pueden iniciar la sintesis a
partir de un producto intermedio en una ruta de BDO, tal como se divulga en el presente documento.

Para generar mejores productores, puede usarse el modelado metabdlico para optimizarse las condiciones de
crecimiento. También puede usarse el modelado para disefiar desactivaciones génicas que optimizan
adicionalmente el uso de la ruta (véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente estadounidense US
2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US 2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US
2004/0009466, y la patente estadounidense n.° 7.127.379). El analisis de modelado permite predicciones fiables de
los efectos sobre el crecimiento celular del desplazamiento del metabolismo hacia una produccién mas eficaz de
BDO.

Un método computacional para identificar y disefiar alteraciones metabdlicas que favorecen la biosintesis de un
producto deseado es la infraestructura computacional OptKnock (Burgard et al., Biotechnol. Bioeng. 84:647-657
(2003)). OptKnock es un programa de modelado y simulacién metabdlico que sugiere estrategias de delecion génica
que dan como resultado microorganismos genéticamente estables que sobreproducen el producto objetivo.
Especificamente, la infraestructura examina la red metabdlica y/o bioquimica completa de un microorganismo con el
fin de sugerir manipulaciones genéticas que fuerzan que el producto bioquimico deseado se convierta en un
subproducto obligatorio del crecimiento celular. Acoplando la produccion bioquimica con el crecimiento celular
mediante deleciones génicas estratégicamente ubicadas u otra alteracion génica funcional, las presiones de
seleccion de crecimiento impuestas sobre las cepas disefiadas por ingenieria genética después de largos periodos
de tiempo en un biorreactor conducen a mejoras en el rendimiento como resultado de la producciéon de producto
bioquimico obligatoria acoplada al crecimiento. Por ultimo, cuando se construyen deleciones génicas existe una
posibilidad despreciable de que las cepas disefiadas vuelvan a sus estados de tipo natural porque los genes
seleccionados por OptKnock deben eliminarse completamente del genoma. Por tanto, esta metodologia
computacional puede usarse o bien para identificar rutas alternativas que conducen a la biosintesis de un producto
deseado o bien usarse en relacion con los organismos microbianos que no se producen de manera natural para una
optimizacion adicional de la biosintesis de un producto deseado.

En resumen, OptKnock es un término usado en el presente documento para hacer referencia a un método y sistema
computacional para modelar el metabolismo celular. El programa OptKnock se refiere a una infraestructura de
modelos y métodos que incorporan limitaciones particulares en modelos de analisis de equilibrio de flujos (FBA).
Estas limitaciones incluyen, por ejemplo, informacion cinética cualitativa, informaciéon reguladora cualitativa, y/o
datos experimentales de micromatriz de ADN. OptKnock también calcula soluciones a diversos problemas
metabodlicos, por ejemplo, estrechando los limites de flujo derivados mediante modelos de equilibrio de flujos y
analizando posteriormente con sonda los limites de rendimiento de redes metabdlicas en presencia de adiciones o
deleciones génicas. La infraestructura computacional OptKnock permite la construccion de formulaciones de modelo
que permiten una consulta eficaz de los limites de rendimiento de redes metabdlicas y proporciona métodos para
resolver los problemas de programacion lineal en enteros mixta resultante. Los métodos de modelado y simulacion
metabolicos denominados en el presente documento OptKnock se describen, por ejemplo, en la publicacion
estadounidense 2002/0168654, presentada el 10 de enero de 2002, en la patente internacional n.°
PCT/US02/00660, presentada el 10 de enero de 2002, y en la solicitud de patente estadounidense con n.° de serie
11/891.602, presentada el 10 de agosto de 2007.
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Otro método computacional para identificar y disefiar alteraciones metabdlicas que favorecen la producuon
biosintética de un producto es un sistema de modelado y simulacién metabdlico denominado SlmPheny Este
método y sistema computacional se describe, por ejemplo, en la publicacién estadounidense 2003/0233218,
presentada el 14 de junio de 2002 y en la solicitud de patente internacional n.° PCT/US03/18838, presentada en 13
de junio de 2003. SlmPheny es un sistema computacional que puede usarse para producir un modelo de red in
silico y para estimular el flujo de masa, energia o carga a través de las reacciones quimicas de un sistema bioldgico
para definir un espacio de solucién que contiene todas y cada una de las posibles funcionalidades de las reacciones
quimicas en el sistema, determinando asi una gama de actividades permitidas para el sistema bioldgico. Este
enfoque se denomina modelado basado en limitaciones porque el espacio de solucién esta definido por limitaciones
tales como la estequiometria conocida de las reacciones incluidas asi como limitaciones de capacidad y
termodinamica de reaccion asociadas con flujos maximos a través de reacciones. El espacio definido por estas
limitaciones puede consultarse para determinar las capacidades de fenotipo y el comportamiento del sistema
bioldgico o de sus componentes bioquimicos.

Estos enfoques computacionales concuerdan con realidades biolégicas porque los sistemas bioldgicos son flexibles
y pueden alcanzar el mismo resultado de muchas maneras diferentes. Los sistemas bioldgicos se disefian mediante
mecanismos evolutivos que se han limitado mediante limitaciones fundamentales a las que todos los sistemas vivos
deben enfrentarse. Por tanto, la estrategia de modelado basada en limitaciones adopta estas realidades generales.
Ademas, la capacidad para imponer restricciones adicionales sobre un modelo de red estrechando las limitaciones
da como resultado una reduccién del tamafio del espacio de solucién, potenciando asi la precisiéon con la que
pueden predecirse el fenotipo o rendimiento fisioldgico.

Dadas las ensefianzas y orientaciones proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica seran
capaces de aplicar diversas infraestructuras computacionales para el modelado y simulacion metabolicos para
disefiar e implementar biosintesis de un compuesto deseado en organismos huésped microbianos. Tales métodos
de modelado y simulacion metabdlicos |ncluyen por ejemplo, los sistemas computacionales mostrados
anteriormente a modo de ejemplo como SlmPheny y OptKnock. Para ilustraciéon de la invencion, en el presente
documento se describen algunos métodos con referencia a la infraestructura de calculo OptKnock para modelado y
simulacién. Los expertos en la técnica sabran cémo aplicar la identificacion, disefio e implementacién de las
alteraciones metabodlicas usando OptKnock a cualquier otro método e infraestructura computacional de modelado y
simulacién metabdlicos bien conocidos en la técnica.

Los métodos descritos anteriormente proporcionaran un conjunto de reacciones metabdlicas para alterar. La
eliminacién de cada reaccion dentro del conjunto o modificacion metabdlica puede dar como resultado un producto
deseado como producto obligatorio durante la fase de crecimiento del organismo. Dado que las reacciones se
conocen, una solucién al problema de OptKnock de dos niveles también proporcionara el gen o genes asociados
que codifican para una o mas enzimas que catalizan cada reaccion dentro del conjunto de reacciones. La
identificacion de un conjunto de reacciones y sus genes correspondientes que codifican para las enzimas que
participan en cada reaccion es generalmente un procedimiento automatizado, que se logra mediante correlacion de
las reacciones con una base de datos de reaccién que tiene una relacion entre enzimas y genes codificantes.

Una vez identificado, el conjunto de reacciones que tienen que alterarse con el fin de lograr la producciéon de un
producto deseado se implementa en la célula u organismo objetivo mediante alteracion funcional de al menos un
gen que codifica para cada reaccion metabolica dentro del conjunto. Un medio particularmente util para lograr la
alteracion funcional del conjunto de reaccion es mediante delecion de cada gen codificante. Sin embargo, en
algunos casos, puede resultar beneficioso alterar la reaccion mediante otras aberraciones genéticas incluyendo, por
ejemplo, mutacion, delecion de regiones reguladoras tales como promotores o sitios de unién en cis para factores
reguladores, o mediante truncamiento de la secuencia codificante en cualquiera de varias ubicaciones. Estas ultimas
aberraciones, que dan como resultado una delecidon menor que la total del conjunto de genes, pueden ser utiles, por
ejemplo, cuando se desean evaluaciones rapidas del acoplamiento de un producto o cuando es menos probable que
se produzca una reversion génica.

Para identificar soluciones productivas adicionales al problema de OptKnock de dos niveles descrito anteriormente
que conducen a conjuntos adicionales de reacciones que van a alterase o modificaciones metabdlicas que pueden
dar como resultado la biosintesis, incluyendo biosintesis acoplada al crecimiento, de un producto deseado, puede
implementarse un método de optimizacién, denominado corte en enteros. Este método avanza resolviendo de
manera iterativa el problema de OptKnock mostrado anteriormente a modo de ejemplo con la incorporacion de una
limitaciéon adicional denominada corte en enteros en cada iteraciéon. Las limitaciones de corte en enteros impiden
eficazmente que el procedimiento de solucion elija exactamente el mismo conjunto de reacciones identificado en
cualquier iteracion anterior que acopla obligatoriamente la biosintesis de producto al crecimiento. Por ejemplo, si una
modificaciéon metabdlica acoplada al crecimiento anteriormente identificada especifica las reacciones 1, 2 y 3 para su
alteracion, entonces las siguientes limitaciones impiden que se consideren simultaneamente las mismas reacciones
en soluciones posteriores. El método de corte en enteros se conoce bien en la técnica y puede encontrarse descrito,
por ejemplo, en Burgard et al., Biotechnol. Prog. 17:791-797 (2001). Como con todos los métodos descritos en el
presente documento con referencia a su uso en combinacion con la infraestructura computacional OptKnock para el
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modelado y la simulacién metabdlicos, el método de corte en enteros de reducir la redundancia en el analisis
computacional iterativo también puede aplicarse con otras infraestructuras computacionales bien conocidas en la
técnica, incluyendo, por ejemplo, SimPheny®.

Los métodos mostrados a modo de ejemplo en el presente documento permiten la construccion de células y
organismos que producen de manera biosintética un producto deseado, incluyendo el acoplamiento obligatorio de la
produccion de un producto bioquimico objetivo con el crecimiento de la célula o el organismo disefiado por ingenieria
genética para albergar las alteraciones génicas identificadas. Por tanto, los métodos computacionales descritos en el
presente documento permiten la identificacion e implementacion de modificaciones metabdlicas que se identifican
mediante un método in silico seleccionado de OptKnock o SimPheny®. El conjunto de modificaciones metabolicas
puede incluir, por ejemplo, la adicion de una o mas enzimas de la ruta biosintética y/o la alteracién funcional de una
0 mas reacciones metabolicas incluyendo, por ejemplo, la alteracién mediante delecién génica.

Tal como se comentd anteriormente, la metodologia OptKnock se desarrollé6 con la premisa de que las redes
microbianas mutantes pueden evolucionar hacia sus fenotipos de crecimiento maximo computacionalmente
predichos cuando se someten a largos periodos de seleccion de crecimiento. Dicho de otro modo, el enfoque hace
uso de la capacidad de un organismo para optimizarse a si mismo bajo presiones de seleccion. La infraestructura
OptKnock permite la enumeracion exhaustiva de combinaciones de deleciones génicas que fuerzan un acoplamiento
entre la produccion bioguimica y el crecimiento celular basandose en la estequiometria de la red. La identificacion de
desactivaciones génicas/de reaccion optimas requiere la solucion de un problema de optimizacion de dos niveles
que elige el conjunto de reacciones activas de manera que una solucién de crecimiento 6ptima para la red resultante
sobreproduce el producto bioquimico de interés (Burgard et al., Biotechnol. Bioeng. 84:647-657 (2003)).

Puede emplearse un modelo estequiométrico in silico de metabolismo de E. coli para identificar genes esenciales
para rutas metabdlicas tal como se mostré anteriormente a modo de ejemplo y se describe, por ejemplo, en las
publicaciones de patente estadounidense US 2002/0012939, US 2003/0224363, US 2004/0029149, US
2004/0072723, US 2003/0059792, US 2002/0168654 y US 2004/0009466, y en la patente estadounidense n.°
7.127.379. Tal como se divulga en el presente documento, la infraestructura matematica OptKnock puede aplicarse
para localizar con precision deleciones génicas que conducen a la producciéon acoplada al crecimiento de un
producto deseado. Ademas, la solucion del problema de OptKnock de dos niveles sélo proporciona un conjunto de
deleciones. Para enumerar todas las disoluciones significativas, es decir, todos los conjuntos de desactivaciones que
conducen a la formacién de produccion acoplada al crecimiento, puede implementarse una técnica de optimizacion,
denominada corte en enteros. Esto conlleva resolver de manera iterativa el problema de OptKnock con la
incorporacion de una limitaciéon adicional denominada corte en enteros en cada iteracion, tal como se comenté
anteriormente.

EJEMPLO |
Biosintesis de acido 4-hidroxibutanoico
Este ejemplo describe rutas bioquimicas a modo de ejemplo para la produccion de 4-HB.

Informes previos de la sintesis de 4-HB en microbios se han centrado en este compuesto como producto intermedio
en la produccion del plastico biodegradable poli-hidroxialcanoato (PHA) (patente estadounidense n.° 6.117.658). El
uso de copolimeros de 4-HB/3-HB con respecto a polimero de poli-3-hidroxibutirato (PHB) puede dar como resultado
plastico que es menos fragil (Saito y Doi, Intl. J. Biol. Macromol. 16:99-104 (1994)). La produccién de 4-HB
monomérico descrita en el presente documento es un procedimiento fundamentalmente distinto por varios motivos:
(1) el producto se secreta, en contraposiciéon a PHA que se produce de manera intracelular y permanece en la
célula; (2) para organismos que producen polimeros de hidroxibutanoato, no se produce 4-HB libre, sino que mas
bien la polihidroxialcanoato sintasa usa el derivado de coenzima A; (3) en el caso del polimero, la formacién del
producto granular cambia la termodinamica; y (4) el pH extracelular no es un problema para la produccion del
polimero, mientras que afectara si esta presente 4-HB en el estado de acido libre o base conjugada, y también al
equilibrio entre 4-HB y GBL.

Puede producirse 4-HB en dos etapas de reduccion enzimatica a partir de succinato, un metabolito central del ciclo
de TCA, con semialdehido succinico como producto intermedio (figura 1). La primera de estas enzimas,
semialdehido succinico deshidrogenasa, es nativa para muchos organismos incluyendo E. coli, en el que se han
encontrado enzimas dependientes tanto de NADH como de NADPH (Donnelly y Cooper, Eur. J. Biochem. 113:555-
561 (1981); Donnelly y Cooper, J. Bacteriol. 145:1425-1427 (1981); Marek y Henson, J. Bacteriol. 170:991-994
(1988)). También hay pruebas que apoyan la actividad semialdehido succinico deshidrogenasa en S. cerevisiae
(Ramos et al., Eur. J. Biochem. 149:401-404 (1985)), y se ha identificado un gen supuesto mediante homologia de
secuencia. Sin embargo, la mayoria de los informes indican que esta enzima avanza en el sentido de sintesis de
succinato, tal como se muestra en la figura 1 (Donnelly y Cooper, citado anteriormente; Lutke-Eversloh y
Steinbuchel, FEMS Microbiol. Lett. 181:63-71 (1999)), participando en la ruta de degradacion de 4-HB y gamma-
aminobutirato. El semialdehido succinico también se produce de manera nativa por determinados organismos
microbianos tales como E. coli a través del producto intermedio del ciclo de TCA a-cetoglutarato por medio de la
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accion de dos enzimas: glutamato:semialdehido succinico transaminasa y glutamato descarboxilasa. Una ruta
alternativa, usada por el anaerobio obligado Clostridium kluyveri para degradar succinato, activa succinato para dar
succinil-CoA, convirtiendo luego succinil-CoA en semialdehido succinico usando una semialdehido succinico
deshidrogenasa alternativa que se sabe que funciona en este sentido (Sohling y Gottschalk, Eur. J. Biochem.
212:121-127 (1993)). Sin embargo, esta ruta tiene el coste energético de que se requiere ATP para convertir
succinato en succinil-CoA.

La segunda enzima de la ruta, 4-hidroxibutanoato deshidrogenasa, no es nativa para E. coli o levadura pero se
encuentra en diversas bacterias tales como C. kluyveri y Ralstonia eutropha (Lutke-Eversloh y Steinbuchel, citado
anteriormente; Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178:871-880 (1996); Valentin et al., Eur. J. Biochem. 227:43-60
(1995); Wolff y Kenealy, Protein Expr. Purif. 6:206-212 (1995)). Se sabe que estas enzimas son dependientes de
NADH, aunque también existen formas dependientes de NADPH. Una ruta adicional para dar 4-HB a partir de alfa-
cetoglutarato se demostré en E. coli dando como resultado la acumulacion de poli(acido 4-hidroxibutirico) (Song et
al., Wei Sheng Wu Xue. Bao. 45:382-386 (2005)). La cepa recombinante requeria la sobreexpresion de tres genes
heterélogos, PHA sintasa (R. eutropha), 4-hidroxibutirato deshidrogenasa (R. eutropha) y 4-hidroxibutirato:CoA
transferasa (C. kluyveri), junto con dos genes de E. coli nativos: glutamato:semialdehido succinico transaminasa y
glutamato descarboxilasa. Las etapas 4 y 5 en la figura 1 pueden llevarse a cabo alternativamente mediante una
alfa-cetoglutarato descarboxilasa tal como la identificada en Euglena gracilis (Shigeoka et al., Biochem. J.
282(Pt2):319-323 (1992); Shigeoka y Nakano, Arch. Biochem. Biophys. 288:22-28 (1991); Shigeoka y Nakano,
Biochem J. 292(Pt 2):463-467 (1993)). Sin embargo, esta enzima no se ha aplicado previamente para tener un
impacto en la produccién de 4-HB o polimeros relacionados en ninguin organismo.

Se exploraron las capacidades de produccién microbiana de 4-hidroxibutirato en dos microbios, Escherichia coli y
Saccharomyces cerevisiae, usando modelos metabdlicos in silico de cada organismo. Las posibles rutas para dar 4-
HB avanzan a través de productos intermedios de succinato, succinil-CoA o alfa-cetoglutarato tal como se muestra
en la figura 1.

Una primera etapa en la produccion de 4-HB a partir de succinato implica la conversidon de succinato en
semialdehido succinico por medio de una semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NADH o NADPH.
En E. coli, gabD es una semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NADP y es parte de una
agrupacion génica implicada en la captacion y degradacion de 4-aminobutirato (Niegemann et al., Arch. Microbiol.
160:454-460 (1993); Schneider et al., J. Bacteriol. 184:6976-6986 (2002)). Se cree que sad codifica para la enzima
para la actividad semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NAD (Marek y Henson, citado
anteriormente). S. cerevisiae sélo contiene la semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de NADPH,
asignada supuestamente a UGA2, que se localiza en el citosol (Huh et al., Nature 425:686-691 (2003)). Los calculos
de rendimiento maximo suponiendo la ruta de succinato para dar 4-HB tanto en E. coli como en S. cerevisiae solo
requieren la suposicion de que se ha afiadido una 4-HB deshidrogenasa no nativa a sus redes metabdlicas.

La ruta desde succinil-CoA hasta 4-hidroxibutirato se describié en la patente estadounidense n.° 6.117.658 como
parte de un procedimiento para preparar polihidroxialcanoatos que comprenden unidades monoméricas de 4-
hidroxibutirato. Clostridium kluyveri es un organismo de ejemplo que se sabe que presenta actividad semialdehido
succinico deshidrogenasa dependiente de CoA (Sohling y Gottschalk, citado anteriormente; Sohling y Gottschalk,
citado anteriormente). En este estudio, se supone que esta enzima, de C. kluyveri u otro organismo, se expresa en
E. coli o S. cerevisiae junto con una 4-HB deshidrogenasa no nativa o heteréloga para completar la ruta desde
succinil-CoA hasta 4-HB. Se demostré la ruta desde alfa-cetoglutarato hasta 4-HB en E. coli dando como resultado
la acumulacion de poli(acido 4-hidroxibutirico) hasta el 30% del peso celular seco (Song et al., citado anteriormente).
Como E. coliy S. cerevisiae presentan de manera nativa o enddgena tanto glutamato:semialdehido succinico
transaminasa como glutamato descarboxilasa (Coleman et al., J. Biol. Chem. 276:244-250 (2001)), la ruta desde
AKG hasta 4-HB puede completarse en ambos organismos suponiendo soélo que esta presente una 4-HB
deshidrogenasa no nativa.

EJEMPLO I
Biosintesis de 1,4-butanodiol a partir de succinato y alfa-cetoglutarato

Este ejemplo ilustra la construccion y produccioén biosintética de 4-HB y BDO a partir de organismos microbianos. En
el presente documento se divulgan rutas para 4-HB y BDO.

Ademas, hay varias enzimas alternativas que pueden usarse en la ruta descrita anteriormente. La enzima nativa o
enddgena para la conversion de succinato en succinil-CoA (etapa 1 en la figura 1) puede reemplazarse por una CoA
transferasa tal como la codificada por el gen cat1 de C. kluyveri (Sohling y Gottschalk, Eur. J Biochem. 212: 121-127
(1993)), que funciona de una manera similar a la etapa 9. Sin embargo, la produccién de acetato por esta enzima
puede no ser 6ptima, ya que puede secretarse en vez de convertirse de nuevo en acetil-CoA. En este sentido,
también puede ser beneficioso eliminar la formacién de acetato en la etapa 9. Como alternativa a esta CoA
transferasa, puede emplearse un mecanismo en el que en primer lugar se fosforila el 4-HB mediante ATP y luego se
convierte en el derivado de CoA, de manera similar a la ruta de acetato cinasa/fosfotransacetilasa en E. coli para la
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conversion de acetato en acetil-CoA. El coste neto de esta ruta es un ATP, que es lo mismo que se requiere para
regenerar acetil-CoA a partir de acetato. Se sabe que las enzimas fosfotransbutirilasa (ptb) y butirato cinasa (bk)
llevan a cabo estas etapas en las moléculas no hidroxiladas para la produccion de butirato en C. acefobutylicum
(Cary et al., Appl Environ Microbiol 56:1576-1583 (1990); Valentine, R. C. y R. S. Wolfe, J Biol Chem. 235:1948-1952
(1960)). Estas enzimas son reversibles, permitiendo que la sintesis avance en el sentido de 4-HB.

También puede producirse BDO por medio de a-cetoglutarato ademas, o en lugar, de a través de succinato. Tal
como se describié anteriormente, y se muestra a modo de ejemplo adicionalmente a continuacion, una ruta para
lograr la biosintesis del producto es con la produccién de semialdehido succinico por medio de a-cetoglutarato
usando las enzimas enddgenas (figura 1, etapas 4-5). Una alternativa es usar una a-cetoglutarato descarboxilasa
que puede realizar esta conversion en una etapa (figura 1, etapa 8; Tian et al., Proc Natl Acad Sci USA 102:10670-
10675 (2005)).

Para la construccion de diferentes cepas de organismos microbianos productores de BDO, se ensamblé una lista de
genes aplicables para su corroboracion. En resumen, se identificaron uno o mas genes dentro de las rutas
biosintéticas de 4-HB y/o BDO para cada etapa de la ruta de produccion de BDO completa mostrada en la figura 1,
usando recursos bibliograficos disponibles, la base de datos genéticos del NCBI y busquedas de homologia. Los
genes clonados y evaluados en este estudio se presentan a continuacion en la tabla 6, junto con las menciones de
URL y referencias apropiadas para la secuencia de polipéptido. Tal como se comenta adicionalmente a
continuacion, algunos genes se sintetizaron para la optimizacion de codones mientras que otros se clonaron por
medio de PCR a partir del ADN genémico del organismo nativo o de tipo natural. Para algunos genes se usaron
ambos enfoques, y en este caso los genes nativos se indican mediante un sufijo “n” en el numero de identificacion
de gen cuando se usan en un experimento. Obsérvese que solo difieren las secuencias de ADN; las proteinas son

idénticas.

Tabla 6. Genes expresados en organismos microbianos productores de BDO huésped.

Numero | Numero | Nombre | Organismo fuente Nombre de la Enlace a la secuencia Referencia
de ID de del gen enzima de la proteina
de gen | reaccion
(figura 1)
0001 9 Cat2 Clostridium kluyveri | 4-hidroxibutirato | www.ncbi.nlm.nih.gov/ 1
DSM 555 coenzima A entrez/viewer.fcgi?db=
transferasa nuccore&id=1228100
0002 12/13 adhE Clostridium Aldehido/alcohol | www.ncbi.nlm.nih.gov/ | 2
acetobutylicum deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?db=
ATCC 824 protein&val=15004739
0003 12/13 adhE2 Clostridium Aldehido/alcohol | www.ncbi.nlm.nih.gov/ | 2
acetobutylicum deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?val=
ATCC 824 NP_149325.1
0004 1 Cat1 Clostridium kluyveri | Succinato www.ncbi.nim.nih.gov/ 1
DSM 555 coenzima A entrez/viewer.fcgi?db=
transferasa nuccore&id=1228100
0008 6 sucD Clostridium kluyveri | Semialdehido www.ncbi.nim.nih.gov/ 1
DSM 555 succinico entrez/viewer.fcgi?db=
deshidrogenasa | nuccore&id=1228100
(dependiente de
CoA)
0009 7 4-HBd Ralstonia eutropha | 4-hidroxibutirato | www.ncbi.nlm.nih.gov/ 2
H16 deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?val=
(dependiente de | YP_726053.1
NAD)
0010 7 4-HBd Clostridium kluyveri | 4-hidroxibutirato | www.ncbi.nlm.nih.gov/ 1
DSM 555 deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?db=
(dependiente de | nuccore&id=1228100
NAD)
0011 12/13 adhE E. coli Aldehido/alcohol | www.shigen.nig.ac.jp/
deshidrogenasa | ecoli/pec/
genes.List.DetailAction.
do?fromListFlag=
true&featureType=
1&orfld=1219
0012 12/13 yghD E. coli Aldehido/alcohol | www.shigen.nig.ac.jp/
deshidrogenasa | ecoli/pec/
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genes.List.DetailAction.
do

0013 13 bdhB Clostridium Butanol www.ncbi.nim.nih.gov/ | 2
acetobutylicum deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?val=
ATCC 824 I NP_349891.1
0020 11 ptb Clostridium Fosfotrans- www.ncbi.nim.nih.gov/ | 2
acetobutylicum butirilasa entrez/viewer.fcgi?db=
ATCC 824 protein&id=15896327
0021 10 buk1 Clostridium Butirato cinasa | | www.ncbi.nim.nih.gov/ | 2
acetobutylicum entrez/viewer.fcgi?db=
ATCC 824 protein&id=20137334
0022 10 buk2 Clostridium Butirato cinasa Il | www.ncbi.nim.nih.gov/ | 2
acetobutylicum entrez/viewer.fcgi?db=
ATCC 824 protein&id=20137415
0023 13 adhEm | aislado a partir de Alcohol (37)d}
una metabiblioteca deshidrogenasa
de consorcios
microbianos
anaerobios
digestores de
aguas residuales
0024 13 adhE Clostridium Alcohol www.genome.jp/ dbget-
thermocellum deshidrogenasa | bin/'www_bget?cth:
Cthe_0423
0025 13 ald Clostridium Coenzima A- www.ncbi.nim.nih.gov/ | (31)d}
beijerinckii aldehido entrez/viewer.fcgi?db=
acilante protein&id=49036681
deshidrogenasa
0026 13 bdhA Clostridium Butanol www.ncbi.nim.nih.gov/ | 2
acetobutylicum deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?val=
ATCC 824 NP_349892.1
0027 12 bld Clostridium Butiraldehido www.ncbi.nim.nih.gov/ | 4
saccharoper- deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?db=
butylacetonicum protein&id=31075383
0028 13 bdh Clostridium Butanol www.ncbi.nim.nih.gov/ | 4
saccharoper- deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?db=
butylacetonicum protein&id=124221917
0029 12/13 adhE Clostridium tetani Aldehido/alcohol | www.genome.jp/ dbget-
deshidrogenasa | bin/'www_bget?ctc:
CTC01366
0030 12/13 adhE Clostridium Aldehido/alcohol | www.genome.jp/ dbget-
perfringens deshidrogenasa | bin/'www_bget?cpe:
CPE2531
0031 12/13 adhE Clostridium difficile | Aldehido/alcohol | www.genome.jp/ dbget-
deshidrogenasa | bin/'www_bget?cdf:
CD2966
0032 8 SucA Mycobacterium a-cetoglutarato www.ncbi.nlm.nih.gov/ 5
bovis BCG, Pasteur | descarboxilasa entrez/viewer.fcgi?val=
YP_977400.1
0033 9 cat2 Clostridium 4-hidroxibutirato | www.ncbi.nlm.nih.gov/
aminobutyricum coenzima A entrez/viewer.fcgi?db=
transferasa protein&val=6249316
0034 9 cat2 Porphyromonas 4-hidroxibutirato | www.ncbi.nlm.nih.gov/
gingivalis W83 coenzima A entrez/viewer.fcgi?db=
transferasa protein&val=34541558
0035 6 sucD Porphyromonas Semialdehido www.ncbi.nlm.nih.gov/
gingivalis W83 succinico entrez/viewer.fcgi?val=
deshidrogenasa | NP_904963.1
(dependiente de
CoA)
0036 7 4-HBd Porphyromonas 4-hidroxibutirato | www.ncbi.nlm.nih.gov/
gingivalis W83 deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?val=
dependiente de NP_904964.1
NAD
0037 7 gbd Bacteria sin cultivar | 4-hidroxibutirato | www.ncbi.nlm.nih.gov/ 6
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deshidrogenasa | entrez/viewer.fcgi?db=n
uccore&id=5916168

0038 1 sucCD | E. coli Succinil-CoA www.shigen.nig.ac.jp/
sintetasa ecoli/pec/genes.List.De
tailAction.do

'Sohling y Gottschalk, Eur. J. Biochem. 212:121-127 (1993); Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178:871-880 (1996)
Nolling et al., J., J. Bacteriol. 183:4823-4838 (2001)

®Pohlmann et al., Nat. Biotechnol. 24:1257-1262 (2006)

“Kosaka et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 71:58-68 (2007)

®Brosch et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104:5596-5601 (2007)

®Henne et al., Appl. Environ. Microbiol. 65:3901-3907 (1999)

Construccion del vector de expresion para la ruta de BDO. Se obtuvieron estructuras principales de vector y algunas
cepas del Dr. Rolf Lutz de Expressys (www.expressys.de/). Los vectores y las cepas se basan en el sistema de
expresion pZ desarrollado por el Dr. Rolf Lutz y el Prof. Hermann Bujard (Lutz, R. y H. Bujard, Nucleic Acids Res 25:
1203-1210 (1997)). Los vectores obtenidos eran pZE13luc, pZA33luc, pZS*13luc y pZE22luc y contenian el gen de
luciferasa como fragmento de relleno. Para reemplazar el fragmento de relleno de luciferasa por un fragmento de
lacZ-alfa flanqueado por sitios de enzimas de restriccion apropiados, se retird en primer lugar el fragmento de relleno
de luciferasa de cada vector mediante digestion con EcoRI y Xbal. Se amplifico por PCR el fragmento de lacZ-alfa a
partir de pUC19 con los siguientes cebadores:

lacZalfa-RI

5 GACGAATTCGCTAGCAAGAGGAGAAGTCGACATGTCCAATTCACTGGCCGTCGTTTTACY
lacZalfa 3'BB

5-GACCCTAGGAAGCTTTCTAGAGTCGACCTATGCGGCATCAGAGCAGA-3'.

Esto generd un fragmento con un extremo en 5’ de sitio EcoR, sitio Nhel, un sitio de unioén a ribosoma, un sitio Sall y
el cododn de iniciacion. En el extremo 3’ del fragmento estaba contenido el codén de terminacion, sitios Xbal, Hindlll y
Auvrll. Se digirié el producto de PCR con EcoRI y Avrll y se ligd en los vectores de base digeridos con EcoRI y Xbal
(Xbal y Avrll tienen extremos compatibles y generan un no sitio). Debido a que los sitios de enzimas de restriccion
Nhel y Xbal generan extremos compatibles que pueden ligarse entre si (pero generan un no sitio Nhel/Xbal que no
se digiere por ninguna de las enzimas), los genes clonados en los vectores pueden unirse mediante la técnica de
“bioladrillos” (Biobricks) entre si (http://openwetware.org/wiki/Synthetic_Biology:BioBricks). En resumen, este método
permite la unién de un numero ilimitado de genes en el vector usando los mismos 2 sitios de restriccion (siempre que
los sitios no aparezcan internos a los genes), porque los sitios entre los genes se destruyen tras cada adicion.

Todos los vectores tienen la designacion pZ seguida por letras y nimeros que indican el origen de replicacion, el
marcador de resistencia a antibiéticos y la unidad promotora/reguladora. El origen de replicacion es la segunda letra
y se indica mediante E para origenes basados en ColE1, A para p15A y S para pSC101. El primer nimero
representa el marcador de resistencia a antibiéticos (1 para ampicilina, 2 para kanamicina, 3 para cloranfenicol, 4
para espectinomicina y 5 para tetraciclina). El numero final define el promotor que regulaba el gen de interés (1 para
PLteto-1, 2 para Praco-1, 3 para Patiaco-1 Y 4 para Plagare-1). Siguen inmediatamente después el MCS y el gen de interés.
Para el trabajo comentado en este caso se emplearon dos vectores de base, pZA33 y pZE13, modificados para las
inserciones de bioladrillos tal como se comentd anteriormente. Una vez clonado(s) el/los gen(es) de interés en los
mismos, se indican los plasmidos resultantes usando los codigos de genes de cuatro digitos facilitados en la tabla 6;
por ejemplo, pZA33-XXXX-YYYY-....

Construccion de la cepa huésped. La cepa original en todos los estudios descritos en el presente documento es la
cepa MG1655 de E. coli K-12. Se construyeron cepas de delecion sin marcador en adhE, gabD y aldA bajo contrato
de servicio por un tercero usando el método de redET (Datsenko, K. A. y B. L. Wanner, Proc Natl Acad Sci USA
97:6640-6645 (2000)). Se construyeron cepas posteriores por medio de transduccién mediada por bacteriéfago P1
(Miller, J. Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratories, Nueva York (1973)). Se obtuvo la
cepa C600Z1 (laci?, PN25-tetR, SpR, lacY1, leuB6, mcrB+, supE44, thi-1, thr-1, tonA21) de Expressys y se usé como
fuente de un alelo lacl® para la transduccion de P1. Se hizo crecer el bacteriéfago P1vir en la cepa de E. coli
C600Z1, que tiene el gen de resistencia a espectinomicina unido al lacl®. Se us6 el lisado de P1 hecho crecer en
C600Z1 para infectar MG1655 con seleccidon para resistencia a espectinomicina. Entonces se examinaron las
colonias resistentes a espectinomicina para detectar el lacl® unido determinando la capacidad de los transductantes
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para reprimir la expresion de un gen unido a un promotor Pa1iaco-1. La cepa resultante se designé MG1655 lacl®. Se
us6 un procedimiento similar para introducir lacl en las cepas de delecion.

Produccion de 4-HB a partir de succinato. Para la construcciéon de un productor de 4-HB a partir de succinato, se
ensamblaron genes que codifican para las etapas desde succinato hasta 4-HB y 4-HB-CoA (1, 6, 7 y 9 en la figura 1)
en los vectores pZA33 y pZE13 tal como se describe a continuacion. Se evaluaron diversas combinaciones de
genes, asi como constructos que portaban rutas incompletas como controles (tablas 7 y 8). Entonces se
transformaron los plasmidos en cepas huésped que contenian lacl®, lo que permite la expresion inducible mediante
la adicién de B-D-1-tiogalactopiranosido de isopropilo (IPTG). Se sometieron a prueba tanto el tipo natural como los
huéspedes con deleciones en genes que codifican para la semialdehido succinico deshidrogenasa nativa (etapa 2
en la figura 1).

En primer Iu%ar se sometié a prueba la actividad de las enzimas heterélogas en ensayos in vitro, usando la cepa
MG1655 lacl~ como huésped para los constructos de plasmido que contenian los genes de la ruta. Se hicieron
crecer las células de manera aerobia en medios LB (Difco) que contenian los antibidticos apropiados para cada
constructo, y se indujeron mediante la adicién de IPTG a 1 mM cuando la densidad oéptica (DO600) alcanzé
aproximadamente 0,5. Se recogieron las células tras 6 horas, y se realizaron ensayos enzimaticos tal como se
comenta a continuacion.

Ensayos enzimaticos in vitro. Para obtener extractos en bruto para los ensayos de actividad, se recogieron células
mediante centrifugacion a 4.500 rpm (Beckman-Coulter, Allegera X-15R) durante 10 min. Se resuspendieron los
sedimentos en 0,3 ml de reactivo BugBuster (Novagen) con benzonasa y lisozima, y la lisis avanzé durante
15 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se obtuvo el lisado libre de células mediante centrifugacion
a 14.000 rpm (centrifuga Eppendorf 5402) durante 30 min a 4°C. Se determind la proteina celular en la muestra
usando el método de Bradford et al., Anal. Biochem. 72:248-254 (1976), y se realizaron ensayos enzimaticos
especificos tal como se describe a continuacion. Las actividades se notifican en unidades/mg de proteina, en las que
una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima requerida para convertir 1 umol de sustrato en 1 min
a temperatura ambiente. En general, los valores notificados son promedios de al menos 3 ensayos repetidos.

Se determind la actividad succinil-CoA transferasa (Cat1) monitorizando la formaciéon de acetil-CoA a partir de
succinil-CoA y acetato, siguiendo un procedimiento descrito previamente, Sohling y Gottschalk, J. Bacteriol. 178:871-
880 (1996). Se determind la actividad succinil-CoA sintetasa (SucCD) siguiendo la formacion de succinil-CoA a partir
de succinato y CoA en presencia de ATP. El experimento siguié un procedimiento descrito por Cha y Parks, J. Biol.
Chem. 239:1961-1967 (1964). Se determiné la actividad succinato semialdehido deshidrogenasa (SucD)
dependiente de CoA siguiendo la conversion de NAD en NADH a 340 nm en presencia de succinato semialdehido y
CoA (Sohling y Gottschalk, Eur. J. Biochem. 212:121-127 (1993)). Se determiné la actividad enzimatica de 4-HB
deshidrogenasa (4-HBd) monitorizando la oxidacion de NADH para dar NAD a 340 nm en presencia de succinato
semialdehido. El experimento siguid un procedimiento publicado, Gerhardt et al. Arch. Microbiol. 174:189-199
(2000). Se determiné la actividad 4-HB CoA transferasa (Cat2) usando un procedimiento modificado a partir de
Scherf y Buckel, Appl. Environ. Microbiol. 57:2699-2702 (1991). Se determiné la formacién de 4-HB-CoA o butiril-
CoA a partir de acetil-CoA y 4-HB o butirato usando HPLC.

Se sometieron a ensayo alcohol (ADH) y aldehido (ALD) deshidrogenasa en el sentido reductor usando un
procedimiento adaptado a partir de varias fuentes de bibliografia (Durre et al., FEMS Microbiol. Rev. 17:251-262
(1995); Palosaari y Rogers, J. Bacteriol. 170:2971-2976 (1988) y Welch et al., Arch. Biochem. Biophys. 273:309-318
(1989)). La oxidacion de NADH se sigue leyendo la absorbancia a 340 nM cada cuatro segundos durante un total de
240 segundos a temperatura ambiente. Se realizaron ensayos reductores en MOPS 100 mM (ajustado a pH 7,5 con
KOH), NADH 0,4 mM y desde 1 hasta 50 ul de extracto celular. Se inicia la reacciéon afadiendo los siguientes
reactivos: 100 ul de acetaldehido o butiraldehido 100 mM para ADH, o 100 pul de acetil-CoA o butiril-CoA 1 mM para
ALD. Se calibra rapidamente con blanco del espectrofotémetro y entonces se inicia la lectura cinética. La pendiente
resultante de la reduccion de la absorbancia a 340 nM por minuto, junto con el coeficiente de extincion molar de
NAD(P)H a 340 nM (6000) y la concentracion de proteina del extracto, pueden usarse para determinar la actividad
especifica.

La actividad enzimatica de PTB se mide en el sentido de butiril-CoA a bultiril-fosfato tal como se describe en Cary et
al. J. Bacteriol. 170:4613-4618 (1988). Proporciona fosfato inorganico para la conversion, y sigue el aumento en CoA
libre con el reactivo 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico), o DTNB. DTNB reacciona rapidamente con grupos tiol tales
como CoA libre liberando el acido 2-nitro-5-mercaptobenzoico (TNB) de color amarillo, que absorbe a 412 nm con un
coeficiente de extincion molar de 14,140 M cm™. El tampdn de ensayo contenia fosfato de potasio 150 mM a pH 7,4,
DTNB 0,1 mM y butiril-CoA 0,2 mM, y se inici6 la reaccion mediante la adicién de 2 a 50 pl de extracto celular. Se
mide la actividad enzimatica de BK en el sentido de formacién de butirato a butiril-fosfato a expensas de ATP. El
procedimiento es similar al ensayo para acetato cinasa descrito previamente, Rose et al., J. Biol. Chem. 211:737-756
(1954). Sin embargo, se ha encontrado que otro protocolo de ensayo enzimatico de acetato cinasa proporcionado
por Sigma es mas util y sensible. Este ensayo vincula la conversiéon de ATP en ADP por acetato cinasa a la
conversion vinculada de ADP y fosfoenol piruvato (PEP) en ATP y piruvato por piruvato cinasa, seguido por la
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conversion de piruvato y NADH en lactato y NAD+ por lactato deshidrogenasa. La sustitucion de butirato por acetato
es la unica modificacion importante para permitir que el ensayo siga la actividad enzimatica de BK. La mezcla de
ensayo contenia tampén trietanolamina 80 mM a pH 7,6, butirato de sodio 200 mM, MgCl, 10 mM, NADH 0,1 mM,
ATP 6,6 mM, fosfoenolpiruvato 1,8 mM. Se afiadieron piruvato cinasa, lactato deshidrogenasa y miocinasa segun las
instrucciones del fabricante. Se inicié la reaccién afadiendo de 2 a 50 ul de extracto celular, y se monitorizé la
reaccion basandose en la disminucion de la absorbancia a 340 nm que indica oxidacion de NADH.

Andlisis de derivados de CoA mediante HPLC. Se desarroll6 un ensayo basado en HPLC para monitorizar
reacciones enzimaticas que implican transferencia de coenzima A (CoA). El método desarrollado permitio la
caracterizacion de la actividad enzimatica mediante determinacion cuantitativa de CoA, acetil CoA (AcCoA), butiril
CoA (BuCoA) y 4-hidroxibutirato CoA (4-HBCoA) presentes en mezclas de reaccion in vitro. Se logré una
sensibilidad de hasta pocos pM, asi como resolucion excelente de todos los derivados de CoA de interés.

Se realizé la preparacion de productos quimicos y de muestra tal como sigue. En resumen, CoA, AcCoA, BuCoA 'y
todos los demas productos quimicos, se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Los disolventes, metanol y acetonitrilo, eran
de calidad para HPLC. Las curvas de calibraciéon patrén mostraron linealidad excelente en el intervalo de
concentracion de 0,01-1 mg/ml. Las mezclas de reaccién enzimatica contenian tampén Tris HCI 100 mM (pH 7), se
tomaron alicuotas en diferentes puntos de tiempo, se extinguieron con acido féormico (concentracion final del 0,04%)
y se analizaron directamente mediante HPLC.

Se realizé el analisis de HPLC usando un sistema de HPLC 1100 de Agilent equipado con una bomba binaria,
desgasificador, inyector automatico con termostato y compartimento de columna y se us6 detector de red de diodos
(DAD) para el anadlisis. Se empleé una columna de fase inversa, Kromasil 100 5um C18, 4,6x150 mm (Peeke
Scientific). Se usaron fosfato de potasio 25 mM (pH 7) y metanol o acetonitrilo, como disolventes acuosos y
organicos a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Se desarrollaron dos métodos: uno corto con un gradiente mas
rapido para el analisis de CoA, AcCoA y BuCoA bien resueltos, y un método mas largo para distinguir entre AcCoA 'y
4-HBCoA que eluyen muy proximos. El método corto empled gradiente de acetonitrilo (0 min - 5%, 6 min - 30%,
6,5 min - 5%, 10 min - 5%) y dio como resultado los tiempos de retencion de 2,7, 4,1 y 5,5 min para CoA, AcCoAy
BuCoA, respectivamente. En el método largo se us6 metanol con el siguiente gradiente lineal: 0 min - 5%, 20 min -
35%, 20,5 min - 5%, 25 min - 5%. Los tiempos de retencion para CoA, AcCoA, 4-HBCoA y BuCoA eran de 5,8, 8,4,
9,2 y 16,0 min, respectivamente. El volumen de inyeccion era de 5 pl, la temperatura de columna de 30°C y se
monitorizé la absorbancia UV a 260 nm.

Los resultados demostraron la actividad de cada una de las cuatro etapas de ruta (tabla 7), aunque la actividad
depende claramente de la fuente del gen, posicion del gen en el vector y el contexto de otros genes con los que se
expresa. Por ejemplo, el gen 0035 codifica para una semialdehido succinico deshidrogenasa que es mas activa que
la codificada por 0008, y 0036 y 0010n son genes mas activos para 4-HB deshidrogenasa que 0009. También
parece haber mejor actividad 4-HB deshidrogenasa cuando hay otro gen que precede al mismo en el mismo operén.

Tabla 7. Actividades enzimaticas in vivo en extractos celulares a partir de MG1655 lacl® que contiene los plasmidos
que expresan los genes en la ruta de 4-HB-CoA. Las actividades se notifican en unidades/mg de proteina, en las
que una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima requerida para convertir 1 umol de sustrato en
1 min a temperatura ambiente.

n.° de Prot.
muestra| pZE13 (a) pZA33 (b) DO600 | celular(c) | Cat1 | SucD | 4HBd | Cat2

1 cat1 (0004) 2,71 6,43 1,232 | 0,00
cat1l (0004)-

2 sucD (0035) 2,03 5,00 0,761 | 2,57
cat1l (0004)-

3 sucD (0008) 1,04 3,01 0,783 | 0,01

4 sucD (0035) 2,31 6,94 2,32

5 sucD (0008) 1,10 4,16 0,05

6 4hbd (0009) 2,81 7,94 0,003 0,25

7 4hbd (0036) 2,63 7,84 3,31

8 4hbd (0010n) 2,00 5,08 2,57
cat1l (0004)-

9 sucD (0035) | 4hbd (0009) 2,07 5,04 0,600 | 1,85 0,01
cat1l (0004)-

10 sucD (0035) | 4hbd (0036) 2,08 5,40 0,694 | 1,73 0,41
cat1l (0004)-

11 sucD (0035) | 4hbd (0010n) 2,44 4,73 0,679 | 2,28 0,37
cat1l (0004)-

12 sucD (0008) | 4hbd (0009) 1,08 3,99 0,572 | -0,01 0,02

13 cat1 (0004)- | 4hbd (0036) 0,77 2,60 0,898 | -0,01 0,04
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sucD (0008)

cat1l (0004)-
14 sucD (0008) | 4hbd (0010n) 0,63 2,47 0,776 | 0,00 0,00
15 cat2 (0034) 2,56 7,86 1,283
16 cat2(0034)-4hbd(0036) 3,13 8,04 24,86 | 0,993
17 cat2(0034)-4hbd(0010n) 2,38 7,03 745 | 0,675
18 4hbd(0036)-cat2(0034) 2,69 8,26 2,15 | 7,490
19 4hbd(0010n)-cat2(0034) 2,44 6,59 0,59 | 4,101

Genes expresados a partir de Plac en pZE13, un plasmido de numero de copias alto con origen de colE1 y
resistencia a ampicilina. Los nimeros de identificacion de gen son tal como se facilitan en la tabla 6.

Genes expresados a partir de Plac en pZA33, un plasmido de nimero de copias medio con origen de pACYC y
resistencia a cloranfenicol.

(c) Proteina celular facilitada como mg de proteina por ml de extracto.

Entonces se evaluaron las cepas recombinantes que contenian genes en la ruta de 4-HB para determinar la
capacidad para producir 4-HB in vivo a partir de productos intermedios metabdlicos fundamentales. Se hicieron
crecer células de manera anaerobia en medio LB hasta una DO600 de aproximadamente 0,4, entonces se indujeron
con IPTG 1 mM. Una hora mas tarde, se afiadié succinato de sodio hasta 10 mM, y se tomaron muestras para el
analisis tras 24 y 48 horas adicionales. Se analiz6 4-HB en el caldo de cultivo mediante CG-EM tal como se describe
a continuacion. Los resultados indican que la cepa recombinante puede producir mas de 4-HB 2 mM tras 24 horas,
en comparacion con esencialmente cero en la cepa control (tabla 8).

Tabla 8. Produccién de 4-HB a partir de succinato en cepas de E. coli que albergan plasmidos que expresan
diversas combinaciones de genes de la ruta de 4-HB.

24 horas 48 horas
mNLj;:t?a hLEées‘r)J?ad P2E13 PZA33 DO6OO 4;?!\? no‘trl;?(a) DO6OO 4;?!\? no‘r‘r:i.B (a)

1 Mglﬁq% ‘S:SED(?(?&“EZ; 4had(0009) | 0,47 | 487 | 1036 | 1,04 | 1780 | 1711
2 Mglﬁq% ‘S:SED(?S&“EZS 4hbd (027) | 041 | 111 | 270 | 099 | 214 | 217
3 Mglﬁq% (333210(?883452; 4hbd(0036) | 0,47 | 863 | 1835 | 048 | 2152 | 4484
4 Mglﬁ]% ‘33321'3(?3834523 4hbd(0010n)| 046 | 956 | 2078 | 049 | 2221 | 4533
5 Mglﬁq% gjib(?ggég; 4had(0009) | 0,38 | 493 | 1206 | 037 | 1338 | 3616
6 Mglﬁ]% gﬁib(?ggég; 4hbd(0027) | 0,32 | 26 81 0,27 87 323
7 Mglﬁ]% gjéb(?ggég; 4hbd (0036)| 024 | 506 | 2108 | 031 | 1448 | 4672
8 Mglﬁ]% gﬁib(?ggég; 4hbd (0010n)| 0,24 | 78 324 0,56 | 233 416
9 Ia'\gg 1g6a5b5D (333210(?883452; 4hbd (0009)| 053 | 656 | 1237 | 1,03 | 1643 | 1595
10 Ia'\gg 1g6a5b5D ‘33321'3(?3834523 4hbd (0027)| 044 | 92 | 209 | 098 | 214 | 218
11 Ia'\gg 1g6a5b5D ‘33321'3(?3834523 4hbd (0036)| 0,51 | 1072 | 2102 | 007 | 2358 | 2431
12 Ia'\gf;1g6a5b5D ‘S:SED(?S&“EZS 4hbd (0010n) 051 | 981 | 1924 | 097 | 2121 | 2186
13 Ia'\gg 1g6a5b5D ::ég?gggg') 4hbd(0009) | 0,35 | 407 | 1162 | 077 | 1178 | 1530
14 Ia'\gg 1g6a5b5D ::élj((ggggg') 4hbd(0027) | 051 | 19 36 107 | 50 47

15 Ia'\gg 1g6a5b5D gjib(?ggég; 4hbd(0036) | 0,35 | 584 | 1669 | 078 | 1350 | 1731
16 &Efﬁf ] gjéb(?ggég; 4hbd(otom)| 032 | 74 | 232 | o082 | 232 | 283
17 Mglg% solo vector solo vector 0,8 1 2 1,44 3 2

18 Ial\glcé 1g6a5b5D solo vector solo vector 0,89 1 2 1,41 7 5
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(a) Concentracion de 4-HB normalizada, pM/unidades de DO600

Una alternativa al uso de una CoA transferasa (cat1) para producir succinil-CoA a partir de succinato es usar los
genes sucCD de E. coli nativos, que codifican para succinil-CoA sintetasa. Se cloné esta agrupacion génica en pZ13
junto con genes candidatos para las etapas restantes para dar 4-HB para crear pZE13-0038-0035-0036.

Produccion de 4-HB a partir de glucosa. Aunque los experimentos anteriores demuestran una ruta funcional para dar
4-HB a partir de un producto intermedio metabdlico fundamental (succinato), un procedimiento industrial requerira la
produccion de productos quimicos a partir de materias primas de hidrato de carbono de bajo coste tales como
glucosa o sacarosa. Por tanto, el siguiente conjunto de experimentos estaba dirigido a determinar si el succinato
enddgeno producido por las células durante el crecimiento en glucosa podia alimentar la ruta de 4-HB. Se hicieron
crecer células de manera anaerobia en medio minimo M9 (NaHPO, 6,78 g/l, KH2.PO4 3,0 g/l, NaCl 0,5 g/l, NH4CI
1,0 g/l, MgSO4 1 mM, CaCl; 0,1 mM) complementado con glucosa 20 g/l, acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico
(MOPS) 100 mM para mejorar la capacidad tamponante, tiamina 10 pg/ml y los antibiéticos apropiados. Se afadio
IPTG 0,25 mM cuando la DO600 alcanzé aproximadamente 0,2, y se tomaron muestra para el analisis de 4-HB cada
24 horas tras la induccion. En todos los casos 4-HB formé una meseta tras 24 horas, con un maximo de
aproximadamente 1 mM en la mejores cepas (figura 3a), mientras que la concentracion de succinato siguid
aumentando (figura 3b). Esto indica que el suministro de succinato a la ruta probablemente no es limitativo, y que el
cuello de botella puede estar en la actividad de las propias enzimas o en la disponibilidad de NADH. 0035 y 0036
son claramente los mejores candidatos génicos para semialdehido succinico deshidrogenasa dependiente de CoA 'y
4-HB deshidrogenasa, respectivamente. La eliminacién de uno o ambos genes que codifican semialdehido succinico
deshidrogenasas nativas conocida (gabD) o supuesta (aldA) tenia poco efecto sobre el rendimiento. Finalmente,
debe observarse que las células crecieron hasta una DO mucho menor en las cepas productoras de 4-HB que en los
controles (figura 3c).

Una ruta alternativa para la produccion de 4-HB a partir de glucosa es por medio de a-cetoglutarato. Se exploro el
uso de una a-cetoglutarato descarboxilasa a partir de Mycobacterium tuberculosis, Tian et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 102: 10670-10675 (2005) para producir semialdehido succinico directamente a partir de a-cetoglutarato (etapa
8 en la figura 1). Para demostrar que este gen (0032) era funcional in vivo, se expres6 en pZ13 en el mismo huésped
que 4-HB deshidrogenasa (gen 0036) en pZA33. Esta cepa podia producir mas de 4-HB 1,0 mM en un plazo de
24 horas tras la induccién con IPTG 1 mM (figura 4). Puesto que esta cepa no expresa una semialdehido succinico
deshidrogenasa dependiente de CoA, se elimina la posibilidad de produccién de semialdehido succinico por medio
de succinil-CoA. También es posible que los genes nativos responsables de la produccién de semialdehido
succinico puedan funcionar en esta ruta (etapas 4 y 5 en la figura 1); sin embargo, la cantidad de 4-HB producido
cuando el plasmido pZE13-0032 se dejo fuera del huésped es insignificante.

Produccién de BDO a partir de 4-HB. La produccion de BDO a partir de 4-HB requirid dos etapas de reduccion,
catalizadas por deshidrogenasas. Alcohol y aldehido deshidrogenasas (ADH y ALD, respectivamente) son enzimas
dependientes de NAD+/H y/o NADP+/H que juntas pueden reducir un grupo acido carboxilico en una molécula para
dar un grupo alcohol, o a la inversa, puede realizar la oxidacién de un alcohol para dar un acido carboxilico. Esta
biotransformacion se ha demostrado en Clostridium acetobutylicum de tipo natural (Jewell et al., Current
Microbiology, 13:215-19 (1986)), pero no se identificaron ni las enzimas responsables ni los genes responsables.
Ademas, se desconoce si se requiere en primer lugar la activacion para dar 4-HB-CoA (etapa 9 en la figura 1), o si la
aldehido deshidrogenasa (etapa 12) puede actuar directamente sobre 4-HB. Se desarrollé una lista de enzimas
candidatas a partir de C. acetobutylicum y organismos relacionados basandose en la actividad conocida con los
analogos no hidroxilados para dar 4-HB y productos intermedios de la ruta, o por similitud con los genes
caracterizados (tabla 6). Puesto que algunos de los candidatos son deshidrogenasas multifuncionales, posiblemente
podrian catalizar tanto la reduccién dependiente de NAD(P)H del acido (o derivado de CoA) para dar el aldehido,
como del aldehido para dar el alcohol. Antes de empezar a trabajar con estos genes en E. coli, en primer lugar se
validé el resultado al que se hizo referencia anteriormente usando C. acetobutylicum ATCC 824. Se hicieron crecer
células en caldo Schaedler (Accumedia, Lansing, MIl) complementado con 4-HB 10 mM, en una atmdésfera anaerobia
de CO; al 10%, H2 al 10% y N2 al 80% a 30°C. Se tomaron muestras de cultivo periddicas, se centrifugaron y se
analizd el caldo para determinar BDO mediante CG-EM tal como se describe a continuacion. Se detectaron
concentraciones de BDO de 0,1 mM, 0,9 mM y 1,5 mM tras 1 dia, 2 dias y 7 dias de incubacion, respectivamente.
No se detecté BDO en cultivo hecho crecer sin adicién de 4-HB. Para demostrar que el BDO producido se derivaba
a partir de glucosa, se hizo crecer la mejor cepa productora de BDO, MG1655 lacl® pZE13-0004-0035-0002 pZA33-
0034-0036, en medio minimo M9 complementado con glucosa marcada uniformemente con '°C 4 g/l. Se indujeron
las células a DO de 0,67 con IPTG 1 mM, y se tom6 una muestra tras 24 horas. Se realizé el analisis del
sobrenadante de cultivo mediante espectrometria de masas.

A continuacion se sometieron a prueba candidatos génicos para la ruta de conversion de 4-HB en BDO para
determinar la actividad cuando se expresaban en el huésped de E. coli MG1655 lacl®. Se hicieron crecer cepas
recombinantes que contenian cada candidato génico expresado en pZA33 en presencia de IPTG 0,25 mM durante
cuatro horas a 37°C para inducir completamente la expresion de la enzima. Cuatro horas tras la induccion, se
recogieron las células y se sometieron a ensayo para determinar la actividad de ADH y ALD tal como se describio
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anteriormente. Puesto que 4-HB-CoA y 4-hidroxibutiraldehido no estan disponibles comercialmente, se realizaron
ensayos usando los sustratos no hidroxilados (tabla 9). La razén de la actividad entre sustratos de 4 carbonos y 2
carbonos para C. acetobutylicum adhE2 (0002) y E. coli adhE (0011) eran similares a las indicadas previamente en
la bibliografia Atsumi et al., Biochim. Biophys. Acta. 1207:1-11 (1994).

Tabla 9. Actividades enzimaticas in vitro en extractos celulares a partir de MG1655 lacl® que contenia pZA33 que
expresan candidatos génicos para las aldehido y alcohol deshidrogenasas. Las actividades se expresan en
umol-min'1-mg de proteina celular™. N.D., no determinado

Aldehido deshidrogenasa Alcohol deshidrogenasa
Gen | Sustrato Butiril-CoA Acetil-CoA Butiraldehido Acetaldehido

0002 0,0076 0,0046 0,0264 0,0247
0003n 0,0060 0,0072 0,0080 0,0075
0011 0,0069 0,0095 0,0265 0,0093
0013 N.D. N.D. 0,0130 0,0142
0023 0,0089 0,0137 0,0178 0,0235
0025 0 0,0001 N.D. N.D.

0026 0 0,0005 0,0024 0,0008

Para los experimentos de produccion de BDO, se incluyd cat2 de Porphyromonas gingivalis W83 (gen 0034) en
pZA33 para la conversion de 4-HB en 4-HB-CoA, mientras que los genes de deshidrogenasa candidatos se
expresaron en pZE13. La cepa huésped era MG1655 lacl®. Junto con los candidatos de alcohol y aldehido
deshidrogenasa, también se someti® a prueba la capacidad de semialdehido succinico deshidrogenasas
dependientes de CoA (sucD) para funcionar en esta etapa, debido a la similitud de los sustratos. Se hicieron crecer
células hasta una DO de aproximadamente 0,5 en medio LB complementado con 4-HB 10 mM, inducidas con IPTG
1 mM, y se tomaron muestras de caldo de cultivo tras 24 horas y se analizaron para determinar el BDO tal como se
describe a continuacién. La mejor produccion de BDO se produjo usando adhE2 a partir de C. acetobutylicum, sucD
a partir de C. kluyveri, o sucD a partir P. gingivalis (figura 5). De manera interesante, la cantidad absoluta de BDO
producida era mayor en condiciones aerobias; sin embargo, esto se debe principalmente a la menor densidad celular
alcanzada en cultivos anaerobios. Cuando se normaliza con respecto a la DO de la célula, la produccion de BDO por
biomasa unitaria es mayor en condiciones anaerobias (tabla 10).

Tabla 10. Concentraciones de BDO absolutas y normalizadas a partir de cultivos de células que expresan adhE2 a
partir de C. acetobutylicum, sucD partir de C. kluyveri, o sucD partir de P. gingivalis (datos de los experimentos 2, 9y
10 en la figura 3), asi como el control negativo (experimento 1).

Gen expresado Condiciones BDO (uM) DO (600 nm) BDO/DO
ninguno Aerobia 0 13,4 0
ninguno Microaerobia 0,5 6,7 0,09
ninguno Anaerobia 2,2 1,26 1,75

0002 Aerobia 138,3 9,12 15,2
0002 Microaerobia 48,2 5,52 8,73
0002 Anaerobia 54,7 1,35 40,5
0008n Aerobia 255,8 5,37 47,6
0008n Microaerobia 127.,9 3,05 41,9
0008n Anaerobia 60,8 0,62 98,1
0035 Aerobia 21,3 14,0 1,52
0035 Microaerobia 13,1 4,14 3,16
0035 Anaerobia 21,3 1,06 20,1

Tal como se traté anteriormente, puede ser ventajoso usar una ruta para convertir 4-HB en 4-HB-CoA que no genere
acetato como subproducto. Para este fin, se sometié a prueba el uso de fosfotransbutirilasa (ptb) y butirato cinasa
(bk) de C. acetobutylicum para llevar a cabo esta conversion por medio de las etapas 10 y 11 en la figura 1. Se clono
el operdn ptb/bk nativo de C. acetobutylicum (genes 0020 y 0021) y se expresd en pZA33. Se tomaron extractos a
partir de células que contenian el constructo resultante y se sometieron a ensayo para determinar las dos
actividades enzimaticas tal como se describe en el presente documento. La actividad especifica de BK era de
aproximadamente 65 U/mg, mientras que la actividad especifica de PTB era de aproximadamente 5 U/mg. Una
unidad (U) de actividad se define como la conversion de sustrato 1 uM en 1 minuto a temperatura ambiente.
Finalmente, se sometié a prueba el constructo para determinar la participacion en la conversion de 4-HB en BDO. Se
transformaron cepas huésped con el constructo pZA33-0020-0021 descrito y pZ13-0002, y se compararon con el
uso de cat2 en la produccién de BDO usando el procedimiento aerébico usado anteriormente en la figura 5. La cepa
BK/PTB produjo BDO 1 mM, en comparacion con 2 mM cuando se uso cat2 (tabla 11). De manera interesante, los
resultados dependian de si la cepa huésped contenia una delecién en el gen adhE nativo.
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Tabla 11. Concentraciones de BDO absolutas y normalizadas a partir de cultivos de células que expresan adhE2 a
partir de C. acetobutylicum en pZ13 junto con o bien cat2 de P. gingivalis (0034) o bien los genes PTB/BK de C.
acetobutylicum en pZA33. Las cepas huésped eran o bien MG1655 lacl® o bien MG1655 AadhE lacl®

Genes Cepa huésped BDO (uM) DO (600 nm) BDO/DO

0034 MG1655 lacl” 0,827 19,9 0,042
0020+0021 MG1655 lacl® 0,007 9,8 0,0007

0034 MG1655 AadhE lacl® 2,084 12,5 0,166
0020+0021 | MG1655 AadhE lacl® 0,975 18,8 0,052

Produccion de BDO a partir de glucosa. La etapa final de la corroboracion de la ruta es expresar los segmentos tanto
4-HB como BDO de la ruta en E. coli y demostrar la produccién de BDO en medio minimo de glucosa. Se
construyeron plasmidos nuevos de manera que todos los genes requeridos caben en dos plasmidos. En general, se
expresaron los genes cat1, adhE y sucD a partir de pZE13 y se expresaron cat2 y 4-HBd a partir de pZA33. Se
sometieron a prueba diversas combinaciones de fuente génica y orden génico en el contexto de MG1655 lacl®. Se
hicieron crecer células de manera anaerobia en medio minimo M9 (Na;HPO, 6,78 g/I, KH2PO4 3,0 g/l, NaCl 0,5 g/,
NH,CI 1,0 g/, MgSOs 1 mM, CaCl, 0,1 mM) complementado con glucosa 20 g/l, acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS) 100 mM para mejorar la capacidad tamponante, tiamina 10 pg/ml y los
antibioticos apropiados. Se afiadié IPTG 0,25 mM aproximadamente 15 horas tras la inoculaciéon y se tomaron
muestras de sobrenadante de cultivo para analisis de BDO, 4-HB y succinato 24 y 48 horas tras la induccion. La
produccion de BDO parecié mostrar una dependencia del orden génico (tabla 12). Se obtuvo la mayor produccién de
BDO, mas de 0,5 mM, expresandose en primer lugar cat2, seguido por 4-HBd en pZA33, y cat1 seguido por sucD de
P. gingivalis en pZ13. La adicion de adhE2 de C. acetobutylicum en la ultima posicion en pZE13 dio como resultado
una ligera mejora. También se produjeron 4-HB y succinato a concentraciones mas altas.

Tabla 12. Produccién de BDO, 4-HB y succinato en cepas de E. coli recombinantes que expresan combinaciones de
genes de la ruta de BDO, que se hacen crecer en medio minimo complementado con glucosa 20 g/l. Las
concentraciones se facilitan en mM.

24 horas 48 horas
DOde | DO DO
Muestras pZE13 pZA33 induccién [600 nm Su | 4HB | BDO 600 nm Su | 4HB | BDO
cat1(0004)- [4hbd (0036)-
1 D005 | cato0sa) | 092 | 129 | 544|137 [0240| 124 | 642 149 0,280
cat1(0004)- | 4hbd (0036)-
2 | S i0006N) | ca2(0054) | 038 | 111|690 | 1.24|0011| 106 | 7,63 | 133 0011
adhE(0002)- ]
3 | catl(0004)- 4::g((ggg’f)) 020 | 044 | 0341840050 060 |1,93|267]|0119
sucD(0035)
catl(0004)-
4 | sucD(0035)- 42:2((885’?))' 1,31 190 | 9,02 | 0,73 (0,073| 1,95 | 973 | 0,82 |0,077
adhE(0002)
adhE(0002)- ]
5 | catl(0004)- 4::g((ggg’f)) 017 | 045 | 1,04 | 1,04 |0,008| 094 |7,13 1,020,017
sucD(0008N)
cat1(0004)-
6 | sucD(0008N)- 42:2((885’?))' 130 | 1,77 |1047| 0,25 |0,004| 1,80 |11,49| 0,28 0,003
adhE(0002)
cat1(0004)- | cat2(0034)-
7| D005 | anodoossy | 109 | 129 | 563 | 2,15 |0461| 1,38 | 666 | 2,30 |0,520
cat1(0004)- | cat2(0034)-
8 | ucD(0006N) | anod00s) | 181 | 201 |1128] 0,02 [0,000| 224 |11,13| 0,02 |0,000
adhE(0002)-
9 | cat1(0004)- Zﬁfé?gggg; 024 | 199 |202]| 2320106 089 | 485|241 0,186
sucD(0035)
catl(0004)- )
10 | sucD(0035)- Zﬁfé?gggg) 098 | 117 | 530|208 |0569| 1,33 |6,15 | 2,14 |0,640
adhE(0002)
adhE(0002)-
11 | cat1(0004)- Zﬁfé?gggg; 020 | 053 | 1382300019 091 | 810 | 149 |0,034
sucD(0008N)
cat1(0004)-
12 | sucD(0008N)- Zﬁfé?gggg; 214 | 2,73 |12,07] 0,16 [0,000| 3,90 |11,79| 0,17 |0,002
adhE(0002)
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[ 13 | solovector | sélovector [ 211 | 2,62 ]9,03]0,01[0,000] 3,00 [12,05] 0,01 [0,000]

Andlisis de BDO, 4-HB y succinato mediante CG-EM. Se derivatizaron BDO, 4-HB y succinato en muestras de
cultivo celular y fermentacion mediante sililacién y se analizaron cuantitativamente mediante CG-EM usando
métodos adaptados a partir de informes de la bibliografia ((Simonov et al., J. Anal Chem. 59: 965-971 (2004)). El
método desarrollado demostré buena sensibilidad hasta 1 pM, linealidad hasta al menos 25 mM, asi como
selectividad y reproducibilidad excelentes.

Se realizé la preparacion de la muestra tal como sigue: se secaron 100 pl de muestras filtradas (filtros de jeringa de
0,2 um o 0,45 um), por ejemplo caldo de fermentacion, cultivo celular o disoluciones patrén, en un aparato Speed
Vac Concentrator (Savant SVC-100H) durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiental, seguido por la
adicién de 20 pl de disolucion de ciclohexanol 10 mM, como patrén interno, en dimetilformamida. Se agitaron
mediante vortex las mezclas y se sonicaron en un bafio de agua (Branson 3510) durante 15 min para garantizar la
homogeneidad. Se afiadieron 100 pl de reactivo de derivatizacion de sililacion, N,O-bis(trimetilsilil)trifluoro-acetimida
(BSTFA) con el 1% de trimetilclorosilano, y se incubd la mezcla a 70°C durante 30 min. Se centrifugaron las
muestras derivatizadas durante 5 min, y se inyectaron las disoluciones transparentes directamente en CG-EM.
Todos los productos quimicos y reactivos eran de Sigma-Aldrich, con la excepcion de BDO que se adquirié de
J.T.Baker.

Se realiz6 CG-EM en un cromatografo de gases 6890N de Agilent, conectado con un detector selectivo de masas
(MSD) 5973N que se hizo funcionar en el modo de ionizacién de impacto electronico (El), que se usé para el
analisis. Se us6 una columna capilar DB-5MS (J&W Scientific, Agilent Technologies), 30 m x 0,25 mm de d.i. x
0,25 um de grosor de pelicula. Se hizo funcionar el CG en un modo de inyeccioén fraccionada introduciendo 1 pl de
muestra a una racion de fraccionamiento de 20:1. La temperatura del orificio de inyeccion era de 250°C. Se usé helio
como gas portador, y se mantuvo la velocidad de flujo a 1,0 ml/min. Se optimizé un programa de gradiente de
temperatura para garantizar buena resolucion de los analitos de interés e interferencia de matriz minima.
Inicialmente se mantuvo el horno a 80°C durante 1 min, luego se aumenté hasta 120°C a 2°C/min, seguido por un
aumento rapido hasta 320°C a 100°C/min y un mantenimiento final durante 6 min a 320°C. Se mantuvo el tubo de
transferencia de conexion con EM a 280°C. Se adquirieron los datos usando ajustes de configuracion de EM de
“masa baja” y barrido en un intervalo de masa de 30-400 m/z. El tiempo de andlisis total fue de 29 min incluyendo
3 min de retraso del disolvente. Los tiempos de retencién correspondian a 5,2, 10,5, 14,0 y 18,2 min para
ciclohexanol derivatizado con BSTFA, BDO, 4-HB y succinato, respectivamente. Para andlisis cuantitativo, se
seleccionaron los siguientes fragmentos de masa especifica (cromatogramas de iones extraidos): m/z 157 para
ciclohexanol de patron interno, 116 para BDO y 147 para tanto 4-HB como succinato. Se construyeron curvas de
calibracion patrones usando disoluciones de analito en el medio de cultivo celular o fermentacién correspondiente
para coincidir lo mas posible con la matriz de muestra. Se procesaron los datos de CG-EM usando software
Environmental Data Analysis ChemStation (Agilent Technologies).

Los resultados indicaron que la mayoria del 4-HB y BDO producidos estaban marcados con *C (figura 6, lados de la
derecha). Para comparacion se muestran espectros de masas a partir de un cultivo paralelo que se hizo crecer en
glucosa no marcada (figura 6; lados de la izquierda). Obsérvese que los picos observados son para fragmentos de la
molécula derivatizada que contenia diferentes numeros de atomos de carbono a partir del metabolito. El reactivo de
derivatizacion también aporta algunos atomos de carbono vy silicio que marcan la distribucién que se produce de
manera natural, por lo que los resultados no son estrictamente cuantitativos.

Producciéon de BDO a partir de 4-HB usando rutas alternativas. También se sometieron a prueba las diversas rutas
alternativas para la produccién de BDO. Estas incluyen el uso de la enzima SucCD de E. coli nativa para convertir
succinato en succinil-CoA (tabla 13, filas 2-3), el uso de a-cetoglutarato descarboxilasa en la ruta de a-cetoglutarato
(tabla 13, fila 4) y el uso de PTB/BK como medio alternativo para generar el derivado de CoA de 4HB (tabla 13, fila
1). Se construyeron cepas que contenian plasmidos que expresaban los genes indicados en la tabla 13, que
abarcan estas variantes. Los resultados muestran que en todos los casos, se produjo la produccion de 4-HB y BDO
(tabla 13).

Tabla 13. Produccion de BDO, 4-HB, y succinato en genes de cepas de E. coli recombinantes para variantes de la
ruta de BDO diferentes, que se hacen crecer de manera anaerobia en medio minimo complementado con glucosa
20 g/l, y se recogen 24 horas tras la induccion con IPTG 0,1 mM. Las concentraciones se facilitan en mM.

Genes en pZE13 Genes en pZA33 Succinato 4-HB BDO
0002+0004+0035 0020n-0021n-0036 0,336 2,91 0,230
0038+0035 0034-0036 0,814 2,81 0,126
0038+0035 0036-0034 0,741 2,57 0,114
0035+0032 0034-0036 5,01 0,538 0,154
EJEMPLO Il
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Biosintesis de acido 4-hidroxibutanoico, y-butirolactona y 1,4-butanodiol

Este ejemplo describe la produccién biosintética de acido 4-hidroxibutanoico, y-butirolactona y 1,4-butanodiol usando
fermentacion y otros bioprocedimientos.

A continuacioén se describen métodos para la integracion de la epata de fermentacion de 4-HB en un procedimiento
completo para la producciéon de GBL, 1,4-butanodiol (BDO) y tetrahidrofurano (THF) purificados. Puesto que 4-HB y
GBL estan en equilibrio, el caldo de fermentacion contendréa ambos compuestos. A pH bajo este equilibrio se
desplaza a favor de GBL. Por tanto, la fermentacion puede funcionar a pH 7,5 o menor, generalmente pH 5,5 o
menor. Tras la eliminacion de la biomasa, la corriente de producto entra en una etapa de separacion en la que se
elimina GBL y se recircula la corriente restante enriquecida en 4-HB. Finalmente, se destila GBL para eliminar
cualquier impureza. El procedimiento funciona de una de tres maneras: 1) fermentacion de alimentacion discontinua
y separacion discontinua; 2) fermentacion de alimentacion discontinua y separacion continua; 3) fermentacion
continua y separacion continua. Los dos primeros de estos modos se muestran esquematicamente en la figura 7.
Los procedimientos de fermentaciéon integrados descritos a continuacion también se usan para las células
productoras de BDO de la invencion para la biosintesis de BDO y productos de la familia de BDO posteriores.

Protocolo de fermentacion para producir 4-HB/GBL (discontinuo): Se hace crecer el organismo de produccion en un
biorreactor de 10 | burbujeado con una mezcla de N2/CO2, usando 5 | de caldo que contiene fosfato de potasio 5 gl/l,
cloruro de amonio 2,5 g/l, sulfato de magnesio 0,5 g/l y licor de maceracion de maiz 30 g/l, y una concentracion de
glucosa inicial de 20 g/l. A medida que las células crecen y usan la glucosa, se alimenta glucosa al 70% adicional en
el biorreactor a una velocidad que equilibra aproximadamente el consumo de glucosa. Se mantiene la temperatura
del biorreactor a 30°C. El crecimiento continla durante aproximadamente 24 horas, hasta que 4-HB alcanza una
concentracion de entre 20-200 g/l, siendo la densidad celular de entre 5 y 10 g/l. El pH no se controla, y
normalmente disminuira hasta pH 3-6 al final de la ejecucién. Tras completarse el periodo de cultivo, se pasa el
contenido del fermentador a través de una unidad de separacion de celular (por ejemplo, centrifuga) para eliminar
las células y los residuos celulares, y se transfiere el caldo de fermentacion a una unidad de separacion de producto.
El aislamiento de 4-HB y/o GBL tendra lugar mediante procedimientos de separacion convencionales empleados en
la técnica para separar productos organicos de disoluciones acuosas diluidas, tales como extraccion liquido-liquido
usando un disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una disolucién organica
de 4-HB/GBL. Entonces se somete la disolucion resultante a métodos de destilacién convencionales para retirar y
recircular el disolvente organico y para proporcionar GBL (punto de ebullicion de 204-205°C) que se aisla como un
liquido purificado.

Protocolo de fermentacion para producir 4-HB/GBL (completamente continuo): En primer lugar se hace crecer el
organismo de produccion en modo discontinuo usando el aparato y la composicion de medio descritos
anteriormente, excepto porque la concentracion de glucosa inicial es de 30-50 g/l. Cuando se agota la glucosa, se
suministra medio de alimentacién de la misma composicién de manera continua a una velocidad de entre 0,5 I/h y
1 1/h y se retira liquido a la misma velocidad. La concentracion de 4-HB en el biorreactor permanece constante a 30-
40 g/l, y la densidad celular permanece constante a entre 3-5 g/l. Se mantiene la temperatura a 30°C, y se mantiene
el pH a 4,5 usando NaOH y HCI concentrados, segin se requiera. Se hace funcionar el biorreactor de manera
continua durante un mes, tomandose muestras cada dia para garantizar la constancia de la concentracion de 4-HB.
En modo continuo, se retira constantemente el contenido del fermentador a medida que se suministra medio de
alimentacion nuevo. Entonces se somete la corriente de salida, que contiene células, medio y productos 4-HB y/o
GBL, a un procedimiento de separacion de producto continuo, con o sin eliminacion de células y residuos celulares,
y tendra lugar mediante métodos de separacion continua convencionales empleados en la técnica para separar
productos organicos de disoluciones acuosas diluidas, tales como extraccion liquido-liquido continua usando un
disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una disolucién organica de 4-
HB/GBL. Posteriormente se somete la disolucién resultante a métodos de destilacidon continua convencionales para
retirar y recircular el disolvente organico y para proporcionar GBL (punto de ebullicién de 204-205°C) que se aisla
como un liquido purificado.

Protocolo de reduccion de GBL: Una vez aislado y purificado GBL tal como se describié anteriormente, entonces se
sometera a protocolos de reduccion tales como aquéllos bien conocidos en la técnica (referencias citadas) para
producir 1,4-butanodiol o tetrahidrofurano (THF) o una mezcla de los mismos. Se conocen bien catalizadores de
hidrogenacion heterogéneos u homogéneos combinados con GBL a presidon de hidrégeno para proporcionar los
productos 1,4-butanodiol o tetrahidrofurano (THF) o una mezcla de los mismos. Es importante observar que la
mezcla del producto 4-HB/GBL que se separa del caldo de fermentacion, tal como se describié anteriormente, puede
someterse directamente, antes del aislamiento y la purificaciéon de GBL, a estos mismos protocolos de reduccion
para proporcionar los productos 1,4-butanodiol o tetrahidrofurano o una mezcla de los mismos. Entonces se aislan y
se purifican los productos resultantes, 1,4-butanodiol y THF, mediante procedimientos bien conocidos en la técnica.

Protocolo de fermentacion e hidrogenacion para producir BDO o THF directamente (discontinuo): Se hacen crecer
células en un biorreactor de 10 | burbujeado con una mezcla de N2/CO3, usando 5 | de caldo que contiene fosfato de
potasio 5 g/l, cloruro de amonio 2,5 g/l, sulfato de magnesio 0,5 g/l y licor de maceracion de maiz 30 g/l, y una
concentracion de glucosa inicial de 20 g/l. A medida que las células crecen y usan la glucosa, se alimenta glucosa al
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70% adicional en el biorreactor a una velocidad que equilibra aproximadamente el consumo de glucosa. Se
mantiene la temperatura del biorreactor a 30°C. El crecimiento continua durante aproximadamente 24 horas, hasta
que 4-HB alcanza una concentracion de entre 20-200 g/l, siendo la densidad celular de entre 5 y 10 g/l. No se
controla el pH, y normalmente disminuira hasta pH 3-6 hacia el final de la ejecucion. Tras completarse el periodo de
cultivo, se pasa el contenido del fermentador a través de una unidad de separacion celular (por ejemplo, centrifuga)
para eliminar células y residuos celulares, y se transfiere el caldo de fermentacion a una unidad de reduccion (por
ejemplo, recipiente de hidrogenacion), en la que se reduce directamente la mezcla de 4-HB/GBL para dar o bien 1,4-
butanodiol o bien THF o bien una mezcla de los mismos. Tras completarse el procedimiento de reduccion, se
transfiere el contenido del reactor a una unidad de separacion de producto. El aislamiento de 1,4-butanodiol y/o THF
tendra lugar mediante procedimientos de separacion convencionales empleados en la técnica para separar
productos organicos de disoluciones acuosas diluidas, tales como extraccion liquido-liquido usando un disolvente
organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una disolucién organica de 1,4-butanodiol y/o
THF. Entonces se somete la disolucién resultante a métodos de destilacion convencionales para retirar y recircular el
disolvente organico y para proporcionar 1,4-butanodiol y/o THF que se aislan como liquidos purificados.

Protocolo de fermentacion e hidrogenacion para producir BDO o THF directamente (completamente continuo): En
primer lugar se hacen crecer las células en modo discontinuo usando el aparato y la composicién de medio descritos
anteriormente, excepto porque la concentracion de glucosa inicial es de 30-50 g/l. Cuando se agota la glucosa, se
suministra medio de alimentacién de la misma composicién de manera continua a una velocidad de entre 0,5 I/h y
11/h, y se retira liquido a la misma velocidad. La concentracion de 4-HB en el biorreactor permanece constante a 30-
40 g/, y la densidad celular permanece constante a entre 3-5 g/l. Se mantiene la temperatura a 30°C, y se mantiene
el pH a 4,5 usando NaOH y HCI concentrados, segin se requiera. Se hace funcionar el biorreactor de manera
continua durante un mes, tomandose muestras cada dia para garantizar la constancia de la concentracion de 4-HB.
En modo continuo, se retira constantemente el contenido del fermentador a medida que se suministra medio de
alimentacion nuevo. Entonces se hace pasar la corriente de salida, que contiene células, medio y productos 4-HB
y/o GBL, a través de una unidad separacion celular (por ejemplo, centrifuga) para eliminar células y residuos
celulares, y se transfiere el caldo de fermentacién a una unidad de reduccién continua (por ejemplo, recipiente de
hidrogenacion), en el que se reduce directamente la mezcla 4-HB/GBL para dar o bien 1,4-butanodiol o bien THF o
bien una mezcla de los mismos. Tras completarse el procedimiento de reduccién, se transfiere el contenido del
reactor a una unidad de separacién de producto continua. El aislamiento de 1,4-butanodiol y/o THF tendra lugar
mediante procedimientos de separacién continua convencionales empleados en la técnica para separar productos
organicos de disoluciones acuosas diluidas, tales como extraccion liquido-liquido usando un disolvente organico
inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una disolucion organica de 1,4-butanodiol y/o THF.
Entonces se somete la disolucion resultante a métodos de destilacion continua convencionales para retirar y
recircular el disolvente organico y proporcionar 1,4-butanodiol y/o THF que se aislan como liquidos purificados.

Protocolo de fermentacion para producir BDO directamente (discontinuo): Se hace creer el organismo de produccion
en un biorreactor de 10 | burbujeado con una mezcla de N./CO,, usando 5 | de caldo que contiene fosfato de potasio
5 gl/l, cloruro de amonio 2,5 g/l, sulfato de magnesio 0,5 g/l y licor de maceracién de maiz 30 g/l, y una concentracion
de glucosa inicial de 20 g/I. A medida que las células crecen y usan la glucosa, se alimenta glucosa al 70% adicional
en el biorreactor a una velocidad que equilibra aproximadamente el consumo de glucosa. Se mantiene la
temperatura del biorreactor a 30°C. El crecimiento continua durante aproximadamente 24 horas, hasta que el BDO
alcanza una concentracion de entre 20-200 g/l, siendo la densidad celular generalmente de entre 5 y 10 g/l. Tras
completarse el periodo de cultivo, se pasa el contenido del fermentador a través de una unidad de separacion celular
(por ejemplo, centrifuga) para eliminar células y residuos celulares, y se transfiere el caldo de fermentacion a una
unidad de separaciéon de producto. El aislamiento de BDO tendra lugar mediante procedimientos de separacion
convencionales empleados en la técnica para separar productos organicos de disoluciones acuosas diluidas, tales
como extraccion liquido-liquido usando un disolvente organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para
proporcionar una disolucién organica de BDO. Entonces se somete la disolucién resultante a métodos de destilacion
convencionales para retirar y recircular el disolvente organico y proporcionar BDO (punto de ebullicion de 228-
229°C) que se aisla como un liquido purificado.

Protocolo de fermentacion para producir BDO directamente (completamente continuo): En primer lugar se hace
crecer el organismo de produccién en modo discontinuo usando el aparato y la composicion de medio descritos
anteriormente, excepto porque la concentracion de glucosa inicial es de 30-50 g/l. Cuando se agota la glucosa, se
suministra medio de alimentacién de la misma composicién de manera continua a una velocidad de entre 0,5 I/h y
1 1/h, y se retira liquido a la misma velocidad. La concentracion de BDO en el biorreactor permanece constante a 30-
40 g/l, y la densidad celular permanece constante a entre 3-5 g/l. Se mantiene la temperatura a 30°C, y se mantiene
el pH a 4,5 usando NaOH y HCI concentrados, segin se requiera. Se hace funcionar el biorreactor de manera
continua durante un mes, tomandose muestras cada dia para garantizar la constancia de la concentracién de BDO.
En modo continuo, se retira constantemente el contenido del fermentador a medida que se suministra medio de
alimentacion nuevo. Entonces se somete la corriente de salida, que contiene células, medio y el producto BDO, a un
procedimiento de separacion de producto continuo, con o sin eliminacién de células y residuos celulares, y tendra
lugar mediante métodos de separacion continua convencionales empleados en la técnica para separar productos
organicos de disoluciones acuosas diluidas, tales como extraccion liquido-liquido continua usando un disolvente
organico inmiscible en agua (por ejemplo, tolueno) para proporcionar una disolucion organica de BDO.
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Posteriormente se somete la disolucion resultante a métodos de destilacion continua convencionales para retirar y
recircular el disolvente organico y proporcionar BDO (punto de ebullicion de 228-229°C) que se aisla como un liquido
purificado (p.f. 20°C).

EJEMPLO IV
Rutas de BDO a modo de ejemplo

Este ejemplo describe enzimas a modo de ejemplo y genes correspondientes para rutas sintéticas de 1,4-butandiol
(BDO).

En las figuras 8-13 se muestran rutas sintéticas de BDO a modo de ejemplo. Las rutas representadas en las figuras
8-13 parten de productos intermedios metabdlicos centrales comunes para dar 1,4-butanodiol. Todas las
transformaciones representadas en las figuras 8-13 se encuentran dentro de las 18 categorias generales de
transformaciones mostradas en la tabla 14. A continuacion se describen varios genes candidatos bioquimicamente
caracterizados en cada categoria. Se indican especificamente genes que pueden aplicarse para catalizar las
transformaciones apropiadas en las figuras 9-13 cuando se clonan y se expresan en un organismo huésped. Los
tres genes a modo de ejemplo superiores para cada una de las etapas clave en las figuras 9-13 se proporcionan en
las tablas 15-23 (véase a continuacion). Se proporcionan genes a modo de ejemplo para las rutas representadas en
la figura 8 y se describen en el presente documento.

Tabla 14. Tipos de enzimas requeridos para convertir productos intermedios metabdlicos centrales comunes en 1,4-
butanodiol. Los tres primeros digitos de cada etiqueta corresponden a los tres primeros digitos del numero de la
comision enzimatica que indican el tipo general de transformacion independientemente de la especificidad de
sustrato.

Etiqueta Funcién

1.1.1.a Oxidorreductasa (de cetona a hidroxilo o de aldehido a alcohol)
1.1.1.c Oxidorreductasa (2 etapas, de acil-CoA a alcohol)

1.2.1b Oxidorreductasa (de acil-CoA a aldehido)

1.2.1.c Oxidorreductasa (de 2-oxo-acido a acil-CoA, descarboxilacion)
1.2.1d Oxidorreductasa (fosforilacién/desfosforilacion)

1.3.1.a Oxidorreductasa que funciona sobre donadores de CH-CH
14.1.a Oxidorreductasa que funciona sobre aminoacidos

2.3.1.a Aciltransferasa (transferencia de grupo fosfato)

2.6.1.a Aminotransferasa

2.7.2.a Fosfotransferasa, aceptor de grupo carboxilo

2.8.3.a Coenzima-A transferasa

3.1.2.a Tioléster hidrolasa (especifica de CoA)

411.a Carboxi-liasa

421.a Hidro-liasa

43.1.a Amoniaco-liasa

5.3.3.a Isomerasa

5.4.3.a Aminomutasa

6.2.1.a Acido-tiol ligasa

1.1.1.a - Oxidorreductasa (de aldehido a alcohol o de cetona a hidroxilo)

De aldehido a alcohol. Los genes a modo de ejemplo que codifican para enzimas que catalizan la conversion de un
aldehido en alcohol, es decir, alcohol deshidrogenasa o de manera equivalente aldehido reductasa, incluyen alrA
que codifica para una alcohol de cadena media deshidrogenasa para C2-C14 (Tani et al. Appl. Environ. Microbiol.
66:5231-5235 (2000)), ADH2 de Saccharomyces cerevisiae (Atsumi et al. Nature 451:86-89 (2008)), yghD de E. coli
que tiene preferencia por moléculas de mas de C(3) (Sulzenbacher et al. Journal of Molecular Biology 342:489-502
(2004)), y bdh | y bdh Il de C. acetobutylicum que convierten butiraldehido en butanol (Walter et al. Journal of
Bacteriology 174:7149-7158 (1992)). Las secuencias de proteina para cada uno de estos productos génicos a modo
de ejemplo, si estan disponibles, pueden encontrarse usando los siguientes nimeros de registro de GenBank:

alrA BAB12273.1 Acinetobacter sp. cepa M-1
ADH2 NP_014032.1 Saccharomyces cerevisiae
yghD NP_417484 .1 Escherichia coli

bdh | NP_349892.1 Clostridium acetobutylicum
bdh 11 NP_349891.1 Clostridium acetobutylicum

Las enzimas que muestran actividad 4-hidroxibutirato deshidrogenasa (EC 1.1.1.61) también se encuentran dentro
de esta categoria. Tales enzimas se han caracterizado en Ralstonia eutropha (Bravo et al. J. Forensic Sci. 49:379-
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387 (2004), Clostridium kluyveri (Wolff et al. Protein Expr. Purif. 6:206-212 (1995)) y Arabidopsis thaliana (Breitkreuz
et al. J. Biol. Chem. 278:41552-41556 (2003)).

4hbd YP_726053.1 Ralstonia eutropha H16
4hbd L21902.1 Clostridium kluyveri DSM 555
4hbd Q94B07 Arabidopsis thaliana

Otra enzima a modo de ejemplo es 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa que cataliza la oxidacion reversible de 3-
hidroxiisobutirato para dar semialdehido de metilmalonato. Esta enzima participa en la degradacion de valina,
leucina e isoleucina y se ha identificado en bacterias, eucariotas y mamiferos. La enzima codificada por P84067 de
Thermus thermophilus HB8 se ha caracterizado estructuralmente (Lokanath et al. J Mol Biol 352:905-17 (2005)). La
reversibilidad de la 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa humana se ha demostrado usando sustrato marcado de
manera isotopica (Manning et al. Biochem J 231:481-484 (1985)). Los genes adicionales que codifican para esta
enzima incluyen 3hidh en Homo sapiens (Hawes et al. Methods Enzymol. 324:218-228 (2000)) y Oryctolagus
cuniculus (Chowdhury et al. Biosci. Biotechnol Biochem. 60:2043-2047 (1996); Hawes et al. Methods Enzymol.
324:218-228 (2000)), mmsb en Pseudomonas aeruginosa, y dhat en Pseudomonas putida (Aberhart et al. J Chem.
Soc. [Perkin 1] 6:1404-1406 (1979); Chowdhury et al. Biosci. Biotechnol Biochem. 67:438-441 (2003); Chowdhury et
al. Biosci. Biotechnol Biochem. 60:2043-2047 (1996)).

P84067 P84067 Thermus thermophilus
mmsb P28811.1 Pseudomonas aeruginosa
dhat Q59477 .1 Pseudomonas putida
3hidh P31937.2 Homo sapiens

3hidh P32185.1 Oryctolagus cuniculus

También se ha mostrado que varias enzimas 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa convierten semialdehido malénico
en acido 3-hidroxiproprionico (3-HP). Tres candidatos génicos que muestran esta actividad son mmsB de
Pseudomonas aeruginosa PAO1(62), mmsB de Pseudomonas putida KT2440 (Liao et al., publicacion
estadounidense 2005/0221466) y mmsB de Pseudomonas putida E23 (Chowdhury et al., Biosci. Biotechnol.
Biochem. 60:2043-2047 (1996)). También se ha identificado una enzima con actividad 3-hidroxibutirato
deshidrogenasa en Alcaligenes faecalis M3A (Gokam et al., patente estadounidense n.° 7.393.676; Liao et al.,
publicacion estadounidense n.° 2005/0221466). Pueden deducirse candidatos génicos adicionales de otros
organismos incluyendo Rhodobacter spaeroides mediante similitud de secuencia.

mmsB AAA25892.1 Pseudomonas aeruginosa
mmsB NP_252259.1 Pseudomonas aeruginosa PAO1
mmsB NP_746775.1 Pseudomonas putida KT2440
mmsB JC7926 Pseudomonas putida E23

orfB1 AAL26884 Rhodobacter spaeroides

La conversion de semialdehido malénico en 3-HP también puede lograrse mediante otras dos enzimas: 3-
hidroxipropionato deshidrogenasa dependiente de NADH y malonato semialdehido reductasa dependiente de
NADPH. Se piensa que una 3-hidroxipropionato deshidrogenasa dependiente de NADH participa en rutas de
biosintesis de beta-alanina a partir de propionato en bacterias y plantas (Rathinasabapathi, B. Journal of Plant
Pathology 159:671-674 (2002); Stadtman, E. R. J. Am. Chem. Soc. 77:5765-5766 (1955)). Esta enzima no se ha
asociado con un gen en ningun organismo hasta la fecha. La malonato semialdehido reductasa dependiente de
NADPH cataliza la reaccion inversa en bacterias autoétrofas de fijacion de CO,. Aunque se ha detectado la actividad
enzimatica en Metallosphaera sedula, se desconoce la identidad del gen (Alber et al. J. Bacteriol. 188:8551-8559
(2006)).

De cetona a hidroxilo. Existen varias alcohol deshidrogenasas a modo de ejemplo que convierten una cetona en un
grupo funcional hidroxilo. Dos de tales enzimas de E. coli se codifican por malato deshidrogenasa (mdh) y lactato
deshidrogenasa (IdhA). Ademas, se ha mostrado que la lactato deshidrogenasa de Ralstonia eutropha demuestra
altas actividades sobre sustratos de diversas longitudes de cadena tales como lactato, 2-oxobutirato, 2-
oxopentanoato y 2-oxoglutarato (Steinbuchel, A. y H. G. Schlegel Eur. J. Biochem. 130:329-334 (1983)). La
conversion de alfa-cetoadipato en alfa-hidroxiadipato puede catalizarse mediante 2-cetoadipato reductasa, una
enzima que se notifica que se encuentra en rata y en placenta humana (Suda et al. Arch. Biochem. Biophys.
176:610-620 (1976); Suda et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 77:586-591 (1977)). Un candidato adicional para
esta etapa es la 3-hidroxibutirato deshidrogenasa mitocondrial (bdh) de corazén humano que se ha clonado y
caracterizado (Marks et al. J. Biol. Chem. 267:15459-15463 (1992)). Esta enzima es una deshidrogenasa que
funciona sobre un 3-hidroxiacido. Otra alcohol deshidrogenasa a modo de ejemplo convierte acetona en isopropanol
tal como se mostré en C. beijjerinckii (Ismaiel et al. J. Bacteriol. 175:5097-5105 (1993)) y T. brockii (Lamed et al.
Biochem. J. 195:183-190 (1981); Peretz y Burstein Biochemistry 28:6549-6555 (1989)).

mdh AAC76268.1 Escherichia coli
IdhA NP_415898.1 Escherichia coli
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Idh YP_725182.1 Ralstonia eutropha

bdh AAA58352.1 Homo sapiens

adh AAA23199.2 Clostridium beijerinckii NRRL B593
adh P14941.1 Thermoanaerobacter brockii HTD4

Las 3-hidroxiacilo deshidrogenasas a modo de ejemplo que convierten acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA
incluyen hbd de C. acetobutylicum (Boynton et al. Journal of Bacteriology 178:3015-3024 (1996)), hbd de C.
beijerinckii (Colby et al. Appl Environ. Microbiol 58:3297-3302 (1992)), y varias enzimas similar de Metallosphaera
sedula (Berg et al. Archaea. Science. 318:1782-1786 (2007)).

hbd NP_349314.1 Clostridium acetobutylicum
hbd AAM14586.1 Clostridium beijerinckii
Msed 1423  YP_001191505 Metallosphaera sedula
Msed 0399 YP_001190500 Metallosphaera sedula
Msed 0389 YP_001190490 Metallosphaera sedula
Msed 1993  YP_001192057 Metallosphaera sedula

1.1.1.c - Oxidorredutasa (2 etapas, de acil-CoA a alcohol)

Las oxidorreductasas de 2 etapas a modo de ejemplo que convierten una acil-CoA en alcohol incluyen las que
transforman sustratos tales como acetil-CoA en etanol (por ejemplo, adhE de E. coli (Kessler et al. FEBS. Lett.
281:59-63 (1991)) y butiril-CoA en butanol (por ejemplo, adhE2 de C. acetobutylicum (Fontaine et al. J. Bacteriol.
184:821-830 (2002)). Ademas de reducir acetil-CoA para dar etanol, se ha mostrado que la enzima codificada por
adhE en Leuconostoc mesenteroides oxida el compuesto de cadena ramificada isobutiraldehido para dar isobutiril-
CoA (Kazahaya et al. J. Gen. Appl. Microbiol. 18:43-55 (1972); Koo et al. Biotechnol Lett. 27:505-510 (2005)).

adhE NP_415757 .1 Escherichia coli
adhE2 AAK09379.1 Clostridium acetobutylicum
adhE AAV66076.1 Leuconostoc mesenteroides

Otra enzima a modo de ejemplo puede convertir malonil-CoA en 3-HP. Se ha caracterizado una enzima dependiente
de NADPH con esta actividad en Chloroflexus aurantiacus en el que participa en el ciclo de 3-hidroxipropionato
(Hugler et al., J. Bacteriol. 184:2404-2410 (2002); Strauss y Fuchs, Eur. J. Biochem. 215:633-643 (1993)). Esta
enzima, con una masa de 300 kDa, es altamente especifica de sustrato y muestra poca similitud de secuencia con
otras oxidorreductasas conocidas (Hugler et al., J. Bacteriol. 184:2404-2410 (2002)). No se ha mostrado que
ninguna otra enzima en otros organismos catalice esta reaccion especifica; sin embargo hay evidencias
bioinformaticas de que otros organismos pueden tener rutas similares (Klatt et al., Environ. Microbiol. 9:2067-2078
(2007)). Pueden deducirse candidatos enzimaticos en otros organismos incluyendo Roseiflexus castenholzii,
Erythrobacter sp. NAP1y gamma-proteobacteria marina HTCC2080 mediante similitud de secuencia.

mcr AAS20429.1 Chlorofiexus aurantiacus
Rcas_2929 YP_001433009.1 Roseiflexus castenholzii
NAP1_02720 ZP_01039179.1 Erythrobacter sp. NAP1

MGP2080 00535 ZP 01626393.1 gamma-proteobacteria marina HTCC2080

Pueden reducirse moléculas de acil-CoA de cadena mas larga mediante enzimas tales como FAR de jojoba
(Simmondsia chinensis) que codifica para una acil graso-CoA reductasa formadora de alcohol. Su sobreexpresion en
E. coli dio como resultado actividad de FAR y la acumulacién de alcohol graso (Metz et al. Plant Physiology 122:635-
644) 2000)).

FAR AAD38039.1 Simmondsia chinensis
1.2.1.b - Oxidorreductasa (de acil-CoA a aldehido)

Varias acil-CoA deshidrogenasas son capaces de reducir una acil-CoA para dar su aldehido correspondiente. Los
genes a modo de ejemplo que codifican para tales enzimas incluyen el acr1 de Acinefobacter calcoaceticus que
codifica para una acil graso-CoA reductasa (Reiser y Somerville, J. Bacteriology 179:2969-2975 (1997)), la acil
graso-CoA reductasa de Acinetobacter sp. M-1 (Ishige et al. Appl. Environ. Microbiol. 68:1192-1195 (2002)), y una
succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA y NADP codificada por el gen sucD en Clostridium
kluyveri (Sohling y Gottschalk J Bacteriol 178:871-80 (1996); Sohling y Gottschalk J Bacteriol. 178:871-880 (1996)).
SucD de P. gingivalis es otra succinato semialdehido deshidrogenasa (Takahashi et al. J.Bacteriol. 182:4704-4710
(2000)). La enzima acetaldehido deshidrogenasa acilante en Pseudomonas sp, codificada por bphG, es aun otra ya
que se ha mostrado que oxida y acila acetaldehido, propionaldehido, butiraldehido, isobutiraldehido y formaldehido
(Powlowski et al. J Bacteriol. 175:377-385 (1993)).

acr1 YP_047869.1 Acinetobacter calcoaceticus
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acr1 AAC45217 Acinetobacter bailyi

acr1 BAB85476.1 Acinetobacter sp. cepa M-1
sucD P38947.1 Clostridium kluyveri

sucD NP_904963.1 Porphyromonas gingivalis
bphG BAA03892.1 Pseudomonas sp

Un tipo de enzima adicional que convierte una acil-CoA en su aldehido correspondiente es malonil-CoA reductasa
que transforma malonil-CoA en semialdehido malénico. La malonil-CoA reductasa es una enzima clave en la fijacion
de carbono autotrofa a través del ciclo de 3-hidroxipropionato en bacterias arqueas termoacidofilas (Berg et al.
Science 318:1782-1786 (2007); Thauer, R. K. Science 318:1732-1733 (2007)). La enzima usa NADPH como
cofactor y se ha caracterizado en Metallosphaera y Sulfolobus spp (Alber et al. J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006);
Hugler et al. J. Bacteriol. 184:2404-2410 (2002)). La enzima se codifica por Msed_0709 en Metallosphaera sedula
(Alber et al. J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006); Berg et al. Science 318:1782-1786 (2007)). Se cloné un gen que
codificaba para una malonil-CoA reductasa de Sulfolobus tokodaii y se expres6 de manera heteréloga en E. coli
(Alber et al. J. Bacteriol. 188:8551-8559 (2006)). Aunque la funcionalidad aldehido deshidrogenasa de estas enzimas
es similar a la de la deshidrogenasa bifuncional de Chloroflexus aurantiacus, hay poca similitud de secuencia.
Ambos candidatos de enzima malonil-CoA reductasa tienen una alta similitud de secuencia con aspartato-
semialdehido deshidrogenasa, una enzima que cataliza la reduccion y desfosforilacion simultanea de aspartil-4-
fosfato para dar semialdehido de aspartato. Pueden encontrarse candidatos génicos adicionales mediante
homologia de secuencia con proteinas en otros organismos incluyendo Sulfolobus solfataricus y Sulfolobus
acidocaldarius.

Msed_0709 YP_001190808.1 Metallosphaera sedula
mcr NP_378167.1 Sulfolobus tokodaii

asd-2 NP_343563.1 Sulfolobus solfataricus
Saci_2370 YP_256941.1 Sulfolobus acidocaldarius

1.2.1.c - Oxidorreductasa (de 2-oxo-acido a acil-CoA, descarboxilacion)

Las enzimas en esta familia incluyen 1) 2-ceto-acido de cadena ramificada deshidrogenasa, 2) alfa-cetoglutarato
deshidrogenasa, y 3) el complejo multienzimatico de piruvato deshidrogenasa (PDHC). Estas enzimas son
complejos multienzimaticos que catalizan una serie de reacciones parciales que dan como resultado la
descarboxilaciéon acilante oxidativa de 2-ceto-acidos. Cada uno de los complejos de 2-ceto-acido deshidrogenasa
ocupa posiciones clave en el metabolismo intermedio, y normalmente la actividad enzimatica esta estrechamente
regulada (Fries et al. Biochemistry 42:6996-7002 (2003)). Las enzimas comparten una estructura compleja pero
comun compuesta por multiples copias de tres componentes cataliticos: alfa-cetoacido descarboxilasa (E1),
dihidrolipoamida aciltransferasa (E2) y dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3). El componente E3 se comparte entre
todos los complejos de 2-cetoacido deshidrogenasa en un organismo, mientras que los componentes E1 y E2 se
codifican por genes diferentes. Los componentes enzimaticos estan presentes en numerosas copias en el complejo
y usan multiples cofactores para catalizar una secuencia de reacciones dirigida a través de canalizacion de sustrato.
El tamafo global de estos complejos de deshidrogenasa es muy grande, con masas moleculares de entre 4 y
10 millones de Da (es decir, mayores que un ribosoma).

La actividad de enzimas en la familia de 2-ceto-acido deshidrogenasa es normalmente baja o limitada en
condiciones anaerobias en E. coli La produccion aumentada de NADH (o NADPH) puede conducir a un
desequilibrio redox, y el propio NADH sirve como inhibidor para la funcién enzimatica. Los esfuerzos de disefio por
ingenieria genética han aumentado la actividad anaerobia del complejo de piruvato deshidrogenasa de E. coli (Kim
et al. Appl. Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007); Kim et al. J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008); Zhou et al.
Biotechnol. Lett. 30:335-342 (2008)). Por ejemplo, el efecto inhibidor de NADH puede superarse disefiando por
ingenieria genética una mutacion H322Y en el componente E3 (Kim et al. J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008)).
Estudios estructurales de componentes individuales y cémo funcionan en conjunto de manera compleja
proporcionan informacién sobre los mecanismos cataliticos y la arquitectura de enzimas en esta familia (Aevarsson
et al. Nat. Struct. Biol. 6:785-792 (1999); Zhou et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98:14802-14807 (2001)). La
especificidad de sustrato de los complejos de deshidrogenasa varia en diferentes organismos, pero generalmente
las ceto-acido de cadena ramificada deshidrogenasas tienen la gama de sustrato mas amplia.

La alfa-cetoglutarato deshidrogenasa (AKGD) convierte alfa-cetoglutarato en succinil-CoA y es el principal sitio de
control del flujo metabdlico a través del ciclo de TCA (Hansford, R. G. Curr. Top. Bioenerg. 10:217-278 (1980)).
Codificada por los genes sucA, sucB y Ipd en E. coli, la expresion génica de AKGD se regula por disminucion en
condiciones anaerobias y durante el crecimiento con glucosa (Park et al. Mol. Microbiol. 15:473-482 (1995)). Aunque
la gama de sustrato de AKGD es estrecha, estudios estructurales del nucleo catalitico del componente E2 localizan
con precision residuos especificos responsables de la especificidad de sustrato (Knapp et al. J. Mol. Biol. 280:655-
668 (1998)). La AKGD de Bacillus subtilis, codificada por odhAB (E1 y E2) y pdhD (E3, dominio compartido), se
regula a nivel transcripcional y depende de la fuente de carbono y la fase de crecimiento del organismo (Resnekov et
al. Mol. Gen. Genet. 234:285-296 (1992)). En levadura, el gen LPD1 que codifica para el componente E3 se regula a
nivel transcripcional mediante glucosa (Roy y Dawes J. Gen. Microbiol. 133:925-933 (1987)). El componente E1,
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codificado por KGD1, también se regula mediante glucosa y se activa mediante los productos de HAP2 y HAP3
(Repetto y Tzagoloff Mol. Cell Biol. 9:2695-2705 (1989)). El complejo enzimatico de AKGD, inhibido por los
productos NADH y succinil-CoA, es muy adecuado en sistemas de mamifero, ya que la funcién alterada de se ha
asociado con varias enfermedades neurolégicas (Tretter y dam-Vizi Philos. Trans. R. Soc. Lond B Biol. Sci.
360:2335-2345 (2005)).

SucA NP_415254 .1 Escherichia coli cepa K12 sustr. MG1655
sucB NP_415255.1 Escherichia coli cepa K12 sustr. MG1655
Ipd NP_414658.1 Escherichia coli cepa K12 sustr. MG1655
odhA P23129.2 Bacillus subtilis

odhB P16263.1 Bacillus subtilis

pdhD P21880.1 Bacillus subtilis

KGD1 NP_012141.1 Saccharomyces cerevisiae

KGD2 NP_010432.1 Saccharomyces cerevisiae

LPD1 NP_116635.1 Saccharomyces cerevisiae

El complejo de 2-ceto-acido de cadena ramificada deshidrogenasa (BCKAD), también conocido como 2-
oxoisovalerato deshidrogenasa, participa en rutas de degradacion de aminoacidos de cadena ramificada,
convirtiendo derivados de 2-cetoacidos de valina, leucina e isoleucina en sus derivados de acil-CoA y CO,. El
complejo se ha estudiado en muchos organismos incluyendo Bacillus subtilis (Wang et al. Eur. J. Biochem.
213:1091-1099 (1993)), Rattus norvegicus (Namba et al. J. Biol. Chem. 244:4437-4447 (1969)) y Pseudomonas
putida (Sokatch J. Bacteriol. 148:647-652 (1981)). En Bacillus subtilis la enzima se codifica por genes pdhD
(componente E3), bfmBB (componente E2), bfmBAA y bfmBAB (componente E1) (Wang et al. Eur. J. Biochem.
213:1091-1099 (1993)). En mamiferos, el complejo se regula mediante fosforilacion por fosfatasas y proteina
cinasas especificas. El complejo se ha estudiado en hepatocitos de rata (Chicco et al. J. Biol. Chem. 269:19427-
19434 (1994)) y se codifica por genes Bckdha (E1 alfa), Bckdhb (E1 beta), Dbt (E2), y DId (E3). Se han cristalizado
los componentes E1 y E3 del complejo BCKAD de Pseudomonas putida (Aevarsson et al. Nat. Struct. Biol. 6:785-
792 (1999); Mattevi Science 255:1544-1550 (1992)) y se ha estudiado el complejo enzimatico (Sokatch ef al. J.
Bacteriol. 148:647-652 (1981)). La transcripcion de los genes de BCKAD de P. putida se activa mediante el producto
génico de bkdR (Hester et al. Eur. J. Biochem. 233:828-836 (1995)). En algunos organismos, incluyendo Rattus
norvegicus (Paxton et al. Biochem. J. 234:295-303 (1986)) y Saccharomyces cerevisiae (Sinclair et al. Biochem. Mol.
Biol. Int. 31:911-922 (1993)), se ha mostrado que este complejo tiene una amplia gama de sustrato que incluye oxo-
acidos lineales tales como 2-oxobutanoato y alfa-cetoglutarato, ademas de los precursores de aminoacido de
cadena ramificada. El sitio activo de la BCKAD bovina se disefié por ingenieria genética para favorecer el sustrato
alternativo acetil-CoA (Meng y Chuang, Biochemistry 33:12879-12885 (1994)).

bfmBB NP_390283.1 Bacillus subtilis
bfmBAA NP_390285.1 Bacillus subtilis
bfmBAB NP_390284.1 Bacillus subtilis

pdhD P21880.1 Bacillus subtilis

IpdV P09063.1 Pseudomonas putida
bkdB P09062.1 Pseudomonas putida
bkdA1 NP_746515.1 Pseudomonas putida
bkdA2 NP_746516.1 Pseudomonas putida
Bckdha NP_036914.1 Rattus norvegicus
Bckdhb NP_062140.1 Rattus norvegicus
Dbt NP_445764.1 Rattus norvegicus
Did NP_955417.1 Rattus norvegicus

También se ha estudiado extensamente el complejo de piruvato deshidrogenasa, que cataliza la conversion de
piruvato en acetil-CoA. En la enzima de E. coli, residuos especificos en el componente E1 son responsables de la
especificidad de sustrato (Bisswanger, H. J Biol Chem. 256:815-822 (1981); Bremer, J. Eur. J Biochem. 8:535-540
(1969); Gong et al. J Biol Chem. 275:13645-13653 (2000)). Tal como se mencioné anteriormente, esfuerzos de
disefio por ingenieria genética de enzimas han mejorado la actividad enzimatica de PDH de E. coli en condiciones
anaerobias (Kim ef al. Appl. Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007); Kim J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008); Zhou
et al. Biotechnol. Lett. 30:335-342 (2008)). A diferencia de la PDH de E. coli, el complejo de B. subtilis es activo y se
requiere para el crecimiento en condiciones anaerobias (Nakano J. Bacteriol. 179:6749-6755 (1997)). La PDH de
Klebsiella pneumoniae, caracterizada durante el crecimiento con glicerol, también es activa en condiciones
anaerobias (Menzel et al. J. Biotechnol. 56:135-142 (1997)). Estan disponibles estructuras cristalinas del complejo
enzimatico de rifidn bovino (Zhou et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98:14802-14807 (2001)) y el dominio catalitico
de E2 de Azotobacter vinelandii (Mattevi et al. Science 255:1544-1550 (1992)). Algunos complejos enzimaticos de
PDH de mamifero pueden reaccionar con sustratos alternativos tales como 2-oxobutanoato, aunque la cinética
comparativa de PDH y BCKAD de Rattus norvegicus indica que BCKAD tiene una mayor actividad sobre 2-
oxobutanoato como sustrato (Paxton et al. Biochem. J. 234:295-303 (1986)).

aceE NP_414656.1 Escherichia coli cepa K12 sustr. MG1655
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aceF NP_414657 .1 Escherichia coli cepa K12 sustr. MG1655
Ipd NP_414658.1 Escherichia coli cepa K12 sustr. MG1655
pdhA P21881.1 Bacillus subtilis

pdhB P21882.1 Bacillus subtilis

pdhC P21883.2 Bacillus subtilis

pdhD P21880.1 Bacillus subtilis

aceE YP_001333808.1 Klebsiella pneumonia MGH78578

aceF YP_001333809.1 Klebsiella pneumonia MGH78578

IpdA YP_001333810.1 Klebsiella pneumonia MGH78578

Pdha1 NP_001004072.2  Rattus norvegicus

Pdha2 NP_446446.1 Rattus norvegicus

Dlat NP_112287.1 Rattus norvegicus

Did NP_955417.1 Rattus norvegicus

Como alternativa a los grandes complejos multienzimaticos de 2-ceto-acido deshidrogenasa descritos anteriormente,
algunos organismos anaerobios usan enzimas en la familia de 2-cetoacido oxidorreductasa (OFOR) para catalizar la
descarboxilacion acilante oxidativa de 2-ceto-acidos. A diferencia de los complejos de deshidrogenasa, estas
enzimas contienen agrupaciones de hierro-azufre, usan diferentes cofactores y usan ferredoxina o flavodixina como
aceptores de electrones en lugar de NAD(P)H. Aunque la mayoria de las enzimas en esta familia son especificas
para piruvato como sustrato (POR), se ha mostrado que algunas 2-ceto-acido:ferredoxina oxidorreductasas aceptan
una amplia gama de 2-cetoacidos como sustratos incluyendo alfa-cetoglutarato y 2-oxobutanoato (Fukuda y Wakagi
Biochim. Biophys. Acta 1597:74-80 (2002); Zhang et al. J. Biochem. 120:587-599 (1996)). Una enzima de este tipo
es la OFOR de la arquea termoaciddfila Sulfolobus tokodaii 7, que contiene una subunidad alfa y una beta codificada
por el gen ST2300 (Fukuda y Wakagi Biochim. Biophys. Acta 1597:74-80 (2002); Zhang et al. J. Biochem. 120:587-
599 (1996)). Se ha desarrollado un sistema de expresion basado en plasmidos para expresar eficazmente esta
proteina en E. coli (Fukuda et al. Eur. J. Biochem. 268:5639-5646 (2001)) y se determinaron los residuos implicados
en la especificidad de sustrato (Fukuda y Wakagi Biochim. Biophys. Acta 1597:74-80 (2002)). También se han
clonado recientemente dos OFOR de Aeropyrum pernix cepa K1 en E. coli, se han caracterizado y se ha encontrado
que reaccionan con una amplia gama de 2-oxoacids (Nishizawa et al. FEBS Lett. 579:2319-2322 (2005)). Las
secuencias génicas de estos candidatos de OFOR estan disponibles, aunque hasta ahora no se les han asignado
identificadores de GenBank. Existen evidencias bioinformaticas de que estan presentes enzimas similares en todas
las arqueas, algunas bacterias anaerobias y eucariotas amitocondriales (Fukuda y Wakagi Biochim. Biophys. Acta
1597:74-80 (2005)). Esta clase de enzima también es interesante desde un punto de vista energético, ya que puede
usarse ferredoxina reducida para generar NADH mediante ferredoxina-NAD reductasa (Petitdemange et al. Biochim.
Biophys. Acta 421:334-337 (1976)). Ademas, dado que la mayoria de las enzimas estan disefiadas para funcionar
en condiciones anaerobias, puede requerirse menos disefio por ingenieria genética de enzimas con respecto a
enzimas en la familia de complejo de 2-ceto-acido deshidrogenasa para obtener una actividad en un entorno
anaerobio.

ST2300 NP_378302.1 Sulfolobus tokodaii 7
1.2.1.d - Oxidorreductasa (fosforilacién/desfosforilacion)

Las enzimas a modo de ejemplo en esta clase incluyen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa que convierte
gliceraldehido-3-fosfato en D-glicerato 1,3-bisfosfato (por ejemplo, gapA E. coli (Branlant y Branlant Eur. J. Biochem.
150:61-66(1985)), aspartato-semialdehido deshidrogenasa que convierte L-aspartato-4-semialdehido en L-4-aspartil-
fosfato (por ejemplo, asd de E. coli (Biellmann et al. Eur. J. Biochem. 104:53-58 (1980)), N-acetil-gamma-glutamil-
fosfato reductasa que convierte N-acetil-L-glutamato-5-semialdehido en N-acetil-L-glutamil-5-fosfato (por ejemplo,
argC de E. coli (Parsot et al. Gene 68:275-283 (1988)), y glutamato-5-semialdehido deshidrogenasa que convierte L-
glutamato-5-semialdehido en L-glutamil-5-fosfato (por ejemplo, proA de E. coli (Smith et al. J. Bacteriol. 157:545-551
(1984)).

gapA POA9B2.2 Escherichia coli
asd NP_417891.1 Escherichia coli
argC NP_418393.1 Escherichia coli
proA NP_414778.1 Escherichia coli

1.3.1.a - Oxidorreductasa que funciona sobre donadores de CH-CH

Una enoil-CoA reductasa a modo de ejemplo es el producto génico de bcd de C. acetobutylicum (Atsumi et al. Metab
Eng (2007); Boynton et al. Journal of Bacteriology 178:3015-3024 (1996), que cataliza de manera natural la
reduccion de crotonil-CoA para dar butiril-CoA. La actividad de esta enzima puede potenciarse expresando bcd junto
con la expresion de los genes etfAB de C. acetobutylicum, que codifican para una flavoproteina de transferencia de
electrones. Un candidato adicional para la etapa de enoil-CoA reductasa es la enoil-CoA reductasa mitocondrial de
E. gracilis (Hoffmeister et al. Journal of Biological Chemistry 280:4329-4338 (2005)). Se clond un constructo derivado
de esta secuencia tras la retirada de su secuencia lider de direccionamiento mitocondrial en E. coli dando como
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resultado una enzima activa (Hoffmeister et al., citado anteriormente, (2005)). Este enfoque lo conocen bien los
expertos en la técnica de expresion de genes eucariotas, particularmente aquellos con secuencias lider que pueden
dirigir el producto génico a un compartimento intracelular especifico, en organismos procariotas. Un homadlogo
cercano de este gen, TDE0597, del procariota Treponema denticola representa una tercera enoil-CoA reductasa que
se ha clonado y expresado en E. coli (Tucci y Martin FEBS Letters 581:1561-1566 (2007)).

bcd NP_349317.1 Clostridium acetobutylicum
etfA NP_349315.1 Clostridium acetobutylicum
etfB NP_349316.1 Clostridium acetobutylicum
TER Q5EU90.1 Euglena gracilis

TDEO0597 NP_971211.1 Treponema denticola

Se sabe que enzimas 2-enoato reductasa (EC 1.3.1.31) a modo de ejemplo catalizan la reduccion dependiente de
NADH de una amplia variedad de aldehidos y acidos carboxilicos a,B-insaturados (Rohdich et al. J. Biol. Chem.
276:5779-5787 (2001)). 2-Enoato reductasa se codifica por enr en varias especies de Clostridia (Giesel y Simon
Arch Microbiol. 135(1): pags. 51-57 (2001) incluyendo C. tyrobutyricum, y C. thermoaceticum (ahora denominada
Moorella thermoaceticum) (Rohdich et al., citado anteriormente, (2001)). En la secuencia genémica recientemente
publicada de C. kluyveri, se han notificado 9 secuencias codificantes para enoato reductasas, de las cuales se ha
caracterizado una (Seedorf et al. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 105(6):2128-33 (2008)). Se han clonado los genes enr
tanto de C. tyrobutyricum como de C. thermoaceticum y se han secuenciado y muestran una identidad del 59% entre
si. También se encuentra que el primer gen tiene una similitud de aproximadamente el 75% con respecto al gen
caracterizado en C. kluyveri (Giesel y Simon Arch Microbiol 135(1):51-57 (1983)). Basandose en estos resultados de
secuencias se ha notificado que enr es muy similar a la dienoil CoA reductasa en E. coli (fadH) (163 Rohdich et al.,
citado anteriormente (2001)). También se ha expresado el gen enr de C. thermoaceticum en una forma
enzimaticamente activa en E. coli (163 Rohdich et al., citado anteriormente (2001)).

fadH NP_417552.1 Escherichia coli

enr ACA54153.1 Clostridium botulinum A3 str
enr CAA71086.1 Clostridium tyrobutyricum
enr CAA76083.1 Clostridium kluyveri

enr YP_430895.1 Moorella thermoacetica

1.4.1.a - Oxidorreductasa que funciona sobre aminoacidos

La mayoria de las oxidorreductasas que funcionan sobre aminoacidos catalizan la desaminacién oxidativa de alfa-
aminoacidos con NAD+ o NADP+ como aceptor. Las oxidorreductasas a modo de ejemplo que funcionan sobre
aminoacidos incluyen glutamato deshidrogenasa (desaminacion), codificada por gdhA, leucina deshidrogenasa
(desaminacion), codificada por Idh, y aspartato deshidrogenasa (desaminacion), codificada por nadX. El producto
génico de gdhA de Escherichia coli (Korber et al. J. Mol. Biol. 234:1270-1273 (1993); McPherson y Wootton Nucleic.
Acids Res. 11:5257-5266 (1983)), gdh de Thermotoga maritima (Kort et al. Extremophiles 1:52-60 (1997); Lebbink, et
al. J. Mol. Biol. 280:287-296 (1998)); Lebbink et al. J. Mol. Biol. 289:357-369 (1999)), y gdhA1 de Halobacterium
salinarum (Ingoldsby et al. Gene 349:237-244 (2005)) catalizan la interconversién reversible de glutamato en 2-
oxoglutarato y amoniaco, al tiempo que favorecen NADP(H), NAD(H) o ambos, respectivamente. El gen Idh de
Bacillus cereus codifica para la proteina LeuDH que tiene una amplia gama de sustratos incluyendo leucina,
isoleucina, valina y 2-aminobutanoato (Ansorge y Kula Biotechnol Bioeng. 68:557-562 (2000); Stoyan et al. J.
Biotechnol 54:77-80 (1997)). El gen nadX de Thermotoga maritime que codifica para la aspartato deshidrogenasa
esta implicado en la biosintesis de NAD (Yang et al. J. Biol. Chem. 278:8804-8808 (2003)).

gdhA P00370 Escherichia coli

gdh P96110.4 Thermotoga maritima
gdhA1 NP_279651.1 Halobacterium salinarum
Idh POA393 Bacillus cereus

nadX NP_229443.1 Thermotoga maritima

La lisina 6-deshidrogenasa (desaminacion), codificada por el gen lysDH, cataliza la desaminacion oxidativa del grupo
g-amino de L-lisina para formar 2-aminoadipato-6-semialdehido, que a su vez se cicla de manera no enzimatica para
formar A1-piperidein-6-carboxilato (Misono y Nagasaki J. Bacteriol. 150:398-401 (1982)). El gen lysDH de
Geobacillus stearothermophilus codifica para una lisina 6-deshidrogenasa dependiente de NAD termofila (Heydari et
al. Appl Environ. Microbiol 70:937-942 (2004)). Ademas, el gen lysDH de Aeropyrum pernix K1 se ha identificado
mediante homologia a partir de proyectos de genoma.

lysDH AB052732 Geobacillus stearothermophilus
lysDH NP_147035.1 Aeropyrum pernix K1
Idh POA393 Bacillus cereus

2.3.1.a - Aciltransferasa (transferencia de grupo fosfato)
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Las aciltransferasas de transferencia de fosfato a modo de ejemplo incluyen fosfotransacetilasa, codificada por pta, y
fosfotransbutirilasa, codificada por ptb. El gen pta de E. coli codifica para una enzima que puede convertir acetil-CoA
en acetil-fosfato, y viceversa (Suzuki, T. Biochim. Biophys. Acta 191:559-569 (1969)). Esta enzima también puede
usar propionil-CoA en lugar de acetil-CoA formando propionato en el procedimiento (Hesslinger ef al. Mol. Microbiol
27:477-492 (1998)). De manera similar, el gen ptb de C. acefobutylicum codifica para una enzima que puede
convertir butiril-CoA en butirilfosfato (Walter et al. Gene 134(1): pags. 107-11 (1993)); Huang et al. J Mol Microbiol
Biotechnol 2(1): pags. 33-38 (2000). Pueden encontrarse genes ptb adicionales en la bacteria productora de butirato
L2-50 (Louis et al. J. Bacteriol. 186:2099-2106 (2004)) y Bacillus megaterium (Vazquez et al. Curr. Microbiol 42:345-
349 (2001)).

pta NP_416800.1 Escherichia coli

ptb NP_349676 Clostridium acetobutylicum

ptb AAR19757 .1 bacteria productora de butirato L2-50
ptb CAC07932.1 Bacillus megaterium

2.6.1.a - Aminotransferasa

La aspartato aminotransferasa transfiere un grupo amino de aspartato a alfa-cetoglutarato, formando glutamato y
oxaloacetato. Esta conversion se cataliza, por ejemplo, por los productos génicos de aspC de Escherichia coli (Yagi
et al. FEBS Lett. 100:81-84 (1979); Yagi et al. Methods Enzymol. 113:83-89 (1985)), AAT2 de Saccharomyces
cerevisiae (Yagi et al. J Biochem. 92:35-43 (1982)) y ASP5 de Arabidopsis thaliana (48, 108, 225 48. de la et al.
Plant J 46:414-425 (2006); Kwok y Hanson J Exp. Bot. 55:595-604 (2004); Wilkie y Warren Protein Expr. Purif.
12:381-389 (1998)). La valina aminotransferasa cataliza la conversién de valina y piruvato en 2-cetoisovalerato y
alanina. El gen de E. coli, avtA, codifica para una enzima de este tipo (Whalen y Berg J. Bacteriol. 150:739-746
(1982)). Este producto génico también cataliza la aminacién de a-cetobutirato para generar a-aminobutirato, aunque
el donador de amina en esta reaccion no se ha identificado (Whalen y Berg J. Bacteriol. 158:571-574 (1984)). El
producto génico del serC de E. coli cataliza dos reacciones, fosfoserina aminotransferasa y fosfohidroxitreonina
aminotransferasa (Lam y Winkler J. Bacteriol. 172:6518-6528 (1990)), y no pudo detectarse actividad sobre sustratos
no fosforilados (Drewke et al. FEBS. Lett. 390:179-182 (1996)).

aspC NP_415448.1 Escherichia coli

AAT2 P23542.3 Saccharomyces cerevisiae
ASP5 P46248.2 Arabidopsis thaliana

avtA YP_026231.1 Escherichia coli

serC NP_415427 1 Escherichia coli

Cargill ha desarrollado una beta-alanina/alfa-cetoglutarato aminotransferasa para producir 3-HP a partir de beta-
alanina a través de malonil-semialdehido (documento PCT/US2007/076252 (Jessen et al)). También se mostroé que
el producto génico de SKPYD4 en Saccharomyces kluyveri usa preferiblemente beta-alanina como donador de grupo
amino (Andersen et al. FEBS. J. 274:1804-1817 (2007)). SkUGA1 codifica para un homdlogo de GABA
aminotransferasa de Saccharomyces cerevisiae, UGA1 (Ramos et al. Eur. J. Biochem. 149:401-404 (1985)),
mientras que SkPYD4 codifica para una enzima implicada en la transaminacioén tanto de p-alanina como de GABA
(Andersen et al. FEBS. J. 274:1804-1817 (2007)). La 3-amino-2-metilpropionato transaminasa cataliza la
transformacion de semialdehido de metilmalonato en 3-amino-2-metilpropionato. La enzima se ha caracterizado en
Rattus norvegicus y Sus scrofa y se codifica por Abat (Kakimoto ef al. Biochim. Biophys. Acta 156:374-380 (1968);
Tamaki et al. Methods Enzymol. 324:376-389 (2000)). Los candidatos enzimaticos en otros organismos con alta
homologia de secuencia con respecto a 3-amino-2-metilpropionato transaminasa incluyen Gta-1 en C. elegans y
gabT en Bacillus subtilus. Adicionalmente, se ha mostrado que una de las GABA aminotransferasas nativas en E.
coli, codificadas por el gen gabT, tiene una amplia especificidad de sustrato (Liu ef al. Biochemistry 43:10896-10905
(2004); Schulz et al. Appl Environ Microbiol 56:1-6 (1990)). El producto génico de puuE cataliza la otra 4-
aminobutirato transaminasa en E. coli (Kurihara et al. J. Biol. Chem. 280:4602-4608 (2005)).

SkyPYD4 ABF58893.1 Saccharomyces kluyveri
SkUGA1 ABF58894.1 Saccharomyces kluyveri
UGA1 NP_011533.1 Saccharomyces cerevisiae
Abat P50554.3 Rattus norvegicus

Abat P80147.2 Sus scrofa

Gta-1 Q21217.1 Caenorhabditis elegans
gabT P94427 1 Bacillus subtilus

gabT P22256.1 Escherichia coli K12

puuE NP_415818.1 Escherichia coli K12

Se han notificado las estructuras cristalinas de rayos X de 4-aminobutirato transaminasa de E. coli unida y no unida
al inhibidor (Liu et al. Biochemistry 43:10896-10905 (2004)). Se estudiaron y sugirieron la unién a sustratos y
especificidades de sustrato. Se estudiaron las funciones de residuos de sitio activo mediante mutagénesis dirigida al
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sitio y cristalografia de rayos X (Liu et al. Biochemistry 44:2982-2992 (2005)). Basandose en la informacion
estructural, se realizé un intento por disefiar por ingenieria genética 4-aminobutirato transaminasa de E. coli con
actividad enzimatica novedosa. Estos estudios proporcionan una base para hacer evolucionar la actividad
transaminasa para rutas de BDO.

2.7.2.a - Fosfotransferasa, aceptor de grupo carboxilo

Las cinasas a modo de ejemplo incluyen la acetato cinasa de E. coli, codificada por ackA (Skarstedt y Silverstein J.
Biol. Chem. 251:6775-6783 (1976)), las butirato cinasas de C. acefobutylicum, codificadas por buk1 y buk2 (Walter
et al. Gene 134(1):107-111 (1993) (Huang et al. J Mol Microbiol Biotechnol 2(1):33-38 (2000)), y la gamma-glutamilo
cinasa de E. coli, codificada por proB (Smith et al. J. Bacteriol. 157:545-551 (1984)). Estas enzimas fosforilan
acetato, butirato y glutamato, respectivamente. El producto génico de ackA de E. coli también fosforila propionato
(Hesslinger et al. Mol. Microbiol 27:477-492 (1998)).

ackA NP_416799.1 Escherichia coli
buk1 NP_349675 Clostridium acetobutylicum
buk2 Q97111 Clostridium acetobutylicum
proB NP_414777 A1 Escherichia coli

2.8.3.a - Coenzima-A transferasa

En la familia de CoA-transferasa, se ha mostrado que la enzima acil-CoA:acetato-CoA transferasa de E. coli,
también conocida como acetato-CoA transferasa (EC 2.8.3.8), transfiere el resto CoA a acetato a partir de una
variedad de sustratos acil-CoA ramificados y lineales, incluyendo isobutirato (Matthies y Schink Appl Environ
Microbiol 58:1435-1439 (1992)), valerato (Vanderwinkel et al. Biochem. Biophys. Res Commun. 33:902-908 (1968))
y butanoato (Vanderwinkel, citado anteriormente (1968)). Esta enzima se codifica por atoA (subunidad alfa) y atoD
(subunidad beta) en E. coli sp. K12 (Korolev et al. Acta Crystallogr. D Biol Crystallogr. 58:2116-2121 (2002);
Vanderwinkel, citado anteriormente (1968)) y actA y cg0592 en Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (Duncan
et al. Appl Environ Microbiol 68:5186-5190 (2002)). Genes adicionales encontrados mediante homologia de
secuencia incluyen atoD y atoA en Escherichia coli UT189.

atoA P76459.1 Escherichia coli K12

atoD P76458.1 Escherichia coli K12

actA YP_226809.1 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
cg0592 YP_224801.1 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
atoA ABE07971.1 Escherichia coli UT189

atoD ABE07970.1 Escherichia coli UT189

Transformaciones similares se catalizan por los productos génicos de cat1, cat2 y cat3 de Clostridium kluyveri que
se ha mostrado que muestran actividad succinil-CoA, 4-hidroxibutiril-CoA y butiril-CoA acetiltransferasa,
respectivamente (Seedorf et al. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 105(6):2128-2133 (2008); Sohling y Gottschalk J Bacteriol
178(3):871-880 (1996)).

cat1 P38946.1 Clostridium kluyveri
cat2 P38942.2 Clostridium kluyveri
cat3 EDK35586.1 Clostridium kluyveri

La enzima glutaconato-CoA-transferasa (EC 2.8.3.12) de la bacteria anaerobia Acidaminococcus fermentans
reacciona con diacido glutaconil-CoA y 3-butenoil-CoA (Mack y Buckel FEBS Lett. 405:209-212 (1997)). Los genes
que codifican para esta enzima son gctA y gctB. Esta enzima tiene actividad reducida pero detectable con otros
derivados de CoA incluyendo glutaril-CoA, 2-hidroxiglutaril-CoA, adipil-CoA y acrili-CoA (Buckel et al. Eur. J.
Biochem. 118:315-321 (1981)). Se ha clonado y expresado la enzima en E. coli (Mac et al. Eur. J. Biochem. 226:41-
51 (1994)).

gctA CAA57199.1 Acidaminococcus fermentans
gctB CAA57200.1 Acidaminococcus fermentans

3.1.2.a - Tioléster hidrolasa (especifica de CoA)

En la familia de CoA hidrolasa, la enzima 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasa es especifica para 3-HIBCoA y se ha
descrito que cataliza eficazmente la transformacion deseada durante la degradacion de valina (Shimomura et al. J
Biol Chem 269:14248-14253 (1994)). Los genes que codifican para esta enzima incluyen hibch de Rattus norvegicus
(Shimomura et al., citado anteriormente (1994); Shimomura et al. Methods Enzymol. 324:229-240 (2000) y Homo
sapiens (Shimomura et al., citado anteriormente, 2000). Los genes candidatos mediante homologia de secuencia
incluyen hibch de Saccharomyces cerevisiae y BC_2292 de Bacillus cereus.
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hibch Q5XIE6B.2 Rattus norvegicus

hibch Q6NVY1.2 Homo sapiens

hibch P28817.2 Saccharomyces cerevisiae
BC 2292 Q81DR3 Bacillus cereus

La conversion de adipil-CoA en adipato puede llevarse a cabo mediante una acil-CoA hidrolasa o de manera
equivalente una tioesterasa. El principal candidato génico de E. coli es tesB (Naggert et al. J Biol Chem.
266(17):11044-11050 (1991)) que muestra una alta similitud con respecto al acot8 humano que es una acido
dicarboxilico acetiltransferasa con actividad sobre adipil-CoA (Westin et al. J Biol Chem 280(46): 38125-38132
(2005). También se ha caracterizado esta actividad en el higado de rata (Deana, Biochem Int. 26(4): pags. 767-773
(1992)).

tesB NP_414986 Escherichia coli
acot8 CAA15502 Homo sapiens
acot8 NP_570112 Rattus norvegicus

Otras posibles tioléster hidrolasas de E. coli incluyen los productos génicos de tesA (Bonner y Bloch, J Biol Chem.
247(10):3123-3133 (1972)), ybgC (Kuznetsova et al., FEMS Microbiol Rev. 29(2):263-279 (2005); Zhuang et al.,
FEBS Lett. 516(1-3):161-163 (2002)) paal (Song et al., J Biol Chem. 281(16):11028-11038 (2006)) y ybdB (Leduc et
al., J Bacteriol. 189(19):7112-7126 (2007)).

tesA NP_415027 Escherichia coli
ybgC NP_415264 Escherichia coli
paal NP_415914 Escherichia coli
ybdB NP_415129 Escherichia coli

Varias acetil-CoA hidrolasas eucariotas (EC 3.1.2.1) tienen amplia especificidad de sustrato. La enzima de cerebro
de Rattus norvegicus (Robinson et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 71:959-965 (1976)) puede reaccionar con
butiril-CoA, hexanoil-CoA y malonil-CoA.

acot12 NP_570103.1 Rattus norvegicus
4.1.1.a - Carboxi-liasa

Una carboxi-liasa a modo de ejemplo es acetolactato descarboxilasa que participa en el catabolismo de citrato y la
biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada, convirtiendo 2-acetolactato en acetoina. En Lactococcus lactis la
enzima esta compuesta por seis subunidades, codificadas por el gen aldB, y se activa mediante valina, leucina e
isoleucina (Goupil et al. Appl. Environ. Microbiol. 62:2636-2640 (1996); Goupil-Feuillerat et al. J. Bacteriol. 182:5399-
5408 (2000)). Se ha sobreexpresado y caracterizado esta enzima en E. coli (Phalip et al. FEBS Lett. 351:95-99
(1994)). En otros organismos la enzima es un dimero, codificado por aldC en Streptococcus thermophilus (Monnet et
al. Lett. Appl. Microbiol. 36:399-405 (2003)), aldB en Bacillus brevis (Diderichsen et al. J. Bacteriol. 172:4315-4321
(1990); Najmudin et al. Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 59:1073-1075 (2003)) y budA de Enterobacter
aerogenes (Diderichsen et al. J. Bacteriol. 172:4315-4321 (1990)). La enzima de Bacillus brevis se clond y
sobreexpresé en Bacillus subtilis y se caracterizé mediante cristalografia (Najmudin et al. Acta Crystallogr. D. Biol.
Crystallogr. 59:1073-1075 (2003)). Adicionalmente, la enzima de Leuconostoc lactis se ha purificado y caracterizado,
pero no se ha aislado el gen (O’Sullivan et al. FEMS Microbiol. Lett. 194:245-249 (2001)).

aldB NP_267384.1 Lactococcus lactis

aldC Q8L208 Streptococcus thermophilus
aldB P23616.1 Bacillus brevis

budA P05361.1 Enterobacter aerogenes

La aconitato descarboxilasa cataliza la etapa final en la biosintesis de itaconato en una cepa de Candida y también
en el hongo filamentoso Aspergillus terreus (Bonnarme et al. J Bacteriol. 177:3573-3578 (1995); Willke y Vorlop Appl
Microbiol Biotechnol 56:289-295 (2001)). Aunque el itaconato es un compuesto de interés biotecnolégico, hasta
ahora no se ha notificado la secuencia de gen o proteina de aconitato descarboxilasa.

Se ha aislado y caracterizado 4-oxalocronato descarboxilasa de numerosos organismos. Los genes que codifican
para esta enzima incluyen dmpH y dmpE en Pseudomonas sp. (cepa 600) (Shingler et al. J Bacteriol. 174:711-724
(1992)), xilll y xillll de Pseudomonas putida (Kato y Asano Arch. Microbiol 168:457-463 (1997); Lian y Whitman J.
Am. Chem. Soc. 116:10403-10411 (1994); Stanley et al. Biochemistry 39:3514 (2000)) y Reut_B5691 y Reut_B5692
de Ralstonia eutropha JMP134 (Hughes et al. J Bacteriol. 158:79-83 (1984)). Los genes que codifican para la enzima
de Pseudomonas sp. (cepa 600) se han clonado y expresado en E. coli (Shingler et al. J Bacteriol. 174:711-724
(1992)).

dmpH CAA43228.1 Pseudomonas sp. CF600
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dmpE CAA43225.1 Pseudomonas sp. CF600
xilll YP_709328.1 Pseudomonas putida

xillll YP_709353.1 Pseudomonas putida
Reut_B5691 YP_299880.1 Ralstonia eutropha JMP134
Reut_B5692 YP_299881.1 Ralstonia eutropha JMP134

Se ha caracterizado una clase adicional de descarboxilasas que catalizan para la conversiéon de cinamato
(fenilacrilato) y derivados de cinamato sustituidos en los derivados de estireno correspondientes. Estas enzimas son
comunes en una variedad de organismos y genes especificos que codifican para estas enzimas que se han clonado
y expresado en E. coli son: pad 1 de Saccharomyces cerevisae (Clausen et al. Gene 142:107-112 (1994)), pdc de
Lactobacillus plantarum (Barthelmebs et al. Appl Environ Microbiol 67:1063-1069 (2001); Qi et al. Metab Eng 9:268-
276 (2007); Rodriguez et al. J. Agric. Food Chem. 56:3068-3072 (2008)), pofK (pad) de Kilebsiella oxytoca
(Hashidoko et al. Biosci. Biotech. Biochem. 58:217-218 (1994); Uchiyama et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 72:116-
123 (2008)), Pedicoccus pentosaceus (Barthelmebs et al. Appl Environ Microbiol 67:1063-1069 (2001)), y padC de
Bacillus subtilis y Bacillus pumilus (Lingen et al. Protein Eng 15:585-593 (2002)). También se ha purificado y
caracterizado una acido ferulico descarboxilasa de Pseudomonas fluorescens (Huang ef al. J. Bacteriol. 176:5912-
5918 (1994)). De manera importante, se ha mostrado que esta clase de enzimas son estables y no requieren
cofactores unidos de manera interna ni exdgenos, haciendo por tanto que estas enzimas sean adecuadas de
manera ideal para biotransformaciones (Sariaslani, Annu. Rev. Microbiol. 61:51-69 (2007)).

pad1 AB368798 Saccharomyces cerevisae
pdc u63827 Lactobacillus plantarum
pofK (pad) AB330293 Klebsiella oxytoca

padC AF017117 Bacillus subtilis

pad AJ276891 Pedicoccus pentosaceus
pad AJ278683 Bacillus pumilus

Enzimas descarboxilasa adicionales pueden formar semialdehido succinico a partir de alfa-cetoglutarato. Estas
incluyen las enzimas alfa-cetoglutarato descarboxilasa de Euglena gracilis (Shigeoka et al. Biochem. J. 282(Pt
2):319-323 (1992); Shigeoka y Nakano Arch. Biochem. Biophys. 288:22-28 (1991); Shigeoka y Nakano Biochem. J.
292 (Pt 2):463-467 (1993)), cuya secuencia génica correspondiente aun no se ha determinado, y de Mycobacterium
tuberculosis (Tian et al. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 102:10670-10675 (2005)). Ademas, las enzimas glutamato
descarboxilasa pueden convertir glutamato en 4-aminobutirato tal como los productos de los genes gadA y gadB de
E. coli (De Biase et al. Protein. Expr. Purif. 8:430-438 (1993)).

kgd 050463.4 Mycobacterium tuberculosis
gadA NP_417974 Escherichia coli
gadB NP_416010 Escherichia coli

Ceto-acido descarboxilasas

La piruvato descarboxilasa (PDC, EC 4.1.1.1), también denominada ceto-acido descarboxilasa, es una enzima clave
en la fermentacién alcohdlica, que cataliza la descarboxilacion de piruvato para dar acetaldehido. Esta enzima tiene
una amplia gama de sustrato para 2-cetoacidos alifaticos incluyendo 2-cetobutirato, 2-cetovalerato, 3-hidroxipiruvato
y 2-fenilpiruvato (Berg et al. Science 318:1782-1786 (2007)). La PDC de Zymomonas mobilus, codificada por pdc, se
ha sometido a estudios de disefio por ingenieria genética directos que alteraron la afinidad por diferentes sustratos
(Siegert et al. Protein Eng Des Sel 18:345-357 (2005)). La PDC de Saccharomyces cerevisiae también se ha
estudiado extensamente, se ha disefiado por ingenieria genética para determinar una actividad alterada, y se ha
expresado funcionalmente en E. coli (Killenberg-Jabs et al. Eur. J. Biochem. 268:1698-1704 (2001); Li y Jordan
Biochemistry 38:10004-10012 (1999); ter Schure et al. Appl. Environ. Microbiol. 64:1303-1307 (1998)). La estructura
cristalina de esta enzima esta disponible (Killenberg-Jabs Eur. J. Biochem. 268:1698-1704 (2001)). Otros candidatos
de PDC bien caracterizados incluyen las enzimas de Acetobacter pasteurians (Chandra et al. Arch. Microbiol.
176:443-451 (2001)) y Kluyveromyces lactis (Krieger et al. Eur. J. Biochem. 269:3256-3263 (2002)).

Gen ID de GenBank Organismo

pdc P06672.1 Zymomonas mobilus

pdc1 P06169 Saccharomyces cerevisiae
pdc Q8L388 Acetobacter pasteurians
pdc1 Q12629 Kluyveromyces lactis

Al igual que PDC, la benzoilformiato descarboxilasa (EC 4.1.1.7) tiene una amplia gama de sustrato y ha sido objeto
de estudios de disefio por ingenieria genética de enzimas. La enzima de Pseudomonas putida se ha estudiado
extensamente y estan disponibles estructuras cristalinas de esta enzima (Hasson et al. Biochemistry 37:9918-9930
(1998); Polovnikova et al. Biochemistry 42:1820-1830 (2003)). La mutagénesis dirigida al sitio de dos residuos en el
sitio activo de la enzima de Pseudomonas putida alter6 la afinidad (Ky) de sustratos que se producen de manera
natural y que no se producen de manera natural (Siegert Protein Eng Des Sel 18:345-357 (2005)). Las propiedades
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de esta enzima se han modificado adicionalmente mediante disefio por ingenieria genética dirigido (Lingen et al.
Protein Eng 15:585-593 (2002)); Lingen Chembiochem 4:721-726 (2003)). La enzima de Pseudomonas aeruginosa,
codificada por mdIC, también se ha caracterizado de manera experimental (Barrowman et al. FEMS Microbiology
Letters 34:57-60 (1986)). Pueden deducirse candidatos génicos adicionales de Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas fluorescens y otros organismos mediante homologia de secuencia o identificarse usando un sistema
de seleccion de crecimiento desarrollado en Pseudomonas putida (Henning et al. Appl. Environ. Microbiol. 72:7510-
7517 (2006)).

mdIC P20906.2 Pseudomonas putida
mdIC Q9HUR2.1 Pseudomonas aeruginosa
dpgB ABN80423.1 Pseudomonas stutzeri
ilvB-1 YP_260581.1 Pseudomonas fluorescens

4.2.1.a - Hidro-liasa

La 2-(hidroximetil)glutarato deshidratasa de Eubacterium barkeri es una hidro-liasa a modo de ejemplo. Esta enzima
se ha estudiado en el contexto del catabolismo de nicotinato y se codifica por hmd (Alhapel et al. Proc Natl Acad Sci
U.S.A. 103:12341-12346 (2006)). Se encuentran enzimas similares con alta homologia de secuencia en Bacteroides
capillosus, Anaerotruncus colihominis y Natranaerobius thermophilius.

hmd ABC88407.1 Eubacterium barkeri

BACCAP_02294 ZP_02036683.1 Bacteroides capillosus ATCC 29799
ANACOL_02527 ZP_ 024432221 Anaerotruncus colihominis DSM 17241
NtherDRAFT 2368 ZP_ 02852366.1 Natranaerobius thermophilus JW/NM-WN-LF

Una segunda hidro-liasa a modo de ejemplo es fumarato hidratasa, una enzima que cataliza la deshidratacion de
malato para dar fumarato. Se dispone de una gran cantidad de informaciéon estructural para esta enzima e
investigadores han disefiado satisfactoriamente por ingenieria genética la enzima para alterar la actividad, inhibicion
y localizacion (Weaver, T. Acta Crystallogr. D Biol Crystallogr. 61:1395-1401 (2005)). Las fumarato hidratasas
adicionales incluyen las codificadas por fumC de Escherichia coli (Estevez et al. Protein Sci. 11:1552-1557 (2002);
Hong y Lee Biotechnol. Bioprocess Eng. 9:252-255 (2004); Rose y Weaver Proc Natl Acad Sci U.S.A. 101:3393-
3397 (2004)), Campylobacter jejuni (Smith et al. Int. J Biochem. Cell Biol 31:961-975 (1999)) y Thermus thermophilus
(Mizobata et al. Arch. Biochem. Biophys. 355:49-55 (1998)), y fumH de Rattus norvegicus (Kobayashi et al. J
Biochem. 89:1923-1931(1981)). Las enzimas similares con alta homologia de secuencia incluyen fum1 de
Arabidopsis thaliana y fumC de Corynebacterium glutamicum.

fumC P05042.1 Escherichia coli K12

fumC 069294.1 Campylobacter jejuni

fumC P84127 Thermus thermophilus

fumH P14408.1 Rattus norvegicus

fum1 P93033.2 Arabidopsis thaliana

fumC Q8NRNS8.1 Corynebacterium glutamicum

La citramalato hidroliasa, también denominada 2-metilmalato deshidratasa, convierte 2-metilmalato en mesaconato.
Se detectd actividad 2-metilmalato deshidratasa en Clostridium tetanomorphum, Morganella morganii, Citrobacter
amalonaticus en el contexto de la ruta de degradacion de glutamato VI (Kato y Asano Arch. Microbiol 168:457-463
(1997)); sin embargo hasta ahora no se han secuenciado los genes que codifican para esta enzima.

El producto génico de crt de C. acetobutylicum cataliza la deshidratacion de 3-hidroxibutiril-CoA para dar crotonil-
CoA (Atsumi et al. Metab Eng.; 29 (2007)); Boynton et al. Journal of Bacteriology 178:3015-3024 (1996)). Se cree
que las enoil-CoA hidratasas, phaA y phaB, de P. putida, llevan a cabo la hidroxilacién de dobles enlaces durante el
catabolismo de fenilacetato; (Olivera et al. Proc Natl Acad Sci U S A 95(11):6419-6424 (1998)). paaA y paaB de P.
fluorescens catalizan transformaciones analogas (14 Olivera et al., citado anteriormente, 1998). Por ultimo, se ha
mostrado que varios genes de Escherichia coli demuestran funcionalidad enoil-CoA hidratasa incluyendo maoC
(Park y Lee J Bacteriol 185(18):5391-5397 (2003)), paaF (Park y Lee Biotechnol Bioeng. 86(6):681-686 (2004a));
Park y Lee Appl Biochem Biotechnol. 113-116: 335-346 (2004b)); Ismail et al. Eur J Biochem 270(14):p. 3047-3054
(2003) y paaG (Park y Lee, citado anteriormente, 2004; Park y Lee citado anteriormente, 2004b; Ismail et al., citado
anteriormente, 2003).

maoC NP_415905.1 Escherichia coli

paaF NP_415911.1 Escherichia coli

paaG NP_415912.1 Escherichia coli

crt NP_349318.1 Clostridium acetobutylicum
paaA NP_745427 1 Pseudomonas putida

paaB NP_745426.1 Pseudomonas putida

phaA ABF82233.1 Pseudomonas fluorescens
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phaB ABF82234.1 Pseudomonas fluorescens

Los genes fadA y fadB de E. coli codifican para un complejo multienzimatico que muestra actividades cetoacil-CoA
tiolasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y enoil-CoA hidratasa (Yang et al. Biochemistry 30(27): pags. 6788-6795
(1991); Yang et al. J Biol Chem 265(18): pags. 10424-10429 (1990); Yang et al. J Biol Chem 266(24): pag. 16255
(1991); Nakahigashi e Inokuchi Nucleic Acids Res 18(16): pag. 4937 (1990)). Los genes fadl y fadJ codifican para
funciones similares y de manera natural sélo se expresan de manera anaerobia (Campbell et al. Mol Microbiol 47(3):
pags. 793-805 (2003)). Anteriormente se ha descrito un método para producir poli[(R)-3-hidroxibutirato] en E. coli
que implica activar fadB (mediante desactivacion de un regulador negativo, fadR) y expresar conjuntamente una
cetotiolasa no nativa (phaA de Ralstonia eutropha) (Sato et al. J Biosci Bioeng 103(1): 38-44 (2007)). Este trabajo
demuestra que una enzima de B-oxidacion, en particular el producto génico de fadB que codifica para actividades
tanto de 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa como de enoil-CoA hidratasa, puede funcionar como parte de una ruta
para producir moléculas de cadena mas larga a partir de precursores de acetil-CoA.

fadA YP_026272.1 Escherichia coli
fadB NP_418288.1 Escherichia coli
fadl NP_416844.1 Escherichia coli
fadJ NP_416843.1 Escherichia coli
fadR NP_415705.1 Escherichia coli

4.3.1.a - Amoniaco-liasa

La aspartasa (EC 4.3.1.1), que cataliza la desaminacion de aspartato para dar fumarato, es una enzima
ampliamente extendida en microorganismos, y se ha caracterizado de manera extensa (Viola, R. E. Adv. Enzymol.
Relat Areas Mol. Biol 74:295-341 (2000)). Se ha resuelto la estructura cristalina de la aspartasa de E. coli, codificada
por aspA (Shi et al. Biochemistry 36:9136-9144 (1997)). También se ha mostrado que la enzima de E. coli reacciona
con sustratos alternativos éster fenilmetilico de aspartato, asparagina, bencil-aspartato y malato (Ma et al. Ann N.Y.
Acad Sci 672:60-65 (1992)). En un estudio separado, se ha empleado evolucién dirigida con esta enzima para
alterar la especificidad de sustrato (Asano et al. Biomol. Eng 22:95-101 (2005)). También se han caracterizado
enzimas con funcionalidad aspartasa en Haemophilus influenzae (Sjostrom et al. Biochim. Biophys. Acta 1324:182-
190 (1997)), Pseudomonas fluorescens (Takagi et al. J. Biochem. 96:545-552 (1984)), Bacillus subtilus (Sjostrom et
al. Biochim. Biophys. Acta 1324:182-190 (1997)) y Serratia marcescens (Takagi y Kisumi J Bacteriol. 161:1-6
(1985)).

aspA NP_418562 Escherichia coli K12 subsp. MG1655
aspA P44324 1 Haemophilus influenzae

aspA P07346.1 Pseudomonas fluorescens

ansB P26899.1 Bacillus subtilus

aspA P33109.1 Serratia marcescens

La 3-metilaspartasa (EC 4.3.1.2), también conocida como beta-metilaspartasa o 3-metilaspartato amoniaco-liasa,
cataliza la desaminacién de treo-3-metilasparatato para dar mesaconato. La 3-metilaspartasa de Clostridium
tetanomorphum se ha clonado, se ha expresado funcionalmente en E. coli, y se ha cristalizado (Asuncion et al. Acta
Crystallogr. D Biol Crystallogr. 57:731-733 (2001); Asuncion et al. J Biol Chem. 277:8306-8311 (2002); Botting et al.
Biochemistry 27:2953-2955 (1988); Goda et al. Biochemistry 31:10747-10756 (1992)). En Citrobacter amalonaticus,
esta enzima se codifica por BAA28709 (Kato y Asano Arch. Microbiol 168:457-463 (1997)). También se ha
cristalizado 3-metilaspartasa a partir de YG1002 de E. coli (Asano y Kato FEMS Microbiol Lett. 118:255-258 (1994))
aunque no se indica la secuencia de proteina en bases de datos publicas tales como GenBank. Puede usarse
homologia de secuencia para identificar genes candidatos adicionales, incluyendo CTC_02563 en C. fetani y
ECs0761 en Escherichia coli O157:H7.

MAL AAB24070.1 Clostridium tetanomorphum
BAA28709 BAA28709.1 Citrobacter amalonaticus
CTC_02563 NP_783085.1 Clostridium tetani

ECs0761 BAB34184.1 Escherichia coli O157:H7 cepa Sakai

Los candidatos enzimaticos de amoniaco-liasa que forman productos de enoil-CoA incluyen beta-alanil-CoA
amoniaco-liasa (EC 4.3.1.6), que desamina beta-alanil-CoA, y 3-aminobutiril-CoA amoniaco-liasa (EC 4.3.1.14). Se
han identificado dos beta-alanil-CoA amoniaco liasas y se han caracterizado en Clostridium propionicum (Herrmann
et al. FEBS J. 272:813-821 (2005)). Hasta ahora no se ha estudiado ninguna otra beta-alanil-CoA amoniaco liasa,
pero pueden identificarse candidatos génicos mediante similitud de secuencia. Un candidato de este tipo es
MXAN_4385 en Myxococcus xanthus.

ac12 CAG29275.1 Clostridium propionicum
acl1 CAG29274 1 Clostridium propionicum
MXAN_4385 YP_632558.1 Myxococcus xanthus
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5.3.3.a - Isomerasa

Las 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasas tanto de Clostridium aminobutyrium como de C. kluyveri catalizan la
conversion reversible de 4-hidroxibutiril-CoA en crotonil-CoA y presentan una actividad vinilacetil-CoA A-isomerasa
intrinseca (Scherf y Buckel Eur. J Biochem. 215:421-429 (1993); Scherf et al. Arch. Microbiol 161:239-245 (1994)).
Se purificaron y caracterizaron ambas enzimas nativas, incluyendo las secuencias de aminoacidos N-terminales
(Scherf y Buckel, citado anteriormente, 1993; Scherf et al., citado anteriormente, 1994). Los genes abfD de C.
aminobutyrium y C. kluyveri coinciden exactamente con estas secuencias de aminoacidos N-terminales, por tanto
codifican para las 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasas/vinilacetil-CoA A-isomerasa. Ademas, el gen abfd de
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 se identifica mediante homologia a partir de proyectos de genoma.

abfD YP_001396399.1 Clostridium kluyveri DSM 555
abfD P55792 Clostridium aminobutyricum
abfD YP_001928843 Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

5.4.3.a - Aminomutasa

La lisina 2,3-aminomutasa (EC 5.4.3.2) es una aminomutasa a modo de ejemplo que convierte lisina en (3S)-3,6-
diaminohexanoato, desplazando un grupo amina de la posicion 2 a la 3. La enzima se encuentra en bacterias que
fermentan lisina para dar acetato y butirato, incluyendo Fusobacterium nuleatum (kamA) (Barker et al. J. Bacteriol.
152:201-207 (1982)) y Clostridium subterminale (kamA) (Chirpich et al. J. Biol. Chem. 245:1778-1789 (1970)). La
enzima de Clostridium subterminale se ha cristalizado (Lepore et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 102:13819-13824
(2005)). Una enzima que codifica para esta funcion también se codifica por yodO en Bacillus subtilus (Chen et al.
Biochem. J. 348 Pt 3:539-549 (2000)). La enzima usa piridoxal 5-fosfato como cofactor, requiere activacion
mediante S-adenosilmetionina, y es estereoselectiva, reaccionando Unicamente con L-lisina. No se ha mostrado que
la enzima reaccione con sustratos alternativos.

yodO 034676.1 Bacillus subtilus
kamA Q9XBQ8.1 Clostridium subterminale
kamA Q8RHX4 Fusobacterium nuleatum subsp. nuleatum

Una segunda aminomutasa, beta-lisina 5,6-aminomutasa (EC 5.4.3.3), cataliza la siguiente etapa de la fermentacion
de lisina para dar acetato y butirato, que transforma (3S)-3,6-diaminohexanoato en (3S,5S)-3,5-diaminohexanoato,
desplazando un grupo amina terminal de la posicién 6 a la 5. Esta enzima también cataliza la conversion de lisina en
2,5-diaminohexanoato y también se denomina lisina-5,6-aminomutasa (EC 5.4.3.4). La enzima se ha cristalizado en
Clostridium sticklandii (kamD, kamE) (Berkovitch et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101:15870-15875 (2004)).
También se ha caracterizado la enzima de Porphyromonas gingivalis (Tang et al. Biochemistry 41:8767-8776
(2002)).

kamD AACT79717 1 Clostridium sticklandii
kamE AAC79718.1 Clostridium sticklandii
kamD NC_002950.2 Porphyromonas gingivalis W83
kamE NC_002950.2 Porphyromonas gingivalis W83

La ornitina 4,5-aminomutasa (EC 5.4.3.5) convierte D-ornitina en 2,4-diaminopentanoato, desplazando también una
amina terminal al carbono adyacente. La enzima de Clostridium sticklandii se codifica por dos genes, oraE y oraS, y
se ha clonado, secuenciado y expresado en E. coli (Chen et al. J. Biol. Chem. 276:44744-44750 (2001)). Hasta la
fecha no se ha caracterizado esta enzima en otros organismos.

orakE AAK72502 Clostridium sticklandlii
oraS AAK72501 Clostridium sticklandlii

La tirosina 2,3-aminomutasa (EC 5.4.3.6) participa en la biosintesis de tirosina, convirtiendo de manera reversible
tirosina en 3-amino-3-(4-hidroxifenil)propanoato mediante desplazamiento de una amina de la posicién 2 a la 3. En
Streptomyces globisporus, también se ha mostrado que la enzima reacciona con derivados de tirosina (Christenson
et al. Biochemistry 42:12708-12718 (2003)). No se dispone de informacién de secuencia.

La leucina 2,3-aminomutasa (EC 5.4.3.7) convierte L-leucina en beta-leucina durante la degradacion y biosintesis de
la leucina. Un ensayo para leucina 2,3-aminomutasa detectdé actividad en muchos organismos (Poston, J. M.
Methods Enzymol. 166:130-135 (1988)), pero hasta la fecha no se han identificado genes que codifican para la
enzima.

Cargill ha desarrollado una enzima 2,3-aminomutasa novedosa para convertir L-alanina en B-alanina, creando por
tanto una ruta de piruvato a 3-HP en cuatro etapas bioquimicas (Liao et al., publicacién estadounidense n.° 2005-
0221466).
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6.2.1.a - Acido-tiol ligasa

Una acido-tiol ligasa a modo de ejemplo son los productos génicos de sucCD de E. coli, que, en conjunto, catalizan
la formacién de succinil-CoA a partir de succinato con el consumo simultaneo de un ATP, una reaccién que es
reversible in vivo (Buck et al. Biochemistry 24(22): pags. 6245-6252 (1985)). Las CoA-ligasas a modo de ejemplo
adicionales incluyen la dicarboxilato-CoA ligasa de rata de la que aun no se ha caracterizado la secuencia (Vamecq
et al. Biochem J. 230(3): pags. 683-693 (1985)), cualquiera de las dos fenilacetato-CoA ligasas caracterizadas de P.
chrysogenum (Lamas-Maceiras et al. Biochem J 395(1):147-155 (2006); Wang et al. Biochem Biophys Res
Commun, 360(2):453-458 (2007)), la fenilacetato-CoA ligasa de Pseudomonas putida (Martinez-Blanco et al. J Biol
Chem. 265(12):7084-7090 (1990)), y la 6-carboxihexanoato-CoA ligasa de Bacillus subtilis (Bower et al. J Bacteriol
178(14):4122-4130 (1996)).

sucC NP 415256.1 Escherichia coli

sucD AAC73823.1 Escherichia coli

phl CAJ15517.1 Penicillium chrysogenum
phiB ABS19624.1 Penicillium chrysogenum
paaF AAC24333.2 Pseudomonas putida
bioW NP 390902.2 Bacillus subtilis
EJEMPLO V

Ruta de BDO a modo de ejemplo a partir de succinil-CoA
Este ejemplo describe rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de succinil-CoA.

En el presente documento se describen rutas de BDO a partir de succinil-CoA y se han descrito anteriormente
(véanse la solicitud estadounidense con n.° de serie 12/049.256, presentada el 14 de marzo de 2008, y la solicitud
PCT con n.° de serie US08/57168, presentada el 14 de marzo de 2008). En la figura 8A se muestran rutas
adicionales. En la tabla 15 se indican enzimas de tales rutas de BDO a modo de ejemplo, junto con genes a modo
de ejemplo que codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse succinil-CoA en semialdehido succinico mediante succinil-CoA reductasa (o
succinato semialdehido deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b). Puede convertirse succinato semialdehido en 4-
hidroxibutirato mediante 4-hidroxibutirato deshidrogenasa (EC 1.1.1.a), tal como se describié anteriormente.
Alternativamente, puede convertirse succinil-CoA en 4-hidroxibutirato mediante succinil-CoA reductasa (formacion
de alcohol) (EC 1.1.1.c). Puede convertirse 4-hidroxibutirato en 4-hidroxibutiril-CoA mediante 4-hidroxibutiril-CoA
transferasa (EC 2.8.3.a), tal como se describié anteriormente, o mediante 4-hidroxibutiril-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a)
o 4-hidroxibutiril-CoA ligasa (o 4-hidroxibutiril-CoA sintetasa) (EC 6.2.1.a). Alternativamente, puede convertirse 4-
hidroxibutirato en 4-hidroxibutiril-fosfato mediante 4-hidroxibutirato cinasa (EC 2.7.2.a), tal como se describio
anteriormente. Puede convertirse 4-hidroxibutiril-fosfato en  4-hidroxibutiril-CoA mediante fosfotrans-4-
hidroxibutirilasa (EC 2.3.1.a), tal como se describié anteriormente. Alternativamente, puede convertirse 4-
hidroxibutiril-fosfato en 4-hidroxibutanal mediante 4-hidroxibutanal deshidrogenasa (fosforilacion) (EC 1.2.1.d).
Puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 4-hidroxibutanal mediante 4-hidroxibutiri-CoA reductasa (o 4-
hidroxibutanal deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b). Alternativamente, puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 1,4-
butanodiol mediante 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacién de alcohol) (EC 1.1.1.c). Puede convertirse 4-
hidroxibutanal en 1,4-butanodiol mediante 1,4-butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a), tal como se describio
anteriormente.
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EJEMPLO VI
Rutas de BDO a modo de ejemplo adicionales a partir de alfa-cetoglutarato
Este ejemplo describe rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de alfa-cetoglutarato.

En el presente documento se describen rutas de BDO a partir de succinil-CoA y se han descrito anteriormente
(véanse la solicitud estadounidense con n.° de serie 12/049.256, presentada el 14 de marzo de 2008, y la solicitud
PCT con n.° de serie US08/57168, presentada el 14 de marzo de 2008). En la figura 8B se muestran rutas
adicionales. En la tabla 16 se indican enzimas de tales rutas de BDO a modo de ejemplo, junto con genes a modo
de ejemplo que codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse alfa-cetoglutarato en semialdehido succinico mediante alfa-cetoglutarato
descarboxilasa (EC 4.1.1.a), tal como se describié anteriormente. Alternativamente, puede convertirse alfa-
cetoglutarato en glutamato mediante glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.a). Puede convertirse 4-aminobutirato en
semialdehido succinico mediante 4-aminobutirato oxidorreductasa (desaminacion) (EC 1.4.1.a) o 4-aminobutirato
transaminasa (EC 2.6.1.a). Puede convertirse glutamato en 4-aminobutirato mediante glutamato descarboxilasa (EC
4.1.1.a). Puede convertirse succinato semialdehido en 4-hidroxibutirato mediante 4-hidroxibutirato deshidrogenasa
(EC 1.1.1.a), tal como se describi6 anteriormente. Puede convertirse 4-hidroxibutirato en 4-hidroxibutiril-CoA
mediante 4-hidroxibutiril-CoA transferasa (EC 2.8.3.a), tal como se describié anteriormente, o mediante 4-
hidroxibutiril-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a), o 4-hidroxibutiril-CoA ligasa (o 4-hidroxibutiril-CoA sintetasa) (EC 6.2.1.a).
Puede convertirse 4-hidroxibutirato en 4-hidroxibutiril-fosfato mediante 4-hidroxibutirato cinasa (EC 2.7.2.a). Puede
convertirse 4-hidroxibutiril-fosfato en 4-hidroxibutiril-CoA mediante fosfotrans-4-hidroxibutirilasa (EC 2.3.1.a), tal
como se describié anteriormente. Alternativamente, puede convertirse 4-hidroxibutiril-fosfato en 4-hidroxibutanal
mediante 4-hidroxibutanal deshidrogenasa (fosforilacién) (EC 1.2.1.d). Puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 4-
hidroxibutanal mediante 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (o 4-hidroxibutanal deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b), tal como se
describié anteriormente. Puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 1,4-butanodiol mediante 4-hidroxibutiril-CoA
reductasa (formacion de alcohol) (EC 1.1.1.c). Puede convertirse 4-hidroxibutanal en 1,4-butanodiol mediante 1,4-
butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a), tal como se describié anteriormente.
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EJEMPLO VI
Rutas de BDO a partir de 4-aminobutirato
Este ejemplo describe rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de 4-aminobutirato.

La figura 9A representa rutas de BDO a modo de ejemplo en las que se convierte 4-aminobutirato en BDO. En la
tabla 17 se indican enzimas de una ruta de BDO a modo de ejemplo de este tipo, junto con genes a modo de
ejemplo que codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse 4-aminobutirato en 4-aminobutiril-CoA mediante 4-aminobutirato CoA transferasa
(EC 2.8.3.a), 4-aminobultiril-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a), o 4-aminobutirato-CoA ligasa (o 4-aminobutiril-CoA
sintetasa) (EC 6.2.1.a). Puede convertirse 4-aminobutiril-CoA en 4-oxobutiri-CoA mediante 4-aminobutiril-CoA
oxidorreductasa (desaminacion) (EC 1.4.1.a) o 4-aminobutiril-CoA transaminasa (EC 2.6.1.a). Puede convertirse 4-
oxobutiril-CoA en 4-hidroxibutiril-CoA mediante 4-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (EC 1.1.1.a). Puede convertirse
4-hidroxibutiril-CoA en 1,4-butanodiol mediante 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol) (EC 1.1.1.c).
Alternativamente, puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 4-hidroxibutanal mediante 4-hidroxibutiril-CoA reductasa
(o 4-hidroxibutanal deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b). Puede convertirse 4-hidroxibutanal en 1,4-butanodiol mediante
1,4-butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a).
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En la figura 9A se muestran enzimas para otra ruta de BDO a modo de ejemplo que convierten 4-aminobutirato en
BDO. En la tabla 18 se indican enzimas de una ruta de BDO a modo de ejemplo de este tipo, junto con genes a
modo de ejemplo que codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse 4-aminobutirato en 4-aminobutiril-CoA mediante 4-aminobutirato CoA transferasa
(EC 2.8.3.a), 4-aminobutiril-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a) o 4-aminobutirato-CoA ligasa (o 4-aminobutiril-CoA sintetasa)
(EC 6.2.1.a). Puede convertirse 4-aminobutiril-CoA en 4-aminobutan-1-ol mediante 4-aminobutiril-CoA reductasa
(formacion de alcohol) (EC 1.1.1.c). Alternativamente, puede convertirse 4-aminobutiri-CoA en 4-aminobutanal
mediante 4-aminobultiril-CoA reductasa (o 4-aminobutanal deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b), y puede convertirse 4-
aminobutanal en 4-aminobutan-1-ol mediante 4-aminobutan-1-ol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a). Puede convertirse 4-
aminobutan-1-ol en 4-hidroxibutanal mediante 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacioén) (EC 1.4.1.a) o 4-
aminobutan-1-ol transaminasa (EC 2.6.1.a). Puede convertirse 4-hidroxibutanal en 1,4-butanodiol mediante 1,4-
butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a).
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La figura 9B representa una ruta de BDO a modo de ejemplo en la que se convierte 4-aminobutirato en BDO. En la
tabla 19 se indican enzimas de una ruta de BDO a modo de ejemplo de este tipo, junto con genes a modo de
ejemplo que codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse 4-aminobutirato en acido [(4-aminobutanoil)oxi]fosfénico mediante 4-aminobutirato
cinasa (EC 2.7.2.a). Puede convertirse acido [(4-aminobutanoil)oxi]fosfénico en 4-aminobutanal mediante 4-
aminobutiraldehido deshidrogenasa (fosforilacion) (EC 1.2.1.d). Puede convertirse 4-aminobutanal en 4-aminobutan-
1-ol mediante 4-aminobutan-1-ol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a). Puede convertirse 4-aminobutan-1-ol en 4-
hidroxibutanal mediante 4-aminobutan-1-ol oxidorreductasa (desaminacion) (EC 1.4.1.a) o 4-aminobutan-1-ol
transaminasa (EC 2.6.1.a). Alternativamente, puede convertirse acido [(4-aminobutanoil)oxiJfosfonico en acido [(4-
oxobutanoil)oxilfosfénico mediante acido [(4-aminobutanoil)oxilfosfonico oxidorreductasa (desaminacion) (EC
1.4.1.a) o acido [(4-aminobutanoil)oxilfosfonico transaminasa (EC 2.6.1.a). Puede convertirse acido [(4-
oxobutanoil)oxiJfosfénico en 4-hidroxibutiril-fosfato mediante 4-hidroxibutiril-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.a).
Puede convertirse 4-hidroxibutiril-fosfato en 4-hidroxibutanal mediante 4-hidroxibutiraldehido deshidrogenasa
(fosforilacion) (EC 1.2.1.d). Puede convertirse 4-hidroxibutanal en 1,4-butanodiol mediante 1,4-butanodiol
deshidrogenasa (EC 1.1.1.a).
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La figura 9C muestra una a ruta modo de ejemplo a través de acetoacetato.
EJEMPLO VIl

Rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de alfa-cetoglutarato

Este ejemplo describe rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de alfa-cetoglutarato.

La figura 10 representa rutas de BDO a modo de ejemplo en las que se convierte alfa-cetoglutarato en BDO. En la
tabla 20 se indican enzimas de una ruta de BDO a modo de ejemplo de este tipo, junto con genes a modo de
ejemplo que codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse alfa-cetoglutarato en alfa-cetoglutaril-fosfato mediante alfa-cetoglutarato 5-cinasa
(EC 2.7.2.a). Puede convertirse alfa-cetoglutaril-fosfato en acido 2,5-dioxopentanoico mediante semialdehido 2,5-
dioxopentanoico deshidrogenasa (fosforilacion) (EC 1.2.1.d). Puede convertirse acido 2,5-dioxopentanoico en acido
5-hidroxi-2-oxopentanoico mediante acido 2,5-dioxopentanoico reductasa (EC 1.1.1.a). Alternativamente, puede
convertirse alfa-cetoglutarato en alfa-cetoglutaril-CoA mediante alfa-cetoglutarato CoA transferasa (EC 2.8.3.a), alfa-
cetoglutaril-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a) o alfa-cetoglutaril-CoA ligasa (o alfa-cetoglutaril-CoA sintetasa) (EC 6.2.1.a).
Puede convertirse alfa-cetoglutaril-CoA en acido 2,5-dioxopentanoico mediante alfa-cetoglutaril-CoA reductasa (o
acido 2,5-dioxopentanoico deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b). Puede convertirse acido 2,5-dioxopentanoico en acido 5-
hidroxi-2-oxopentanoico mediante acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa. Alternativamente, puede
convertirse alfa-cetoglutaril-CoA en acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico mediante alfa-cetoglutaril-CoA reductasa
(formacion de alcohol) (EC 1.1.1.c). Puede convertirse acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico en 4-hidroxibutanal mediante
acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa (EC 4.1.1.a). Puede convertirse 4-hidroxibutanal en 1,4-butanodiol
mediante 1,4-butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a). Puede convertirse acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico en 4-
hidroxibutiril-CoA mediante acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa (descarboxilacion) (EC 1.2.1.c).
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EJEMPLO IX
Rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de glutamato
Este ejemplo describe rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de glutamato.

La figura 11 representa rutas de BDO a modo de ejemplo en las que se convierte glutamato en BDO. En la tabla 21
se indican enzimas de una ruta de BDO a modo de ejemplo de este tipo, junto con genes a modo de ejemplo que
codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse glutamato en glutamil-CoA mediante glutamato CoA transferasa (EC 2.8.3.a),
glutamil-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a) o glutamil-CoA ligasa (o glutamil-CoA sintetasa) (EC 6.2.1.a). Alternativamente,
puede convertirse glutamato en glutamato-5-fosfato mediante glutamato 5-cinasa (EC 2.7.2.a). Puede convertirse
glutamato-5-fosfato en glutamato-5-semialdehido mediante glutamato-5-semialdehido deshidrogenasa (fosforilacion)
(EC 1.2.1.d). Puede convertirse glutamil-CoA en glutamato-5-semialdehido mediante glutamil-CoA reductasa (o
glutamato-5-semialdehido deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b). Puede convertirse glutamato-5-semialdehido en acido 2-
amino-5-hidroxipentanoico mediante glutamato-5-semialdehido reductasa (EC 1.1.1.a). Alternativamente, puede
convertirse glutamil-CoA en acido 2-amino-5-hidroxipentanoico mediante glutamil-CoA reductasa (formacion de
alcohol) (EC 1.1.1.c). Puede convertirse acido 2-amino-5-hidroxipentanoico en acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico
mediante acido 2-amino-5-hidroxipentanoico oxidorreductasa (desaminacién) (EC 1.4.1.a) o acido 2-amino-5-
hidroxipentanoico transaminasa (EC 2.6.1.a). Puede convertirse acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico en 4-hidroxibutanal
mediante acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico descarboxilasa (EC 4.1.1.a). Puede convertirse 4-hidroxibutanal en 1,4-
butanodiol mediante 1,4-butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a). Alternativamente, puede convertirse acido 5-
hidroxi-2-oxopentanoico en 4-hidroxibutiril-CoA mediante acido 5-hidroxi-2-oxopentanoico deshidrogenasa
(descarboxilacion) (EC 1.2.1.c).
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EJEMPLO X
Rutas de BDO a modo de ejemplo a partir de acetoacetil-CoA
Este ejemplo describe una ruta de BDO a modo de ejemplo a partir de acetoacetil-CoA.

La figura 12 representa rutas de BDO a modo de ejemplo en las que se convierte acetoacetil-CoA en BDO. En la
tabla 22 se indican enzimas de una ruta de BDO a modo de ejemplo de este tipo, junto con genes a modo de
ejemplo que codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA mediante 3-hidroxibutiril-CoA
deshidrogenasa (EC 1.1.1.a). Puede convertirse 3-hidroxibutiril-CoA en crotonoil-CoA mediante 3-hidroxibutiril-CoA
deshidratasa (EC 4.2.1.a). Puede convertirse crotonoil-CoA en vinilacetil-CoA mediante vinilacetil-CoA A-isomerasa
(EC 5.3.3.3). Puede convertirse vinilacetil-CoA en 4-hidroxibutiri-CoA mediante 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa
(EC 4.2.1.a). Puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 1,4-butanodiol mediante 4-hidroxibutiril-CoA reductasa
(formacion de alcohol) (EC 1.1.1.c). Alternativamente, puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 4-hidroxibutanal
mediante 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (o 4-hidroxibutanal deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b). Puede convertirse 4-
hidroxibutanal en 1,4-butanodiol mediante 1,4-butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a).
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EJEMPLO XI
Ruta de BDO a modo de ejemplo a partir de homoserina
Este ejemplo describe una ruta de BDO a modo de ejemplo a partir de homoserina.

La figura 13 representa rutas de BDO a modo de ejemplo en las que se convierte homoserina en BDO. En la tabla
23 se indican enzimas de una ruta de BDO a modo de ejemplo de este tipo, junto con genes a modo de ejemplo que
codifican para estas enzimas.

En resumen, puede convertirse homoserina en 4-hidroxibut-2-enoato mediante homoserina desaminasa (EC
4.3.1.a). Alternativamente, puede convertirse homoserina en homoserina-CoA mediante homoserina CoA
transferasa (EC 2.8.3.a), homoserina-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a) u homoserina-CoA ligasa (o homoserina-CoA
sintetasa) (EC 6.2.1.a). Puede convertirse homoserina-CoA en 4-hidroxibut-2-enoil-CoA mediante homoserina-CoA
desaminasa (EC 4.3.1.a). Puede convertirse 4-hidroxibut-2-enoato en 4-hidroxibut-2-enoil-CoA mediante 4-
hidroxibut-2-enoil-CoA transferasa (EC 2.8.3.a), 4-hidroxibut-2-enoil-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.a), o 4-hidroxibut-2-
enoil-CoA ligasa (o 4-hidroxibut-2-enoil-CoA sintetasa) (EC 6.2.1.a). Alternativamente, puede convertirse 4-
hidroxibut-2-enoato en 4-hidroxibutirato mediante 4-hidroxibut-2-enoato reductasa (EC 1.3.1.a). Puede convertirse 4-
hidroxibutirato en 4-hidroxibutiril-coA mediante 4-hidroxibutiril-CoA transferasa (EC 2.8.3.a), 4-hidroxibutiril-CoA
hidrolasa (EC 3.1.2.a) o 4-hidroxibutiril-CoA ligasa (o 4-hidroxibutiril-CoA sintetasa) (EC 6.2.1.a). Puede convertirse
4-hidroxibut-2-enoil-CoA en 4-hidroxibutiril-CoA mediante 4-hidroxibut-2-enoil-CoA reductasa (EC 1.3.1.a). Puede
convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 1,4-butanodiol mediante 4-hidroxibutiril-CoA reductasa (formacion de alcohol) (EC
1.1.1.c). Alternativamente, puede convertirse 4-hidroxibutiril-CoA en 4-hidroxibutanal mediante 4-hidroxibutiril-CoA
reductasa (o 4-hidroxibutanal deshidrogenasa) (EC 1.2.1.b). Puede convertirse 4-hidroxibutanal en 1,4-butanodiol
mediante 1,4-butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.a).
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EJEMPLO Xl
Cepas productoras de BDO que expresan succinil-CoA sintetasa

Este ejemplo describe la produccion aumentada de BDO en cepas productoras de BDO que expresan succinil-CoA
sintetasa.

Tal como se comenté anteriormente, el succinato puede ser un precursor para la produccién de BDO mediante
conversion en succinil-CoA (véanse también los documentos W0O2008/115840, WO 2009/023493, publicacion
estadounidense 2009/0047719, publicacion estadounidense 2009/0075351). Por tanto, se modificd genéticamente la
cepa huésped para sobreexpresar los genes sucCD de E. coli, que codifican para succinil-CoA sintetasa. En la figura
14A se muestra la secuencia de nucleotidos del operén sucCD de E. coli, y en las figuras 14B y 14C se muestran las
secuencias de aminoacidos para las subunidades de succinil-CoA sintetasa codificadas. En resumen, se clonaron
los genes sucCD de E. coli mediante PCR a partir de ADN cromosémico de E. coli y se introdujeron en plasmidos de
multiples copias pZS*13, pZA13 y pZE33 tras el promotor PA1lacO-1 (Lutz y Bujard, Nucleic Acids Res. 25:1203-
1210 (1997)) usando procedimientos de biologia molecular convencionales.

Se sobreexpresaron los genes sucCD de E. coli, que codifican para la succinil-CoA sintetasa. Los resultados
mostraron que la introduccion en las cepas de sucCD para expresar succinil-CoA sintetasa mejor6 la produccion de
BDO en diversas cepas en comparacion o bien con niveles nativos de expresién o bien con la expresiéon de cat1,
que es una succinil-CoA/acetil-CoA transferasa. Por tanto, la produccion de BDO se mejor6 mediante
sobreexpresion de los genes sucCD de E. coli nativos que codifican para succinil-CoA sintetasa.

EJEMPLO XIlI

Expresion de genes heterélogos que codifican para enzimas de la ruta de BDO

Este ejemplo describe la expresiéon de diversas enzimas de la ruta no nativas para proporcionar una produccion
mejorada de BDO.

Alfa-cetoglutarato descarboxilasa. Se expres6é el gen sucA de Mycobacterium bovis que codifica para alfa-
cetoglutarato descarboxilasa en cepas huésped. La sobreexpresion de sucA de M. bovis mejord la produccion de
BDO (véanse también los documentos WO02008/115840, WO 2009/023493, publicacién estadounidense
2009/0047719, publicacion estadounidense 2009/0075351). En la figura 15 se muestran las secuencias de
nucleétidos y de aminoacidos de sucA de M. bovis y la alfa-cetoglutarato descarboxilasa codificada.

Para construir las cepas que expresan sucA de M. bovis, se amplificaron fragmentos del gen sucA que codifica para
la alfa-cetoglutarato descarboxilasa a partir del ADN gendémico de Mycobacterium bovis BCG (ATCC 19015;
Coleccion americana de cultivos tipo, Manassas VA) usando los cebadores mostrados a continuacion. Se ensamblo
el gen de longitud completa mediante reaccién de ligacion de los cuatro fragmentos de ADN amplificados, y se cloné
en vectores de expresion pZS*13 y pZE23 tras el promotor Pa1iaco-1 (Lutz y Bujard, Nucleic Acids Res. 25:1203-1210
(1997)). Se verifico la secuencia de nucledtidos del gen ensamblado mediante secuenciacion de ADN.

Cebadores para el fragmento 1:

5-ATGTACCGCAAGTTCCGC-3’ (SEQ ID NO:)

5-CAATTTGCCGATGCCCAG-3' (SEQ ID NO:)

Cebadores para el fragmento 2:

5-GCTGACCACTGAAGACTTTG-3' (SEQ ID NO:)

5-GATCAGGGCTTCGGTGTAG-3’ (SEQ ID NO:)

Cebadores para el fragmento 3:

5-TTGGTGCGGGCCAAGCAGGATCTGCTC-3' (SEQ ID NO:)

5-TCAGCCGAACGCCTCGTCGAGGATCTCCTG-3' (SEQ ID NO:)

Cebadores para el fragmento 4:

5-TGGCCAACATAAGTTCACCATTCGGGCAAAAC-3’ (SEQ ID NO:)

5-TCTCTTCAACCAGCCATTCGTTTTGCCCG-3' (SEQ ID NO:)
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Se demostro la expresion funcional de la alfa-cetoglutarato descarboxilasa usando ensayos tanto in vitro como in
vivo. Se midié la actividad enzimatica SucA siguiendo un método anteriormente notificado (Tian et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 102:10670-10675 (2005)). La mezcla de reaccion contenia tampoén fosfato de potasio 50 mM, pH
7,0, pirofosfato de tiamina 0,2 mM, MgCl> 1 mM, ferricianuro 0,8 mM, alfa-cetoglutarato 1 mM vy lisado en bruto de
células. Se monitorizé la actividad enzimatica mediante la reduccion de ferricianuro a 430 nm. Se verifico la funcion
in vivo de la enzima SucA usando cultivo de células completas de E. coli. Se inocularon colonias individuales de E.
coli MG1655 lacl® transformado con plasmidos que codificaban para la enzima SucA y la 4-hidroxibutirato
deshidrogenasa (4Hbd) en 5 ml de medio LB que contenia antibiéticos apropiados. Se cultivaron las células a 37°C
durante la noche de manera aerobia. Se introdujeron 200 ul de este cultivo durante la noche en 8 ml de medio
minimo M9 (Na:HPO, 6,78 g/l, KH,PO4 3,0 g/, NaCl 0,5 g/l, NH4Cl 1,0 g/l, MgSOs 1 mM, CaCl, 0,1 mM)
suplementado con glucosa 20 g/l, acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS) 100 mM para mejorar la capacidad
tamponante, tiamina 10 ug/ml, y los antibidticos apropiados. Se establecieron condiciones microaerobias purgando
inicialmente botellas anaerobias tapadas con nitrégeno durante 5 minutos, después perforando el septo con una
aguja de 23G tras la inoculacion. Se mantuvo la aguja en la botella durante el crecimiento para permitir que una
pequeiia cantidad de aire entrase en las botellas. Se indujo la expresion de proteinas con p-D-1-tiogalactopirandsido
de isopropilo (IPTG) 0,2 mM cuando el cultivo alcanzé la mitad de la fase de crecimiento logaritmico. Como
controles, se cultivaron cepas E. coli MG1655 lacl® transformadas sélo con el plasmido que codificaba para la 4-
hidroxibutirato deshidrogenasa y soélo los vectores vacios en las mismas condiciones (véase la tabla 23). Se
monitorizé la acumulacion de 4-hidroxibutirato (4HB) en el medio de cultivo usando un método de CL-EM. Sdlo la
cepa de E. coli que expresaba la alfa-cetoglutarato descarboxilasa de Mpycobacterium produjo una cantidad
significativa de 4HB (véase la figura 16).

Tabla 24. Tres cepas que contienen diversos controles de plasmido y que codifican para sucA y 4-hidroxibutirato
deshidrogenasa.

Huésped pZE13 pZA33
1 MG1655 laclq vector vector
2 MG1655 laclq vector 4hbd
3 MG1655 laclq SucA 4hbd

Un experimento independiente demostr6 que la ruta de alfa-cetoglutarato descarboxilasa funciona
independientemente del ciclo de TCA reductor. Se usé la cepa de E. coli ECKh-401 (AadhE AldhA ApflB
AlpdA::K.p.IpdA322 Amdh AarcA) como cepa huésped (véase la tabla 25). Los tres constructos contenian el gen que
codificaba para 4HB deshidrogenasa (4Hbd). El constructo 1 también contenia el gen que codificaba para la alfa-
cetoglutarato descarboxilasa (sucA). El constructo 2 contenia los genes que codificaban para la succinil-CoA
sintetasa (sucCD) y la succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA (sucD), que se requieren para la
sintesis de 4HB a través del ciclo de TCA reductor. El constructo 3 contiene todos los genes de 1 y 2. Se cultivaron
las tres cepas de E. coli en las mismas condiciones tal como se describié anteriormente, excepto porque el segundo
cultivo era en condiciones microaerobias. Al expresar la enzima SucA, el constructo 3 produjo mas 4HB que el
constructo 2, que se basa en el ciclo de TCA reductor para la sintesis de 4HB (véase la figura 17).

Se proporcioné soporte adicional para la contribucion de alfa-cetoglutarato descarboxilasa a la produccion de 4HB y
BDO mediante experimentos de analisis de flujo. Se hicieron crecer cultivos de ECKh-432, que contiene tanto
sucCD-sucD como sucA en el cromosoma, en medio minimo M9 que contenia una mezcla de 1-">C-glucosa (60%) y
U-"*C-glucosa (40%). Se recogio la biomasa, se aislo la proteina y se hidrolizé para dar aminoacidos, y se analizé la
distribucion de marcador de los aminoacidos mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)
tal como se describié anteriormente (Fischer y Sauer, Eur. J. Biochem. 270:880-891 (2003)). Ademas, se analizo la
distribucion de marcador de 4HB y BDO secretados mediante CG-EM tal como se describe en el documento
W02008115840 A2. Se usaron estos datos para calcular la distribucion de flujo intracelular usando métodos
establecidos (Suthers et al., Metab. Eng. 9:387-405 (2007)). Los resultados indicaron que entre el 56% y el 84% del
alfa-cetoglutarato se canalizaba a través de alfa-cetoglutarato descarboxilasa a la ruta de BDO. El resto se oxidaba
mediante alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, lo que entonces entraba en BDO a través de la ruta de succinil-CoA.

Estos resultados demuestran cepas productoras de 4-hidroxibutirato que contienen el gen sucA de Mycobacterium
bovis BCG expresado en un plasmido. Cuando el plasmido que codifica para este gen no esta presente, la
produccion de 4-hidroxibutirato es despreciable cuando no se expresa sucD (succinato semialdehido
deshidrogenasa dependiente de CoA). El gen de M. bovis es un homodlogo estrecho del gen de Mycobacterium
tuberculosis cuyo producto enzimatico se ha caracterizado anteriormente (Tian et al., citado anteriormente, 2005).

Succinato semialdehido deshidrogenasa (dependiente de CoA), 4-hidroxibutirato deshidrogenasa y 4-hidroxibutiril-
CoAJacetil-CoA transferasa. Los genes de Porphyromonas gingivalis W83 pueden ser componentes eficaces de la
ruta para la producciéon de 1,4-butanodiol (véanse también los documentos W02008/115840, WO 2009/023493,
publicacion estadounidense 2009/0047719, publicacion estadounidense 2009/0075351). En la figura 18A se muestra
la secuencia de nucledtidos de succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA (sucD) de
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Porphyromonas gingivalis, y en la figura 18B se muestra la secuencia de aminoacidos codificada. En la figura 19A se
muestra la secuencia de nucleétidos de 4-hidroxibutirato deshidrogenasa (4hbd) de Porphyromonas gingivalis, y en
la figura 19B se muestra la secuencia de aminoacidos codificada. En la figura 20A se muestra la secuencia de
nucledtidos de 4-hidroxibutirato CoA transferasa (cat2) de Porphyromonas gingivalis, y en la figura 20B se muestra
la secuencia de aminoacidos codificada.

En resumen, los genes de Porphyromonas gingivalis W83 que codifican para succinato semialdehido
deshidrogenasa (dependiente de CoA) y 4-hidroxibutirato deshidrogenasa, y en algunos casos adicionalmente 4-
hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA, se clonaron mediante PCR a partir de ADN cromosomico de P. gingivalis y se
introdujeron en plasmidos de multiples copias pZS*13, pZA13, y pZE33 tras el promotor PA1lacO-1 (Lutz y Bujard,
Nucleic Acids Res. 25:1203-1210 (1997)) usando procedimientos de biologia molecular convencionales. Después se
introdujeron estos plasmidos en cepas huésped.

Se introdujeron los genes de Porphyromonas gingivalis W83 en cepas de produccion tal como se describio
anteriormente. Algunas cepas solo incluyeron succinato semialdehido deshidrogenasa (dependiente de CoA) y 4-
hidroxibutirato deshidrogenasa sin 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa.

Butirato cinasa y fosfotransbutirilasa. Pueden usarse enzimas butirato cinasa (BK) y fosfotransbutirilasa (PTB) para
producir 4-hidroxibutiril-CoA (véanse también los documentos W02008/115840, WO 2009/023493, publicacion
estadounidense 2009/0047719, publicacion estadounidense 2009/0075351). En particular, pueden usarse los genes
de Clostridium acetobutylicum, buk1 y ptb, como parte de una ruta de BDO funcional.

Los experimentos iniciales implicaron la clonacion y expresion de los genes PTB (020) y BK (021) de C.
acetobutylicum nativos en E. coli. Cuando se requiri6, se modificaron el codén de iniciacion y el codon de
terminacion para cada gen a “ATG” y “TAA”, respectivamente, para una expresion mas optima en E. coli. En las
figuras 21 y 22 se muestran las secuencias génicas de C. acetobutylicum (020N y 021N) y sus correspondientes
secuencias peptidicas traducidas.

Los genes PTB y BK existen en C. acetobutylicum como un operén, expresandose en primer lugar el gen PTB (020).
Los dos genes estan conectados mediante la secuencia “atta aagttaagtg gaggaatgtt aac” (SEQ ID NO:) que incluye
un sitio de unién al ribosoma de reinicio para el gen BK (021) posterior. En este contexto, se fusionaron los dos
genes a promotores controlados por lac en vectores de expresion para su expresion en E. coli (Lutz y Bujard,
Nucleic Acids Res. 25:1203-1210 (1997)).

Se encontré que la expresion de las dos proteinas a partir de estos constructos de vectores era baja en comparacion
con otros genes expresados de manera exdgena debido a la alta incidencia de codones en los genes de C.
acetobutylicum que se solo se producen con poca frecuencia en E. coli. Por tanto, se predijeron nuevos genes 020 y
021 que cambiaban codones poco frecuentes por alternativas que estan mas altamente representadas en
secuencias génicas de E. coli. Este método de optimizacion de codones siguié algoritmos anteriormente descritos
(Sivaraman et al., Nucleic Acids Res. 36:16(2008)). Este método predice sustituciones de codones en contexto con
su frecuencia de aparicién cuando estan flanqueados por determinados codones a cada lado. Se determinaron
secuencias génicas alternativas para 020 (figura 23) y 021 (figura 24) en las que se sustituyeron numeros crecientes
de codones poco frecuentes por codones mas prevalentes (A<B<C<D) basandose en su incidencia en el contexto de
codones circundantes. No se introdujeron cambios en estas secuencias predichas en la secuencia peptidica real en
comparacion con las secuencias peptidicas 020 y 021 nativas.

En la figura 25A se muestra la mejora en la expresion de las proteinas BK y PTB resultante de la optimizacion de
codones. La expresion de las secuencias génicas nativas se muestra en el carril 2, mientras que la expresion de
020B-021B y 020C-021C se muestra en los carriles 3 y 4, respectivamente. Niveles superiores de expresion de
proteina en los operones con codones optimizados 020B-021B (2021B) y 020C-021C (2021C) también dieron como
resultado una actividad aumentada en comparacién con el operén nativo (2021n) en extractos en bruto de E. coli
expresados de manera equivalente (figura 25B).

Se expresaron los operones con codones optimizados en un plasmido en la cepa ECKh-432 (AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322 Amdh AarcA gIitAR163L fimD:: sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis
fimD:: sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri) junto con la aldehido deshidrogenasa de C. acetobutylicum para
proporcionar una ruta de BDO completa. Se cultivaron células en medio minimo M9 que contenia glucosa 20 g/,
usando una aguja de 23G para mantener condiciones microaerobias tal como se describié anteriormente. Se midio
la conversion resultante de glucosa en el producto final BDO. También se midié la acumulacion de gamma-
butirilactona (GBL), que es una molécula con transposicion espontanea derivada de 4Hb-CoA, el producto inmediato
del par de enzimas PTB-BK. La figura 26 muestra que la expresion del operon 2021n nativo dio como resultado
niveles de BDO comparables a una funcién enzimatica alternativa, Cat2 (034), que es capaz de convertir 4HB y CoA
libre en 4HB-CoA. Los niveles de GBL de 034 fueron significativamente superiores a los de 2021n, sugiriendo que la
primera enzima tiene mas actividad que PTB-BK expresado a partir de los genes nativos. Sin embargo, los niveles
tanto de BDO como de GBL fueron superiores a los de cualquiera de 034 6 2021n cuando se expresaron las
variantes con codones optimizados 2021B y 2021C, indicando que la optimizacién de codones de los genes para
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PTB y BK aumenta significativamente sus contribuciones a la sintesis de BDO en E. coli.

Estos resultados demuestran que las enzimas butirato cinasa (BK) y fosfotransbutirilasa (PTB) pueden emplearse
para convertir 4-hidroxibutirato en 4-hidroxibutiril-CoA. Esto elimina la necesidad de una enzima transferasa tal como
4-hidroxibutiril-CoA/Acetil-CoA transferasa, que generara un mol de acetato por mol de 4-hidroxibutiril-CoA
producido. Las enzimas de Clostridium acetobutylicum estan presentes en varias cepas disefiadas por ingenieria
para la produccién de BDO.

4-hidroxibutiril-CoA reductasa. El gen ald de Clostridium beijerinckii puede usarse como parte de una ruta de BDO
funcional (véanse también los documentos WO02008/115840, WO 2009/023493, publicacion estadounidense
2009/0047719, publicaciéon estadounidense 2009/0075351). El gen ald de Clostridium beijerinckii también puede
usarse para reducir la produccion de etanol en cepas productoras de BDO. Adicionalmente, se encontré que una
variante de ald con codones optimizados especifica (GNM0025B) mejoraba la produccién de BDO.

En la figura 27 se muestran el gen ald de C. beijjerinckii nativo (025n) y la secuencia de proteina predicha de la
enzima. Al igual que se observo para los genes PTB y BK de Clostridium acetobutylicum, la expresion del gen ald de
C. beijerinckii nativo era muy baja en E. coli. Por tanto, se predijeron cuatro variantes con codones optimizados para
este gen. Las figuras 28A-28D muestran secuencias génicas alternativas para 025, en las que niumeros crecientes
de codones poco frecuentes se sustituyen por codones mas prevalentes (A<B<C<D) basandose en su incidencia en
el contexto de codones circundantes (25A, P=0,05; 25B, P=0,1; 25C, P=0,15; 25D, P=1). En estas predicciones no
se introdujeron cambios en la secuencia peptidica real en comparacion con la secuencia peptidica de 025 nativa. La
optimizacion de codones aumenté significativamente la expresion de ald de C. beijerinckii (véase la figura 29), lo que
dio como resultado una conversion significativamente superior de glucosa en BDO en células que expresaban la ruta
de BDO completa (figura 30A).

Se expresaron los genes nativos y con codones optimizados en un plasmido junto con Cat2 de P. gingivalis, en la
cepa huésped ECKh-432 (AadhE AldhA ApflB AlpdA::K.p.[pdA322 Amdh AarcA glitAR163L AackA fimD:: sucCD de E.
coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis fimD:: sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri), que contenia por tanto
una ruta de BDO completa. Se cultivaron células de manera microaerobia en medio minimo M9 que contenia
glucosa 20 g/l tal como se describio anteriormente. Se comparo la produccion relativa de BDO y etanol mediante la
enzima Ald de C. beijjerinckii (expresada a partir del gen variante con codones optimizados 025B) con la enzima
AdhE2 de C. acetobutylicum (véase la figura 30B). La enzima AdhE2 de C. acetobutylicum (002C) produjo casi 4
veces mas etanol que BDO. En comparacion, Ald de C. beijerinckii (025B) (junto con una actividad ADH enddgena)
produjo cantidades equivalentes de BDO, pero la razon de produccion de BDO con respecto a la de etanol se invirtio
para esta enzima en comparacion con 002C. Esto sugiere que Ald de C. beijerinckii es mas especifica para 4HB-
CoA con respecto a acetil-coA que AdhE2 de C. acetobutylicum, y por tanto la primera es la enzima preferida para
su inclusion en la ruta de BDO.

Se sometio a prueba el gen ald de Clostridium beijerinckii (Toth et al., Appl. Environ. Microbiol. 65:4973-4980 (1999))
como candidato para catalizar la conversion de 4-hidroxibutiri-CoA en 4-hidroxibutanal. Se examinaron mas de
cincuenta aldehido deshidrogenasas para determinar su capacidad para catalizar la conversion de 4-hidroxibutiril-
CoA en 4-hidroxibutiraldehido. Se eligio el gen ald de C. beijerinckii para su implementacion en cepas productoras
de BDO debido a la preferencia de esta enzima por 4-hidroxibutiril-CoA como sustrato en contraposicién a acetil-
CoA. Esto es importante porque la mayoria de las otras enzimas con funcionalidad aldehido deshidrogenasa (por
ejemplo, adhE2 de C. acetobutylicum (Fontaine et al., J Bacteriol. 184:821-830 (2002)) convierten preferiblemente
acetil-CoA en acetaldehido, lo que a su vez se convierte en etanol. La utilizacion del gen de C. beijerinckii reduce la
cantidad de etanol producido como subproducto en organismos productores de BDO. Ademas, una version con
codones optimizados de este gen se expresa muy bien en E. coli (Sivaraman et al., Nucleic Acids Res. 36:e16
(2008)).

4-hidroxibutanal reductasa. Se us6 actividad 4-hidroxibutanal reductasa de adh1 de Geobacillus thermoglucosidasius
(M10EXG). Esto condujo a produccién de BDO mejorada aumentando la actividad 4-hidroxibutanal reductasa con
respecto a los niveles endégenos.

Se examinaron multiples alcohol deshidrogenasas para determinar su capacidad para catalizar la reduccion de 4-
hidroxibutanal para dar BDO. La mayoria de las alcohol deshidrogenasas con alta actividad sobre butiraldehido
mostraron una actividad mucho menor sobre 4-hidroxibutiraldehido. Una excepcion notable es el gen adh1 de
Geobacillus thermoglucosidasius M10EXG (Jeon et al., J. Biotechnol. 135:127-133 (2008)) (GNMO0084), que muestra
alta actividad tanto sobre 4-hidroxibutanal como sobre butanal.

En la figura 31 se muestran la secuencia génica nativa y la secuencia de proteina codificada si el gen adh1 de
Geobacillus thermoglucosidasius. Se expreso el gen ald1 de G. thermoglucosidasius en E. coli.

La enzima Adh1 (084) se expresd muy bien a partir de su gen nativo en E. coli (véase la figura 32A). En ensayos de

enzima ADH, la enzima expresada en E. coli mostré una actividad reductora muy alta cuando se usaron
butiraldehido o 4HB-aldehido como sustratos (véase la figura 32B). Los valores de K, determinados para estos
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sustratos fueron de 1,2 mM y 4,0 mM, respectivamente. Estos valores de actividad mostraron que la enzima Adh1
era la mas activa sobre la reduccién de 4HB-aldehido de todos los candidatos sometidos a prueba.

Se sometid a prueba la enzima 084 para determinar su capacidad para reforzar la produccion de BDO cuando se
acopla con ald de C. beijjerinckii. Se insertod el gen 084 detras del gen 025B variante de ald de C. beijerinckii para
crear un operon sintético que da como resultado la expresion acoplada de ambos genes. Constructos similares
vincularon 025B con otros genes candidatos de ADH, y se sometid a prueba el efecto de incluir cada ADH con 025B
sobre la produccion de BDO. La cepa huésped usada fue ECKh-459 (AadhE IdhA ApflB AlpdA::fnr-pfIB6-K.p.IpdA322
Amdh AarcA gItAR163L fimD:: sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis fimD:: sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri fimD:: buk1 de C. acetobutylicum, ptb de C. acetobutylicum), que contiene el resto de la ruta de
BDO en el cromosoma. El ADH 084 expresado junto con 025B mostro la mayor cantidad de BDO (flecha derecha en
la figura 33) en comparacion con sélo 025B (flecha izquierda en la figura 33) y junto con funciones ADH enddgenas.
También produjo mas BDO que otras enzimas ADH cuando se emparejé con 025B, indicado de la siguiente manera:
026A-C, variantes con codones optimizados de butanol deshidrogenasa de Clostridium acetobutylicum; 050, alcohol
deshidrogenasa | de Zymomonas mobilis; 052, 1,3-propanodiol deshidrogenasa de Citrobacter freundii;, 053, 1,3-
propanodiol deshidrogenasa de Lactobacillus brevis; 057, lactaldehido reductasa de Bacteroides fragilis; 058, 1,3-
propanodiol deshidrogenasa de E. coli; 071, alfa-cetoglutarato semialdehido deshidrogenasa de Bacillus subtilis 168.
Los constructos marcados “PT5lacO” son aquellos en los que los genes se impulsan por el promotor PT5lacO. En
todos los demas casos, se uso el promotor PA1lacO-1. Esto muestra que la inclusién de ADH 084 en la ruta de BDO
aumento la produccién de BDO.

EJEMPLO XIV
Cepas productoras de BDO que expresan piruvato deshidrogenasa

Este ejemplo describe la utilizacién de piruvato deshidrogenasa (PDH) para potenciar la produccion de BDO. Se usé
la expresion heteréloga del gen IpdA de Klebsiella pneumonia para potenciar la produccion de BDO.

Computacionalmente, se requiere la conversion generadora de NADH de piruvato en acetil-CoA para alcanzar el
rendimiento tedrico maximo de 1,4-butanodiol (véanse también los documentos W02008/115840, WO 2009/023493,
publicaciéon estadounidense 2009/0047719, publicaciéon estadounidense 2009/0075351; WO 2008/018930; Kim et
al., Appl. Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007); Kim et al., J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008); Menzel et al., J.
Biotechnol. 56:135-142 (1997)). Se mostré que la falta de actividad PDH reduce el rendimiento tedérico maximo
anaerobio de BDO en un 11% si no puede alcanzarse actividad fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y en un
3% si puede alcanzarse actividad PEPCK. Sin embargo, de manera mas importante, la ausencia de actividad PDH
en la cepa de OptKnock n.° 439, descrita en el documento WO 2009/023493 y la publicacién estadounidense
2009/0047719, que era la version desactivada de ADHEr, ASPT, LDH_D, MDH y PFLi, reducira el rendimiento
aerobio maximo de BDO en un 54% o un 43% si la actividad PEPCK esta ausente o presente, respectivamente. En
presencia de un aceptor de electrones externo, la falta de actividad PDH reducira el rendimiento maximo de la cepa
desactivada en un 10% o un 3% suponiendo que la actividad PEPCK esta ausente o presente, respectivamente.

PDH es una de las enzimas mas complicadas del metabolismo central y esta compuesta por 24 copias de piruvato
descarboxilasa (E1) y 12 moléculas de dihidrolipoilo deshidrogenasa (E3), que se unen al exterior del nucleo de
dihidrolipoilo transacetilasa (E2). PDH se inhibe mediante razones altas de NADH/NAD, ATP/ADP y acetil-CoA/CoA.
La enzima muestra de manera natural muy baja actividad en condiciones con oxigeno limitado o anaerobias en
organismos tales como E. coli debido en gran parte a la sensibilidad a NADH de E3, codificada por IpdA. Para ello,
se clond una version insensible a NADHI del gen IpdA de Klebsiella pneumonia y se expresd para aumentar la
actividad de PDH en condiciones en las que se espera que la razon NADH/NAD sea alta.

Sustitucion de IpdA nativo. El operon de piruvato deshidrogenasa de Klebsiella pneumoniae es idéntico en entre el
78 y el 95% a nivel de nucledtidos al operén equivalente de E. coli. Anteriormente se mostré que K. pneumoniae
tiene la capacidad para crecer de manera anaerobia en presencia de glicerol (Menzel et al., J. Biotechnol. 56:135-
142 (1997); Menzel et al., Biotechnol. Bioeng. 60:617-626 (1998)). También se ha mostrado que dos mutaciones en
el gen IpdA del operén de E. coli aumentaran su capacidad para crecer de manera anaerobia (Kim et al. Appl.
Environ. Microbiol. 73:1766-1771 (2007); Kim et al., J. Bacteriol. 190:3851-3858 (2008)). Se amplificé el gen IpdA de
K. pneumonia mediante PCR usando ADN gendmico (ATCC700721D) como molde y los cebadores KP-lpdA-Bam
(5’-acacgcggatccaacgtccecgg-3’) (SEQ ID NO:) y KP-IpdANhe (5’-agcggctccgctagecgcttatg-3’) (SEQ ID NO:). Se clono
el fragmento resultante en el vector pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen; Carlsbad CA), conduciendo al plasmido pCR-KP-
IpdA.

Se realizo la sustitucion de gen cromosémico usando un plasmido no replicante y el gen sacB de Bacillus subtilis
como medio de contraselecciéon (Gay et al., J. Bacteriol. 153:1424-1431 (1983)). El vector usado es pRE118
(ATCC87693) con las secuencias de oriT e IS delecionadas, que tiene 3,6 kb de tamafo y que porta el gen de
resistencia a kanamicina. Se confirmé la secuencia, y el vector se denominé pRE118-V2 (véase la figura 34).

Se amplificaron los fragmentos de E. coli que flanqueaban al gen IpdA mediante PCR usando la combinacion de
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cebadores: ECaceF-Pst  (5-aagccgttgctgcagctcttgage-3) (SEQ  ID  NO:) +  EC-aceF-Bam2  (5-
atctccggeggteggatecgteg-3’) (SEQ ID NO:) y EC-yacH-Nhe (5’-aaagcggctagccacgecge-3’) (SEQ ID NO:) + EC-yacH-
Kpn (5-attacacgaggtacccaacg-3’) (SEQ ID NO:). Un fragmento de BamHI-Xbal que contenia el gen IpdA de K.
pneumonia se aislo del plasmido pCR-KP-IpdA y después se ligd en los fragmentos de E. coli anteriores digeridos
con Pstl +BamHI y Nhel-Kpnl respectivamente, y se digirio el plasmido pRE118-V2 con Kpnl y Pstl. Se someti6 el
plasmido resultante (denominado pRE118-M2,1 IpdA yac) a mutagénesis dirigida al sitio (SDM) usando la
combinacion de cebadores KP-IpdA-HisTyr-F  (5'-atgctggcgtacaaaggtgtcc-3') (SEQ ID NO:) y (5-
ggacacctttgtacgccagcat-3’) (SEQ ID NO:) para la mutacién del residuo His 322 para dar un residuo Tyr o cebadores
KP-lpdA-GluLys-F  (5'-atcgcctacactaaaccagaagtgg-3’) (SEQ ID  NO:) 'y  KP-IpdA-GluLys-R  (5-
ccacttctggtttagtgtaggcgat-3’) (SEQ ID NO:) para la mutacion del residuo Glu 354 para dar un residuo Lys. Se realizé
PCR con la polimerasa Pfu Turbo (Stratagene; San Diego CA). Se verificd la secuencia de todo el fragmento asi
como la presencia de tan sodlo las mutaciones deseadas. Se introdujo el plasmido resultante en células
electrocompetentes de E. coli AadhE:Frt-AldhA::Frt mediante transformacién. Se selecciond el primer
acontecimiento de integracion en el cromosoma en placas de agar LB que contenian kanamicina (25 6 50 mg/l). Se
verificaron las inserciones correctas mediante PCR usando 2 cebadores, uno ubicado fuera de la region de insercion
y uno en el gen de kanamicina (5’-aggcagttccataggatggc-3’) (SEQ ID NO:). Se seleccionaron clones con la insercion
correcta para su resolucion. Se sometieron a cultivos secundarios dos veces en medio LB liquido simple a la
temperatura deseada y se sembraron en placa diluciones en serie en placas de LB sin sal con sacarosa al 10%. Se
examinaron los clones que crecieron en placas que contenian sacarosa para determinar la pérdida del gen de
resistencia a kanamicina en medio agar LB con bajo contenido en sal y se verificd la sustitucion del gen IpdA
mediante PCR y secuenciacion de la region que lo abarcaba. Se verificd la secuencia de la region de insercion, y es
tal como se describe a continuacién. Se seleccion6 un clon (denominado 4-4-P1) con la mutacién Glu354Lys.
Después se sometié este clon a transduccion con lisado P1 de E. coli APfIB::Frt conduciendo a la cepa ECKh-138
(AadhE AldhA ApflB AlpdA::K.p.IpdA322).

En la figura 35 se muestra la secuencia de la region de ECKh-138 que abarca los genes aceF y IpdA. El gen IpdA de
K. pneumonia esta subrayado, y el codéon cambiado en el mutante Glu354Lys esta sombreado. En la figura 36 se
muestra la comparacion de secuencias de proteina de IpdA de E. coli nativo y IpdA de K. pneumonia mutante.

Para evaluar el beneficio de usar IpdA de K. pneumoniae en una cepa de produccién de BDO, se transformaron las
cepas huésped AB3 y ECKh-138 con plasmidos que expresaban la ruta de BDO completa a partir de promotores
inducibles fuertes. Especificamente, se expresaron sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis en
el plasmido de numero de copias medio pZA33, y se expresaron Cat2 de P. gingivalis y AdhE2 de C. acetobutylicum
en el plasmido de nimero de copias alto pZE13. Estos plasmidos se han descrito en la bibliografia (Lutz y H. Bujard,
Nucleic Acids Res 25:1203-1210 (1997)), y su uso para la expresion de la ruta de BDO se describe en el ejemplo XlII
y en el documento W02008/115840.

Se hicieron crecer células de manera anaerobia a 37°C en medio minimo M9 (Na;HPO, 6,78 g/l, KH.PO,4 3,0 g/l,
NaCl 0,5 g/l, NH.CI 1,0 g/l, MgSOs 1 mM, CaCl, 0,1 mM) suplementado con glucosa 20 g/l, acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS) 100 mM para mejorar la capacidad tamponante, tiamina 10 pg/ml y los
antibioticos apropiados. Se establecieron condiciones microaerobias purgando inicialmente botellas anaerobias
tapadas con nitrégeno durante 5 minutos, después perforando el septo con una aguja de 23G tras la inoculacién. Se
mantuvo la aguja en la botella durante el crecimiento para permitir que una pequefa cantidad de aire entrara en las
botellas. Se afiadio IPTG 0,25 mM cuando la DO600 alcanz6 aproximadamente 0,2 para inducir los genes de la ruta,
y se tomaron muestras para su analisis cada 24 horas tras la induccion. Se analizaron los sobrenadantes de cultivo
para detectar BDO, 4HB y otros subproductos tal como se describe en el ejemplo Il y en el documento
W02008/115840. La produccion de BDO y 4HB en ECKh-138 fue significativamente superior tras 48 horas que en
AB3 o el huésped usado en el trabajo anterior, MG1655 AldhA (figura 37).

Sustituciéon de promotor de PDH. Anteriormente se mostrdé que la sustitucion del represor pdhR por una fusion de
transcripcion que contiene el sitio de union a Fnr, uno de los promotores pflB, y su sitio de unién a ribosoma (RBS),
conduciendo por tanto a la expresiéon del operén aceEF-Ipd por un promotor anaerobio, debia conducir al aumento
de actividad pdh de manera anaerobia (Zhou et al., Biotechnol. Lett. 30:335-342 (2008)). Se construyeron una fusion
que contenia el sitio de union a Fnr, el promotor pflB-p6 y un sitio de union RBS mediante PCR con solapamiento.
Se amplificaron dos fragmentos, uno usando los cebadores aceE-upstream-RC (5-
tgacatgtaacacctaccttctgtgcctgtgccagtggttgctgtgatatagaag-3') (SEQ ID NO:)) vy pfIBp6-Up-Nde (5-
ataataatacatatgaaccatgcgagttacgggcctataagccaggeg-3’) (SEQ ID NO:) y el otro usando los cebadores aceE-EcoRV-
EC (5’-agtttttcgatatctgcatcagacaccggcacattgaaacgg-3’) (SEQ ID NO:) y aceE-upstream (5-
ctggcacaggcacagaaggtaggtgttacatgtcagaacgtttacacaatgacgtggatc-3') (SEQ ID NO:). Se ensamblaron los dos
fragmentos mediante PCR con solapamiento, y se digirio el fragmento de ADN final con las enzimas de restriccion
Ndel y BamHI. Posteriormente se introdujo este fragmento en el sentido de 5’ del aceE del operdn de E. coli usando
pRE118-V2 tal como se describid anteriormente. Se realizd la sustitucion en las cepas ECKh-138 y ECKh-422. Se
verifico la secuencia de nucleétidos que abarcaba la region 5’ del gen aceE y se muestra en la figura 37. La figura 37
muestra la secuencia de nucleétidos del extremo 5’ del gen aceE fusionado al promotor pfIB-p6 y sitio de unién a
ribosoma (RBS). La secuencia en cursiva en 5 muestra el inicio del gen aroP, que se transcribe en el sentido
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opuesto al operon pdh. La secuencia en cursiva en 3’ muestra el inicio del gen aceE. En mayusculas: RBS de pfiB.
Subrayado: sitio de unién de FNR. En negrita: secuencia de promotor pflB-p6.

Sustitucion de promotor IpdA. Se amplifico la region de promotor que contenia el sitio de union a fnr, el promotor
pfiB-p6 y el RBS del gen pflB mediante PCR usando un molde de ADN cromosoémico y los cebadores aceF-pflIBp6-
fwd  (5-agacaaatcggttgccgtttgttaagccaggcgagatatgatctatatc-3’) (SEQ ID  NO:) y IpdA-RBS-B-rev  (5-
gagttttgatttcagtactcatcatgtaacacctaccttcttgctgtgatatag-3’) (SEQ ID NO:). Se amplifico el plasmido 2-4a mediante PCR
usando los cebadores B-RBS-IpdA directo (5'-ctatatcacagcaagaaggtaggtgttacatgatgagtactgaaatcaaaactc-3’) (SEQ ID
NO:) y pfIBp6-aceF-rev (5’-gatatagatcatatctcgcctggcttaacaaacggcaaccgatttgtct-3') (SEQ ID NO:). Se ensamblaron los
dos fragmentos resultantes usando el kit de clonacion BPS (BPS Bioscience; San Diego CA). Se verificd la
secuencia del constructo resultante y se introdujo en la cepa ECKh-439 usando el método de pRE118-V2 descrito
anteriormente. En la figura 39 se muestra la secuencia de nucleétidos que abarca la regién de aceF-IpdA en la cepa
resultante ECKh-456.

Se sometieron a prueba la cepa huésped ECKh-439 (AadhE AldhA ApflB AlpdA::K.p.IpdA322 Amdh AarcA gltAR163L
ackA fimD:: sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis fimD:: sucA de M. bovis, 4hbd de C.
kluyveri), cuya construccion se describe a continuacion, y los derivados ECKh-455 y ECKh-456 con sustitucion de
promotor pdhR y IpdA, para determinar la produccion de BDO. Se transformaron las cepas con pZS*13 que contenia
Cat2 de P. gingivalis y Ald de C. beijerinckii para proporcionar una ruta de BDO completa. Se cultivaron células en
medio minimo M9 suplementado con glucosa 20 g/l tal como se describié anteriormente. 48 horas tras la induccion
con IPTG 0,2 mM, las concentraciones de BDO, 4HB y piruvato eran tal como se muestra en la figura 40. Las cepas
con sustitucion de promotor producen ligeramente mas BDO que la original isogénica.

Estos resultados demostraron que la expresion de piruvato deshidrogenasa aumentaba la produccion de BDO en
cepas productoras de BDO.

EJEMPLO XV
Cepas productoras de BDO que expresan citrato sintasa y aconitasa

Este ejemplo describe aumentar la actividad de citrato sintasa y aconitasa para aumentar la produccién de BDO. Se
encontré que una mutacion R163L en gltA mejoraba la produccion de BDO. Adicionalmente, se usé una
desactivacion de arcA para mejorar la produccion de BDO.

Computacionalmente, se determind que se requiere el flujo a través de citrato sintasa (CS) y aconitasa (ACONT)
para alcanzar el rendimiento tedrico maximo de 1,4-butanodiol (véanse también los documentos W02008/115840,
WO 2009/023493, publicacion estadounidense 2009/0047719, publicacion estadounidense 2009/0075351). La falta
de actividad CS o ACONT reducira el rendimiento teérico maximo en un 14% en condiciones anaerobias. En
presencia de un aceptor de electrones externo, el rendimiento maximo se reduce en un 9% o un 6% sin flujo a través
de CS o ACONT suponiendo la ausencia o presencia de actividad PEPCK, respectivamente. Como con la piruvato
deshidrogenasa (PDH), la importancia de CS y ACONT se amplifica en gran medida en el contexto de cepa
desactivada en el que ADHEr, ASPT, LDH_D, MDH y PFLi estan desactivados (disefio n.° 439) (véanse el
documento WO 2009/023493 y la publicacion estadounidense 2009/0047719). El disefio de cepa de OptKnock
minimo descrito en el documento WO 2009/023493 y la publicacién estadounidense 2009/0047719 tenia una
delecion adicional mas alla de ECKh-138, el gen mdh, que codifica para malato deshidrogenasa. Se pretende que la
delecion de este gen impida el flujo hacia succinato a través del ciclo de TCA reductor. La delecion de mdh se
realizé usando el método de recombinacién homologa red A (Datsenko y Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:6640-6645 (2000)). Se usaron los siguientes oligonucledtidos para amplificar mediante PCR el gen de resistencia
a cloranfenicol (CAT) flanqueado por sitios de FRT de pKD3:

S-mdh-Kan 5’ - TAT TGT GCA TAC AGA TGA ATT TTT ATG CAA ACA GTC AGC CCT GAA GAA GGG TGT
AGG CTG GAG CTG CTT C -3 (SEQID NO:)

AS-mdh-Kan 5 - CAA AAA ACC GGA GTC TGT GCT CCG GTT TTT TAT TAT CCG CTA ATC AAT TAC ATA
TGAATATCCTCC TTA G- 3’ (SEQ ID NO:).

Las regiones subrayadas indican homologia con el plasmido pKD3 y la secuencia en negrita se refiere a la
homologia de secuencia en el sentido de 5’ y 3° del ORF de mdh. Tras la purificacion, se sometié el producto de
PCR a electroporacion en células electrocompetentes ECKh-138 que se habian transformado por pRedET (tet) y
preparado segun las instrucciones del fabricante
(www.genebridges.com/gb/pdf/K001%20Q%20E%20BAC%20Modification%20Kit-version2.6-2007-screen.pdf). El
producto de PCR se disefid de modo que se integré en el genoma de ECKh-138 en una regién en el sentido de 5’
del gen mdh, tal como se muestra en la figura 41.

Se seleccionaron recombinantes para la resistencia a cloranfenicol y se purificaron en linea. Se verificod la pérdida
del gen mdh vy la insercion de CAT mediante PCR de diagnéstico. Para eliminar el gen CAT, se transformé un
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plasmido sensible a la temperatura pCP20 que contenia una FLP recombinasa (Datsenko y Wanner, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97:6640-6645 (2000)) en la célula a 30°C y se selecciono para la resistencia a ampicilina (AMP). Se
hicieron crecer los transformantes de manera no selectiva a 42°C durante la noche para inducir térmicamente la
sintesis de FLP y para provocar la pérdida del plasmido. Después se purifico el cultivo en linea, y se sometieron a
prueba colonias individuales para determinar la pérdida de todas las resistencias a antibiético. La mayoria perdieron
el gen de resistencia flanqueado por FRT vy el plasmido cooperador FLP de manera simultanea. También se dejé
una cicatriz de “FRT". La cepa resultante se denominé ECKh-172.

CS y ACONT no son altamente activos ni se expresan altamente en condiciones anaerobias. Para ello se deleciono
el gen arcA, que codifica para un regulador global del ciclo de TCA. ArcA funciona durante condiciones
microaerobias para inducir la expresion de productos génicos que permiten la actividad de enzimas del metabolismo
central que son sensibles a bajos niveles de oxigeno, aceE, pflB y adhE. Se mostré que, de manera microaerobia,
una delecion en arcA/arcB aumenta las actividades especificas de los genes Idh, icd, gitA, mdh y gdh (Salmon et al.,
J. Biol. Chem. 280:15084-15096 (2005); Shalel-Levanon et al., Biotechnol. Bioeng. 92(2):147-159 (2005). Se
amplificaron las regiones en sentido de 5’ y 3’ del gen arcA de E. coli MG1655 mediante PCR usando los cebadores
ArcA-up-EcoRI (5’-ataataatagaattcgtttgctacctaaattgccaactaaatcgaaacagg-3’) (SEQ ID NO:) con ArcA-up-Kpnl (5'-
tattattatggtaccaatatcatgcagcaaacggtgcaacattgccg-3’) (SEQ ID NO:) y ArcA-down-EcoRl (5-
tgatctggaagaattcatcggctttaccaccgtcaaaaaaaacggcg-3’) (SEQ ID NO:) con ArcA-down-Pstl (5-
ataaaaccctgcagcggaaacgaagttttatccatttttggttacctg-3’) (SEQ ID NO:), respectivamente. Posteriormente se digirieron
estos fragmentos con las enzimas de restriccion EcoRI y Kpnl (fragmento en el sentido de 5°) y EcoRl y Pstl (en el
sentido de 3’). Después se ligaron en el plasmido pRE118-V2 digerido con Pstl y Kpnl, conduciendo al plasmido
pRE118-AarcA. Se verificd la secuencia del plasmido pRE118-AarcA. Se introdujo pRE118-AarcA en células
electrocompetentes de E. coli, cepa ECKh-172 (AadhE AldhA ApflB AlpdA::K.p.lpdA322 Amdh). Tras la integracion y
resolucion en placas de LB sin sal con sacarosa tal como se describié anteriormente, se verifico la delecion del gen
arcA en el cromosoma de la cepa resultante ECKh-401 mediante secuenciacion y se muestra en la figura 42.

El gen gltA de E. coli codifica para una citrato sintasa. Anteriormente se mostré que este gen se inhibe de manera
alostérica mediante NADH, y se han identificado los aminoacidos que participan en esta inhibicion (Pereira et al., J.
Biol. Chem. 269(1):412-417 (1994); Stokell et al., J. Biol. Chem. 278(37):35435-35443 (2003)). Se amplifico el gltA
de E. coli MG1655 mediante PCR usando los cebadores gltA-up (5’-ggaagagaggctggtacccagaagccacagcagga-3’)
(SEQ ID NO:) y gltA-Pstl (5'-gtaatcactgcgtaagcgccatgccceggegttaattc-3’) (SEQ ID NO:). Se clond el fragmento
amplificado en pRE118-V2 tras la digestion con Kpnl y Pstl. El plasmido resultante se denominé pRE118-gltA.
Después se sometié este plasmido a mutagénesis dirigida al sitio (SDM) usando los cebadores R163L-f (5-
attgccgcegttcctectgetgtega-3’) (SEQ ID NO:) y R163L-r (5-cgacagcaggaggaacgcggcaat-3’) (SEQ ID NO:) para
cambiar el residuo Arg 163 por un residuo Lys. Se verificé la secuencia de todo el fragmento mediante
secuenciacion. Se uso una variacion del método de recombinacion homadloga red A (Datsenko y Wanner, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97:6640-6645 (2000)) para sustituir el gen gItA nativo por el alelo mutante R163L sin dejar una
cicatriz de Frt. El procedimiento de recombinacion general es el mismo que el usado para realizar la delecién de mdh
descrita anteriormente. En primer lugar, se hizo que la cepa ECKh-172 fuera resistente a estreptomicina
introduciendo una mutacién nula en rpsL usando el método de recombinacién homdloga red L. A continuacion, se
realizd una recombinacion para sustituir toda la region codificante de gltA de tipo natural en esta cepa por un casete
compuesto por un gen de resistencia a kanamicina (kanR) y una copia de tipo natural del gen rpsL de E. coli.
Cuando se introduce en una cepa de E. coli que alberga una mutacién nula de rpsL, el casete hace que las células
cambien de resistencia al farmaco estreptomicina a sensibilidad a estreptomicina. Después se introdujeron
fragmentos de ADN que incluyeron cada una de las versiones mutantes del gen gltA junto con extremos homologos
apropiados, y se sometié a prueba el crecimiento de colonias resultantes en presencia de estreptomicina. Esto
realizé la seleccion de cepas en las que el casete kanR/rpsL se habia sustituido por el gen gItA mutante. Se confirmo
la insercion del gen mutante en el locus correcto mediante anadlisis de PCR y secuenciacion de ADN. La cepa
resultante se denomind ECKh-422, y tiene el genotipo AadhE AldhA ApfIB AlpdA:: K.p.[pdA322 Amdh AarcA
gltAR163L. Se verifico la region que abarcaba el gen gltA mutado de la cepa ECKh-422 mediante secuenciacion, tal
como se muestra en la figura 43.

Después se evaluaron extractos en bruto de las cepas ECKh-401 y el mutante de gItA R163L ECKh-422 para
determinar la actividad citrato sintasa. Se recogieron células mediante centrifugacion a 4.500 rpm (Beckman-Coulter,
Allegera X-15R; Fullerton CA) durante 10 min. Se resuspendieron los sedimentos en 0,3 ml de reactivo BugBuster
(Novagen/EMD; San Diego CA) con benzonasa y lisozima, y la lisis avanzé durante 15 minutos a temperatura
ambiente con agitacion suave. Se obtuvo un lisado libre de células mediante centrifugacion a 14.000 rpm
(centrifugadora Eppendorf 5402; Hamburgo, Alemania) durante 30 min a 4°C. Se determinaron las proteinas
celulares en la muestra usando el método de Bradford (Bradford, Anal. Biochem. 72:248-254 (1976)).

Se determind la actividad citrato sintasa siguiendo la formacion de coenzima A libre (HS-CoA), que se libera a partir
de la reaccion de acetil-CoA con oxaloacetato. El grupo tiol libre de HS-CoA reacciona con 5,5'-ditiobis-(acido 2-
nitrobenzoico) (DTNB) para formar acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB). Después se monitoriza la concentracion de
TNB mediante espectrofotometria midiendo la absorbancia a 410 nm (maximo a 412 nm). La mezcla de ensayo
contenia tampén Tris/HCI 100 mM (pH 7,5), acetil-CoA 20 mM, DTNB 10 mM y oxaloacetato 20 mM. Para la
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evaluacion de la inhibiciéon de NADH, también se afiadio NADH 0,4 mM a la reaccién. Se inicié el ensayo afiadiendo
5 microlitros del extracto celular, y se midié la velocidad de reaccion siguiendo el cambio de absorbancia a lo largo
del tiempo. Una unidad de actividad especifica se define como los pmol de producto convertidos por minuto por mg
de proteina.

La figura 44 muestra la actividad citrato sintasa de producto del gen gltA de tipo natural y el mutante R163L. Se
realizé el ensayo en ausencia o presencia de NADH 0,4 mM.

Se transformaron las cepas ECKh-401 y ECKh-422 con plasmidos que expresaban toda la ruta de BDO. Se
expresaron sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis y sucA de M. bovis en el plasmido de bajo
numero de copias pZS*13, y se expresaron Cat2 de P. gingivalis y AdhE2 de C. acetobutylicum en el plasmido de
numero de copias medio pZE23. Se hicieron crecer cultivos de estas cepas de manera microaerobia en medio
minimo M9 suplementado con glucosa 20 g/l y los antibiéticos apropiados tal como se describié anteriormente. En la
figura 45 se muestran las concentraciones de 4HB y BDO a las 48 horas tras la induccion, como promedio a partir de
cultivos duplicados. Ambas son mayores en ECKh-422 que en ECKh-401, demostrando que la actividad citrato
sintasa potenciada debida a la mutacion de gltA da como resultado un flujo aumentado hacia la ruta de BDO.

Se pretendia que las modificaciones de cepa huésped descritas en esta seccion redirigieran el flujo de carbono a
través del ciclo de TCA oxidativo, lo cual concuerda con el disefio de cepa de OptKnock descrito en el documento
WO 2009/023493 y la publicacion estadounidense 2009/0047719 Para demostrar que el flujo se dirigia realmente a
través de esta ruta, se realizé un analisis de flujo de *C usando la cepa ECKh-432, que es una version de ECKh-
422 en la que la ruta aguas arriba esta integrada en el cromosoma (tal como se describe en el ejemplo XVII). Para
completar la ruta de BDO, se expresaron Cat2 de P. gingivalis y Ald de C. beijerinckii a partir de pZS*13. Se hicieron
crecer cuatro cultivos paralelos en medio minimo M9 (Na;HPO, 6,78 g/l, KH2PO4 3,0 g/l, NaCl 0,5 g/l NH4CI 1,0 g/l
MgSO4 1 mM, CaCl; 0,1 mM) que contenia glucosa total 4 g/l con cuatro razones de marcaje diferentes (''°C, solo
el primer atomo de carbono en la molécula de glucosa estda marcado con '3C; uniforme-"C, todos los atomos de
carbono son "*C):

1. el 80% en moles sin marcar, el 20% en moles uniforme-"3C
2. el 10% en moles sin marcar, el 90% en moles uniforme-"3C
3. el 90% en moles 1-130, el 10% en moles uniforme-">C
4. el 40% en moles 1-130, el 60% en moles uniforme-">C

Se hicieron crecer cultivos sin marcar en paralelo por duplicado, de los cuales se tomaron muestras frecuentes para
evaluar la velocidad de crecimiento, velocidad de captacion de glucosa y velocidades de formacion de producto. Al
final de la fase exponencial, se recogieron los cultivos marcados, se aislé la proteina y se hidroliz6 para dar
aminoacidos, y se analizé la distribucion de marcador de los aminoacidos mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM) tal como se describié anteriormente (Fischer y Sauer, Eur. J. Biochem. 270:880-
891 (2003)). Ademas, la distribuciéon de marcador de 4HB y BDO secretados en el caldo a partir de los cultivos
marcados se analiz6 mediante CG-EM tal como se describe en el documento WO2008115840. Se usaron
colectivamente estos datos para calcular la distribucion de flujo intracelular usando métodos establecidos (Suthers et
al., Metab. Eng. 9:387-405 (2007)). En la figura 46 se muestran los flujos metabdlicos centrales resultantes y los
intervalos de confianza del 95% asociados. Los valores son flujos molares normalizados a una velocidad de
captacion de glucosa de 1 mmol/h. El resultado indica que el flujo de carbono se dirige a través de citrato sintasa en
el sentido oxidativo, y que la mayor parte del carbono entra en la ruta de BDO en vez de completar el ciclo de TCA.
Ademas, confirma que no hay esencialmente nada de flujo entre malato y oxaloacetato debido a la delecion de mdh
en esta cepa.

La ventaja de usar una cepa desactivada tal como cepas disefiadas usando OptKnock para la produccion de BDO
(véanse el documento WO 2009/023493 y la publicacion estadounidense 2009/0047719) puede observarse
comparando perfiles de fermentacion tipicos de ECKh-422 con los de la cepa original ECKh-138, en la que se
produce BDO a partir de succinato a través del ciclo de TCA reductor (véase la figura 47). Se realizaron
fermentaciones con 1 | de volumen de cultivo inicial en biorreactores Biostat B+ de 2 | (Sartorius; Cedex Francia)
usando medio minimo M9 suplementado con glucosa 20 g/l. Se controlé la temperatura a 37°C, y se control6 el pH a
7,0 usando NHsOH o Na,CO3; 2 M. Se hicieron crecer las células de manera aerobia hasta una DO600 de
aproximadamente 10, momento en el cual se indujeron los cultivos con IPTG 0,2 mM. Una hora tras la induccion, se
redujo la velocidad de flujo de aire hasta 0,02 litros convencionales por minuto para condiciones microaerobias. Se
fijo la velocidad de agitacion a 700 rpm. Se alimenté glucosa concentrada para mantener la concentracion de
glucosa en el recipiente entre 0,5y 10 g/l. Ambas cepas estaban transformadas con plasmidos que portaban toda la
ruta de BDO, como en los ejemplos anteriores. En ECKh-138, acetato, piruvato y 4HB dominan la fermentacion,
mientras que con ECKh-422 el producto principal es BDO.

EJEMPLO XVI
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Expresion en cepas de BDO de fosfoenolpiruvato carboxicinasa

Este ejemplo describe la utilizacién de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) para potenciar la produccion de
BDO. Se uso6 el gen de PEPCK de Haemophilus influenza para la expresion heteréloga.

Computacionalmente, se demostré que se requiere la conversion generadora de ATP de oxaloacetato en
fosfoenolpiruvato para alcanzar el rendimiento teérico maximo de 1,4-butanodiol (véanse también los documentos
W02008/115840, WO 2009/023493, publicacion estadounidense 2009/0047719, publicacion estadounidense
2009/0075351). Se mostré que la falta de actividad PEPCK reduce el rendimiento teérico maximo de BDO en un
12% suponiendo condiciones anaerobias y en un 3% suponiendo que esta presente un aceptor de electrones
externo tal como nitrato u oxigeno.

En organismos tales como E. coli, PEPCK funciona en el sentido gluconeogénico y de consumo de ATP desde
oxaloacetato hacia fosfoenolpiruvato. Se ha planteado la hipétesis de que limitaciones cinéticas de PEPCK de E. coli
impiden que catalice eficazmente la formacion de oxaloacetato a partir de PEP. E. coli utiliza de manera natural PEP
carboxilasa (PPC), que no genera ATP pero se requiere para el crecimiento eficaz, para formar oxaloacetato a partir
de fosfoenolpiruvato. Por tanto, se sometieron a prueba tres enzimas PEPCK no nativas (tabla 26) para determinar
su capacidad para complementar el crecimiento de una cepa mutante de PPC de E. coli en medios minimos con
glucosa.

Tabla 26. Fuentes de secuencias de fosfoenolpiruvato carboxicinasa.

Cepa fuente de PEPCK Numero de registro, secuencia de referencia de GenBank
Haemophilus influenza NC 0009071

Actinobacillus succinogenes YP_001343536.1

Mannheimia succiniciproducens YP_089485.1

Estudios de complementacion del crecimiento implicaron la expresion basada en plasmido de los genes candidatos
en mutante Appc de E. coli JW3978 obtenido a partir de la coleccion de Keio (Baba ef al., Molecular Systems Biology
2:2006.0008 (2006)). Se clonaron los genes detras del promotor PA1lacO-1 en los vectores de expresion pZA23
(numero de copias medio) y pZE13 (nimero de copias alto). Estos plasmidos se han descrito anteriormente (Lutz y
Bujard, Nucleic Acids Res. 25:1203-1210 (1997)), y su uso en la expresion de genes de la ruta de BDO se ha
descrito anteriormente en el documento W02008115840.

Se hicieron crecer cultivos previos de manera aerobia en medios minimos M9 con glucosa 4 g/l. Se suplementaron
todos los cultivos previos con aspartato (2 mM) para proporcionar a los mutantes Appc una fuente para generar
productos intermedios del ciclo de TCA independiente de la expresion de PEPCK. También se usaron medios
minimos M9 en las condiciones de prueba con glucosa 4 g/l, pero no se afadié aspartato y se afiadio IPTG hasta
0,5 mM. La tabla 27 muestra los resultados de los estudios de complementacién del crecimiento.

Tabla 27. Complementacion de mutantes Appc con PEPCK de H. influenzae, A. succinogenes y M.
succinoproducens cuando se expresan a partir de vectores pZA23 o pZE13.

Cepa fuente de PEPCK Vector Tiempo (h) DOsoo
H. influenzae pZA23BB 40 0,950

Appc Control pZA23BB 40 0,038

A. succinogenes pZA23BB 40 0,055

M. succinoproducens pZA23BB 40 0,214

A. succinogenes pZE13BB 40 0,041

M. succinoproducens pZE13BB 40 0,024
Appc Control pZE13BB 40 0,042

Se encontré que PEPCK de Haemophilus influenza complementaba el crecimiento en mutante Appc de E. coli de la
mejor manera entre los genes que se sometieron a prueba en el examen basado en plasmido. Entonces se integro
este gen en el locus de PPC de E. coli de tipo natural (MG1655) usando el método de contraseleccion de SacB con
pRE118-V2 comentado anteriormente (Gay et al., J. Bacteriol. 153:1424-1431 (1983)). Se integr6 PEPCK
conservando el promotor de PPC nativo de E. coli, pero usando el terminador de PEPCK no nativo. En la figura 48
se muestra la secuencia de esta region tras la sustitucién de ppc por pepck de H. influenzae. La region codificante
de pepck esta subrayada.

Se aplicaron técnicas para evolucion adaptativa para mejorar la tasa de crecimiento del mutante de E. coli (Appc::H.
inf pepCK). Se usaron medios minimos M9 con glucosa 4 g/l y bicarbonato de sodio 50 mM para cultivar y hacer
evolucionar esta cepa en un entorno anaerobio. Se us6 la alta concentracién de bicarbonato de sodio para impulsar
el equilibrio de la reaccion de PEPCK hacia la formacion de oxaloacetato. Para mantener un crecimiento
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exponencial, se diluyo el cultivo 2 veces cada vez que se alcanzé una DO600 de 0,5. Tras aproximadamente
100 generaciones a lo largo de 3 semanas de evolucion adaptativa, las tasas de crecimiento anaerobio mejoraron
desde aproximadamente 8 h hasta la de tipo natural, de aproximadamente 2 h. Tras la evolucién, se aislaron
colonias individuales, y se comparé el crecimiento en botellas anaerobias con el del mutante inicial y la cepa de tipo
natural (véase la figura 49). Se usaron medio M9 con glucosa 4 g/l y bicarbonato de sodio 50 mM.

Después se repitio el procedimiento de sustitucién génica ppc/pepck descrito anteriormente, esta vez usando las
cepas productoras de BDO ECKh-432 (AadhE AldhA ApflB AlpdA::K.p.IpdA322 Amdh AarcA gltAR163L AackA fimD::
sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis fimD:: sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri) y ECKh-
439 como huéspedes. Estas cepas contienen las potenciaciones del ciclo de TCA comentadas anteriormente asi
como la ruta aguas arriba integrada en el cromosoma. ECKh-439 es un derivado de ECKh-432 que tiene el gen ackA
delecionado, que codifica para acetato cinasa. Esta delecidon se realizd usando el método de contraseleccion de
sacB descrito anteriormente.

Se utilizé el derivado Appc::H. inf pepCK de ECKh-439, denominado ECKh-453, en una fermentacién. La ruta de
BDO aguas abajo se suministré mediante pZS*13 que contenia Cat2 de P. gingivalis y Ald de C. beijerinckii. Esto se
realizé con un volumen de cultivo inicial de 1 | en biorreactores Biostat B+ de 2 | (Sartorius) usando medio minimo
M9 suplementado con glucosa 20 g/l y NaHCO3; 50 mM. Se controld la temperatura a 37°C, y se control6 el pH a 7,0
usando NH4OH o Na;COs; 2 M. Se hicieron crecer las células de manera aerobia hasta una DO600 de
aproximadamente 2, momento en el cual se indujeron los cultivos con IPTG 0,2 mM. Una hora tras la induccion, se
redujo la velocidad de flujo de aire hasta 0,01 litros convencionales por minuto para condiciones microaerobias.
Inicialmente se establecio la velocidad de agitacion a 700 rpm. Se aumentoé gradualmente la velocidad de aireacion a
través de la fermentacion a medida que aumenté la densidad de cultivo. Se alimenté una disolucion de glucosa
concentrada para mantener la concentracion de glucosa en el recipiente entre 0,5 y 10 g/l. En la figura 50 se
muestra el perfil de productos. El fenotipo observado, en el que se producen BDO y acetato en una razén molar de
aproximadamente uno con respecto a uno, es altamente similar al predicho en el documento WO 2009/023493 para
el disefio n.° 439 (ADHEr, ASPT, LDH_D, MDH, PFLi). Se consideré que la delecién dirigida a la reaccion de ASPT
era innecesaria ya que el flujo natural a través de aspartato amoniaco-liasa es bajo.

Una caracteristica clave de las cepas de OptKnock es que la produccion del metabolito de interés esta generalmente
acoplada al crecimiento y, ademas, que la produccién debe producirse durante el crecimiento exponencial asi como
en la fase estacionaria. Se evalu6 el potencial de acoplamiento al crecimiento de ECKh-432 y ECKh-453 mediante
crecimiento en botellas microaerobias con toma de muestras frecuente durante la fase exponencial. Se usé medio
M9 que contenia glucosa 4 g/l y o bien NaHCO3 10 mM (para ECKh-432) o bien NaHCO3 50 mM (para ECKh-453), y
se incluyd IPTG 0,2 mM a partir de la inoculaciéon. Se usaron agujas de 18G para el crecimiento microaerobio de
ECKh-432, mientras que se sometieron a prueba agujas tanto de 18G como de 27G para ECKh-453. Las agujas de
calibre mayor dan como resultado menos aireacion. Tal como se muestra en la figura 51, ECKh-432 no comienza a
producir BDO hasta que se han consumido 5 g/l de glucosa, correspondiendo al inicio de la fase estacionaria. ECKh-
453 produce BDO de manera mas uniforme a lo largo de todo el experimento. Ademas, el acoplamiento al
crecimiento mejora a medida que se reduce la aireacion del cultivo.

EJEMPLO XVII
Integracion de genes codificantes de la ruta de BDO en sitios de integracion especificos

Este ejemplo describe la integracion de diversos genes de la ruta de BDO en el locus fimD para proporcionar
estabilidad y una expresion mas eficaz.

Se ha integrado la ruta de BDO aguas arriba completa, que conduce a 4HB, en el cromosoma de E. coli en el locus
fimD. Se integrdé la rama de succinato de la ruta aguas arriba en el cromosoma de E. coli usando el método de
recombinacién homologa red A (Datsenko y Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6640-6645 (2000)). La cepa de
E. coli receptora era ECKh-422 (AadhE AldhA ApflB AlpdA:K.p.I[pdA322 Amdh AarcA gltAR163L). Se insertd un
fragmento de ADN policistronico que contenia un promotor, el gen sucCD, el gen sucD y el gen 4hbd y una
secuencia de terminador, en el sitio Afllll del plasmido pKD3. Se usaron los siguientes cebadores para amplificar el
operon junto con el marcador de cloranfenicol del plasmido. Las secuencias subrayadas son homélogas al sitio de
insercion diana.

5’-GTTTGCACGCTATAGCTGAGGTTGTTGTCTTCCAGCAACGTACCGTATACAA
TAGGCGTATCACGAGGCCCTTTC-3* (SEQ ID NO¢)
5’-GCTACAGCATGTCACACGATCTCAACGGTCGGATGACCAATCTGGCTGGTAT
GGGAATTAGCCATGGTCC-3* (SEQ ID NO:)
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Tras el tratamiento con Dpnl y la electroforesis de ADN, se usé el producto de PCR purificado para transformar la
cepa de E. coli que albergaba el plasmido pKD46. Se seleccion6 la cepa candidata en placas que contenian
cloranfenicol. Se purific6 ADN genémico de la cepa candidata. Se amplificd la secuencia de insercién y se confirmé
mediante secuenciacion de ADN. Se elimind el marcador de resistencia a cloranfenicol del cromosoma mediante
flipasa. En la figura 52 se muestra la secuencia de nucleétidos de la region tras la insercion y eliminacion de
marcador.

Se integro la rama de alfa-cetoglutarato de la ruta aguas arriba en el cromosoma mediante recombinaciéon homaloga.
El plasmido usado en esta modificacion se derivé del vector pRE118-V2, tal como se menciona en el ejemplo XIV,
que contiene un gen de resistencia a kanamicina, un gen que codifica para el levansacarasa (sacB) y un origen de
replicacion condicional de R6K. El plasmido de integracién también contenia una secuencia policistronica con un
promotor, el gen sucA, el gen 4hbd de C. kluyveri, y un terminador que estaba insertado entre dos fragmentos de
ADN de 1,5 kb que son homdlogos a las regiones flanqueantes del sitio de insercion diana. Se uso el plasmido
resultante para transformar la cepa de E. coli. Se seleccioné el candidato de integracion en placas que contenian
kanamicina. Se verificd el sitio de integracion correcto mediante PCR. Para resolver el marcador de antibiético a
partir del cromosoma, se seleccionaron las células para crecimiento en medio que contenia sacarosa. Se verificé la
cepa final mediante PCR y secuenciacion de ADN. En la figura 53 se muestra la secuencia de nucledtidos de la
region cromosomica tras la insercién y eliminacion del marcador.

La cepa ECKh-432 con integracion de ruta aguas arriba resultante se transformé con un plasmido que albergaba los
genes de la ruta aguas abajo. El constructo fue capaz de producir BDO a partir de glucosa en medio minimo (véase
la figura 54).

EJEMPLO XVIiI

Uso de un sistema de captacion de sacarosa distinto de fosfotransferasa para reducir la formacién de subproducto
piruvato

Este ejemplo describe la utilizacion de un sistema de captacion de sacarosa distinto de fosfotransferasa (PTS) para
reducir piruvato como subproducto en la conversion de sacarosa en BDO.

Las cepas disefiadas mediante ingenieria genética para la utilizacion de sacarosa a través de un sistema de
fosfotransferasa (PTS) producen cantidades significativas de piruvato como subproducto. Por tanto, puede usarse el
uso de un sistema de sacarosa distinto de PTS para disminuir la formacién de piruvato dado que la importacién de
sacarosa no ira acompafada por la conversion de fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato. Esto aumentara la
combinacién de PEP vy el flujo hacia oxaloacetato a través de PPC o PEPCK.

Se realizé la insercion de un operon de sacarosa distinto de PTS en la region de rrnC. Para generar un producto de
PCR que contenia los genes de sacarosa distintos de PTS flanqueados por regiones de homologia con respecto a la
region de rrnC, se usaron dos oligonucleétidos para amplificar mediante PCR los csc de Mach1™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Esta cepa es una descendiente de la cepa W que es una cepa de E. coli que se sabe que es capaz
de catabolizar sacarosa (Orencio-Trejo et al., Biotechnology Biofuels 1:8 (2008)). Se derivo la secuencia a partir de
la cepa E. coli W KO11 (registro AY314757) (Shukla et al., Biotechnol. Lett. 26:689-693 (2004)) e incluye genes que
codifican para una sacarosa permeasa (cscB), D-fructocinasa (cscK), sacarosa hidrolasa (cscA) y un represor
especifico de sacarosa relacionado con Lacl (cscR). Se eliminaron eficazmente los primeros 53 aminoacidos de
cscR mediante la colocacion del cebador AS. Las secuencias de los oligonucleodtidos fueron: rrnC 23S del S-CSC 5'-
TGT GAG TGA AAG TCA CCT GCC TTA ATA TCT CAA AAC TCA TCT TCG GGT GAC GAA ATA TGG CGT
GAC TCG ATA C-3' (SEQ ID NO:) y rrnC 23S del AS-CSC 5-TCT GTA TCA GGC TGA AAA TCT TCT CTC ATC
CGC CAA AAC AGC TTC GGC GTT AAG ATG CGC GCT CAA GGA C-3' (SEQ ID NO:). Las regiones subrayadas
indican homologia con el operdn csc, y la secuencia en negrita se refiere a homologia de secuencia en el sentido de
5y 3’ de la region de rrnC. En la figura 55 se muestra la secuencia de todo el producto de PCR.

Tras la purificacion, se sometié el producto de PCR a electroporacion en células electrocompetentes MG1655 que se
habian transformado con pRedET (tet) y preparado segin las instrucciones del fabricante
(www.genebridges.com/gb/pdf/K001%20Q%20E%20BAC%20Modification%20Kit-version2.6-2007-screen.pdf). El
producto de PCR se disefié para integrarse en el genoma en la region de rrnC del cromosoma. Delecion6
eficazmente 191 nucleétidos en el sentido de 5’ de rrlC (ARNr 23S), todos ellos del gen de ARNr rrlC y 3 nucledtidos
en el sentido de 3’ de rrIC y los sustituyd por el operén de sacarosa, tal como se muestra en la figura 56.

Se hicieron crecer los transformantes en medio comercial minimo M9 con sacarosa al 0,4% y se sometieron a
prueba colonias individuales para determinar la presencia del operén de sacarosa mediante PCR de diagnéstico. Se
transfirio toda la region de rrmC::crcAKB a la cepa huésped de BDO ECKh-432 mediante transduccion de P1
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York
(2001), dando como resultado ECKh-463 (AadhE AldhA ApflB AlpdA::K.p.I[pdA322 Amdh AarcA gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis fimD:: sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri
rrC::cscAKB). Se seleccionaron recombinantes mediante crecimiento con sacarosa y se verificaron mediante PCR
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Se transformé ECKh-463 con pZS*13 que contenia Cat2 de P. gingivalis y Ald de C. beijerinckii para proporcionar
una ruta de BDO completa. Se cultivaron las células en medio minimo M9 (Na;HPO, 6,78 g/l, KH,PO4 3,0 g/l, NaCl
0,5 g/l, NH4Cl 1,0 g/l, MgSO4 1 mM, CaCl; 0,1 mM) suplementado con sacarosa 10 g/l. Estaba presente IPTG
0,2 mM en el cultivo desde el inicio. Se mantuvieron condiciones anaerobias usando una botella con una aguja de
23G. Como control, se cultivdo ECKh-432 que contenia el mismo plasmido en el mismo medio, excepto por glucosa
10 g/l en lugar de sacarosa. La figura 57 muestra la concentracién de producto promedio, normalizada con respecto
a la DO600 de cultivo, tras 48 horas de crecimiento. Los datos son para 6 cultivos repetidos de cada cepa. Esto
demuestra que la produccion de BDO a partir de ECKh-463 con sacarosa es similar a la de la cepa original con

sacarosa.

EJEMPLO XIX
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Sumario de cepas productoras de BDO

Este ejemplo describe diversas cepas productoras de BDO.

La tabla 28 resume diversas cepas productoras de BDO divulgadas anteriormente en los ejemplos XII-XVIIL.

Tabla 28. Sumario de diversas cepas de produccion de BDO.

N.° de | N.° de cepa | Cromosoma Descripcion del | Basado en plasmido
cepa huésped huésped huésped
1 AldhA Derivado con una | sucCD de E. coli sucD de P.
Unica delecién de E. | gingivalis, 4hbd de P. gingivalis,
coli MG1655 Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
acetobutylicum
2 AB3 AadhE AldhA ApflB Cepa productora de | sucCD de E. coli sucD de P.
succinato; derivada | gingivalis, 4hbd de P. gingivalis,
de E. coli MG1655 Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
acetobutylicum
3 ECKh-138 AadhE AldhA ApflB | Mejora de IpdA para | sucCD de E. coli, sucD de P.
AlpdA:: K.p.lpdA322 aumentar el flujo de | gingivalis, 4hbd de P. gingivalis,
piruvato Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
deshidrogenasa acetobutylicum
4 ECKh-138 AadhE AldhA ApflB sucCD de E. coli sucD de P.
AlpdA:: K.p.I[pdA322 gingivalis, 4hbd de P. gingivalis,
buk1 de C. acefobutylicum, ptb de
C. acetobutylicum, AdhE2 de C.
acetobutylicum
5 ECKh-401 AadhE AldhA ApfIB | Delecionesen mdhy | sucCD de E. coli sucD de P.
AlpdA:: K.p.[pdA322 | arcA para dirigir el | gingivalis, 4hbd de P. gingivalis,
Amdh AarcA flup a través del | Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
ciclo de TCA | acetobutylicum
oxidativo
6 ECKh-401 AadhE AldhA ApflB sucA de M. bovis, sucCD de E. coli,
AlpdA:: K.p.[pdA322 sucD de P. gingivalis, 4hbd de P.
Amdh AarcA gingivalis, Cat2 de P. gingivalis,
AdhE2 de C. acetobutylicum
7 ECKh-422 AadhE AldhA ApflB | Mutacién en citrato | sucCD de E. colii sucD de P.
AlpdA:: K.p.lpdA322 | sintasa para mejorar | gingivalis, 4hbd de P. gingivalis,
Amdh AarcA | la actividad | Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
gItAR163L anaerobia acetobutylicum
8 ECKh-422 AadhE AldhA ApflB sucA de M. bovis, sucCD de E. coli,
AlpdA:: K.p.lpdA322 sucD de P. gingivalis, 4hbd de P.
Amdh AarcA gingivalis, Cat2 de P. gingivalis,
gItAR163L AdhE2 de C. acetobutylicum
9 ECKh-422 AadhE AldhA ApflB sucA de M. bovis, sucCD de E. coli,
AlpdA:: K.p.lpdA322 sucD de P. gingivalis, 4hbd de P.
Amdh AarcA gingivalis, Cat2 de P. gingivalis, Ald
gItAR163L de C. beijerinckii
10 ECKh-426 AadhE AldhA ApflB | Rama de succinato | Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
de la ruta aguas | beijerinckii
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AlpdA:: K.p.IpdA322
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis

arriba integrada en
ECKh-422

11

ECKh-432

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri

Ramas de succinato
y alfa-cetoglutarato
de ruta aguas arriba
integradas en ECKh-
422

Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
beijerinckii

12

ECKh-432

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri

buk1 de C. acefobutylicum, ptb de
C. acetobutylicum, Ald de C.
beijerinckii

13

ECKh-439

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.l[pdA322
Amdh AarcA
gitAR163L  AackA
fimD:: sucCD de E.
coli sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri

Delecion de acetato
cinasa de ECKh-432

Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
beijerinckii

14

ECKh-453

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322
Amdh AarcA
gitAR163L  AackA
Appc::H.i.ppck fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri

Delecion de acetato
cinasa y sustitucion
PPC/PEPCK de
ECKh-432

Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
beijerinckii

15

ECKh-456

AadhE AldhA ApflB
AlpdA::fnr-pflB6-

K.p.lpdA322 Amdh
AarcA gItAR163L
fimD:: sucCD de E.
coli sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri

Sustitucion de
promotor IpdA por
promotor anaerobio
en ECKh-432

Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
beijerinckii

16

ECKh-455

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322

ApdhR:: fnr-pflB6
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::

sucCD de E. coli

Sustituciéon de pdhR
y promotor aceEF
por promotor
anaerobio en ECKh-
432

Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
beijerinckii
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sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri

17

ECKh-459

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri
fimD:: buk1 de C.
acetobutylicum, ptb
de C. acetobutylicum

Integracion de
BK/PTB en ECKh-
432

Ald de C. beijerinckii

18

ECKh-459

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.I[pdA322
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri
fimD:: buk1 de C.
acetobutylicum, ptb
de C. acetobutylicum

Ald de C. beijjerinckii, adh1 de G.
thermoglucosidasius

19

ECKh-463

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri
rmC:: cscAKB

Genes de sacarosa
distintos de PTS
insertados en ECKh-
432

Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
beijerinckii

20

ECKh-463

AadhE AldhA ApflB
AlpdA:: K.p.IpdA322
Amdh AarcA
gltAR163L fimD::
sucCD de E. coli
sucD de P.
gingivalis, 4hbd de
P. gingivalis fimD::
sucA de M. bovis,
4hbd de C. kluyveri
rrC::cscAKB

buk1 de C. acefobutylicum, ptb de
C. acetobutylicum, Ald de C.
beijerinckii

Las cepas resumidas en la tabla 28 son las siguientes.

Cepa 1: Derivado con una unica delecion de E. coli MG1655, con delecion de IdhA enddgeno; expresion en plasmido

de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C. acetobutylicum.

Cepa 2: Cepa huésped AB3, una cepa productora de succinato, derivada de E. coli MG1655, con deleciones de
adhE IdhA pflB enddégenos; expresion en plasmido de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis,

Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C. acetobutylicum.

Cepa 3: Cepa huésped ECKh-138, delecion de adhE, IdhA, pflB enddégenos, delecion IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA; expresion en
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plasmido de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
acetobutylicum; la cepa proporciona mejora de IpdA para aumentar el flujo de piruvato deshidrogenasa.

Cepa 4: Cepa huésped ECKh-138, delecion de adhE, IdhA, pflB y Ipda enddégenos, insercion cromosémica de Ipda
de Kilebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys; expresion en plasmido de sucCD de E. coli, sucD de P.
gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, buk1 de C. acetobutylicum, ptb de C. acetobutylicum, AdhE2 de C. acetobutylicum.

Cepa 5: Cepa huésped ECKh-401, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacién Glu354Lys en el locus IpdA, delecién de mdh y
arcA enddgenos; expresion en plasmido de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, Cat2 de P.
gingivalis, AdhE2 de C. acetobutylicum; la cepa tiene deleciones en mdh y arcA para dirigir el flujo a través del ciclo
de TCA oxidativo.

Cepa 6: cepa huésped ECKh-401, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de Ipda de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA enddgenos; expresion en plasmido de sucA de M. bovis, sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P.
gingivalis, Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C. acetobutylicum.

Cepa 7: Cepa huésped ECKh-422, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacién Glu354Lys en el locus IpdA, delecién de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA; expresion en plasmido de sucCD
de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C. acetobutylicum; la cepa
tiene mutacion en citrato sintasa para mejorar la actividad anaerobia.

Cepa 8: cepa ECKh-422, delecion de adhE, IdhA, pflIB enddgenos, delecion de IpdA endégeno e insercion
cromosomica de Ipda de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA endogenos, sustitucion cromosomica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA; expresion en plasmido de sucA
de M. bovis, sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, Cat2 de P. gingivalis, AdhE2 de C.
acetobutylicum.

Cepa 9: cepa huésped ECKh-422, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de Ipda de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA endogenos, sustitucion cromosomica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA; expresion en plasmido de sucA
de M. bovis, sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, Cat2 de P. gingivalis, Ald de C.
beijerinckil.

Cepa 10: cepa huésped ECKh-426, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de Ipda de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis; expresion en plasmido de Cat2 de P.
gingivalis, Ald de C. beijjerinckii; la cepa tiene la rama de succinato de la ruta aguas arriba integrada en la cepa
ECKh-422 en el locus fimD.

Cepa 11: cepa huésped ECKh-432, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de Ipda de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, inserciéon cromosoémica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri; expresion en plasmido de Cat2 de P. gingivalis, Ald de C. beijerinckii; la
cepa tiene las ramas succinato y alfa-cetoglutarato de la ruta aguas arriba integradas en ECKh-422.

Cepa 12: cepa huésped ECKh-432, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de Ipda de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, inserciéon cromosoémica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri, expresion en plasmido de buk1 de C. acetobutylicum, ptb de C.
acetobutylicum, Ald de C. beijerinckii.

Cepa 13: cepa huésped ECKh-439, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de Klebsiella pneumoniae IpdA con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y arcA
enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, delecion de ackA enddgeno, insercion
cromosomica en el locus fimD de sucCD de E. coli sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, insercion
cromosomica en el locus fimD de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri; expresion en plasmido de Cat2 de P.
gingivalis, Ald de C. beijerinckii; la cepa tiene delecion de acetato cinasa en la cepa ECKh-432.

Cepa 14: cepa huésped ECKh-453, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacién Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
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arcA enddgenos, sustitucion cromosomica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, delecion de ackA enddgeno,
delecion de ppc enddgeno e insercion de ppck de Haemophilus influenza en el locus ppc, insercion cromosémica en
el locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, insercion cromosémica en el locus
fimD de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri; expresion en plasmido de Cat2 de P. gingivalis, Ald de C. beijerinckii
la cepa tiene delecion de acetato cinasa y sustitucion de PPC/PEPCK en la cepa ECKh-432.

Cepa 15: cepa huésped ECKh-456, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecién de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, inserciéon cromosoémica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri, sustitucion de promotor IpdA por sitio de unién a fnr, promotor pflB-p6 y
RBS de pflB; expresion en plasmido de Cat2 de P. gingivalis, Ald de C. beijerinckii; la cepa tiene sustitucion de
promotor IpdA por promotor anaerobio en la cepa ECKh-432.

Cepa 16: cepa huésped ECKh-455, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacién Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, inserciéon cromosoémica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveril, sustitucion de promotor pdhR y aceEF por sitio de union a fnr, promotor
pfiB-p6 y RBS de pflB; expresion en plasmido de Cat2 de P. gingivalis, Ald de C. beijerinckii; la cepa tiene sustitucion
de promotor pdhR y aceEF por promotor anaerobio en ECKh-432.

Cepa 17: cepa huésped ECKh-459, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecién de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gItA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosdémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, inserciéon cromosoémica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri, insercion cromosomica en el locus fimD de buk1 de C. acetobutylicum, ptb
de C. acetobutylicum; expresion en plasmido de Ald de C. beijjerinckii; la cepa tiene integracion de BK/PTB en la
cepa ECKh-432.

Cepa 18: cepa huésped ECKh-459, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecién de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, inserciéon cromosoémica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri, insercion cromosomica en el locus fimD de buk1 de C. acetobutylicum, ptb
de C. acetobutylicum; expresion en plasmido de Ald de C. beijerinckii, adh1 de G. thermoglucosidasius.

Cepa 19: cepa huésped ECKh-463, delecion de adhE, IdhA, pflB enddgenos, delecion de IpdA enddgeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacion Glu354Lys en el locus IpdA, delecién de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosomica de gItA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, inserciéon cromosoémica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri, insercion en el locus rrnC de genes de operon de sacarosa distintos de
PTS, sacarosa permeasa (cscB), D-fructocinasa (cscK), sacarosa hidrolasa (cscA) y un represor especifico de
sacarosa relacionado con Lacl (cscR); expresion en plasmido de Cat2 de P. gingivalis, Ald de C. beijjerinckii; la cepa
tiene genes de sacarosa distintos de PTS insertados en la cepa ECKh-432.

Cepa 20: cepa huésped ECKh-463 delecion de adhE, IdhA, pflB enddégenos, delecion de IpdA endégeno e insercion
cromosomica de IpdA de Klebsiella pneumoniae con una mutacién Glu354Lys en el locus IpdA, delecion de mdh y
arcA enddgenos, sustitucion cromosémica de gltA por mutante Arg163Leu de gltA, insercion cromosémica en el
locus fimD de sucCD de E. coli, sucD de P. gingivalis, 4hbd de P. gingivalis, insercidon cromosomica en el locus fimD
de sucA de M. bovis, 4hbd de C. kluyveri, insercion en el locus rrnC de operdn de sacarosa distinto de PTS;
expresion en plasmido de buk1 de C. acetobutylicum, ptb de C. acetobutylicum, Ald de C. beijerinckii.

Ademas de las cepas productoras de BDO divulgadas en el presente documento, incluyendo aquellas divulgadas en
la tabla 28, se entiende que pueden incorporarse modificaciones adicionales que aumentan adicionalmente la
produccion de BDO y/o disminuyen los subproductos no deseados. Por ejemplo, una cepa productora de BDO, o
una cepa de la tabla 28, puede incorporar desactivaciones adicionales para aumentar adicionalmente la produccién
de BDO o disminuir un subproducto no deseado. Anteriormente se han descrito desactivaciones a modo de ejemplo
(véase la publicacion estadounidense 2009/0047719). Tales cepas con desactivaciones incluyen, pero no se limitan
a, ADHEr, NADHG6; ADHEr, PPCK; ADHEr, SUCD4; ADHEr, ATPS4r; ADHEr, FUM; ADHEr, MDH; ADHEr, PFLi,
PPCK; ADHEr, PFLi, SUCD4; ADHEr, ACKr, NADH6; ADHEr, NADH6, PFLi; ADHEr, ASPT, MDH; ADHEr, NADH6,
PPCK; ADHEr, PPCK, THD2; ADHEr, ATPS4r, PPCK; ADHEr, MDH, THD2; ADHEr, FUM, PFLi; ADHEr, PPCK,
SUCD4; ADHEr, GLCpts, PPCK; ADHEr, GLUDy, MDH; ADHEr, GLUDy, PPCK; ADHEr, FUM, PPCK; ADHEr, MDH,
PPCK; ADHEr, FUM, GLUDy; ADHEr, FUM, HEX1; ADHEr, HEX1, PFLi; ADHEr, HEX1, THD2; ADHEr, FRD2,
LDH_D, MDH; ADHEr, FRD2, LDH_D, ME2; ADHEr, MDH, PGL, THD2; ADHEr, G6PDHy, MDH, THD2; ADHEt,
PFLi, PPCK, THD2; ADHEr, ACKr, AKGD, ATPS4r; ADHEr, GLCpts, PFLi, PPCK; ADHEr, ACKr, ATPS4r, SUCOAS;
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ADHETr, GLUDy, PFLi, PPCK; ADHEr, ME2, PFLi, SUCD4; ADHEr, GLUDy, PFLi, SUCD4; ADHEr, ATPS4r, LDH_D,
SUCD4; ADHEr, FUM, HEX1, PFLi; ADHEr, MDH, NADH6, THD2; ADHEr, ATPS4r, MDH, NADH6; ADHEr, ATPS4r,
FUM, NADH6; ADHEr, ASPT, MDH, NADH6; ADHEr, ASPT, MDH, THD2; ADHEr, ATPS4r, GLCpts, SUCD4;
ADHEr, ATPS4r, GLUDy, MDH; ADHEr, ATPS4r, MDH, PPCK; ADHEr, ATPS4r, FUM, PPCK; ADHEr, ASPT,
GLCpts, MDH; ADHEr, ASPT, GLUDy, MDH; ADHEr, ME2, SUCD4, THD2; ADHEr, FUM, PPCK, THD2; ADHEr,
MDH, PPCK, THD2; ADHEr, GLUDy, MDH, THD2; ADHEr, HEX1, PFLi, THD2; ADHEr, ATPS4r, G6PDHy, MDH;
ADHEr, ATPS4r, MDH, PGL; ADHEr, ACKr, FRD2, LDH_D; ADHEr, ACKr, LDH_D, SUCD4; ADHEr, ATPS4r, FUM,
GLUDy; ADHEr, ATPS4r, FUM, HEX1; ADHEr, ATPS4r, MDH, THD2; ADHEr, ATPS4r, FRD2, LDH_D; ADHEr,
ATPS4r, MDH, PGDH; ADHEr, GLCpts, PPCK, THD2; ADHEr, GLUDy, PPCK, THD2; ADHEr, FUM, HEX1, THDZ2;
ADHEr, ATPS4r, ME2, THD2; ADHEr, FUM, ME2, THD2; ADHEr, GLCpts, GLUDy, PPCK; ADHEr, ME2, PGL,
THD2; ADHEr, G6PDHy, ME2, THD2; ADHEr, ATPS4r, FRD2, LDH_D, ME2; ADHEr, ATPS4r, FRD2, LDH_D, MDH,;
ADHETr, ASPT, LDH_D, MDH, PFLi; ADHEr, ATPS4r, GLCpts, NADH6, PFLi; ADHEr, ATPS4r, MDH, NADH6, PGL;
ADHEr, ATPS4r, G6PDHy, MDH, NADH6; ADHEr, ACKr, FUM, GLUDy, LDH_D; ADHEr, ACKr, GLUDy, LDH_D,
SUCD4; ADHEr, ATPS4r, G6PDHy, MDH, THD2; ADHEr, ATPS4r, MDH, PGL, THD2; ADHEr, ASPT, G6PDHy,
MDH, PYK; ADHEr, ASPT, MDH, PGL, PYK; ADHEr, ASPT, LDH_D, MDH, SUCOAS; ADHEr, ASPT, FUM, LDH_D,
MDH; ADHEr, ASPT, LDH_D, MALS, MDH; ADHEr, ASPT, ICL, LDH_D, MDH; ADHEr, FRD2, GLUDy, LDH_D,
PPCK; ADHEr, FRD2, LDH_D, PPCK, THD2; ADHEr, ACKr, ATPS4r, LDH_D, SUCD4; ADHEr, ACKr, ACS, PPC,
PPCK; ADHEr, GLUDy, LDH_D, PPC, PPCK; ADHEr, LDH_D, PPC, PPCK, THD2; ADHEr, ASPT, ATPS4r, GLCpts,
MDH; ADHEr, G6PDHy, MDH, NADH6, THD2; ADHEr, MDH, NADH6, PGL, THD2; ADHEr, ATPS4r, G6PDHy,
GLCpts, MDH; ADHETr, ATPS4r, GLCpts, MDH, PGL; ADHEr, ACKr, LDH_D, MDH, SUCDA4.

La tabla 29 muestra las reacciones de genes correspondientes que van a desactivarse de un organismo huésped tal
como E. coli. En la tabla 30 se muestra el metabolito correspondiente que corresponde a las abreviaturas en la tabla
29.

Tabla 29. Genes correspondientes que van a desactivarse para impedir que se produzca una reaccion particular en
E. coli.

Abreviatura Estequiometria de reaccion* Genes que codifican para la(s) enzima(s)

de reaccion que cataliza(n) cada reaccion&

ACKr [c] : ac + atp <==> actp + adp (b3115 0 b2296 0 b1849)

ACS [c] : ac + atp + coa --> accoa + amp + ppi b4069

ACt6 ac[p] + h[p] <==> ac|c] + h|c] Ningun gen asociado

ADHEr [c] : etoh + nad <==> acald + h + nadh (00356 0 b1478 0 b1241)
[c] : acald + coa + nad <==> accoa + h + nadh (b1241 0 b0351)

AKGD [c] : akg + coa + nad --> co2 + nadh + succoa (b0116 y b0726 y b0727)

ASNS2 [c] : asp-L + atp + nh4 --> amp + asn-L + h + ppi b3744

ASPT [c] : asp-L --> fum + nh4 b4139

ATPS4r adp[c] + (4) h[p] + pi[c] <==> atp[c] + (3) h[c] + | (((p3736 y b3737 y b3738) y (b3731 y
h2o][c] b3732y b3733 y b3734 y b3735)) o ((b3736

y b3737 y b3738) y (b3731 y b3732 y b3733
y b3734 y b3735) y b3739))

CBMK2 [c] : atp + co2 + nh4 <==>adp + cbp + (2) h (b0521 0 b0323 0 b2874)

EDA [c] : 2ddg6p --> g3p + pyr b1850

ENO [c] : 2pg <==> h20 + pep b2779

FBA [c] : f{dp <==> dhap + g3p (b2097 0 b2925 0 b1773)

FBP [c] : fdp + h20 --> f6p + pi (b4232 0 b3925)

FDH2 for[p] + (2) h[c] + g8[c] --> co2[c] + h[p] + q8h2[c] ((b3892 y b3893 y b3 894) o (b 1474 y
for[p] + (2) h[c] + magn8[c] --> co2[c] + h[p] + | b1475y b1476))
mq18[c]

FRD2 [c] : fum + mqI8 --> mgn8 + succ (04151 y b4152 y b4153 y b4154)
[c] : 2dmmq18 + fum --> 2dmmq8 + succ

FTHFD [c] : 10fthf + h20 --> for + h + thf b1232

FUM [c] : fum + h20 <==> mal-L (b1612 0 b4122 0 b1611)

G5SD [c] : gluSp + h + nadph --> glu5sa + nadp + pi b0243

G6PDHy [c] : g6p + nadp <==> 6pgl + h + nadph b1852

GLCpts glc-D[p] + peplc] --> gbp[c] + pyr(c] ((b2417 y b1101 y b2415 y b2416) o (b1817

y b1818y b1819y b2415 y b2416) 0 (b2417
y b1621y b2415 y b2416))

GLU5SK [c] : atp + glu-L --> adp + gluSp b0242
GLUDy [c] : glu-L + h20 + nadp <==> akg + h + nadph + | b1761
nh4
GLYCL [c] : gly + nad + thf --> co2 + mlthf + nadh + nh4 (b2904 y b2903 y b2905 y b0116)
HEX1 [c] :atp + glc-D -->adp + g6p + h b2388
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ICL [c] : icit --> gIx + succ b4015

LDH D [c] : lac-D + nad <==> h + nadh + pyr (b2133 0 b1380)

MALS [c] : accoa + gIx + h20 --> coa + h + mal-L (b4014 o0 b2976)

MDH [c] : mal-L + nad <==> h + nadh + caa b3236

ME2 [c] : mal-L + nadp --> co2 + nadph + pyr b2463

MTHFC [c] : h20 + methf <==> 10fthf + h b0529

NADH12 [c] : h + mgn8 + nadh --> mqI8 + nad b1109

[c] : h + nadh + g8 --> nad + q8h2
[c] : 2dmmqg8 + h + nadh --> 2dmmq18 + nad
NADH6 (4) h[c] + nadh[c] + g8[c] --> (3) h[p] + nad[c] + | (b2276 y b2277 y b2278 y b2279 y b2280 y
q8h2[c] b2281 y b2282 y b2283 y b2284 y b2285 y
(4) h[c] + mgn8[c] + nadh[c] --> (3) h[p] + mql8[c] | b2286 y b2287 y b2288)
+ nad[c]
2dmmq8]c] + (4) h[c] + nadh[c] --> 2dmmq|8[c] +
(3) hip] + nadic]

PFK [c]:atp+f6p-->adp+fdp +h (b3916 0 b1723)

PFLi [c] : coa + pyr --> accoa + for ((00902 y b0903) y b2579) o (b0902 y
b0903) o (b0902 y b3114) o (b3951 y
b3952))

PGDH [c] : 6pgc + nadp --> co2 + nadph + ruSp-D b2029

PGI [c] : gbp <==> f6p b4025

PGL [c] : 6pgl + h20 --> 6pgc + h b0767

PGM [c] : 2pg <==> 3pg (b3612 0 b4395 o b0755)

PPC [c] : co2 + h20 + pep --> h + oaa + pi b3956

PPCK [c] : atp + 0caa --> adp + co2 + pep b3403

PROIz [c] : fad + pro-L --> 1pyr5¢c + fADH2 + h b1014

PYK [c]: adp + h + pep --> atp + pyr (b1854 0 b1676)

PYRt2 h[p] + pyr[p] <==> h|c] + pyr[c] Ninguin gen asociado

RPE [c] : ruSp-D <==> xu5p-D (b4301 0 b3386)

S04t2 so4[e] <==> so4[p] (00241 0 b0929 0 b1377 0 b2215)

SUCD4 [c] : g8 + succ --> fum + q8h2 (b0721 y b0722 y b0723 y b0724)

SUCOAS [c] : atp + coa + succ <==> adp + pi + succoa (b0728 y b0729)

SULabc atp[c] + h2o][c] + so4[p] --> adp[c] + h[c] + pi[c] + | ((b2422 y b2425 y b2424 y b2423) o (b0763

so4[c] y b0764 y b0765) o (02422 y b2424 y b2423
y b3917))
TAL [c] : g3p + s7p <==>e4p + fEp (b2464 o b0008)
THD2 (2) h[p] + nadh[c] + nadp[c] --> (2) h[c] + nad[c] + | (b1602 y b1603)
nadphlc]
THD5 [c] : nad + nadph --> nadh + nadp (03962 o0 (b1602 y b1603))
TPI [c] : dhap <==> g3p b3919

Tabla 30. Nombres de metabolitos correspondientes a las abreviaturas usadas en la tabla 29.

Abreviatura de metabolito Nombre de metabolito

10fthf 10-Formiltetrahidrofolato
1pyr5c 1-Pirrolin-5-carboxilato
2ddg6p 2-Deshidro-3-deoxi-D-gluconato 6-fosfato
2dmmq8 2-Demetilmenaquinona 8
2dmmq18 2-Demetilmenaquinol 8

2pg D-Glicerato 2-fosfato

3pg 3-Fosfo-D-glicerato

6pgc 6-Fosfo-D-gluconato

6pgl 6-fosfo-D-glucono-1,5-lactona
ac Acetato

acald Acetaldehido

accoa Acetil-CoA

actp Fosfato de acetilo

adp ADP

akg 2-Oxoglutarato

amp AMP

asn-L L-Asparagina

asp-L L-Aspartato

atp ATP
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cbp Fosfato de carbamoilo

co2 CO,

coa Coenzima A

dhap Fosfato de dihidroxiacetona

edp 4-Fosfasto de D-eritrosa

etoh Etanol

fép 6-Fosfato de D-fructosa

fad Dinucleotido de flavina y adenina oxidado
fADH2 Dinucleotido de flavina y adenina reducido
fdp 1,6-Bisfosfato de D-fructosa

for Formiato

fum Fumarato

g3p 3-Fosfato de gliceraldehido

gbp 6-Fosfato de D-glucosa

glc-D D-Glucosa

glu5p L-Glutamato 5-fosfato

glu5sa L-Glutamato 5-semialdehido

glu-L L-Glutamato

glx Glioxilato

gly Glicina

h H

h2o0 H.O

icit Isocitrato

lac-D D-Lactato

mal-L L-Malato

methf 5,10-Meteniltetrahidrofolato

mlthf 5,10-Metilenotetrahidrofolato

mql8 Menaquinol 8

mqgn8 Menaquinona 8

nad Dinucleodtido de nicotinamida y adenina
nadh Dinucleotido de nicotinamida y adenina - reducido
nadp Fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina
nadph Fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenina — reducido
nh4 Amonio

oaa Oxaloacetato

pep Fosfoenolpiruvato

pi Fosfato

ppi Difosfato

pro-L L-Prolina

pyr Piruvato

q8 Ubiquinona-8

q8h2 Ubiquinol-8

rusp-D 5-Fosfato de D-ribulosa

s7p 7-Fosfato de sedoheptulosa

so4 Sulfato

succ Succinato

succoa Succinil-CoA

thf 5,6,7,8-Tetrahidrofolato

xusp-D 5-Fosfato de D-xilulosa
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REIVINDICACIONES
Organismo microbiano que no se produce de manera natural, que tiene una ruta de 1,4-butanodiol (BDO)
que comprende al menos un acido nucleico exégeno que codifica para una enzima de la ruta de BDO
expresada en una cantidad suficiente para producir BDO, en el que dicho organismo microbiano esta
modificado genéticamente para expresar 4-hidroxibutiril-CoA reductasa exdgena, y en el que dicho
organismo microbiano comprende:
A) una ruta de BDO que comprende:
(a) alfa-cetoglutarato descarboxilasa; o
succinil-CoA sintetasa y succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA; o
alfa-cetoglutarato deshidrogenasa y succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA; o
glutamato:succinato semialdehido transaminasa y glutamato descarboxilasa;
(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;
(c) 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa, o butirato cinasa y fosfotransbutirilasa; y
(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa; y
(B) en el que dicho organismo microbiano comprende alteracion de un gen que codifica para un sistema
regulador del control respiratorio aerobio; expresa una citrato sintasa insensible a NADH exdgena; expresa

piruvato deshidrogenasa exdgena y expresa fosfoenolpiruvato carboxicinasa exdgena.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) alfa-cetoglutarato descarboxilasa;

(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;

(c) 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa; y

(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) succinil-CoA sintetasa y succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA;
(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;

(c) 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa; y

(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) alfa-cetoglutarato deshidrogenasa y succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA;
(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;

(c) 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa; y

(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) glutamato:succinato semialdehido transaminasa y glutamato descarboxilasa;
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(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;
(c) 4-hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa; y
(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) alfa-cetoglutarato descarboxilasa;

(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;

(c) butirato cinasa y fosfotransbutirilasa; y

(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) succinil-CoA sintetasa y succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA;
(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;

(c) butirato cinasa y fosfotransbutirilasa; y

(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) alfa-cetoglutarato deshidrogenasa y succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA;
(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;

(c) butirato cinasa y fosfotransbutirilasa; y

(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun la reivindicacion 1, en el que la ruta de
BDO comprende:

(a) glutamato:succinato semialdehido transaminasa y glutamato descarboxilasa;
(b) 4-hidroxibutirato deshidrogenasa;

(c) butirato cinasa y fosfotransbutirilasa; y

(d) 4-hidroxibutiril-CoA reductasa y 4-hidroxibutanal reductasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1a9, enelque

a) la succinil-CoA sintetasa se codifica por los genes sucCD de Escherichia col,
b) dicha alfa-cetoglutarato descarboxilasa se codifica por el gen sucA de Mycobacterium bovis,

c) la succinato semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoA, 4-hidroxibutirato deshidrogenasa y 4-
hidroxibutiril-CoA/acetil-CoA transferasa se codifican por genes de Porphyromonas gingivalis \W 83,

d) la butirato cinasa y fosfotransbutirilasa se codifican por genes buk1 y ptb de Clostridium acetobutylicum,
e) la 4-hidroxibutiril-CoA reductasa se codifica por el gen ald de Clostridium beijerinckii,

f) la 4-hidroxibutanal reductasa se codifica por el gen adh1 de Geobacillus thermoglucosidasius,
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g) dicha piruvato deshidrogenasa exégena se codifica por el gen IpdA de Klebsiella pneumonia,
h) dicha citrato sintasa insensible a NADH se codifica por gltA,
i) dicha citrato sintasa insensible a NADH se codifica por un mutante R163L de gltA, o

j) dicha fosfoenolpiruvato carboxicinasa se codifica por un gen de fosfoenolpiruvato carboxicinasa de
Haemophilus influenza.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, en el que dicha piruvato deshidrogenasa exdgena es insensible a NADH.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1a9, en el que uno o mas de los genes de subunidades de piruvato deshidrogenasa de dicho organismo
microbiano estan bajo el control de un promotor de piruvato-formiato liasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, en el que la alteracion de dicho sistema regulador del control respiratorio anaerobio es la alteracion
del gen arcA.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, que comprende ademas la alteracion de un gen que codifica para malato deshidrogenasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, en el que uno o mas genes que codifican para dichas enzimas expresadas de manera exdgena estan
integrados en el locus fimD del organismo huésped.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, en el que dicho organismo expresa un sistema de captacion de sacarosa distinto de fosfotransferasa.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 9, en el que dicho organismo comprende ademas la alteracién de lactato deshidrogenasa, alcohol
deshidrogenasa y piruvato-formiato liasa endégenas.

Organismo microbiano que no se produce de manera natural segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 17, en el que el organismo microbiano es Escherichia coli.

Método para producir 1,4-butanodiol (BDO), que comprende cultivar el organismo microbiano que no se
produce de manera natural seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 en condiciones y durante
un periodo de tiempo suficientes para producir BDO.

Método segun la reivindicacion 19, que comprende ademas la etapa de aislar el BDO.

Método segun la reivindicacion 20, en el que el BDO se aisla mediante destilacion.
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A‘i

ATGAACTTACATGAATATCAGGCAAAACAACTTTTTGCCCG CTATGGCTTACCAGCACCGETGEGTT
ATGCCTGTACTACTCCGCGUGAAGCAGAAGAAGCCGCTTCAAAAATCGGTGCOGGTCOGTGGGTAG
TEAAATGTCAGGTTCACGCTGOTGOCCGLEETAMMGLGEECOETGTGAAAGTTGTAAACAGCALA
GAAGACATCCGTGCTTTTGCAGAAAACTGGCTGGGCAAGCGTCTGGTAACGTATCAAACAGATGCC
AATGGCCAACCOGTTAACCAGATTCTGGTTGAAGCAGCCACCGATATCGCTAAAGAGCTGTATCTCG
GTGCCGTTGTTGACCGTAGTTCCCGTCGTGTGGTCTTTATGGCCTCCACCGAAGGLGGLGTGGAAAT
CEAAAAAGTEGCGGAAGAAACTCCGCACCTGATCCATAAAGTTGCGCTTGATCCGCTGACTGECCC
GATGCCGTATCAGGGACGCEAGCTGECGTTCAAACTGGGETCTGGAAGGTAAACTGETTCAGCAGTT
CACCAAMATCTTCATGGGCCTGECOACCATTTTCCTGGAGCGCGACCTEGGLGTTGATCCGAAATCAALC
CCGCTGGTCATCACCAAACAGEGCCATCTGATTTGCCTCGACGECAAACTEGECGLITOACGGCAALC
GCACTGTTCCGCCAGLCTGATCTGCGLGAAATGLGTGACCAGTCGLAGGAAGATOCGCGTGAAGLA
CAGGCTECACAGTGGGAACTGAACTACGTTGCGCTGGACGETAACATCGGTTGTATGGTTAACGGTE
GCAGGTCTGECGATGGGTACGATGGACATCGTTAAACTGCACGGOGGCGAACCGELCTAACTTCCTT
GACGTTGECGGCEGCGCAACCAAAGAACGTGTAACCGAAGCGTTCAAAATCATCCTCTCTGACGALC
AAAGTEAMAGCCGTTCTEGTTAACATCTTCGGCGGTATCGTTCGTTGCGACCTGATCGCTGACGETA
TCATCGGLGCGGTAGCAGAAGTGGGETGTTAACGTACCGGTCGTGGTACGTCTGGAAGGTAACAACG
COGAACTCGGCGCGAAGAAACTGGCTGACAGCOCGLCTGAATATTATTGCAGCAAAAGGTCTGACGEG
ATGCAGCTCAGCAGGTTGTTEGCCGCAGTGEAGGGGAAATAATGTCCATTTTAATCGATAAAARCACC
AAGGTTATCTGCCAGGGCTTTACCGETAGCCAGGGGACTTTCCACTCAGAACAGGCCATTGCATACG
GCACTAAAATGGTTGGLGGCGTAACCCCAGGTAAAGGCEGCACCACCCACCTCGGCCTGCCEGTET
TCAACACCGTGUGTGAAGCCGTTGLTGLCACTGG CGCTACCGCTTCTGTTATCTACGTACCAGCACT
GTTCTGCAAAGACTCCATTCTGRAAGCCATCGACGCAGGCATCAMACTGATTATCACCATCACTGAA
GGLATCCCGACGCTGGATATGCTGACCGTGAAAGTGAAGCTGGATGAAGCAGGCGTTCGTATGATC
GGLCCGAACTGCCCAGCLGTTATCACTCCGGETGAATGCAAAATCOCGTATCCAGCCTGGTCACATTE
ACAAACCGGETAAAGTGGGTATCGTTTCCCGTTCCGGTACACTGACCTATGAAGCGGTTAAACAGAC
CACGGATTACGGTTTCGGTCAGTCGACCTGTGTCGGTATCGGLEGTGACCCGATCCCGGGLTLTAAL
TTTATCGACATTCTCGAAATGTTCGAAAAAGATCOGCAGACCGAAGCCATCGTGATGATCGGTGAGA
TCOGCGETAGCGCTGAAGAAGAAGCAGCTGCGTACATCAAAGAGCACGTTACCAAGCCAGTTGTGG
GTTACATCECTGOETATGACTGCGCCCAAAGGCAMCOTATGGGCCACGCOGGTGCCATCATTGEDG
GTEGEAAAGGGACTGCGGATGAGAAATTCGCTGCTCTGGAAGCCGCAGGLGTGAAAACCGTTCGT
AGCCTOGELGEATATCGETEAAGCACTCAAAACTETTCTCAAATAA

MMNLHEYQAKQLFARYGLPAPYGYACTTPREAEEAASKIGAGPWYYECQVHAGGRGEAGGYEKVYNSKE
DIRAFAENWLGKRLVTYQTDANGOPYNCILVEAATDIAKELY LGAVVDRSSRRVVFMASTEGGVEIEKY
AEETPHLIHKVALDPLTGPMPYQGRELAFKLGLEGKLVOQOFTKIFMGLATIFLERDLALIEINPLVITKQG DL
ICLDGKLGADGNALFROPDLREMRDOSQEDPREAQAAQWELNYVALDGNIGCMVYNGAGLAMGTMD
IWELHGGEPANFLOVGGGATKERVTEAFKILSDDEVEAVLVNIFGGIVRCDLIADGIGAVAEVGYNYVEVY
VRLEGMNAELGAKKLADSGLNIAAKGLTDAAQOVVAAVEGK

C.

MSILDENTEVICOGFTGSQGTFHSEQAIAYGTKMVGGVTPGKGGTTHLGLPYFNTVREAVAATGATAS
VIYVPAPFCKDSILEAIDAGIKLUTITEGIPTLOMLTVEVELDEAGVRMIGPNCPGVITPGECKIGIQPGHIHK
PGRVGIVSRSGTLTYEAVKQTTDYGFGOSTCVGIGGDPIPGSNFIDILEMFEKDPOTEAIVMIGEIGGSAEE
EAAAYIKEHVTEPVVEYIAGVTAPKGERMGHAGAIIAGGKGTADEKFAALEAAGYKTVRSLADIGEALKT
VLE

FIGURA 14

136



ES 2 680 905 T3

A.

ATGECCAACATAAGTTCACCATTCGGGCAAAACGAATGECTGGTTCGAAGAGATGTACCECAAGTTC
CGOGACGACCCCTCOTCGGTCGATCCCAGCTGGCACGAGTTCCTGGTTGACTACAGCCCCGAACCCA
CCTCCCAACCAGCTGCCGAACCAACCCGGGTTACCTCOCCACTCETTGCOGAGCGGEGECCGITGCGGE
CGCCCCECAGGCACCCCOCAAGCCEGLCGACACCGOGECCGLGEGECAMCGGEOGTGGTCGCCGCALT
GGELCGCCAAAACTECCGET ICCCCCECCAGCLGAAGGTGACGAGETAGCEG TGCTGLECEGLGLCE
COGCGECOGTOGTCAAGAACATGTCCGOGTCETTGGAGGTGCCGACGGLGACCAGCGTCCGGGELG
GTCCCGGLCAAGCTACTGATCGACAACCGGATCGTCATCAACAACCAGTTGAAGCGGACCCGLGGL
GGCAAGATCTCGTTCACGCATTTGLTGGGCTACGLCCTGGTGLAGGCGGTGAAGAAATTCCCGAAC
ATGAACCGGCACTACACCGAAGTCGACEGCAAGCCCACCGCGGTCACGCCGGLGCACACCAATCTC
GGOCTEECGATCEACCTGCAAGGCAAGGACGEGAAGLGT TCCCTGGTGLTEGCCEGLATCAAGEG
GTGCGAGACCATGCGATTCGOGCAGTTCGTCACGGCCTACGAAGACATCGTACGCOGGGCCCGCGA
CGECAAGCTGACCACTGAAGACTTTGCCGGEOGT GACGATTTCGCTGACCAATCCCGGAACCATCGGEC
ACCGTGCATTCGOTGCCGCGGCTGATGLCCGGCCAGGGCGCCATCATCEGOGTGEGLGCCATGEAA
TACCCCGUCGAGTTTCAAGGCGCCAGCGAGCAACGCATCGCCGAGCTEGGCATCGGCAAATTGATE
ACTTTGACCTCCACCTACGACCACCGLATCATCCAGGGLGLGGAATCGLGCGACTTCCTGCGCACTA
TCCACGAGTTOCTGCTCTCEGATGECTTCTGGGACGAGGTCTTCCGCCAACTGAGCATCCCATATCT
GCCEGETECGCTGGAGCACCGACAACCCCGACTCEATCETCGACAAGAACGCTCGCGTCATGAACTT
GATCGCGOCCTACCOCAACCGOGGCCATCTGATGECCGATACCGACCCGLTGCGGTTGGACAAAGT
TCGGTTCCGCAGTCACCCCGACCTCOAAGTGCTGACCCACGGLCTGACGCTGTGGGEATCTCRATIGE
GTGTTCAAGGTCGACGGCTTTGCCGETGCGCAGTACAAGAAACTGCGLGACGTGCTGEGITTGLTG
CEOGATGOCTACTGCCGCCACATCGECGTGGAGTACGCCCATATCCTCGACCCCGAACAAAAGCAG
TGECTCGAACAACGEETCGAGACCAAGCACGTCAAACCCACTGTEGCCCAACAGAAATACATCCTC
AGCAAGCTCAACGLCGLCGAGGLCTTTGAAACGTTCCTACAGACCAAGTACGTCGGLCACAAGCGG
TTCTCGCTGEAAGGCGCOGAAAGCGTGATCCCGATGATGGACGCGGLGATCGACCAGTGCGCTGAG
CACGGCCTCEACGAGGTGGETCATOGEGGATGCCGCACCGGEGLCEECTCAACGTGCTGGCCAACATC
GTCEGCAAGCCGTACTCGCAGATCTTCACCGAGTTCCAGGGCAACCTGAATCOGTCGCAGGCGCAC
GECTCCGGTEACGTCAAGTACCACCTEEGCECCACCGEGCTGTACCTGCAGATGTTCGECGACAAC
GACATTCAGGTGTCGCTGACCCCCAACCOGTCGCATCTGGAGGCCGTCGACCOGGTAGLTAGAGGEA
TTGGTGCGGGECCAAGCAGGATCTGCTCGACCACGGAAGCATCGACAGCGACGGCCAACGGGLGTT
CTOGGTGETGCCGCTGATGTTGCATCGUGATGCCGLGTTCGCCGETCAGGGTGTGGTCGCOGAGAL
GLTGAACCTEECGAATCTGOCGGECTACCGOGTCEGCEGCACCATCCACATCATCGTCAACAACCAG
ATCGGCTTCACCACCGCGLCCGAGTATTCCAGGTCCAGCGAGTACTGCACCGACGTCGCAAAGATGA
TCGGGGCACCGATCTTTCACGTCAACGGCGACGACCCGEAGGCATGTETCTGGGTGGCGEGGTTGGE
CGETGGACTTCCGACAACGGTTCAAGAAGGACGTCGTCATCGACATEGCTEGTGCTACCGLCGLOGLG
GGLACAACGAGGGTGACGACCCGTCGATCACCAACCCCTACATGTACGACGTCGTCGACACCAAGC
GLGGEGCCCECAAAAGCTACACCGAAGCCCTGATCGGACGTGGOGACATCTCGATGAAGBAGGCT
GAGGACGCGCTGCGLGACTACCAGGGCCAGCTGGAACGEGTGTTCAACGAAGTGUGLGAGCTGGA
GAAGCACGOTGETECAGCCGAGCGAGTCGGTCCGAGTCCGACCAGATGATTCCCGCGEGGLTGGICA
CTGECGGTGGACAAGTCECTGCTGGCCOGGATCGGCGATGLGTTCCTCGCOTTGCCGAACGGITTCAC
CECECACCCOCGAGTCCAACCOGTELTEGAGAAGLECLOGLAGATOGECCTATGAAGGCAAGATLG
ACTGEECCTTTEGCGAGCTGCTGGLGLTGEGCTCGCTGATOECOGAAGGCAAGCTGGTGLGOTTGT
COGGGECAGGACAGOCGCCGLGGCACCTTCTCCCAGCEGGCATTCGGTTCTCATOGACCGCCACALCTG
GCGAGCAGTTCACACCACTGCAGCTGCTGGCOACCAACTCCGACGG CAGCCCGACCOGCGOAAAGT
TCCTGGETCTACGACTCECCACTGTCGGAGTACGCCGLOGTOGELTTCGAGTACGGCTACACTGTGEG
CAATCCGGACGLOGTOETGLTCTEEGAGGLGLAGTTCGGLGALTTCGTCAACGGLGLACAGTCGAT
CATCCACGAGTTCATCAGCTCCAGGTEAGGCCAAGTGGEGCCAATTGTCCAACGTCGTGCTGCTGTTA
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CCGCACGGGCACGAGGGGCAGGGACCCGACCACACTTCTGCCCGGATCGAACGCTTCTTGCAGTTG
TGEGCaGAAGGTTCGATCACCATCGCGATECCATCGACTCCGTCCAACTACTTCCACCTGCTACGCC
GGECATGCCCTEGACGGCATCCAACGCCCGCTGATCGTGTTCACGCCCAAGTCGATGTTGCGTCACAA
GGCCGCCGTCAGCGAAATCAAGGACTTCACCGAGATCAAGTTCCGCTCAGTGCTGGAGGAACCCAC
CTATGAGGACGGCATCGGAGALCGCAACAAGETCAGCCGGATCCTEGCTGACCAGTGGCAAGCTGTA
TTACGAGCTGGCCGCCOGCAAGGCCAAGGACAACCGCAATGACCTCGCGATCGTGCGGCTTGAACA
GCTCGOCCCGCTGCCCAGGCGTCGACTGLG TEGAAACGCTGGACCGCTACGAGAACGTCAAGGAGTT
CTTCTGGGETCCAAGAGGAACCGGCCAACCAGGGTGOETGECCGCGATTCGGGCTCGAACTACCCOGA
GCTGCTGCCTGACAAGTTGGLCGGGATCAAGCGAATCTCGCGCCGGGLGATGTCAGCCCCETCGTC
AGGCTCETCGAAGGTGCACGLCGTCGAACAGCAGGAGATCCTCGACGAGGCETTCGGLTAA

B.

MANISSPFGONEWLVEEMYRKFRDOPSSVDPSWHEFLVDYSPEPTSOPAAEPTRVTSPLVAERAAAAA
POAPPEPADTAAAGNGYYAALAAKTAYVPPPAEGDEVAVLRGAAAAVVENMSASLEVPTATSVRAVPA
KELLIDNRIVINNOLKRTRGGKISFTHLLGY ALVOAVEEFPNMMNRHYTEVDGKPTAVTPAHTNLGLAIDLO
GKDGKRSLVVAGIKRCETMRFAQFVTAYEDIVRRARDGKLTTEDFAGVTISLTNPGTIGTVHSVPRLMPG
QGAIGYGAMEYPAEFOGASEERIAELGIGKLITLTSTYDHRIQGAESGDFLRTIHELLLSDGFWDEVFREL
SIPYLPVRWSTONPDSIVDENARVMNLIAAYRNRGHLMADTDPLRLDKARFRSHPDLEVLTHGLTLWDL
DRVFKVDGFAGAQYKKLR DVLGLLRDAYCRHIGVEYAHILDPEQKEWLEQRVETKHVEPTVAQOKYILSK
LNAAEAFETFLOTKYVGQOKRFSLEGAESVIPMMDAAIDQCAEHGLDEVVIGMPHRGRLNVLANIVGKPY
SOIFTEFEGNLNPSOAHGSGDVEYHLGATGLYLOMFGDNDIQVSLTANPSHLEAVDPYVLEGLVRAKQDL
LDHGSIDSDGORAFSYVPLMLHGDAAFAGQGYWVAETLNLANLPGYRVGGTIHIVNNCIG FTTAPEYSRS
SEYCTDVAKMIGAPIFHVNGDOPEACYWVARLAVDFRORFEKDVVIDMLCY RRRGHNEGDDPSMTNP
¥ MY DVVDTKRGARKSYTEALIGRGDISMEKEAEDALRDYOQGOLERVFNEVRELEKHGYOPSESVESDOMI
PAGLATAVDESLLARIGDAFLALPNGFTAHPRVOPVLEKRREMAYEGKIDWAFGELLALGSLVAEGKLYR
LSGOQDSRRGTFSQRHSVLIDRHTGEEFTPLOLLATNSDGSPTGGKFLVY DSPLSEY AAVGFEYGYTVGNPD
AVVIWEAQFGDFVNGAQSIIDEFISSGEAKWGOLSNVVLLLPHGHEGOGPDHTSARIERFLOLWAEGS
MTIAMPSTPSNYFHLLRERHALDGIORPLIVFTPESMLRHKAAVSEIKDFTEIKFRSVLEEPTYEDGIGDRME
VSRILLTSGKLYYELAARKAKDNRNDLAIVRLEQLAPLPRRRLRETLDRYENVKEFFWYVOEEPANOQGAWR
RFGLELPELLPDKLAGIKRISRRAMSAPSSGSSKVHAVECQQEILDEAFG
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Biosintesis en E. coli de 4HB a partir de glucosa
en medio minimo a través de «-KG (anaerobia)
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A.

ATGGAAATCAAAGAAATGETGAGCCTTGCACGCAAGGCTCAGAAGGAGTATCAAGCTACCCATAAL
CAAGAAGCAGTTGACAACATTTGCCGAGCTGCAGCAAMAGTTATTTATGAAAATGCAGCTATTCTGE
CTCGCGAAGCAGTAGACGAMCCGGCATGGGECGETTTACGAACACAAAGTGGICAAGAATCAAGGT
AMATCCAAAGETGTTTGGTACAACCTCCACAATAAAAAATCGATTGGTATCCTCAATATAGACGAGC
GTACCGGTATGATCRAGATTGCAAAGCCTATCOGAGTTGTAGGAGCCGTAACGCCGACGALCAACT
CGATCGTTACTCOGATGAGCAATATCATCTTTGCTCTTAAGACCTGCAATGCCATCATTATTGCCCCCC
ACCCCAGATCCAAAAAATGCTCTGCACACGCAGTTCGTCTGATCAAAGAAGCTATCGCTCOGTTCAA
CGTACCGGAAGGTATGGTTCAGATCATCGAAGAACCCAGCATCGAGAAGACGCAGGAACTCATGE
GCGCCGTAGACGTAGTAGTTGCTACGGGTGGTATGGGCATGGTGAAGTCTGCATATTCTTCAGGAA
AGCCTTCNTCGG TG TTGEAGCOGETAACG TTEAGG TGATCGTGGATAGCAACATCGATTTCGAAGC
TECTECAGAAAAAATCATCACCGETCGTECTTTCGACAACGGTATCATCTGCTCAGGIGAACAGAGT
ATCATCTACAACGAGGCTGACAAGGAAGCAGTTTTCACAGCATTCCGCAACCACGGTGCATATTTCT
GTGACGAAGCCGAAGGAGATCEGGGCTCOTGCAGCTATCTTCGAAAATGGAGCCATCGCGAAAGAT
GTAGTAGGTCAGAGCETTGCCTTCATTGCCAAGAAAGCAAACATCAATATCCCCCAGGGTACCCGTA
TTCTCGTTGTTGAAGCTCGOGGCGTAGGAGCAGAAGACGTTATCTGTAAGGAAAAGATGTGTCCCG
TAATCTGCGCCCTCAGCTACAAGCACTTCOAAGAAGGTGTAGAAATCGCACGTACGAACCTCGCCAA
CEAAGGTAACGECCACACCTGTGCTAT CCACTCCAACAATCAGECACACATCATCCTCGCAGCATCA
GAGCTGACGGTATCTCGTATCGTAGTGAATGCTCCGAGTGCCACTACAGCAGGCGETCACATCCAAN
ACGGTCTTGCCGTAACCAATACGCTCEGATGCGGATCATEGGGTAATAACTCTATCTCCGAGAACTT
CACTTACAAGCACCTCCTCAACATTTCACGCATCGCACCGTTGAATTCAAGCATTCACATCCCCGATG
ACAAAGAAATCTGGGAACTCTAA

MEIKEMVSLARKAQKEYOATHNGEAVDNICRAAAKVIYENAAILAREAVDETGMGWY EHKVAKNGGKS
EGVWYNLHMEKSIGILNIDERTGMIEIAKPIGVYVGAVTPTTNPIVTPMSNITFALKTCNANIAPHPRSKKCS
AHAVRLIKEAIAPFNYPEGMYCIEEPSIEKTOQELMGAVDVYVATGGMGMYESAYSSGKPSFGVGAGN
VOVIVDSNIDFEAAAEKITGRAFDNGHCSGEQSIIYNEADKEAVFTAFRNHGAYFCOEAEGDRARAAIFE
NGAIAKDVVGOSVAFIAKKANINIPEGTRILVVEARGVGAEDVICKEKMCPVMCALSYKHFEEGVEIARTN
LANEGNGHTCAIHSNNQAHIILAGSELTVSRIVYNAPSATTAGGHIONGLAVTNTLGCGSWGNNSISENF
TYKHLLNISRIAPLNSSIHIPDDEEWEL
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A.

ATGCAACTTTTCAAACTCAAGAGTGTAACACATCACTTTGACACTTTTGCAGAATTTGCCAAGGAATT
CTGTCTTGGAGAACGCGACTTGGTAATTACCAACGAGTTCATCTATGAACCGTATATGAAGGCATGC
CAGCTCCCCTGLCATTTTGTTATGCAGGAGAAATATGGGCAAGCCGAGCCTTCTCGACGAAATGATGA
ATAACATCTTGGECAGACATCCGTAATATCCAGTTCGACCGCGTAATCGETATCGGAGGAGETACGGET
TATTGACATCTCTAAACTTTICGT TCTGAAAGGATTAAATGATGTACTCCGATGCATTCGACCGLAARA,
TACCTCTTATCAAAGACGAAAGAACTGATCATTGTGCCCACAACATECGGAACGGGTAGCGAGETGA
CGAACATTTCTATCGCAGAAATCAAAAGCCGTCACACCAAAATGGGATTGGCTGACGATGCCATTGT
TGCAGACCATGCCATCATCATACCTGAACTTCTGAAGAGCTTGCCTTTCCACTTCTACGCATGCAGTG
CAATCGATGCTCTTATCCATGCCATCGAGTCATACGTATCTCCTAAAGCCAGTCCATATTCTCGTCTGT
TCAGTGAGGLGGLTTGEGACATTATCCTEGAAGTATTCAAGAAMATCGLOGAACACGGCCCTGAAT
ACCGCTTCGAAAAGCTGGGAGAAATGATCATGGECCAGCAACTATGCCGGTATAGCCTTCGGAAATG
CAGGAGTAGGAGCCGTCCACGCACTATCCTACCCGTTGGGAGGCAACTATCACGTECCGCATGGAG
AAGCAMACTATCAGTTCTTCACAGAGGTATTCAAAGTATACCAAAAGAAGAATCCTTTCGGCTATAT
AGTCGAACTCAACTGGAAGCTCTCCAAGATACTGAACTGCCAGCCCGAATACGTATATCCGAAGLTG
GATGAACTTCTCGGATGCCTTCTTACCAAGARACCTTTGLACGAATACGGCATGAAGGACGAAGAG
GTAAGAGGCTTTGCGGAATCAGTECTTAAGACACAGCAAAGATTECTCOCCAACAACTACGTAGAG
CTTACTGTAGATGAGATCGAAGGTATCTACAGAAGACTCTACTAA

MOLFKLKSVTHHFDTFAEFAKEFCLGERDLVITNEFIYEPY MEACQLPCHFVMOQEKYGOGEPSDEMMM
NILADIRNIOFDRVIGIGGG TVIDISKLFVLEGLN DVLDAFDRKIPLIKEKELIWPTTCG TGSEVTNISIAEIKSR
HTKMGLADDAIVADHANIPELLKSLPFHFYACSAIDALIHAIESYWSPRASPYSRLFSEAAWDILEVFKKIAE
HGPEYRFEKLGEMIMASNYAGIAFGNAGY GAVHALSYPLGGNYHVPHGEANYQFFTEVFEVY QKKNPF
GYIVELNWELSKILNCOPEY\VYPKLDELLGCLLTKKPLHEYGMKDEEVRGFAESVLETOORLLANNYVELT
VDEIEGIYRALY
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A.
ATGAAAGACGTATTAGCGGAATATGCCTCCCGAATTGTTTCGGCCGAAGAAGCCGTAAAACATATCA
AAAATGEAGAACCGETAGCTTTGTCACATGCTGCCGGAGTTCCTCAGAGTTGTGTTGATGCACTGGT
ACAACAGGCCGACCTTTTCCAGAATGTCGAAATTTATCACATGCTTTETCTOGGCGAAGGAAAATAT
ATGGCACCTGAAATGGLCCCTCACTTCCGACACATAACCAATTTTGTAGETGGTAATTCTCGTAAAGT
AGTTGAGGAAAATAGAGCCGACTTCATTCCGGTATTCTTTITATGAAGTECCATCAATGATTCGCAAA
GACATCCTTCACATAGATGTCGCCATCGTTCAGCTTTCAATGCCTGATGAGAATGGTTACTGTAGTTT
TEGAGTATCTTGCGATTATAGCAAACCGGCAGCAGAAAGCGCTCATTTAGTTATAGGGGAAATCAA
CCETCAAATGCCATATGTACATGGCGACAACTTGATTCACATATCGAAGTTEGGATTACATCGTGATG
GCAGACTACCCTATCTATTCTCTTGCAAAGCCCAAAATCOGAGAAG TAGAAGAAGCTATCGEGEGTA
ATTGETGCCGAGCTTATTGAAGATGGTGCCACACTCCAACTCEGTATCGGCGCGATTCCTGATGCAGT
CCTGTTATTCCTCAAGGACAAAAAAGATCTCGGGATCCATACCGAGATGTTCTCCOATGGTGTTGTC
GAATTAGTTCGCAGTOCAGTAATTACAGGAAAGAAABMAGACACTTCACCCCOGAAAGATEETCGCA
ACCTTCTTAATGGGAAGCGAAGACCTATATCATTTCATCGACAAAAATCCCGATGTAGAACTTTATCC
GETAGATTACCTCAATGATCCGCGAGTAATCGCTCAAAATGATAATATGGTCAGCATCAATAGCTET
ATCGAAATCGATCTTATGGGACAAGTCGTGTCOGAATGTATAGGAAGCAAGCAATTCAGCGGAACT
GGLGGTCAAGTAGATTATGTTCGTGGAGCAGCATEGGTCTAAAAACGECARAAGCATCATGGCAATT
CCCTCAACAGCCAAAAACGGTACTGCATCTCGAATTGTACCTATAATTGCAGAGGGAGCTGCTETAA
CAACCCTCCGCAACGAAGTCGATTACGTTGTAACCGAATACGGTATAGCACAACTCAAAGGAAAGA
GTTTGCGCCAGCGAGCAGAAGCTCTTATTGCCATAGCCCACCCGGATTTCAGAGAGGAACTAACGA
AACATCTCCGCAAACGTTTCGGATAA

B.

MEDVLAEYASRIVSAEEAVEHIKNGERVALSHAAGYPOSCYDALVOOADLFONVEIYHMLCLGEGKY M
APEMAPHFRHITN FVGGNSRKAVEENRADFIPVEFYEVPSMIRKDILHIDVAIVOLSMPDENGYCSFGVE
COYSEPAAESAHLVIGEINROMPYVHGDNLIHISKLDYIVMADYPIYSLAKPEIGEVEEAIGRNCAELIEDG
ATLOLGIGAIPDAALLFLKDKKDLGIHTEMFSDGVVELVRSGVITGEKKTLHP GKMVATFLMGSEDVYHF
DENFPDVELYPYDYVNDPRVIAQNDNMVYSINSCIEIDLMGOVYSECIGSKQFSG TG GQVDYVRGAAWSK
NGKSIMAIPSTAKNGTASRIVPIAEGAAVTTLRNEVDYWWTEYGIAQLKGKSLRORAEALIAIAHPDFREEL
TKHLRKRFG

FIGURA 20

142



ES 2 680 905 T3

A.

ATGATTAAGAGTT T TAATGAAR TTATCATGARGGTAAAGACGCARAGRARTGAAARARGTTGL
TET TG T GTAGCACAACACGACCCAGTACTTGAAGCACTARCACATCCTAACARARATGETA
TTGCAGATGCTATICTIGTIGGAGACCATCACGARATCGTGTCAATCGLGCTTAAAATAGGA
ATGGATGTAARTGAT T TTCAAATAGTARACGAGCCTARCGT TAAGRAACCTGCTTTAAAGGT
ACTAGACCTTGTATCAACTGEAARACCTGATATGCTAATGAAGCCACTIGTAAATACAGCASR
CTTTCITARGATCTGTATTARACARALAAGTTGGACTTAGRAARACAGGARRARCTATGTCTCAC
ETTGCAGTAT T TGAAACTGAGAA AT TEATAGACTATTATT TTTAACACGATETTGCTTTCAA
TACT AT CC T GAAT TAAAGCAAA A RA TTCATATACTAAACAATTCAGTTAAGETTGCACATG
CAATAGEAATT GAAAATCCAAAGGTTGCTCCAATTTGTGCAGTTGAGGT TATAAACCCTAAR
ATGCCATCAACAC T TEATEGCAGC AR TG TITCAAARATCGAGTCACAGACGACAARTTARAGE
T TG TAGT TGACCGACCTTTAGCACTTGATATACCTITATCAGAAGAAGCAGCACATCATA
A GGEGACTAACAGEAGARGTTGCTGGAAAAGCTGATATCTTCTTAATGCCAAACATAGAAACA
GEAARATGTART GTATAAGACTITARCATATACAACTGAT TCARRARATCGAGGARTCTTAGT
TEEAACTTCTGCACCAG T TETTTTAAL TTCAAGAGU TGACAGCCATGAAACAAARATGAALT
CTATAGCACTTGCAGCTTTAGTTGCAGGCAATAAATAR

B.

MIKSFREITMEVESKEMEXVAYVAVAQDEPVLEAVRDARKNGIADATLVCDHEEIVSTALKIG
MODVHDFEIVHEPHVEKAALKAVELVS TGKADMYMEGLVH TATFLRSVLNKEVELRTGETMEH
VAVFETEXRFERLLFLTDVAFNTY PELRERKIDIVHNSVEVAHAIGIENPEVAPICAVEVINPE
MESTLOAAMLSHMSDRGO LKGEVVDGPLALDIALSEEAS HHEGVTGEVAGKADIFLMENIET
GHVMYKTLTYTTDEKNGGILVGETSAPVVLISRADSHETEMNS IALAALVAGHK
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A.

ATGTATAGATTACTAATAATCAATCCTGGLTCGACCTCAACTARRRATTEGTATTTATGACGA
T EAAA A G CATAT TTGAGAACACT TTAACACATTCAGCTCAACACATAGARARATATAACA
CTATATITGAT CAATTTCAATICAGARAGRATGTAATITTAGATGCGTTARAAGAAGCARALD
ARG G TAA G TTCT T TAA A T T T ARG T TGGRAGACCCCCACTCTTAAAGCCARTAGTAAD
TEEAAC T TA TG CAC T AAA TCA AR A R A TEC TTCAAGACCT TAAACTACCAGTTCAAGGTCAGE
ATGCGICARATCTIGETGRARTTATTGCARATGARATAGCARARGAAATAAATETTCCAGEA
TACATAGT TGA T CCAGT TET T T AT GARC TTIGATGAAGT TTCAAGAA TATCAGGAATGGC
TEACA T T CCAAGAAA A CTATATTCCATCCATTAAATCAAAAACCACTTGC TAGAACATATG
CARAACAARTTGGAAAAAAATACGAAGATC T TAATTTAATCGTAGTCCACATGEGTGEAGGT
ACTTCAGTAGGTACTC AT AR AR TGETAGACGTAATAGARGTTAATAATACACTTCATGGAGA
AGETCCATTCT CACCACAAAGAACTGCTGEAGT TCCAATACGAGATC TIGTAAGATTGTELT
TCAGCRACRAATATACTTATGAAGRAGTAATGAARAAGRATARACGHCARAGECGEAGTTGTT
AGTTACTTAARTACTATCGATITTAAGGCTGTAGTTGATARAGC TCT TRAAGGAGATARGAR
ATGTGCACTTATATATCAAGCTTTCACAT ICCAGGTAGCAAAAGAGATAGAAAATETTCAA
CCGTTITARAAGGARATGTAGATGCAATAATCT TAACAGGCGGAATTGCGTACAACEAGCAT
GTATGTAATGCCATAGAGGRATAGAGTANAAT TCATAGCACCTGTAGTTAGATATGGTGGAGA
ACATGAACTTCTTCCACTTGCAGRAGGTGEACT TAGAGTTT TARGAGGAGARGAAAARGCTA
AGGRATACKAATAR

B.

MYBRLLYINPGSTSTIRIGIYODEKEIFEETLRHSABE I BRKYNTIFDOFOFREXNVI LDALKEAY
IEVSSLHAVVGRGELLEP IVECTYAVNOKMLEDLEVGVOGOHASNLGGI IANEIAKETNVPA
¥ IVDPVVVLDELDEVSRISGMADIPRESIFHALNOKAVARRY AKEVGKEYEDLNLIVVHEMGEE
TSVETHKDGRY IEVHN TLDGECPEFSPERSCCVP IGDLVRLCP SHNEKY TYEEVMER INCHGGYY
SYLNTIDFEAVVDKALEGDKKCALIYEAF TFOVAKE IGKCESTVLKSNVDAI ILTGGIAYHNEH
VCHATEDRVEF IAPVVRYGEECELLALAEGGLRVLRGEEKAKEYK
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A.

ATGATTAAGAGTTTTAATGARAT TATCATCGAAGGTAAAGAGCAAAGARATGAAARAAGTTGC
TETTGC TG AGCACARGACGAGCCAGTACTTGAAGCAGTACGOGATGCTAAGAAAARTEGETA
TG AGATGC AT TCT TE T TGECGACCATCACGARMA TG TECTCAATCGCGCTTAAAATAGGD
ATGGATGTAAATGAT T TTGARAATAGT ARACGAGCCTARCGT TAAGRRACCTGLTTTAARGGT
AGTAGAGCTGLTATCAACTGEAAAAGCT GATATGOTAATGAAGGGACTT GTARATACAGCAA
CTTTCTTACGCTCTGTATTAAACARAGAACTTGRACTGAGAACAGGAARAACTATGTICTCAL
CTTGCAGTAT T TGAA R TGAGAA AT TTGATCEGTCTGTTATTTTTAACACGATCTTGCT TTCAA
TACTTATCCTGAAT TAAAGGAAAARATT GATATCGTAAACAATTCAGTTARGGI TGCACATG
CAATAGGTATT GAARATCCAAAGG T TR TCCAA T TTGTGCAGT TEAGGTTATAAACCCTAAR
ATGCCATCRACACTTGATGCAGCAATGCTTTCRAARATGAGTGACAGAGGRCAAATTARAGE
TTGIGTAGT TERACGEACCETTAGCAC TTGATATCGC TTTATCAGRAGAAGCAGCACATCATA
A CECE T A A CGACA AT TEC T GEAAAACCTCATATCTTC TTAATCOCARACATTCARACA
GEAAATGTAATGTATAAGACT TTAACATATACAACTGATAGCAAAAATGGCGGAATI TTAGT
TR T T TG A AT TGT T T TAACT TCROGLGC TRACAGCCATGARRCAARARTGRALT
CTATTGCACTTGCAGC T TTAGTI TGCAGGCARATAARTAR

EI-

ATGATTAAGAGTTTTAATGAAATTATCATCAAGGTAAAGAGCAAAGAARTGAAAAAAGTTGT
TETTGCTGTAGCACARGACGAGCCAGTACTTGAAGCAGTACGCGATGCTARGARAARTEGTA
I CCGATGCTAT TCTGLT TG C AL CATGACGARATOGTGICTATCGUGC TGAAAATAGGC
ATGGATGTAAATGATT TTEAAATTGTTAACGAGCCTAACGT TAAGAAACCTGCGTTAAAGGT
AGTAGAGCTGGTATCAACTGGAAAAGCTGATATGETAATGAAGGGACTGGTAAATACCGCAA
CTTTCT TACGCTCTGTAT TRAAACARAGRACTTGGTC TGCGTACAGERARARCCATGTCTCAC
GT TG AGTAT T T CAA A TGAGAA AT T TGATCGI CTGTTAT T TTTAACAGATCTTEGCT TTCAA
TACTTATCCTGAATTARAGGARRAARATTGATATCETTAACAATAGEGTTAAGGTTGCACATG
CCATTGGTATTGAARATCCARAGETTGCTCCAATTTGTGCAGT TGAGGTTATTAACCCGRAAA
AT GCCATCAACAC T TGATGCAGCAAT G TTTCARARATGACTCACCGCCGACARATTARAGT
TTGTGTAGT TGACCGGACCGCTGGCACTTGATATCGCTITATCAGAAGAAGCAGCACATCATA
A TAA A GGAGAA ST TEC TGEAAAACCTEATATCT TCTTAATGCCARAACATTCARACA
GEAARATGTAATGTATARGACGT TAACCTATACCACTGATAGCARAARTHGCGECATCCTGLT
TEEARCTTCTGCACCAGTTGTITTAACT TCACGCGCTEGACAGCCATGARACAARAATGAACT
CTATTCCACTGGCAGCGCTOGT TGCAGGCAATAAATASL
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C.

AT GATTANGAGT T T T AR T GAA AT TAT CAT GAAGCTAAAGACCARAGAAATGAAAARAGTTIGE
TEITGCIGT TGCACAAGACGAGCCGETACTGGAAGCGETACGCGATGCTAAGAARAATGEGTA
TTGCCGATGCTATTCTGE T TGGCGAC AT GACGARATCGTCTCTATCGCGCTGARAATTGGE
A TGGATGT AR TGAT TTTGAAART TG T TAACGAGUCTAACGT TAAGAAAGCTGCGUTEAAGGD
GEIAGAGCTGETTICCACCGEAAMACCTCATATGETAATGAAACCGCTCECTCAATACCGCAA
CITTCTTACGCAGCGTACTGARCARAGAAGT TGGTCTRCGTACCGEAAAAACCATGAGTCAL
GTTGCGETAT TTGAAACTEAGARATTITGATCGTCTGCTETT TCTGACCGATGTTGCTTTCAA
TAC T TATCCTGAATTARAAGARA M A A TTCATATCCT TAACAATAGCCTTAAGGTITCCGLATG
CLATTGGTATTGAAARATCCARAGGTTGCTCCAATTTGTGCAGT TGAGLRT TATTAACCCGAAA
AT AT A A CTTGATCCCGCAATGCTTAGCAAAATGACTEACCCCECACAARTTAAAGE
TTETGIGGT TEACGGCCCGCTCECACTGEATATCGLGT TAAGCGAAGAAGCEGCACATCATA
AAGGCETAACCGECGAAGT TEETHGAARAGC TEATATCTTCCTGATGCCAAARCATTGAAACA
GGLAATGTAATGTATAAAACGTTAACCTATACCACTGATACGCAARAATCGCGGCATCCTGET
TEGAACTTCTGCACCAGTIGT TTTAACCTCACGCGC TEACAGCCATGAAACCAARATCARCA
GCATTGCACTOGCAGCGCTGGTTGCAGGUAATAARTAA

D.

AT GATTAARAGTTTTAACGAAATTATCATCGAAAGTGAARACCAAACAGATGAARARAGTOGE
GEITGCGEI TECELAGGATGAACCEETGCIGGRAGCGETGCCCGATCGCCARAAAAARCELTA
TTGCCCEATGCCATTCTGET GO CCEGAT CACCATCAAATTCTCTCTATTGCCCTGAAAATTOGE
ATGGATGTTAACGATTTTGAAATTGT TAATGARACCGAACGTGARARAAMCCGGCCCTCARAGE
GEITEAACTGGT I TCCACCGGTARRGCCGATATGGT GATGARAGGECTEGTGAATACCGCAR
CeT T T G A TECTCAATAAA A A CTCEEATCTECCTACCEETAAAACCATCAGTCAT
GITGCGGTGT T TGARACCGAARAAT T TEACCGTCIGCTGTTTCTGACCGATGTIGCGTITAA
TACCTATCCGRAACTGAAAGAGARRATTGATATCGT TAATAACAGCGTEAAAGTGGEGCATG
CCATTEGTAT TEAARACCCEARAGTEGCACCEATTTCOCUEETTEAAGTEATTARCCCGAAR
ATGCCETCAACGCTGEATGCCECGAT GCTCAGCAAAATCGACCGATCGCCEGTCAAATCALAGS
CIGTRIGRT TRATGGCCCECTEECGO TGEATATCGCGCT TAGCGAAGAAGCGGLCGCATOATA
A e TRAC ARG T CCCCEC T AAA CC CCATATTTTCCTECATGCOCAATATTCANACT
GECAALGTCATGTATARAACCCTGACCTATACCACCGACACCANAAACCECAGCATICTEGET
GEETACCAGCGCECCGETERTGCTGACCTUGCECRECEACAGUCATGAAACCAARATGAACA
GCATTEUGCTRGCGGCGCTGGIGGUCGGTAATRAAATAR
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A.

ATGTATCGTTTACTCGATTATCAATCCTGECTCCACCTCAACTAAAATTGGETATTTATGACGATGA
ADAAGAGATATTTGAGAAGACTTTACGTCATTCAGCTGAAGAGATAGAAAAATATAACACTATAT
TTGATCAATTTCAGTTCAGAAAGAATGTAATTCTCCGATGCCETTAAAAGAAGCAAACATTGAAGTA
AGTTCTTTAAATGCTGTAGTTGGACGCGGCEGACTGTTAAAGCCARTAGTAAGTGGAACTTATGC
AGTAAATCAAAAARATGCTTGAACGACCTTAAAGTAGGCGTTCAAGGTCAGCATGCGTCAAATCTTG
GTGGARTTATTGCAAATGAAATAGCAAALGAAATARATGTTCCAGCATACATCGTTGATCCAGTT
GTTGTGCGATCAGCTTCGATGAAGTTTCACGTATATCAGGAATGECTGACATTCCACCGTAAAAGTAT
ATTCCATGCATTAAATCARAAAGCAGTTGCTAGACGCTATGCAAARGAAGTTGGAAARAAATALG
AAGATCTTAATTTAATCETGETCCACATGGETGGCEETACTTCAGTAGGTACTCATAAAGATGGT
AGAGTAATTGAAGTTAATAATACACTTGATGGAGAAGGTCCATTCTCACCAGARAGAAGTGETGG
CGTTCCAATAGGCGATCTTGTACGTTTGTGCTTCAGCAACAAATATACTTATGAAGAAGTAATGA
ARARGATAAACGGCARAGGCGGCGTTGTTAGTTACTTAAATACTATCGATTTTAAGGCTGTAGTT
GATAAAGCTCTTCGAAGGCGATAAGAAATGETGCACTTATATATGAAGCTTTCACATTCCAGGTAGC
ARBAGAGATAGGARAATGTTCAACCGTTTTARRAGGAAATGTAGATCGCAATAATCTTAACAGGCG
GAATTGCGTACAACGAGCATGTATGTAATGCCATAGAGGATAGAGTAAAATTCATTGCACCTGTA
GTTCGTTATGGTGGAGAAGATGAACTTCTTGCACTTGCAGAAGGTGCGACTGCGLGTTTTACGCGEG
AGARGAAAAAGCTAAGGAATACAMATAA

B.

ATGTATCGTTTACTGATTATCAATCCTGGCTCGACCTCAACTAAAATTGGTATTTATGACGATGA
ARAAGAGATATTTGAGAAGACGTTACCTCATTCAGCTGAAGAGATTGAARAAATATAACACTATAT
TTGATCAATTTCAGTTCCGCARGAATGTGATTCTCGATGCGTTAAAAGAAGCARAACATTGAAGTC
AGTTCTTTARATGCTGTAGTTGGACGCGGCGGACTETTAAAGCCAATTGTCAGTGGAACTTATGC
AGTAAATCAAAMAAATGCTTGAAGACCTTAAAGTGGGCGETTCAAGCETCAGCATGCCAGCAATCTTG
GTGGCATTATTGCCAATGCGARATCCGCAALAGARATCAATGTTCCAGCATACATCGETTGATCCGGTT
GTTGTGGATGAGCTTGATGAAGTTAGCCGTATAAGCGGAATGGCTGACATTCCACGTARAAGTAT
ATTCCATGCATTARATCAAAARAGCACGTTGCTCETCGCTATCGCAAAAGAAGTTGGETARAARAATACG
AAGATCTTAATTTAATCGTGGTCCACATGGGTGGCGGTACTTCAGTAGGTACTCATAAAGATGGT
CGCGTCATTGAAGTTAATAATACACTTCATGGCCGAAGGTCCATTCTCACCAGAACGTAGTGETGG
CGTTCCAATTGGCGATCTGGTACGTTTGTGCTTCAGCAACAAATATACTTATGAAGAAGTGATGA
ARAAGATAARCGGCAAAGGCGECETTGTTAGTTACCTGAATACTATCGATTTTAAGCGCTETAGTT
GATAAAGCGCTTGAAGGCGATRAAGARAATGTGCACTGATTTATGAAGCTTTCACCTTCCAGGTAGC
AAARGAGATTGGTARATGTTCAACCETTTITAAAAGCAAATGTTGATGCCATTATCTTAACAGGCG
GCATTGCTTACAACGAGCATGTATGTAATGCCATTGAGGATCGCGTAAAATTCATTGCACCTGTA
GTTCGTTATCCTGECGARGATCAACTGCTIGECACTGECAGAAGUTGGACTGCCGLGTTTITACGCGG
CGAAGRAAAANAGCGAAGGAATACAAATAA
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C.

ATGTATCGTCTCCTCGATTATCAATCCTCGCCTCCACCTCARCTARAATTGGTATTTATCGACGATCA
ABALGAGATATTTGAGARLAACGTTACGTCATAGCGCTGAAGAGATTGAARAATATAACACTATTT
TTGATCAATTTCAGTTCCGCAAGAATGTCGATTCTCCGATCGCGCTCGAAAGARGCARACATTCGAAGTC
AGTTCCCTGAATGCGGTAGTTGGTCGCEECGETCTGCTGAAGCCAATTGTCAGCGGCACTTATGC
GETAAATCARARAATGCTGGAAGACCTCAAAGTGGECGTT CAGGGGCAGCATGCCAGCAATCTTG
GTGGCATTATTGCCARATGARATCGCCARAGARATCAATGTTCCGGCATACATCGTTGATCCGGTT
GTTGTGGATGAGCTGGATGAAGTTAGCCGTAT CAGCGGAATGGCTCGACATTCCACCTAARAGTAT
TTTCCATGCACTGAATCAARARGCGGTTGCGCETCGCTATGCAAANGARGTTGGTARARMATACG
ARGATCTTAATCTGATCCTGCTGCATATCGCTGGCGCTACTAGCGTCGCTACTCATARAGATGGT
CECGTGATTGARGTTAATAATRACACTTGATGGCGARGGTCCATTCTCACCAGARACGTAGCGGTGG
CETTCCAATTGCCCATCTCGTACGTTTCTGCTTCAGCRACARATATACCTATCGAACARGTGATGA
AAARGATARACGGCARAGGCGGCGTTGTTAGTTACCTGAATACTATCGATTTTAAGGCGGTAGTT
GATAAMGCGCTGGAAGGCGATAAGAAATGTGCACTGATTTATGAAGCETTCACCTTCCAGGTGGEC
ARRRAGRAGATTAGETAAATGTTCAACCATTCTGARAGGCAATCTTCGATGCCATTATCCOTGACCGGCG
GCATTCCTTACARACGAGCATCTTTGCTAATGCCATTCGAGGATCGCCTARAATTCATTGCACCTGTG
GTTCGTTATGGTGGCCAAGATGARCTGCTGECACTGGCAGARCGGTEETCTGCGCAGTTTTACGCGGE
CCAAGRAARARGCGRAAAGAATACARATIL

D.

ATGTATCCTCTGCTGATTATCAACCCGGGCAGCACCTCAACCARANTTGGTATTTACGACGATGA
ARAAGRGATTTTTCARARAAACGCTCCGTCACAGCGCAGARCAGATTGARRAATACAACACCATTT
TCGATCAGTTCCAGTTCCGCAAARACGTCGATTCTCGATGCGCTCGARAGAAGCCAATATTGARAGTC
TCCTCGCTERATGCGETGETCGETCGUGGCEATCTACTGARACCGATTGTCAGCGGCACTTATEC
GETTAATCAGARARTGCTGGARGATCTGARAGTGGGCGTGCAGGGEGCAGCATGCCAGCRAATCTCG
GCGGCATTATCCGCCAATGAAATCGCCARAGAGATCAACGTGCCGECTTATATCGTCGATCCGGTG
GTGETTGATGARCTGGATCGARGTCAGCCCTATCAGCGCCATGGCCGGATATTCOGCGTRAARAGCAT
TTTCCATGCGCTGAATCAGRAAGCGETTGCGCGTCGCTATGCCAARAGRARGTGGEGTAARAARTATG
ARGATCTCAATCTGATTGTGETGCATATGGGCGGCGGCACCAGCGTCGGTACGCATARAGATGGT
CGCGTCATTGAAGTGAATAACACGCTGRATGGCGAAGGGCCGTTCTCOCCGEAACATAGCEGRCAG
CETGCCGATTGGCEATCTGETGCGTCTCTETT TCAGCAATARATACACCTACGAAGARGTGATGA
ARARANTCAMCCGCARAGCGCGGCETGOTTAGCTATCTGARTACCATCGATTTTAARGCGGTGGTT
GATRAAGCGCTCGRAGGCGATARARAMATGCGCCCTCATTTATCGRAGCGTTTACCTTCCAGGETGGC
GAARGAGATTGGTAAATGTTCAACCGTGCTGAAAGGCAACGTTGATGCCATTATTCTGACCGGCG
GCATTGCCTTATAACGAACATETTTGTAATGCCATTGAAGATCGCGTGRARAATTTATTGCGCCGGTG
GTGCGTTACGGCGGCGAAGATGARCTGCTGGCGCTGGCGGAAGGCGGTCTGCGCGTGCTGCGCGE
CGARGAARAAGCGAAAGAGTACAAATAA

FIG. 24 (cont.)
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A.

ATGAAT? GACACACTAATACCTACAACTAAAGATTTARALAGTADARACARATGGETGARAAACAT
TAATTTARAGAACTACAAGCGATAATTCTTCATGTTTCGCGAGTATTCCGAAAATGTTGAAAATGCTA
TAAGCAGCGCTGETACACGCACARAAGATATTATCCCTTCATTATACAAADGAGCAAAGAGARAAAR
ATCATAACTGAGATAAGAAAGGCCGCATTACAAAATAAAGAGGTCTTGGCTACAATGATTCTAGA
AGAAACACATATGGGARGATATCGAGCGATAAAATATTAAARNCATGAATTGGETAGCTRAAATATACTC
CTGGTACAGAAGATTTAACTACTACTGCTTGGTCAGGTGATAATGGETCTTACAGTTGTAGARAATG
TCTCCATATGGTGTTATAGCTGCAATAACTCCTTCTACGAATCCARCTGAAACTGTARTATGCTAA
TAGCATAGGCATGATAGCTGCTGCGAAATGCTGTAGTATTTAACGCGACACCCATGCGCTAAARAAAT
GTGTTGCCTTTGCTGTTGAARATGATAAATAAGCGCAATTATTTCATGTGGCGGTCCTGAAAATCTA
GTAACAACTATAAAAAATCCAACTATGGAGTCTCTAGATGCAATTATTAAGCATCCTTCAATAAA
ACTTCTTTGCGGAACTGGEGETCCAGGAATGGTAAARACCCTCTTAAATTCTGGTAAGAAAGCTA
TAGGTGCTGGTGCTGGAAATCCACCAGTTATTGTAGATGATACTGCTGATATAGAAANGGCTGGT
AGGAGCATCATTGARAGGCTGTTCTTTTGATAATAATTTACCTTGTATTGCAGAAARAGAAGTATT
TGTTTTTGAGAATCTTGCAGATGATTTAATATCTAACATGCTARAAAATAATGCTGTAATTATAA
ATGRAGATCAAGTATCAAAATTAATAGATTTAGTATTACAARARALTAATGAAACTCAAGAATAC
TTTATAAACAAAAAATGGCTAGGAAAACATGCAARATTATTCTTAGATGAAATAGATCTTGAGTC
TCCTTCARATGTTAAATGCATAATCTGCGAAGTAAATGCAAATCATCCATTTGTTATGACAGAAC
TCATGATGCCAATATTGCCAATTGTAAGAGTTARAGATATAGATCAAGCTATTAAATATGCAARG
ATAGCAGAACAAAATAGAAAACATAGTGCCTATATTTATTCTARAAATATAGACAACCTAAATAG
ATTTGAAACGAGRAATAGATACTACTATTTTTICTARAGAATGCTAAATCTTTTGCTGGTGTTGGTT
ATGRAAGCAGAAGGATTTACAACTTTCACTATTGCTGGATCTACTGGTGAGGGAATAACCTCTGCA
AGGAATTTTACAAGACAAAGARNGATCTGTACTTGCCGGCTAA

BO

MNEDTLIPTTKDLKVKINGENINLKNYKDNSSCEGVEFENVENATISSAVHAQKILSLHYTKEQREK
IITEIRKAALONKEVLATMILEETHMGRYEDKI LKHELVAKYTPGTEDLTTTAWS GDNGLTVVEM
SPYGVIGAITPSTNPTETVICHNSIGMIAAGNAVVENGHPCAKKCVAFAVEMINKATISCGGPENL
VITIKNPTMESLDAITKHPSIKLLCGTGGPGMVKTLLNSGKKALIGAGAGNPPVIVDDTADIEKAG
RbIIEuCSFDNN PCIAEKEVEVFENVADDLISNMLKNNAVI INEDOQVSKLIDLVLOKNNETQEY

INKKWVGKDAKLFLDEIDVESPSNVKCI ICEVNANHPEFVMTELMMPILPIVRVKDIDEATIKYAK
IAWQNRKBSEY YSKNIDNLNRFEREIDTTIFVKNAKSFAGVGYEAEGEFTTFTIAGSTGEGITSA

FTRORRCVLAG
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AG

ATGAATAAAGACACACTAATACCTACAACTARAGATTTAAAAGTARAALCABATGGTGARARRNCAT
TAATTTAAAGAACTACAAGGATAATTCTTCATCGTTTCGGCCTATTCGAAAATCTTGAAAATGCTA
TAAGCAGCGCTGTACACGCACAANAGATATTATCCCTTCATTATACARAAGAGCALACGTGAAARA
ATCATAACTCAGATAAGAAAGCCCGCATTACARAAATAAAGAGCTCTTGGCTACAATCGATTCTGGA
AGARACACATATGGGACGTTATGAGGATAAAATATTARAACATGARTTGGTAGCTAAATATACTC
CTGGTACAGARAGATTTAACTACTACTGCCTGGTCAGCGTGATAATGCETCTCGACAGTTGTAGARATG
TCTCCATATGGTGTTATTGCGTGCAATAACTCCTTCTACGRAATCCAACTGAARCTGTAATATGTAA
TAGCATAGGCATGATTGCTGCTGGARATGCTGTAGTATTTAACGGACACCCATGCGCTARAAAAT
GTGTTGCCTTTGCTGTTGARAATGATAAATANGGCAATTATTTCATGTGGCGGETCCTGRAAATCTG
GTAACAACTATAAAARATCCAACCATGGAGTCTCTGCGATGCAATTATTAAGCATCCTTCAATARA
ACTTCTTTGCGGAACTGGGGETCCAGGARATGGTAARAACCCTGETTAARTTCTGGTAAGARAGCTA
TAGGTGCTGETGCTGCARATCCACCAGTTATTGTCGATGATACTGCTGATATAGAAAAGGCTGET
CCTAGCATCATTGAAGGCTGTTCTTTTGATAATAATTTACCTTGTATTGCAGARAAAGAAGTATT
TCTTTTTGAGAATCGTTGCAGATGATTTAATATCTAACATGCTAAARAAATAATGCTGTAATTATAA
ATGAAGATCAAGTATCAAAATTAATCGATTTAGTATTACAAAADAATAATGAAACTCARAGAATAC
TTTATAAACAAAARATGGGTAGGAARAGATGCAALAATTATTCCTCGATCGAAATAGATGTTGAGTC
TCCTTCARATGTTAAATCCATAATCTGCGAAGTAAATGCAARTCATCCATTTGTTATGACAGAAC
TCGATCGATGCCAATATTGCCAATTGTACGCGTTAAAGATATCCGATGAAGCTATTAAATATGCAAAG
ATAGCAGAACAAAATAGARAAANCATAGTGCCTATATTTATTCTARARATATCGACARCCTGAATCG
CITTGAACGTGAAATAGATACTACTATTTTTGTAAAGAATGCTAAATCTTTTCGCTGGTCGTTGGTT
ATGARAGCAGAAGGATTTACAACTTTCACTATTGCOTGGATCTACTGGTGAGGGARTAACCTCTGCA
CGTAATTTTACACGCCAACGTCGCTGTGTACTTGCCGGCTAA

BQ

ATGAATAAAGACACACTGATCCCTACAACTAAAGATTTAAAACGTARAAACAAATGGTGAAAACAT
TAATTTAAAGAACTACARAGATAATAGCAGTTGTTTCGGCCTATTCGAAAATCGTTCGARAAATGCTA
TCAGCAGCGCTGTACACGCACRAAAGATATTATCGCTGCATTATACAAAAGAGCAACGTGARAAMA
\TCATCACTGAGATACGTAAGGCCGCATTACAARATAAAGAGGTGCTGGCTACAATGATTCTGGA
AGAAACACATATGGGACGTTATGAGGATAAAATATTAALACATGAACTGGTAGCTAAATATACTC
CTGGTACAGAAGATTTAACTACTACTGCCTGGAGCGGTGATAATGCETCTCGACAGTTGTAGARATG
TCTCCATATGGTGTTATTGGTGCAATAACTCCTTCTACCAATCCAACTGAAACTGTAATTTGTAA
TAGCATTGGCATGATTGCTGCTGCGARATCGCTCGTAGTATTTAACGGACACCCATGCGCTARAAARNT
GIGTTGCCTITGCTGTTGAAATGATCAATAAGGCAATTATTAGCTETGGCGETCLGGAAAATCTG
GTAACAACTATAAAABATCCAACCATGGAGTCTCTGGATGCCATTATTAAGCATCCTTCAATAAA
ACTGCTTTGUGGAACTGGCGGT CCAGGAATGGTAAAAACCCTGTTAAATTCTGETAAGAAAGCTA
TTGGTGCTGGTGCTGGARATCCACCAGTTATTGTCGATGATACTGCTGATATTGAAAAGGCTGGET
CGTAGCATCATTGAAGGCTCTTCTTTTCGATAATAATTTACCTTGTATTIGCAGARALAACGAAGTATT
TCTTTTTGAGAATCTTGCAGATGATTTAATATCTAACATGCTGAARAATAATGCTGTAATTATCA
ATCGAACGATCAGGTATCAAAATTAATCCGATTTACGTATTACAAAALMATAATGAAACTCAAGAATAC
TTTATCAACAAAARATGGOTAGGTARAGATGCAAAATTATTCCTCGATCGAAATCGATGTTGAGTC
TCCTTCAAATGTTAAATCCATTATCTGCGAAGTGAATGCCAATCATCC

FIG. 28
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ATTTGTTATGACAGAACTCGATCATGCCAATATTGCCRAATTCTGCGCGTTARAGATATCGATGAAG
CTATTRRATATGCRARGATTGCAGRACRA R TAGRARAACATACTCCCTEATATTTATRAGCARARAT
ATCGACAACCTGAATCGCTTTGAACGTGAARTCGATACTACTATTTTTCTARAGAATGCTAAATC
TTTTGECTGETGTTGGTTATGAAGCAGRAGGATTTRACCACTTTCACTATTGOTGGATCTACTEGTG
AGGGCATAACCTCTCCACGTAATTTTACCCCCCARCCGTCGUTETETACTGGCCGGCTAR

Sy

ATGRATAALGACACGOTGATCCCEACAACTAAAGATCTEGARACTAARARCCARTGGTEAAMACAT
TAATCTGAAGAACTACAARGATAATAGCRAGTTEGTTTCGEGCCTATTCCGARAATGTTGARAATGCTA
TCAGCAGCGUGETACACGCACARAAGATACTCTCGCTGCATTATACCARAGAGCAACGTGARARAR
ATCATCACTGAGATCCGTAAGGUCGCATTACARAATAALGAGETGCTGCCAACAATCGATTCTGGA
AGRALCACATATCGGACGTTATGACGGATAARATACTCGARACATGRACTEETGCCGARLTATACGC
CTGGTACTGAAGATTTAACCACCACTGCCTGGAGCGGTCATAATCGT CTGACCGTTGTGGARATG
TCCCCTTATGGTGTTATTGGTGCALTTACGCCTTCARCCARTCCAACTCARACGGTRATTTGTAR
TAGCATTGGCATCATTCOTGCTEGRAAATCCCGTACGTATTTAACCCTCACCCCTGCGCTAAALDAT
GTGTTGCCTTTGCTGTTGAAATGATCRATARAGCGATTATTAGCTETGECGGTCCGGARARTCTG
GTAACCACTATARARAATCCAACCATGGAGTCGCTGGATGCCATTATTRAGCATCCTTCAATCAR
ACTGCTETGCGEUACTGGUGETCCAGGRATGGTGARRACCCTECTGRATAGCCEGTARGARAGTGA
TTGETGCTGETGCTEGEAAATCCACCAGTTATTCTCGATCATACTGCTGATATTGARAARMGCGGGET
CGTAGCATCATTGAAGGCTGTTCTTTTGATAATARTTTACCTTGTATTGCAGARAAARGRAGTATT
TETTTTTGAGAATGTTGCCGATGATCTGATCTCTAACATGCTCARAAATAATGCGGTGATTATCA
ATGARGATCAGGTTAGCAAACTCATCGATCTIGETATTACARADALATAMTCARMACTCARGARATAC
TTTATCRACRAAR A TCEOTAGCTALAAGETCCARAACTETTCOTCGATCGARATCCATGTTGAGTC
CCCTTCRAAATGTTARATCCATTATCTGCCAAGTGRATGCCAATCATCCATTTGTGATGACCGARC
TEATGATGCCAATTTTGCCEATTETGCGUGT TAARGATATCGATCARGCGATTARATATGCARAG
ATTGCAGARCAARATCCTARACATAGTGCCTATATTTATACGCARRAARTATUGACAACCTGRATCG
CTTTGAACGTGAAAT CGATACCACTATTITTGTGRAAGAATCCTARATCTTTTGCTGGTGTTGETT
ATGARGCAGRAGETTTTACCACTTTCACTATTCOTGEAAGUACCGETGAAGGCATTACCTUTGCA
CETRAATTTTACCCGCCAACGTCECTETGTACTGGCCGGITAR

D.

ATCAATRAAGATACGCTGATCCCGACCACCARAGRATCTGAAAGTCGARAACCARCGGOGAARATAT
CAACCTGARARLCTATAARGATAACAGCAGTTGCTTTGCCETCTTTCGAARACGTTGARRACGCCA
TCTCCAGCGCGGTGCATGCECARAAARTTCTCTCGCTGCATTACACCARAGAGCAGCGTGARRAR
ATTATCACCGRAATCCOTARRGCGGLGCTCGCARARCRALGRAGTCGCTGECRACCATCGATCCTGGA
AGRALCGCATATGGGGUGTTATGALGATARAATTCTGARACATGAACTEGTGLECGARATACACGT
CGGGCACTGAAGATCTGACCACCACCGCCTEGAGCAGCCATAACGGCCTGACCGTGGTGGAGATG
TCGCCTTATGGUGTGATTGECGCEGATTACGCCGTCARCCAACCOCGACCCARAACGETEATTTGTAL
CAGCATTGECATGATTGCCGCGECTAATCCEETECTETTTAACCGCTCATCCCTGCGCGAARARAT
CTETCECCETTTECCGTTEAGATCATCARCAARCCGATTATCACCTECCECECOCCCRARMRATCOTE
GTGACCACCATCAAARATCCGACCATGGAATCCCTGGATGCCATTATCRAACATCCTTCCATCAA
ACTGCTGTGUGGCACCEGCGECCCGGGUATECETGAARAUGUTGUTCGAACAGCCGEGTARARRRGUGA
TTGEGCECEEECECGEETARCCCGCCEGTCATTCTCCGATCACACCEGCCGATATT

FIG. 28 (cont.)
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GAARMAGCGCCGGCCTAGCATTATTGAAGGCTCTTCTTTTGATAACARCCTGCCCTGCATTGCCGA
ARARAGRAGTECTTTCGTCTTTGRARAACGTCGCCGATGATCTGATCAGCAATATGCTGAARAACRACG
CCGTCATTATCAATGRAAGATCAGCTTACCAARCTCGATCCGATCTGCTCCTCCARRAARRCARCGARL
ACGOAGGRATATTTTATCAACARRAAAATGGETTGGTARAGATGOCAARACTGTTTOTCGATGARAT
CCATGTTCAATCGCCCTCTAACGTGAAATGTATTATCTGCGAAGTGAACGCCAACCATCCGTTTG
TCATGACCGAACTCATGATGCCGATTCTGCCGATTGTGCGCGTGARAGATATCGATGAAGCGATT
AAATATGCCRARATTCCCGAACAAAACCGTARACACAGCGCCTATATTTACAGCAMARATATCGA
TRACCTGAACCGCTTTGAACGTGAAATCGATACCACCATTTTITGTCGAAAAATGCCAARAGTTTTG
CCGGCGTTGCTTATGAAGCCGAACGGTTTTACCACCTTTACCATTGCCGGTAGCACCGECGAAGGT
ATTACCAGCCGCCCGTRAATTTTACCCGCCAGCGTCGCTECGTGCTEGGCGGGCTAR

FIG. 28 (cont.)
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AS

ATGRAAAGCTGCAGTAGTAGAGCAATTTAAGGAACCATTAAARDATTAAAGRAGTCGGARRAGCCATC
TATTTCATATGGCGAAGTATTAGTCCGCATTAAAGCATGCGCGTGTATGCCATACGGACTTGCACG
CCGCTCATGGCGATTGGCCAGTAAAACCARAACTTCCTTTAATCCCTGGCCATGARGGAGTCGGA
\TTGTTGAAGAAGTCGGTCCGEGGETAACCCATTTAAAAGTGGGAGACCGCETTGGAATTCCTTG
GTTATATTCTGCGTGCGGCCATTGCGAATATTGTTTARGCGGACARGAAGCATTATGTGAACATC
AACAAAACGCCGGCTACTCAGTCGACGGGGGTTATGCAGAATATTGCAGAGCTGCGCCAGATTAT
GTGGTGARAAATTCCTGACAACTTATCGTTTGAAGAAGCTGCTCCTATTTTCTGCGCCGGAGTTAC
TACTTATAAAGCGTTAARAGTCACAGGTACAAANCCGGGAGAATGGGTAGCGATCTATGGCATCG
GCGGCCTTGGACATGTTCGCCGTCCAGTATGCGAAAGCGATGGGGCTTCATGTTGTTGCAGTGGAT
ATCGGCGATGAGAAACTCCAACTTGCAAAAGAGCTTGGCGCCGATCTTGTTCGTAAATCCTGCAAA
AGAAARTGCGGCCCAATTTATCGARAGAGARAGTCGGCGGAGTACACGLGGECTGTTETGACAGCTG
TATCTAAA“CTuCTTTT“AAT“TGCG“AChAT”CTATC;G“A sAGGCGGCACGTGCGTGLTTGTC
SGATTACCGCCGGRAAGARAATGCCTATTCCAATCTTTGATACGGTATTAAACGGAATTAARATTAT
qu”TC“AT“G”C”G“A;G“G”AhAGAC“T”CAAQAAG“G;TTCA TTCGCTGCAGRAGGTAAAG
TAARAACCATTATTGAAGTGCAACCTCTTGAALAAATTAACGAAGTATTTGACAGAATGCTAAAL
GCAGARATTAACGCGACGCGTTCGTTTTAACGTTACGARAATAATAATTAA

B.

MKAAVVEQFKEPLKIKEVEKPSISYGEVLVRIKACGVCHTDLHAAHGDWPVKPKLPLIPGHEGVG
IVEEVGPGVTHLKVGDRVGIPWLY SACGHCEYCLSGQEALCEHQONAGY SVDGGYAREYCRAAPDY
VVKIPDNLSFEEAAPIFCAGVITYKALKVTGTKPGEWVAIYGIGGLGEVAVQYAKAMGLHVVAVD
IGDEKLELAKELGADLVVNPAKENAAQFMKEKVGGVHAAVVTAVSKPAFQSAYNSIRRGGTCVLY
GLPPEEMPIPIFDTVLNGIKIIGSIVGTRKDLOEALQFAAEGKVKIIIEVOPLEKINEVFDRMLK
GEINGRVVLTLENNN

FIG.
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A

aTGGCTATCGAAATCAAAGTACCGGACATCGGGGCTGATGAAGTTGAAATCACCGAGATCCTGGTE
AAAGTEGGECEACAAAGTTGAAGCCGAACAGTCGCTGATCACCGTAGAAGG CEGACAAAGCCTCTATG
GAAGTTCCGTCTCCGCAGGCGGGTATCGTTAAAGAGATCAAAGTCTCTGTTGECGATAAAMCCCAG
ACCOGOGCACTGATTATGATTTITCGATTCCGLCGACGGETGCAGCAGACGCTGCACCTGCTCAGGCAG
AAGAGAAGABAGAAGCAGCTOCGGCAGCAGCACCAGCGOCTGIGGLEGECAAAAGACGTTAACGTT
CCGGATATCGELAGCOACGAAGTTGAAGTGACCGAAATCCTGGTGAAAGT TGGCGATAAAGTTEAA
GCTGAACAGTCGCTGATCACCETAGAAGGUCACAAGGCTTCTATGGAAGTTCCGECTCCGTTTGELTG
GCACCGTGAAAGAGATCAAAGTGAACGTGOGTGACAAAGTGTCTACCGGLTCGCTGATTATGGTCT
TCGAAGTCGCGGETGAAGCAGGCGCGGCAGCTCCOGGLCGCTAAACAGGAAGCAGCTCCGGCAGCG
GLCCCTGCACCAGCGGLTGGELGTGAAACAAGTTAACCTTCCCGATATCOGLGGTGACGAAGTTGAA
GTGACTGAAGTGATGGTGAAAGTGEGCGACAAAGTTGLOGCTGAACAGTCACTGATCACCGTAGAA
GGECGACAAAGCTTCTATGGAAGTICCGECELCETTTGCAGGCGTCGTEAAGGAACTGAAAGTCAALC
GTTGGCGATAAAGTGAAAACTGGCTCGCTGATTATGATCTTCGAAGTTGAAGGCGCAGLGCCTGLG
GCAGCTCCTGCGAAACAGGAAGCGGCAGCGLCGELACCGGCAGCAAAAGCTGAAGCCCCGGCAGT
AGCACCAGCTECGAAAGCOGAAGGCAAATCTGAATTTGCTGAAAACGACCGCTTATGTTCACGCGAL
TOCGCTEATCCGCCATCTGECACGCGAGTTTGETGTTAACCTTGCGAAAGTGAAGGGCACTGGCCG
TAAAGGTCGTATCCTGCGCGAAGACGTTCAGECTTACGTCAAAGAAGCTATCAAACGTGCAGAAGC
AGCTCCGGCAGCGACTGGCEGTGGTATCCCTGGCATGCTGLOGTGGLCGAAGGTGGACTTCAGCAA
GTTTGGTCAAATCGAAGAAGTGEAACTG GGCCGCATCCAGAMMATCTCTGETGOGAACCTGAGCCG
TAACTGGGTAATGATCCCGCATGTTACTCACTTCGACAAAACCGATATCACCGAGTTGGAAGCGTTC
COTAAACAGCAGAACGAAGAAGCGECGAAAMCGTAAGCTGGATGTGAAGATCACCCCOGGTTGTCTTC
ATCATGAAAGCCGTTGCTGCAGCTCTTGAGCAGATGCCTCGCTTCAATAGTTCGCTETCGGAAGALG
GTCAGCGTCTGACCCTGAAGAAATACATCAACATCEGTGTGGCGGTGGATACCCOGAACGGTCTGE
TIGTTCCGGTATTCAAAGACGTCAACAAGAAAGGCATCATCGAGCTGTCTCGCGAGCTGATGALCTAT
TTCTAAGAAAGCGCGTGACGETAAGCTGACTGCGGGCGAAATGCAGGGLGGTTGCTTCACCATCTC
CAGCATCOGLGGCCTAEGTACTACCCACTTCGCGCOGATTGTGAACGCGCOGEAAGTGECTATCCTC
GGCGTTTCCAAGTCCGCGATGOAGLCGGTGTGEGAATEETAAAGAGTTCGTEGCCECGTCTGATGLTG
CCGATTTCTCTCTCCTTCGACCACCGCOTGATCGACGGTGCTGATGGTGCCCGTTTCATTACCATCATT
AMCAACACGCTGTCTGACATTCGCCGTCTGGTGATGTAAGT AAAAGAGCCG GUCCAACGGLCGGET
T T GG TAATCTCATGAATETATTGAGGTTATTAGCGAATAGACAAATCGGTTGCCGTTTGTTGT
TTAAAAATTGTTAACAATTTTGTAALATACCGACGGATAGAACGACCCGETEGTGGTTAGGGTATTA
CTTCACATACCCTATGGATTTCTGGGTGCAGCAAGGTAGCAAGCGCCAGAATCCCCAGGAGCTTACA
TAAGTAAGTGACTGGEATEAGGGCATGAAGCTAACGCCGCTGCGECCTEAAAGACGACGEGTATG
ACCGCCEEACATAAATATATAGAGGTCATGATGAGTACTGAAATCAAAACTCAGGTCGTGGETACTT
GEEGCAGGECCCCGLAGGTTACTCOGCTGCCTTCCGTTGCELTGATTTAGGTCTGGAAACCGTAATCG
TAGAACGTTACAACACCCTTGGCGGTGTTTGTCTEAACGTEGGETTGTATCCCTTCTAAAGCGETGET
GCAC CAARAGTTATCGAAGAAGCGAAACCGLTGECCEAACACGECATCG CGGCGAACC
GAAAACTGACATTGACAAGATCCGCACCTGGAAAGAAAAAGTCATCACTCAGCTGACCGGTGGTET
GECTGGCATEGCCAMGETCGTAAAGTGAAGETGGTTAACGGTCTGGGTAAATTTACCGECGETAA
CACCCTEGGAACTEEAAGGCGAAAACGECAAAACCCTGATCAACTTCCACAACGCCATCATCELGGE
GGEGETTCCCGTCCGATTCAGCTGCCGTT TATCCCGCATGAAGATCCGCGCGTATGGGACTCCACCGAC
AM AAAT A AAA AT TGATG TATCATCG Al
ATGEGTACCGTATACCATCCGETGGGTTCAGAGATTGACGTEGETGGAAATGTTCGACCAGGTTATC
COGECTECGACAAAGACGTOETGAAAGTCTTCACCAAACGCATCAGCAAGAAATTTAACCTGATG
CTGGEAAGCCAAAGTEGACTGCCGTTCAAGCGAAAGAAGACGGETATTITACGTITCCATGGAAGGTAAL
AAAGCACCEECOGAAGLECAGCETTACGACGCAGTGCTEGTCGETATCGGCCECGTACCGAATGGT
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AMAAACCTCGATGCAGGTAAAGCTGGCGTGGAAGTTGACGATCGCGGCTTCATCCGOGTTGACAAL
CAAATGCGCACCAACGTGCCGCACATCTTTGLTATCGEEGATATCOTCGGTCAGCCGATGLTGGLGE
ACAAAGGTGTCCATGAAGGCCACGTTGCCGCAGAAGTTATCTCCGGTCTGAAACACTACTTCGATCC
GAAMGTGATCCCATCCATCGCCTACACTAAACCAGANGTGGCATGGGTCGGTCTGACCGAGAAAGA
AGCGAAAGAGAAAGGCATCAGCTACGAAACCGCCACCTTCCCGTGGELTGCTTCCGGLCGTEITAT
CGCTTCTGACTGCGCAGATGETATGACCAAACTGATCTTCGACAAAGAGACCCACCGTGTTATCGGC
GGCGCGATTGTCGGCACCAACGGCGGCGAGCTGCTGGGTGAGATCGGCCTGGETATCGAGATGGG
CTGTGACGCTGAAGACATCGCCCTGACCATCCACGCTCACCCGACTCTGCACCAGTCCGTTGGLCTS
GCGGCGGAAGTGTTCGAAGGCAGCATCACCGACCTGCCAMCGCCAAAGCGAAGAAAAAGTAACT
TTTTCTTTCAGGAAAAMAGCATAAGCGGCTCCGEGAGLCGCTTTTTITATGLCTGATGTTTAG AACTA,
TETCACTGTTCATAAACCGCTACACCTCATACATACTTTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACA
CTGGCGGECCGCTCGAGCATGCATCTAGCACATCCGGCAATTAAAAAAGCGGCTAACCACGCCGCTTT
TTTTACGTCTGCAATTTACCTTTCCAGTCTTCTTGCTCCACGTTCAGAGAGACGTTCGCATACTGCTGA
CCGTTGCTCGTTATTCAGCCTGACAGTATGGTTACTGTCGTTTAGACGTTGTGGGCGGCTCTCCTGAA
CTTTCTCCCGAAAAACCTGACGTTGTTCAGG TGATGCCCATTCGAACACGLTGECGGGOGTTATCACE
TTGCTGTTGATTCAGTGGGCGCTGCTGTACTTTITCCTT
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AAGAGGTAAAAGAATAATGGCTATCGAAATCAAAGTACCGGACATCGGGGCTCATGAAGTTGAAAT
CACCGAGATCCTGETCAAAGTEGECGACAAAGTTGAAGCCGAACAGTCGCTGATCACCATAGAAGS
COACARAGCCTCTATGGAAGTTCCGTCTCCGCAGGCGGOTATCGTTAAAGAGATCAAAGTCTCTETT
GGLGATAAAACCCAGACCGRLGCACTGATTATGATTTTCGATT CCGLCGACGGETGCAGCAGACGCT
GCACCTGCTCAGGCAGAAGAGAAGAAAGANGCAGCTCCGGCAGCAGCACCAGCEGLTGLGGCGETC
AAAAGACGTTAACGTTCCGGATATCEGLAGCGACGAAGTTGAAGTGACCGAAATCCTGOTGAAAGT
TGGOGATAAAGTTGAAGCTGAACAGTCGCTGATCACCGTAGAAGGCGACAAGGCTTCTATGGAAGT
TCCGGCTCCGTTTGCTGGCACCOTGAAAGAGATCAAAGTGAACGTEGETGACAAAGTGTCTACCGG
CTCGCTGATTATGGTCTTCGAAGTCGCGGETGAAGCAGE CGCGGCAGCTCCGGLOGLTAAACAGGA
AGCAGCTCCGGCAGCGECCCCTGCACCAGCGECTGELGTGAAAGAAGTTAACGTTCCGGATATCGGE
CGGTGACGAAGTTGAAGTGACTGAAGTGATGGTGAAAGTGGGLCACAAAGTTGCCGLTGAACAGT
CACTGATCACCGTAGAAGGCCACAAAGCTTCTATGGAAGTTCCGGCGCCGTTITGCAGGCGTCGTGA
AGGAACTGAAAGTCAACGTTGGCGATAAAGTGAARACTEECTCGCTGATTATGATCTTCGAAGTTG
AAGGCCECAGCGLCTG OO GCAGCTCCTCCGAAACAGCAAGCGGCAGCGCCGGCACCGGCAGTAAAA
GCTGAAGCCCOGGCAGCAGCACCAGCTGCEAANGCEGAAGE CAMATCTGAATTTGCTGAAAACGA
CGCTTATGTTCACGCGACTCCGCTGATCCGLCGTCTGECACGCGAGTTTGETGTTAACCTTGCGAAA
GTGAAGGGCACTGGLCGTAAAGGTCGTATCCTGOGCGAAGACGTTCAGGCTTACGTGAAAGAAGCT
ATCAAACGTGCAGAAGCAGCTCCGGCAGCEACTCGCGGTGETATCCCTGGCATGCTGOCGTGGOOG
AAGGTGGACTTCAGCAAGTTTGGTGAAATCGAAGAAGTGEAACTGGGCCGCATCCAGAAAATCTCT
GGETGOGAACCTGAGCCGTAACTGGGTAATGATCCCGCATGTTACTCACTTCCGACAAAACCGATATCA
COGAGTTGGAAGCGTTCCGTAAACAGCAGAACGAAGAAGLGGLGAAACGTAAGLCTGGATGTGAAG
ATCACCCCGGTTGTCTTCATCATGAAAGCCGTTGCTGCAGCTCTTGAGCAGATGCCTCGETTCAATAG
TTCGCTETCGGAAGACGGTCAGCGTCTGACCCTGAAGAAATACATCAACATCEGTGTGGCEGTGGA
TACCCCGAACGGTCTGGTTGTTCCGGTATTCAAAGACGTCAACAAGAAAGGCATCATCGAGCTGTCT
CGCCAGCTGATGACTATTTCTAAGAAAGCGCGTGACGETAAGCTGACTECEGGCGAAATGCAGGE
COGTTGCTTCACCATCTCCAGCATCGGLGGLCTGGGTACTACCCACTTCGCGLCGATTGTGAACGLG
CCECAAGTEGCTATCCTCOGCGTTTCCAAGTCCGCGATGGAGCCOGTETGEAATGGTAAAGAGTTC
GTGCCGCGTCTGATGCTGCCGATTTCTCTCTCCTTCGACCACCGCATOATCCACGGTGCTGATGETG
COCGTTTCATTACCATCATTAACAACACGCTGTCTGACATTCGCCGTCTGGTGATGTAAGTAAAAGAG
COGGCCCAACCGCCGGLTTTTTTCTGGTAATCTCATGAATGTATTGAGGTTATTAGCGAATAGACAA
ATCGGTTGOCGTTTGTTAAGCCAGGLGAGATATGATCTATATCAATTTCTCATCTATAATGLTTTGTTA
GTATCTCGTCGCCGACTTAATAAAGAGAGAGTTAGTCTTCTATATCACAGCAAGAAGGTAGGTGTTA
CATGATGAGTACTGAAATCAAAACTCAGETCGTGGTACTTGEEGCAGECCCCGCAGGTTACTCTGE
AGCCTTCCGTTGCGCTGATTTAGGTCTGGAAACCGTCATCGTAGAACGTTACAGCACCCTCGGTGET
GITTGTCTGAACGTGOGETTGTATCCCTTCTAAAGCGCTGCTGCACGTGECAAAAGTTATCGAAGAAG
CGAAAGCGCTEELCGAACACGECATCGTTTTCGGCGAACCGAAAACTCACATTGACAAGATCCGCA
CCTGGAAAGAAAMAGTCATCACTCAGCTEACCGETGETCTGECTEGGCATGECCAAAGGTCGTAAAG
TGAAGGTGGTTAACGGTCTGGGTAAATTTACCGGCGCTAACACCCTEGAAGTGGAAGGCGAAAALCT
GCAAAACCGTGATCAACTTCGACAACGCCATCATCGLGGUGEGETTCCCG TCCGATTCAGCTGCOGETT
TATCCCGCATGAAGATCCGLGOGTATGGGACT CCACCGACGOGCTGGAACT GAAATCTG TACCGAN
ACGCATGLTEETEATGGEEGLEETATCATCOGTCTGGAMATGLGTACCGTATACCATGCGLTGEG
TTCAGAGATTGACGTGGTGGAAATGTTCGACCAGETTATCCCGGLTECCGACAAAGACGTGGTGAA
AGTCTTCACCAAACGCATCAGCAAGAAATTTAACCTGATGCTGGAAGCCAAAGTCACTGCOGTTGAA
GCGAAAGAAGACGGTATTITACGTTTCCATGGAAGGTAAAAAAGCACCGGLGEAAGCGCAGCETTA
CGACGCAGTGCTEETCGCTATCGGCCGCGTACCGAATGGTAAAAACCTCGATGCAGGTAAAGCTGEG
CGTGGAAGTTGACGATCGCGGCTTCATCCGLEGTTGACAA
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ACAAATGCGCACCAACGTGCCGCACATCTTTGCTATCGGCGATATCGTCGGTCAGCCGATGCTGGLG
CACAAAGGTGTCCATGAAGGCCACGTTGCCGCAGAAGTTATCTCCGGTCTGAAACACTACTTCGATC
CGAAAGTGATCCCATCCATCGCCTACACTAAACCAGAAGTGGCATGGGTCGGTCTGACCGAGAAAG
AAGCGAAAGAGAAAGGCATCAGCTACGAAACCGCCACCTTCCCGTGGGLCTGCTTCCGGCCGTGLTA
TCGCTTCTGACTGCGCAGATGGTATGACCAAACTGATCTTCGACAAAGAGACCCACCGTGTTATCGG
CGGCGCGATTGTCGGCACCAACGGCGGCGAGCTGCTGGGTGAGATCGGLCTGGCTATCGAGATGG
GCTGTGACGCTGAAGACATCGCCCTGACCATCCACGCTCACCCGACTCTGCACGAGTCCGTTGGCCT
GGCGGCGGAAGTGTTCGAAGGCAGCATCACCGACCTGCCAAACGCCAAAGCGAAGAAAAAGTAAC
TTTTTCTTTCAGGAAAAAAGCATAAGCGGCTCCGGGAGCCGCTTTTTTTATGCCTGATGTTTAGAACT
ATGTCACTGTTCATAAACCGCTACACCTCATACATACTTTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCAC
ACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGCACATCCGGCAATTAAAAAAGCGGCTAACCACGELCGCTT
TTTTTACGTCTGCAATTTACCTTTCCAGTCTTCTTGCTCCACGTTCAGAGAGACGTTCGCATACTGCTG
ACCGTTGCTCGTTATTCAGCCTGACAGTATGGTTACTGTCGTTTAGACGTTGTGGGCGGCTCTCCTGA
ACTTTCTCCCGAAAAACCTGACGTTGTTCAGGTGATGCCGATTGAACACGCTGGCGGGLGTTATCAC
GTTGCTGTTGATTCAGTGGGCGCTGCTGTACTTTTTCCTTAAACACCTGGCGCTGCTCTGGTGATGCG
GACTGAATACGCTCACGCGCTGCGTCTCTTCGCTGCTGGTTCTGCGGGTTAGTCTGCATTTTCTCGCG
AACCGCCTGGCGCTGCTCAGGCGAGGCGGACTGAATGCGCTCACGCGCTGCCTCTCTTCGCTGCTG
GATCTTCGGGTTAGTCTGCATTCTCTCGCGAACTGCCTGGCGCTGCTCAGGCGAGGCGGACTGATAA
CGCTGACGAGCGGCGTCCTTTTGTTGCTGGGTCAGTGGTTGGCGACGGCTGAAGTCGTGGAAGTCG
TCATAGCTCCCATAGTGTTCAGCTTCATTAAACCGCTGTGCCGCTGCCTGACGTTGGGTACCTCGTGT
AATGACTGGTGCGGCGTGTGTTCGTTGCTGAAACTGATTTGCTGCCGLCTGACGCTGGCTGTCGLGC
GTTGGGGCAGGTAATTGCGTGGCGCTCATTCCGCCGTTGACATCGGTTTGATGAAACCGCTTTGCCA
TATCCTGATCATGATAGGGCACACCATTACGGTAGTTTGGATTGTGCCGCCATGCCATATTCTTATCA
GTAAGATGCTCACCGGTGATACGGTTGAAATTGTTGACGTCGATATTGATGTTIGTCGCCGTTGTGTT
GCCAGCCATTACCGTCACGATGACCGCCATCGTGGTGATGATAATCAT
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TTATTTGGTGATATTGETACCAATATCATGCAGCAAACGGTGCAACATTGCCGTGTCTCGTTGCTCTA
AAAGCCCCAGGLOTTGTTGTAACCAGTCGACCAGTTTTATGTCATCTGCCACTECCAGAGTCGTCAG
CAATGTCATGGCTCGTTCGLGTAAAGCTTGCAGTTGATGTTGGTCTGCCGTTGCATCACTTTTCGCOG
GTTGTTGTATTAATGTTGCTAATTGATAGCAATAGACCATCACCGCCTGCCCCAGATTGAGCGAAGG
ATAATCCGCCACCATCGGCACACCAGTAAGAACGTCAGCCAACGETAACTCTTCGTTAGTCAACCCG
GAATCTTCGOGACCAAACACCAGCGCGGCATEGCTCATCCATGAAGATTTITCCTCTAACAGCGGCA
CCAGTTCAACTGGCOTGGCGTAGTAATGATATTTCGCCCGACTGCGCECAGTGETGGCGACAGTGA
AATCGACATCGTGTAACGATTCAGCCAATGTCGGGAAAACTTTAATATTATCAAT AATATCACCAGAT
CCATGTGCGACCCAGCGGGTGGLTGGCTCCAGGTGTGLCTGACTATCGACAATCCGCAGATCGLTA
AACCCCATCGTTTTCATTGCCCGOGCCGCTGLCCCAATATTTTCTGCTCTGGCGGGTGLGACCAGAAT
AATCGTTATACGCATATTGCCACTCTTCTTGATCAAATAACCGCGAACCGGGTGATCACTGTCAALTT
ATTACGCOGTGCGAATTTACAAATT CTTAACGTAAGTCCCAGAAAAAGCCCTTTACTTAGCTTAAAAN
AGGCTAAACTATTTCCTGACTGTACTAACGGTTGAGTTGTTAAAAAATGCTACATATCCTTCTGTTTA
CTTAGGATAATTTTATAAAAAAT AAATCTCGACAATTGGATTCACCACGTTTATTAGTTGTATGATGC
AACTAGTTGGATTATTAAAATAATETGACGAAAGCTAGCATTITAGATACGATGATTTCATCAAACTGT
TAACGTGCTACAATTGAACTTGATATATGTCAACGAAGCGTAGTTTTATTGGGETGTCCGGCCCCTCTT
AGCCTGTTATGTTGCTETTAAAATGGTTAGCATGACAGCCETTTTTGACACTGTCGEGTCCTGAGEG
AAAGTACCCACGACCAAGCTAATGATGTTGTTGACGTTGATGGAAAGTGCATCAAGAACGCAATTAC
GTACTTTAGTCATGTTACGCCGATCATGTTAATTTGCAGCATGCATCAGGCAGGTCAGGGACTTTTGT
ACTTCCTGTTTCGATTTAGTTGECAATTTAGGTAGCAAACGAATTCATCGGCTTTACCACCGTCAALA
AAAACGGCGCTTTTITAGCGCCATTTTTATTTTTCAACCTTATTTCCAGATACGTAACTCATCGTCCGTT
GTAACTTCTTTACTGGCTTTCATTTTCGGCAGTGAAAACGCATACCAGTCGATATTACGGGTCACAAM
CATCATGCCGGLCAGCGCCACCACCAGCACACTGGTTCCCAACAACAGCGCGLTATCGGCAGAGTTG
AGCAGTCCCCACATCACACCAT CCAGLCAACAACAGLGLGAG GG TAAACAACATGCTGTTGCACCAAC
CTTTCAATACCGCT TG CAAATAAATACCETTCATTATCECCCCAATCAGACTOGCGATTATCCATGEC
ACGETAAAACCGGATATGTTCAGAAAGOGCCAGCAAGAGCAAATAAAACATCACCAATGAAAGCOCC
ACCAGCAAATATTGCATTGGGTGTAAACGTTGOGOGGTGAGCGTTTCAAAAACAAAGAACGCCATA
AAAGTCAGTGCAATCAGCAGAATGGCGTACTTAGTCGOCCGETCAGTTAATTGGTATTGATCGGELTG
GUGTCGTTACTGCGACGCTAAACGLCGGGAAGTTTTCCCAGCCGGTATCATTGCCTGAAGCAAAALG
CTCACCGAGATTATTAGCAAACCAGCTGCTTTGCCAGTGCGLCTGAAAACCTCACTCGCTAACTTCCC
GTTTEGCTGGTAGAAAATCACCTAAAAAACTGEGATEGCGGCCAGTTGCTGGTTAAGGTCATTTCGET
ATTACGCCCGLCAGGCACCACAGAAAGATCGCCGGTACCGOTTAAATTCAGGGCCATATTCAGCTTC
AGGTTCTGCTTCCGCCAGTCCCCTTCAGGTAAAGGGATATGCACGCCCTGCCCGLTTTGLTCTAACCT
GOTECCEGETTCAATEGE TCAGCECCE TTCCATTAACT TCAGGLGCTTTCACCACACCAATACCACGC
GCATCOCCOACGCTAATCACAATAAATGGOTTGCCTAAGGTGATATTTGGCGCGTTGAGTTCGCTAA
GACGCGAAACATCGAAATCGGCTTTTAACGTTAARATCACTGTGCCAGACCTEACCGGTATAAATCCT
TATCTTGCGTTCTTCCACGTTCTEGATTECCATCAACCATCAATCACTCAGGTAACCAAAAATGGATAA
AACTTCGTTTCCGCTGCAGGGTTTTAT
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AAGCCACAGCAGGATGCCCACTGCAACAAAGGTGATCACACCGCAAACGCGATGGAGAATGEALE
CTATCGCCGTGATGGGGAACCGGATGGTCTETAGGTCCAGATTAACAGGTCTTTGTTTTTTCACATTT
CTTATCATGAATAACGCCCACATGCTGTTCTTATTATTCCCTGGEGACTACGGGCACAGAGGTTAALT
TTCTGTTACCTGGAGACGTCGGGATTTCCTTCCTCCGGTCTGCTTGCGGETCAGACAGLGTCCTTICT
ATAACTGCGCGTCATG CAAAACACTGCTTCCAGATGLGAAAACGACACGTTACAACGCTGEGTGGLT
COGGATTECAGOGTOTTCCGOAGACCTOGLGGCAGTATAGGCTGTTCACAAAATCATTACAATTAA
CCTACATATAGTTTGTCCGGTTTTATCCTGAACAGTGATCCAGGTCACGATAACAACATTTATTTAAT
TTTTAATCATCTAATTTGACAATCATTCAACAAAGTTGTTACAAACATTACCAGG AAAAGCATATAAT
GCETAAAAGTTATGAAGTCGGTATTTCACCTAAGATTAACTTATGTAACAGTGTGGAAGTATTGACC
AATTCATTCOGGACAGTTATTAGTGGTAGACAAGTTTAATAATTCGGATTGCTAAGTACTTGATTCGE
CATTTATTCGTCATCAATGGATCCTTTACCTGCAAGCECCCAGAGCTCTGTACCCAGGTTTTCCCCTCT
TTCACAGAGCGGCGAGCCAAAT AAAAAACGEGTAAAGCCAGETTGATGTGLGAAGGCAAATTTAA
GTTCCGGCAGTCTTACGCAATAAGGCECTAAGGAGACCTTAAATGECTGATACAALAGCAANACTC
ACCCTCAACGGGGATACAGCTGTTGAACTGGATGTGCTCAAAGGCACCCTEGGTCAAGATCTTATT
GATATCCETACTCTCGGTTCAAAMGGTETETTCACCTTTGACCCAGECTTCACTTCAAMCCGCATCCTG
CGAATCTAAAATTACTTTTATTCATGGT GATGAAGGTATTTTGCTGCACCGOGGT TTCCCGATCGATC
AGCTGECGACCGATTCTAACTACCTGGAAGTTTGTTACATCCTGCTEAATGGTGAMAAACCGACTCA
GGAACAGTATGACGAATTTAAAACTACGGTGACCCGTCATACCATGATCCACGAGCAGATTACCCGT
CTETTCCATGCTTTCCGTCGOGACTCGCATCCAATGGCAGTCATGTGTGGTATTACCGGLCGCGLTGE
CGGCGTTCTATCACGACTCGCTGGATGTTAACAATCCTCGTCACCGTGAAATTGCCGCGTTCCTCCOTG
CTETCGAAAATGLCCACCATGGLCCCGATGTGTTACAAGTATTCCATTGGTCAGCCATTTGTTTACCC
GLGCAACGATCTCTOCTACGCCGGTAACTTECTGAATATGATGTTCTCCACGCCGTGLGAACCGTATG
AAGTTAATCCGATTCTGGAACGTGCTATGEACCGTATTCTGATCCTECACGLTEACCATGAACAGAL
CGCCTCTACCTCCACCGTGLETACCGLTGGLTCTTCGGGTGCGAACCCGTTTGCCTGTATCGCAGCA
GATATTGCTTCACTGTGGGGACCTGCGCACGECAGTGETAACGAAGCEGEGETGAARATGCTGEAA
GAAATCAGCTCCGTTAAACACATTCCGGAATTTGTTCGTCGTCCGAAAGACAAARATGATTCTTTCCG
CCTGATEGEGCTTOGGTCACCGUGTETACAARAATTACGACCCGLGLGCCACCOTAATGCGTGAAACT
TGCCATGAAGTGCTGAAAGAGCTEOGCACGAAGEATGACCTECTGGAAGTEOCTATGCAGCTGGA
AAACATCGCGCTGAACGACCCGTACTTTATCGAGAAGAAACTGTACCCGAACGTCGATTTCTACTCT
GETATCATCCTGAAAGCGATGGETATTCCGTCTTCCATGTTCACCGTCATTTITCGCAATEGCACGTAC
CGTTGGCTGEATCGLCCACTGEAGLGAAATGCACAGTGACGGTATGAAGATTGLCCGTCCGCGTCA
GETGTATACAGGATATGAAAAACGCGACTTTAAAAGCGATATCAAGCGTTAATGGTTGATTGCTAAG
TTGTAAATATTTTAACCCGCCETTCATATGGCGGGTTGATTTTTATATGCCTAAACACAAAAAATTGT
AAAAATARAATCCATTAACAGACCTATATAGATATT TAAAAAGAATAGAACAGCTCAAATTATCAGE
AACCCAATACTTTCAATTAAAAACTTCATGGTAGTOGCATITATAACCCTATGAAAATGACGTCTATLC]
ATACCCCCCTATATTTTATTCATCATACAACAAATTCATGATACCAATAATTTAGTTTTGCATTTAATAA
AACTAACAATATTTITAAGCAAAACTAAAAACTAGCAATAATCAAATACCATATTCTGGCGTAGCTAT
ACCCCTATTCTATATCCTTAAAGGACTCTGTTATGTTTAAAG GACAAAAAACATTGGCCGCACTGGLC
GTATCTCTGCTGTTCACTGCACCTGTTTATECTECTGATGAAGGTTCTEGCCAAATTCACTTTAAGGS
GGAGGTTATTCGAAGCACCTTGTGAAATTCATCCAGAAGATATTGATAAAAACATAGATCTTGGACAA
GTCACGACAACCCATATAAACCEGCAGCATCATAGCAATAAAGTGGCCETCGACATTCGCTTGATCA
ACTGTGATCTGCCTGCTTCTGACAACGGTAGCGGAATGCCGGTATCCAAAGTTGGCGTAACCTTCGA
TAGCACGGCTAAGACAACTGGTGCTACCCCTTTGTTGAGCAACACCAGTECAGG CGAACCAACTGE
GGTCGGTGTACGACTGATGGACAAAAATGACGGTAACATCGTATTAGETTCAGCCGCGCCAGATCT
TGACCTGGATGCAAGCTCATCAGAACAGACGCTGAACTTTTTCGCCTGGAT
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CGCGATGTCGACGTCACGAAACTGAARAAACCGCTCTACATTCTGGCGACTGLTGATEGAAGAAACC
AGTATGGCCGGAGCECGTTATTTTGCCGAAMACTACCGCCCTGCECCOOGATTGCGCCATCATTOGOG
AACCGACGTCACTACAACCOGTACGCGCACATAAAGGTCATATCTCTAACGCCATCCGTATTCAGGES
CCAGTCGGGECACTCCAGCGATCCAGCACGLGGAGTTAACGCTATCGAACTAATGCACGACGCCAT
CEGGCATATTTTGCAATTGCGLGATAACCTGAAAGAACGTTATCACTACGAAGCGTTTACCGTGCCA
TACCCTACGCTCAACCTCGOGEATATTCACGETEGCGACGCTTCTAACCGTATTTGLGCTTGETGTGA
GTTGCATATGGATATTCGTCOGCTGCCTGGCATGACACTCAATGAACTTAATGGTTTGCTCAACGATG
CATTGGCTCOGETGAGCGAACGCTEGLCGGGTCGTCTEACCGTOGALGAGCTGCATCCGCOGATEC
CTGGCTATGAATGCCCACCGAATCATCAACTGETTGAAGTGGTTGAGAAATTGCTCGCAGCAAAAA
CCGAAGTOGETGAACTACTGTACCGAAGCGCCGTTTATTCAAACCTTATGCCOGACGCTEGTGTTGGG
GCCTGGCTCAATTAATCAGGCTCATCAACCTGATGAATATCTGGAAACACGETT TATCAAGCCCACCC
GCGAACTGATAACCCAGGTAATTCACCATTTTTGCTGGCATTARAACGTAGGCCGGATAAGGCGLTC
GCECCECATCOGELGCTGTTECCAAACTCCAGTGCCGCAATAATGTCGGATGCGATGCTTGCGCATC
TTATCCGACCTACAGTGACTCAAACGATGCCCAACCGTAGGCCGGATAAGG CGOTCGCGLCGTATCC
GGCACTETTGCCAAACT CCAGTGCCECAATAATGTCGOATGCGATACTTGCGCATCTTATCCGACCE
ACAGTGACTCAAACGATECCCAACTETAGGLCGGATAAGGLGCTCGCECCGLATCCGGCALTGTTG
CCAAACTOCAGTGLOGCAATAATGTCGGATGCGATACTTGCGCATCTTATCCGACCTACACCTTTGET
GTTACTTGGGECGATTTTTTAACATTTCCATAAGTTACGCTTATTTAAAGCGTCGTGAATTTAATGAC
GTAAATTCCTGCTATTTATTCGTTTGCTGAAGCGATTTCGCAGCATTTGACGTCACCGCTTTTACGTG
GCTTTATAAAAGACGACGAAAAGCAAAGCCCGAGCATATTCCGOGCCAATGCTAGCAAGAGGAGAAG
TCGACATGACAGACTTAAATAAAGTGGTAAAAGAACTTGAAGCTCTTGGTATTTATGACGTAAAAGA
AGTTGTITACAATCCAAGCTACGAGCAATTETTCGAAGAAGAAACTAAACCAGGTTTAGAAGGCTTT
GAAAAAGGTACTT TAACTACGACTGETGCAGTEGCAGTAGATACAGGTATCTTCACAGGTCGTTCTC
CAMAAGATAAATATATCGTGTTAGATGAAAAAACCAAAGATACTGTTTGGTGGACATCTGAAACAGT
AMAAACGACAACAAGCCAATGAACCAAGCTACAT GGCAAAGCTTAAMAGACTTGGTAACCAACCA
T ATTTGTAGTTGA CTGTGETGEGAGCGAACACGACCGTATTGCA
GTACGTATTGTCACTGAAGTAGCOTEGGCAAGCACATTTTGTAAMAAAATATGTTTATTCGCCCAACTGA
AGAACAACTCAAABMATTTTGAACCAGATTTCGTTGTAATGAATGOTTCTAAAGTAACCAATCCAAACT
GGAAAGAACAAGGTTTAAATTCAGAAAACTTTGTTECTTTCAACTTGACTGAACGCATTCAATTAATC
GETGGTACTTGGTACGGCGETGAAATGAAAAAAGGTATGTTCTCAATCATGAACT ACTTCCTACCAC
TTAAAGGTGTTGETGCAATGCACTGCTCAGCTAACGTTGGTAAAGATGGLGATGTAGCAATCTTCTT
COECTTATCTGECACAG GTAAAACAACCOTTTCAACGGATCCAMAACGTEAATTAATCEGTGACGAT

TI'TCAGAAGAMATC .ﬂACCAGATATTT&CCGCGCT&TECGTEG CGACG CATI'ATFAG MAAECTGGT

IGTTCGTGCAGATGETTETGTITGATTTCGATGAT GG TTCAAAAACAGAAAATACTOGOGTGTCTTACC
CAATTTATCACATTGATAACATTGTAAAACCAGTTITCTCGTCCAGGTCACGCAACTAAAGTGATTITC
TTAACTGCAGATGCATTTGGCGTATTACCACCAGTATCTAAATTGACACCAGAACAAACTAAATACTA
CITCTTATCTGGTTTCACAGCAAAATTAGCAGGTACTGAACGTGGTATTACTGAACCAACT CCAACTT
T CAGCATGTT TG GTE TG CETTCT TAACCCT TCACCCAACTCAATATECACAAGTGTTAGTAAAA
CETATCGCAAGCAGTGEETGCTGAAGCTTACTTAGTAAATACTGETTEGAATGG CACAGECANACGT
ATCTCAATCAAAGATACTCELGEAATCATTCATGCAATCTTAGATGGCTCAATTGAAAAAGCTGAAL
TGGGOGAATTACCAATCT T TAACTTAGCCATTCCTAAAGCATTACCAGGTGTAGATTCTGCAATCTTA
GATCCTCGCGATACTTACGCAGATAAAGCACAATGECAATCAAAAGCTGAAGACTTAGCAGGTCGTT
TTGTGAAAAACTTTGTTAAATATGCAACTAACGAAGAAGGCAAAGCTTTAATTGCAGCTGGTCCTAA
AGCTTAATCTAGAAAGCTTCCTAGAGGCATCAAATAAAACGAAAGCCTCAGTCGAMAGACTGEGCC
TITCGTTTTATCTGTTGTITGTCGETGAACGCTCTCCTGAGT
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AGGACCAATTCACTTCTGTTCTAACACCCTCGTTTTCAATATATTTCTGTCTECATTT TATTCAAATTCT
GAATATACCTTCAGATATCCTTAAGGAATTGTCGTTACATTCGECGATATTTTTTCAAGACAGETTCT
TACTATGCATTCCACAGAAGTCCAGGCTAAACCTCTTTTITAGCTGGAAAGCCCTGGATTGEGLACTG
CTCTACTTTTGGTTTTTCTCTACTCTGCTACAGG CCATTATTTACATCAGTGETTATAGTGGCACTAALC
GGCATTCGCGACTCGCTGTTATTCAGTTCGLTGTEGTTGATCCCGGTATTCCTOTT TCCGAAGCGGAT
TAAAATTATTGCOGCAGTAATCGGLGTGGTGLTATGGE LG GCCTCTCTGGLGGUGLTGTGLTACTAC
GTCATCTACGGTCAGGAGTTCTCGCAGAGCGTTCTETTTGTGATGTTCGAAACCAACACCAACGAAG
CCAGCGAGTATTTAAGCCAGTATTTCAGCCTGAAAATTGTGCTTATCGCGCTGGCCTATACGGCGGT
GGCAGTTCTGLTGTGGACACGCCTGCGCCCGGTCTATATTCCAAAGCLGTGGLEGTTATGTTGTCTCTT
TTGCCCTGCTTTATGGCTTGATTCTGCATCCGATCGCCATGAATACGTTTAT CAAAAACAAGCOGTTT
GAGAAAACGETTGEATAACCTOGCCTCECGTATGEAGCCTGCCG CACCOTEECAATTCCTGACCGGE
TATTATCAGTATCETCAGCAACT AAACTCGCTAACAAAGTTACTGAATGAAAATAATGCCTTGCCECC
ACTEGCTAATTTCAAAGATGAATCGEGTAACGAACCGOECALCTTTAGTGLTGETGATTGGCGAGTC
GACCCAGCGLCGGACGCATGAGTCTGTACGETTATCCGCGTGAAACCACGCCGGAGCTGGATGCGET
GCATAAAACCGATCCGAATCTGACCGTETTTAATAACGTAGTTACGTCTCGTCOGTACACCATTGAAA
TCCTGCAACAGGLGCTEACCTTTGCCAATGAAAAGAACCCGEATCTGTATCTGACGCAGCCETCECT
GATGAACATGATGAAACAGGECGGETTATAMAACCTTC
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AATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCETCTTCACCTCGAGAATTGTGAGCGGATAACAATTGACATTG
TGAGCOGATAACAAGATACTCAGCACATCAGCAGGACGCACTGACCGAATTCAATTAAGCTAGCAA
GAGGAGAAGTCCAGATGAACTTACATGAATATCAGGCAAAACAACTTTTTGCCCGCTATGGCTTACC
AGCACCGGTGGEETTATGCCTGTACTACTCOGOGCGAAGLAGAAGAAGCCGCTTCAAAAATCGGTGL
CGETCCGTGEGTAGTGAAATGTCAGGTTCACGCTGGTEGLCGLEGTAAAGLGEGLGGTGTGAMAG
TTGTAAACAGCAAAGAAGACATCCGTGCTTT TGLAGAAAACTEGECTGOGCAAGCGTCTOGTAACGT
ATCAAACAGATGCCAATGGCCAACCGGTTAACCAGATTCTGGTTGAAGCAGCGACCGATATCGCTAA
AGAGCTETATCTCGGETGCCGTTGTTGACCETAGTTCCCGTCATGTGGTCTTTATGGCCTCCACCGAA
GGOGECGTEGAAATIGAAAMAGTGECOGAAGAAACTCCGCACCTCATCCATAAAGTTGCGCTTGAT
COGCTGACTGECCCGATGLCGTATCAGGGACGCGAGCTEGGCGTTCAAACTGEETCTGEAAGGTAAN
CTGGTTCAGCAGTTCACCAAAATCTTCATGEGCCTGGCGACCATTTTCCTGGAGCGCGACCTGGCGT
TGATCGAAATCAACCCGCTGGTCATCACCAAACAGGGCGATCTGATTTGCCTCGACGGCAAACTGGGE
CGCTOACGGECAACGCACTGTTCCGLCAGCCTGATCTECGCGAAATGCGTEGACCAGTCGCAGGAAGA
TCCGCGTCAAGCACAGECTGCACAGTCGGAACTGAACTACGTTGCGLTGGACGGTAACATCGGTTG
TATGGTTAACGGCGCAGGTCTGGLGATEGETACGATEGACATCETTAAACTGCACGGCGGCGAACT
GECTAACTTCCTTGACGTTEGLGGLEG LG CAACCAAAGAACGTGTAACCGAAGCGTTCAAAATCAT
CCTCTCTGACGACAAAGTGAAAGCCGTTCTGGTTAACATCTTCGGCGGTATCGTTCGTTGCGACCTG
ATCGCTGACGETATCATCGGCGLGETAGCAGAAGTGGGTGTTAACGTACCGGTCGTGGTACGTCTG
GAAGGTAACAACGCCGAACTCOGCGLGAAGAAACTOGCTGACAGCGLCCTGAATATTATTGCAGCA
AMAGETCTGACGGATGCAGCTCAGCAGGTTGTTGLCGCAGTGGAGGGGAMTAATGTCCATTTTAA
TCGATAAAAACACCAAGETTATCTGCCAGGGCTTTACCGGTAGCCAGGGGACTTTCCACTCAG AACA
GGCCATTGCATACGGCACTAAAATGGTTGGOGGCGTAACCCCAGETAAAGGCGGCACCACCCACCT
CGGCCTGCCGGTGTTCAACACCGTGLGTEAAGCCETTGLTGCCACTGGCECTACCGETTCTGTTATC
TACGTACCAGCACCGTTCTGCAAAGACTCCATTCTGGAAGCCATCCACGCAGGCATCAAACTEATTA
TCACCATCACTGAAGGCATCCCGACGCTGEATATEGCTGACCGTGAAAGT GAAGCTGEATGAAGCAG
GCGTTCGTATGATCGGCCCGAACTGCCCAGGCGTTATCACTCCGGGTGAATGCAAAATCGGTATCCA
GCCTGGTCACATTCACAAACCOEGTAAAGTGEGTATCGTTTCCOGTTCCGGTACACTGACCTATGAA
GCOGTTAAACAGACCACGEATTACGGTTTCGETCAGTCCACCTGTATCOGTATCGGLGGETGACCCG
ATCCCGGEGCTCTAACTTTATCGACATTCTCGAAATGTTCGAAAAAGATCCEGCAGACCGAAGCGATCE
TGATGATCGGTGAGATCGGLGGTAGCGCTCAAGAAGAAGCAGCTGCGTACATCAAAGAGCACGTT
ACCAAGCCAGTTGTGGETTACATCGLTGETGTGALTGLECCGAAAGGCAAACGTATGGGLCACGLG
GETGCCATCATTGCCGATEGEAAAGGGACTOGCGEATGAGAAATTCGCTGCTCTGGAAGCCGCAGE
COETGAAAACCOTTCGCAGCCTEGLCGATATCGETGAAGCACTGAAAACTETTCTGAAATAATCTAGC
AAGAGGAGAAGTCGACATGGAAATCAAAGAAATGGTEGAGCCTTGCACGCAAGGCTCAGAAGGAGT
ATCAAGCTACCCATAACCAAGAAGCAGTTGACAACATITECCGAGCTGCAGCAAAAG TTATTTATGA
AAATGCAGCTATTCTGGCTCGCGAAGCAGTAGACGAAACCOGCATGGECETITACGAACACAAAGT
GGCCAAGAATCAAGGCAAATCCAAAGGTGTTTGGTACAACCTCCACAATAAAAAATCGATTGGTATC
CTCAATATAGACGAGCGTACCCGTATGATCGAGATTGCAAAGCCTATCGEAGTTGTAGGAGCCGTA
ACGCCGACGACCAACCCGATCGTTACTCCEATGAGCAATATCATCTITGCTCTTAAGACCTECAATGC
CATCATTATTGCOCCCCACCCCAGATCCAMAMAAATGCTCTCCACACGCAGTTCGTCTGATCAAAG ANG
CTATCGCTCCGTTCAACGTACCGGAAGGTATGGTTCAGATCATCGAAC AACCCAGCATCGAGAAGALC
GCAGGAACTCATGGGOGCOGTAGACGTAGTAGTTIGCTACGGGTGGTATGEGCATGGTGAAGTCTG
CATATTCTTCAGGAAAGCCTTCTTITCGETGTTGGAGCCOGTAACGTTCAGGTEATCETGEATAGCAA
CATCGATTTCGAAGCTGCTGCAGAAAMAATCATCAL
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CGGETCETGCTTTCGACAACGGTATCATCTGCTCAGGCCAACAGAGCATCATCTACAACCAGGLTGAC
AAGGAAGCAGTTTTCACAGCATTCCOCAACCACGGTGCATATTTCTGTCGACGAAGCCGAMGGAGAT
COGGCTCGTGCAGCTATCTTCGAAAATGEAGCCATCGLGAAAGATGTAGTAGGTCAGAGCGTTGCC
TTCATTGCCAAGAAAGCAAACATCAATATCCCCOAGGGTACCCGTATTCTCGTTGTTGAAGCTCGLG
GCGTAGGAGCAGAAGACGTTATCTGTAAGGAMAGATGTGTCCCGTAATGTGCECCCTCAGCTALA
AGCACTTOGAAGAAGGTGTAGAAATCGCACGTACGAACCTCGCCAACGAACGTAACGGLCACALCT
GTGCTATCCACTCCAACAATCAGGCACACATCATCCTCGCAGGATCAGAGCTGACGGTATCTCGTAT
CGTAGTGAATGCTCCGAGTGCCACTACAGCAGGCGGTCACATCCAAAACGGTCTTGCCGTAACCAAT
ACGCTCGGATGCGGATCATGOGETAATAACTCTATCTCCGAGAACTTCACTTACAAGCACCTCCTCA
ACATTTCACGCATCGCACCGTTGAATTCAAGCATTCACATCCCCGAT GACAAAGAAATCTGGGAALT
CTAATCTAGCAAGAGGAGAAGTCCACATGCAACTTTTCAAACTCAAGAGTGTAACACATCACTTTGA
CACTTTTGCAGAATTTECCAAGGAATTCTGTCTTGRAGAACGCGACT TEGGTAATTACCAACGAGTTC
ATCTATGAACCGTATATGAAGGCATECCAGCTCCCCTGCCATTTTGTTATGCAGGAC AAATATGGEC
AAGGCGAGCCTTCTGACGAAATGATGAATAACATCTTGGCAGACATCCGTAATATCCAGTTCGACCG
CGTAATCGGTATCGGAGGAGGTACGGTTATTGACATCTCTAAACTTTTCGTTCTGAAAGGATTAAAT
GATGTACTCGATGCATTCGACCECAAAATACCTCTTATCAAAGAGAAAG AACTGATCATTGTGCCCA
CAACATGCGGAACGGGTAGCGAGGTGACGAACATTTCTATCGCAG AMATCAAMAAGCCGTCACACTA
AAATGEGATTGGCTGACGATGCCATTGTTGCAGACCATCCCATCATCATACCTGAACTTCTGAAGAG
CTTGCCTTTCCACTTCTACGCATGCAGTGCAATCGATGCTCTTATCCATGCCATCGAGTCATACGTATC
TCCTAAAGCCAGTCCATATTCTCGTCTGTTCAGTGAGGOGGLTTGGGACATTATCCTGGAAGTATTCA
AGAAAATCGCCGAACACGGCCCTGAATACCGOTTCGAAAAGCTGGGAGAAATGATCATGGCCAGCA
ACTATGCOGGTATAGCCTTCGGAAATGCAGGAGTAGGAGCCGTCCACGCACTATCCTACCOGTTGGG
AGGCAACTATCACGTGCCGCATGGAGAAGCAAACTATCAGTTCTTCACAGAGGTATTCAAAGTATAC
CAAAAGAAGAATCCTTTCGGCTATATAGTCGAACTCAACTGGAAG CTCTCCAAGATACTGAACTGCC
AGCCCGAATACGTATATCCGAAGCTGGATGAACTTCTCGGATGCCTTCTTACCAAGAAACCTTTGCAC
GAATACGGCATGAAGCACGAAGAGGTAAGAGGCTTTGCGEAATCAGTGCTTAAGACACAGCAAAG
ATTGCTCGCCAACAACTACGTAGAGCTTACTGTAGATCGAGATCGAAGGTATCTACAGAAGACTCTAC
TAATCTAGAAAGCTTCCTAGAGECATCAAATAAAACGAAAGGLTCAGTCCAAAGACTGGGLCTTTC
GTTTTATCT GTTGTITGTCGGTEAACGCTCTCCTCAGTAGGACAAATCCGCCGCCCTAGACCTAGGE
GTTCEGCTGCEACACGTCTTGAGCGATTGTGTAGGLTGEAGCTGCTTCEGAAGTTCCTATACTTTCTA
GAGAATAGGAACTTCGGAATAGCAACTAAGGAGGATATTCATATGGACCATGGCTAATTCCCAT
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TCGAGARATTTATCAAAAAGAGTGTTGACTTCTCAGCGGATAACAATGATACTTAGATTCAATTGTG
AGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCAATTAAGCTAGCAAGAGGAGAAGTCGACATGGCCAACAT
AAGTTCACCATTCOGGCAAAACGAATGECTGOTTEAAGAGATETACCGCAAGTTCCGCCACTACCC
CTCCTCGGETCGATCCCAGCTGGCACGAGTTCCTGGT TGACTACAGCCCCGAACCCACCTCCCAACCA
GCTGCCGAACCAACCOGGOETTACCTCGCCACTCGTTGOCGAGCGGGCCGCTEGLGECCGLCCCGCAG
GCACCCCCCAAGLOEGUCGACACCELOLLOOCEOGAACGELGTEETCGLCECACTGELCELCAA
AACTGCCGTTCOOCCGOCAGCCGAAGGTEACGAGETAGCEETGTGCGCGGLECCGOCGLGGEL0GE
TCETCAACAACATGTCOGLGTOGTTGGAGGT ECCGACGGCCACCAGCGTCOGGECEGTCOCGGELCA
AGCTACTCATCGACAACCGGATCGTCATCAACAACCAGTTGAAGCGGACCCOCGOUGGCAAGATCT
CGTTCACGCATTIGCTGGGECTACGCCCTGGTGCAGGLGETEAAGAAATTCCCGAACATEGAACCEGEE
ACTACACCGAAGTCGACGGCAAGCCCACCGOGETCACGLCGGLECACACCAATCTCGGOCTGGLGA
TCGACCTGCAAGGCAAGGACGGGAAGCETTCCCTGGTGRTGGLCGGCATCAAGCGGTGCGAGALT
ATGCGATTCGCGCAGTTCETCACGGCCTACGAAGACATCETACGCCEGECCOGLGACGGCAAGLTS
ACCACTGAAGACTTTECCGGLETGACGATTTCGCTGACCAATCCCGGAACCATCGGCACCGTGCATT
COGTGOCGCEGLTGATECCOGELCAGEGCGCCATCATCGECGTGGECGCCATEGAATACCCCGEC
GAGTTTCAAGECGCCAGCGAGGAACGCATCGLCGAGCTOOGCATCEGCAAATTGATCACTTTGACT
TCCACCTACGACCACCGCATCATCCAGGGOGLGGAATCGGGLGACTTCCTGOGCACCATCCACGAGT
TGCTGCTCTCGGATGGCTTCTGGGACGAGGTCTTCCGCGAACTGAGCATOCCATATCTGOCGGTGLG
CTEGAGCACCGACAACCCCGACTCGATCGTCGACAAGAACGCTCGCGTCATGAACTTGATCGOGGEE
CTACCGCAACCGCGGCCATCTGATGECCCATACCGACCCGCTGCGGTTEEACAAAGCTCGGTTCCGE
AGTCACCCCGACCTCCAAGTGCTGACCCACGGLCTGACGLTGTGGGATCTCGATCGGGTGTTCAAG
GTCRACGGCTTTGOCGGTGOGCAGTACAAGAAACTGCGCGACGTGITGGGCTTGCTGCGLGATGLC
TACTGCCGCCACATCGGCGETGEAGTACGCCCATATCCTCGACCCCGAACAAAAGGAGTGGCTCEAA
CAACGGGTCGAGACCAAGCACGTCAAACCCACTGTGGCCCAACAGAAATACATCCTCAGCAAGCTC
AMCGCCGCCGAGGCCTTTGAAACGTTCCTACAGACCAAGTACGTCGGCCAGAAGCGGTTCTCGLTG
GAAGGCGLCGAAAGCGTGATCCCGATGATGGACGLGGLGATCGACCAGTGCGCTEAGCACGGOCT
COACGAGGTGATCATCOGGATGCCGCACCGGEaCGGITCAACGTGCTEGCCAACATCGTCGGCA
AGCCGTACTCGCAGATCTTCACCGAGTTCGAGGGCAACCTGAATCCOTCGCAGGCGCACGGLTCCG
GTGACGTCAAGTACCACCTGEGLGCCACCEEGLTETACCTGCAGATGTTCGGLGACAACGACATTC
AGGTETCGLTGACCGCCAACCCGTCGCATCTGGAGGLOGTCGACCCGETGLTGGAGGGATTGGTGE
GEGCCAAGCAGGATCTGLTCGACCACCGAAGCATCGACAGLGACGGLCAACGGRLGTTCTCGETG
GTGCCGCTGATGTIGCATEGOGATGCCGOGTTCGCCGATCAGOGTGTGGTCGCCEAGACGETGAAC
CTEGCGAATCTGCOGGGECTACCGCGTCOGCEGCACCATCCACATCATCGTCAACAACCAGATCGGLT
TCACCACCGCGCCCGAGTATTCCAGGTCCAGCGAGTACTGCACCGACGTCGCAAAGATGATCGEGEE
CACCGATCTTTCACGTCAACGECGACGACCCGLAGGLGTGTETCT GEETEECGCEGTTGELGGTEE
ACTTCCGACAACGGTTCAAGAAGGACGTCGTCATCGACATGCTGTGCTACCGCOGCCECGGGCACA
ACGAGGGTGACGACCCGTCGATGACCAACCCCTACATGTACGACGTCGTCGACACCAAGCGIGGEG
COCGCAARAGCTACACCGAAGCCCTGATCGGACGTGGLGACATCTCGATGAAG GAGGCCGAGGALC
GUGCTECECGACTACCAGGECCAGCTEGAACGEETETTCAACGAAGTEGLECEAGCTGGAGAAGCA
CEETETECAGCCOAGLGAGTCEETCCAGTCOEACCAGATGATTCCCGCGEGGLTGELCACTECGE
TEEACAAGTCGLTECTGECCCGGATOGGCGATGLGTTCCTCGLCTTECCEAACGGLTTCACCGCGLA,
CCCGCGAGTCCAACCGGTGCTGGAGAAGCGCCGGEAGATGGCCTATGAAGECAAGATCGACTGGE
COTTTEGCGAGCTECTEGLGCTGGEELTCGLTEGTGECCGAAGGCAAGCTGETGLGETTGTOGGEGL
AGGACAGCCGCOGCGGECACCTTCTCCCAGCGGCATTCGETTCTCATCEACCGCCACACTGGEGAGG
AGTTCACACCACTGCAGCTGCTEGCCACCAACTCCGACGGCAGCCOGACCGGLGGAAAGTTCLTGE
TCTACGACTCGCCACTGTCGGAGTACGCCGCOGTCGGCTTCGAGTACGGLTACACTGTEGGECAATCC
GGACGCCGTEGTGCTCTGGEAGGCGCAGTTCGGCGACTTCGTCAACEGCGCACAGTCGATCATCGA
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CGAGTTCATCAGCTCCGGTGAGGCCAAGTGGGGCCAATTGTCCAACGTCGTGCTGCTGTTACCGCAC
GGGCACGAGGGGCAGGGACCCGACCACACTTCTGCCCGGATCGAACGCTTCTTGCAGTTGTGGGLG
GAAGGTTCGATGACCATCGCGATGCCGTCGACTCCGTCGAACTACTTCCACCTGCTACGCCGGCATG
CCCTGGACGGCATCCAACGCCCGCTGATCGTGTTCACGCCCAAGTCGATGTTGCGTCACAAGGCCGC
CGTCAGCGAAATCAAGGACTTCACCGAGATCAAGTTCCGCTCAGTGCTGGAGGAACCCACCTATGA
GGACGGCATCGGAGACCGCAACAAGGTCAGCCGGATCCTGCTGACCAGTGGCAAGCTGTATTACGA
GCTGGCCGCCCGCAAGGCCAAGGACAACCGCAATGACCTCGCGATCGTGCGGCTTGAACAGCTCGC
CCCGCTGCCCAGGCGTCGACTGCGTGAAACGCTGGACCGCTACGAGAACGTCAAGGAGTTCTTCTG
GGTCCAAGAGGAACCGGCCAACCAGGGTGCGTGGCCGCGATTCGGGCTCGAACTACCCGAGCTGCT
GCCTGACAAGTTGGCCGGGATCAAGCGAATCTCGCGCCGGGLCGATGTCAGCCCCGTCGTCAGGCTC
GTCGAAGGTGCACGCCGTCGAACAGCAGGAGATCCTCGACGAGGCGTTCGGCTAATCTAGCAAGA
GGAGAAGTCGACATGAAGTTATTAAAATTGGCACCTGATGTTTATAAATTTGATACTGCAGAGGAGT
TTATGAAATACTTTAAGGTTGGAAAAGGTGACTTTATACTTACTAATGAATTTTTATATAAACCTTTCC
TTGAGAAATTCAATGATGGTGCAGATGCTGTATTTCAGGAGAAATATGGACTCGGTGAACCTTCTGA
TGAAATGATAAACAATATAATTAAGGATATTGGAGATAAACAATATAATAGAATTATTGCTGTAGGG
GGAGGATCTGTAATAGATATAGCCAAAATCCTCAGTCTTAAGTATACTGATGATTCATTGGATTTGTT
TGAGGGAAAAGTACCTCTTGTAAAAAACAAAGAATTAATTATAGTTCCAACTACATGTGGAACAGGT
TCAGAAGTTACAAATGTATCAGTTGCAGAATTAAAGAGAAGACATACTAAAAAAGGAATTGCTTCA
GACGAATTATATGCAACTTATGCAGTACTTGTACCAGAATTTATAAAAGGACTTCCATATAAGTTTTT
TGTAACCAGCTCCGTAGATGCCTTAATACATGCAACAGAAGCTTATGTATCTCCAAATGCAAATCCTT
ATACTGATATGTTTAGTGTAAAAGCTATGGAGTTAATTTTAAATGGATACATGCAAATGGTAGAGAA
AGGAAATGATTACAGAGTTGAAATAATTGAGGATTTTGTTATAGGCAGCAATTATGCAGGTATAGCT
TTTGGAAATGCAGGAGTGGGAGCGGTTCACGCACTCTCATATCCAATAGGCGGAAATTATCATGTGC
CTCATGGAGAAGCAAATTATCTGTTTTTTACAGAAATATTTAAAACTTATTATGAGAAAAATCCAAAT
GGCAAGATTAAAGATGTAAATAAACTATTAGCAGGCATACTAAAATGTGATGAAAGTGAAGCTTAT
GACAGTTTATCACAACTTTTAGATAAATTATTGTCAAGAAAACCATTAAGAGAATATGGAATGAAAG
AGGAAGAAATTGAAACTTTTGCTGATTCAGTAATAGAAGGACAGCAGAGACTGTTGGTAAACAATT
ATGAACCTTTTTCAAGAGAAGACATAGTAAACACATATAAAAAGTTATATTAATCTAGAAAGCTTCCT
AGAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTC
GGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGCCCTAGACCTA
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Sintesis de BDO a partir de glucosa en medio minimo
mediante cepa huésped con ruta aguas arriba integrada
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1 TCIGTATCAG GUTGARRATC TTCTCTCATC CRCCRARACA GCTTOGSCET TAAGRTGIGT GUTCAAE:AC GTAAGCOGTC GACTUTORID GTGCTGECEC
ABRCATAGTC CRACTTTTAG RAGRGAGTAE GOGETTTTCT CRMAGDCGCA ATTCTACGDS CGRGTICOTE CATTCGCAG CTCAGAGORS CACGACOGIG

£5ck w5 dal
1 AGGACACGET TACCACTCCT TTCTCTSTTG ATATICTGIT TSCCATTGAG Cﬂhﬁt‘@f'& G:GA.{:I'I"G: CTORAATAGT TTTTTAATCA ATATTTITIC
TOOTETGNIE ATGETGAGEA AAGREACAAD TATRAGRCGA ADGETAACTY GTTEEDGET COUTCAARDC GADCTTATCA AAAAATTAGT TATAARARAG

eark w/5' dal

piiH] TRAAGATGAC SCTGLCOGCE CGGCADSTCA GOTGCTTGCC CALCETCGG ATGGCATTAT CTATACTRCA ATGEGGCTSC GACATATCAC GCTSCCTGAD
ACTTCTACTG CGACGGEGC GOCOTMECAGT COACERACGS GDRR(AGGCC TACCETAATA GATATGATST TROCCCGADS CTSTATAGTE (GADGGACTH
cooh w5 del
N TCTCTGTATG STGARAATAT TGTATTAS0S AACTETUNGE COGATGACCE ASCGTTACCC AGTTATATCC CTGATCATTA CACTCCACAA TATGAATCRA
AEACACATRC CACTTTTATR ACATARDCGC TTGACACACC GOCTRACTGEG TCRCRATGES TURATATAGE GROTRCTAAT GTGACGTGETT ATACTIAGIT
osrl WS def
401 [CACAGCATTT GCTOGCAG0G GRCTATOGTC AACCCTTATE CTTCTGSCTA COGGARAGTG (GTTGACAAC AGHETATCGT (GACAGGGRAT TTAAGCAHL
GUGTCETAMA CERGOGOOGC COGATAZCAE TTGGCAATAC GAACACTGRT GECCTTTUAD GURRCTGTTG TUDCATAGCR GLUGTCOCTA RACTOGICOG
csck w5 del
&A1 CTGECGTCAT SCTORRNGAR ATCTAGCTAA COTEARACAR TTTOACATGO mcm 'I‘CF.TEFﬁ'M AEDGATCTOR {f.ﬂm"'l‘.[TAL"'" {'.BA'I‘GEECM
GACCGUACTA CERCCTROTC TAGROCSACT CCACTTTRTT ABRGTGTACC GTTGTCCACT ACTAGTGATG TGSCTAGAGC GTTCAAATGA GTTACGRSTG
caod w5 del
fai nam:u; SCRARCCANA TTTIGATETT CTHATATGTE GTARCCATCS COCACOITTT CGTGECITATC AGETTOTTCT GOUGARGHES CTACGRATCC
AMOTTTREC COTTTIGATCT AMARCTACRS GACTATACES CRTTCCTAGY GUCTOGEAAL CAQCGAZTAS TOUAAGARGY OLSCTTONCC (ATGOTIAGE
csok w/5' del
TiL CACAGGRTOT COCCOTARTS Eli"'I‘I'i'GiTi ATCTEGTTOR COTCCG3MAT CTGTTITTAC mﬂﬂﬂﬂﬂc CATARTTCAS CTTCCACATO ACATTATORG
GCOTCCTACA GLGGCATTAC COGREATTAT TAGACCAACC GIAGCTCGTA CRCRAANATE GUGGOGACTC GIGTTARSTC GAAGETOTAT TGTAATAGCC
cack wis' del
Bl GOGGGANGCT GUATTGCATA TTATTGAAGE TUGTCAAGCE GRANGASTGA COCGEATCCT TTGOCCGCTG TTEATCOGTT GTTCCRAOCTG ATATTATGIT
CECCCTTON CGTAACGTAT AATRACTTOC AGCACTTCCC COTTCTCACT GOGCCTRGES ARCGGGLEAC AMCTROGCAN CAAGGTGAONS TATAATACAA
PECH
i BACCCHSTAG CCAGRGTGCT CCATGTTGLA GUACAGCCAC TODCTGSGAG GUATAMNGOG ACAGTICCCE TTCTTCTGEC TGCGGEATAGA TTOGACTACT
TTGOCTCATC GRICTCACOA CETACAROST COTGICEETC ASSCACCCTY COTATTTOGC TETCARGSGS MMCANEACOS ACOCCTATCT AMSCTGRIGA
CE0A
1002 CATCACCGST TCOCCSTOST TAATARATAC TTUCACGGAT GATETATUGA TARATATCCT TAGGOUGAG! GTSTCACGCT GUOGGANGES ARTACTALGE
OTACTRGO0A REOBGCAGCR ATTATTTATG AAGCIGOITA CTACATAGCT ATTTATAGSA ATCCOSOTCS CATACTOCGA QOCOCTORCC TTATGRTSLC
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CACA
TAECOGTCTA AATTCTUOTG TOGGTARTAC CGCCACAAAA CARGTOGCTC AGATTGOTTA TUAATATACK GCCGCATTOC ABTGUOGRGS TOTAATLLGT
ATCGEAGAT TTAAGAGCAC ACCCATTATG GCGETGTTTT FTCAGIGAG TCTARCCAAT AGTTATATCT COGUETAAGE TUACGGCTCS ACATTAGACR
CaCA
ARTGTTOGED ATCACTOTIC TTCRGOGCCS ACTRCANCTG AATCTCAACT GUTTGOGCAT TTTCOTECAA ARCRTATTTA TTGCTGATTG THOGEGARGA
TTACAAGOCG TAGTGACRAG AAGTCRIGES TGACGTTGAC TTAGRGTTGA CGAMJGLGCA ARRGGACGTT TTGTATAMAT AACCRCTAMD ACGOCOOTCT
804
GRCAGATTIGA TGCTGITGRC GTAACGACTC AGCTTOSTGT ACCCEGOGTT GUAGARGTTT COCATTGCTC TOTGATAGCT CR0GIOOCAG COTCRATGIAS
CTETCTAACT ACCACGACOS CATIGITEM] TOGAAGCACA TEOCCCOCAA CATCTTUANY COSTAACGAC ASACTATORA GCGCRCOGTT OCAGTAQGTC

- -

C50A
CCTGCCCATC CTTCACGTTT TOAGGEIATT GGLEATTCCC ACATATCORT CCAGCOGATR ACAATACGCC GACCATCCTT COUTARARAG CTTTGTGATR
GRACGG0TAG GRAGTRCAAA ACTCUCGTAR CCOUTAAGEG TGTATAGOTA GGTOGGCTAT TRTTATGOGE CTGOTARGAR QUGATTTTTC GRAACADCAC
CSC3
CATARAAGTC ATGOCOOTTA TCAAGTTCAG TAAARTGCCC GEATTGTONA AARMGTUETC CTGGCGACCA CATTCCGEEET ATTACGOCAD TTTRAAMACS
GTATTTICAS TROGGGUAAT AGTICALGTC ATTITACGES CUTRACACOT TTITCAGCAL GACOGUTGET GT‘.,;;.'}D:CCA TAATCOGETG ARACTTTTON

- . - e fors

esth
KTTTCOGTAN CTGTATCOCT OGGCATTCAT TCOCTROGGG GAAXACATCA GATAATGETE ATCGLCAAGG CTGAAAAAGT CCGRACATTC CCACATATAG
TRRAGCCRTT GRCATAGGGA GOCGTANGTA AGGCACGCCC CTTTTGTAGT CTATTACGAC TASCOGTTCC GACTTTTTCA GRCCTGTAAG GETGTATATC

= B - =

csch
CTTTCACCCG CRTCRGCGIG GGCCAGTACG (GATCGARGG TCCATTCACS CARCGARACTG COGOGATAAA GCAGGATCTG CCCCCTGTTIG CCTEEATCIT
CRANITOREC GTAGTOOCA] (OGETTATEL BCTAGCTTCC AGGTAAGTOD (TTGCITGAC GECGCTATTT COTCCTAGAT (RGCACHAD GRACCTHAMA
cach
TOGCCC0GAC TACCATCCAS CRTGTGTORG CTTCACGCCA CACTTTAGGA TUGOGGAAGT GLATGATTCC TICTEGIGGR GTGACGATCR CACCCTGITT
ABTRGGOCTE ATRGTAGETG GTACACAGHC GAAGTECOST GTGAAATCCT ASCGCCTTCA (STACTRAE AMIACCACCT (ARTCCTAGT GTGRRACARL
CECA
{TORAAATGA ATACCATOCD GACTGETARS CAGACATTET ACTTCHOGAR TTRCATTGTC ATTACCTRECA COATCGASCC AZACCTOTCC GRIGTAGATA
GRECTTTACT TATRGETAGE CTRACCATOS GTCTGTAMA TERAGSCTT AAMCCTAGEAG TAATGEACHT GOTACCTONG TUTGLACKES CCACATCTAT
c&CR
AGTGAGAGER CACCATTGTC ATCRACAGCA CTACCTGAAA ARCACCCOTC TTTCTCATTR TOGTCTCCTC GOGCTAGCGC AATAGGCTCR TGCTGOCRGT
TCACTCTOCT GTEETAMCAG TAGCTETORT GATGGACTTY TTGTEZGCAS AMCAGTAAT AGCAGASGAC CGCCATOGCS TTATCOGRGT ACGACGGICA
cach
CEATCATATC GTOGCTGEIG GUATGTCONC AGTGUATICG COQCCAGTGT TCGCTCATCG GATGATGTTG ATARAACGOS TEATARDGAT COTTAAAICR
CCTASTATAS CREOGACCAC COTACAGGRET TCACSTAACD GOEEETCACK AGCRAGTARC CTACTADAAC TATTTTCOOC ACTATTGOTA GUAATTTSST

CECA
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CATCAGCO0G TYTEGATOST TCATOCACCC GOTAGGAGEE GUGASSTOAR AATCUGSATA GAARCTUTTR CCOCGGIGLT CATCAAGTTT TOCTAGRECS
CTAFTCOGRT ARACCTAGIA AGTARGTUG: COGTCCIC0S CGLTCCACTT TTACOCCTAT CTTTCACART CRCGCTATEA OTACTTCAAR ACGATUCCRC

Cack
TITIGCGDGE CATGIRATCS AGATTGUTEC ATTTTANTCR TCCTGGTTAR SCAATTTSC TOARTTETTA ACGTTAACTT TTATAAAMAT ARAGTECCIT
JARACOCEET GTANGTTAGD n-mmmn__ﬂmmm AGGECCRATT D2GTTTAAALC ACTTAACAAT TGUAATTGAA AATATTTTTA TTTCAGGEA
- m—y
CECA
ACTTTCATAA ATGOGATGAA TATCACRAAT GTTAALGTTA ACTATEA(ET TTTGIGATCG AATATGCATG TITTAGTAAA TCCATGACGA TTTTGGARA
TEAAAGTATT TACGCTACTT ATAGTGTTEA CRATTGCRAT TGATACTGCA ARACACTAGC TTATACSTAC AAAATCRITT AGOTACTGIT AMARCGCTIT

ABGAGOTTTA TCACTATRCE TAACTCAGRT GARTTIARGG BAMMAARTG TCAGDCAASE TATGGSTTTI AGEGGATGUG GTUGTAGRTC TCTTGLTAZA

TTCTCCANAT AGTEATACGT ATTGAGETUTA CTIAARTTOL CTTTTITTAC AGTCGGTITC ATACCCARAR TOOCCTACGC (AGCATUTAG AGAADGETCT
fus: Tl

ATCAGACGES CGCTTACTCD CTTGTCCTES CBGCGCGCCA GUTARCOTIC DGGTGEIAAT (GCCAGATTA CEUGHAACAN GTGRETTTAT AGSTORGEIC

TAGTCTGOUE GOG3ATGACT GRACAGGACT GUOGIGLOGT (CATIGARC GOCACCTTTA GOGGTCTAAT CUBCCTESTT (RCCCMAATA TOCAGLTCAC
o5k

(EGIATCATT CTTTTCGGTCT GTTRATGCRA ARRAQGCTGD TAACTGAGGD AGTCGATATC ADSTATCTEA ADCRAGATGE ATOGCAC0GS ACATCCACIE

QOCCTACTAG GAARACTACS CAATTACETT TCTTGOGAROS ATTGACTOCC TCAGCTATAG TGCATAGACT TCRTTUIACT TACUSTGAIC TGTAGGTGIC
csck

TECTTOIRA TCTRAACGAT CARGERGAAC GTICATTTAC GTTTATGRTC QGOCCCAGTG CURATCTTTT TTTAGRGACH ACAGACTTEC CCTGUTGECG

ADGAACAGCT AGACTTGCTR GTTCOCCTTG CRAGTAARTG CRRATACCAG ROGCGRTCAC GOCTRGARAR AAATCTCTGC TRICTGAMDG GEACRACCSEC
s T

ICATGECGRA TOOTTACATY TCTETTCAAT TGOGTISTCT GOOGARCCIT OGCGTACCRG CGCATTTACT GURTGADGS (GATCIGECA THODGGAGST

TETACCECTT ACCRATOTAS AGACAAGTTR ACGCAACRGR (OGCTOGGAL EOGCATGATC GOGTAARTER (RCTACTECC GUTAGGRICGT ACRECCTOCA
sk

TTTGTCARCT TOGATCCTAR TATTOGTEAA GRICTATGG AMGACGAGCA TTTGCTCOOSC TTIGTGTITED GRCRAGIGCT ACRACTGANG m'xtrﬂm«

ANACAATCSA AGCTAGRATT ATANFLACTT CTAGATALDG TTCTGCTOCT LARCGAGSOG ARCACARALG (OGTCOGTGA TOTTGACCGC CTACAGCAGT
i1

AGCTCTCGEA AOARGRATGS CGACTTATCH GTCGARAAAC ACAGRACCAT CAGGATATAT GUGCCCTGEC AAAAGHETAT GAGATCGCCA TGCTETIGET

TOGAEREICT TCTTCTTACT GUTRAATAGT CRCCTTITTS TCITTTEGCTA GTCCTATATA (GOGEEADIG TITTCTCATA CTCTAGIGET ACGACRACCA
{0 8

CACTAAAGET GUASARGAGE TCCTCOTCTG TTATOGAGER CAAGTTCACC ATTTIGITGC AATGICTGIC MATIGTOTLO ATAGCACGES qmmnr

CTGATTIOCA CGTCTTCOCT ACCATCARAC ASTASUICCT GTTCAAGTCG TARMRCGACC TTACRGACAC TTAACATARC TATOGTGLIC COGDOCTCEA
C5cE

GOGTTOGCTTC COGGATTACT (RCAGETCTG TCCTCTACGS GATTATCTAL AGNYGERARY GAAATGOGAC GRATTATCGA TCTCGCTCAR {GTTGOGRAL

DGCRAGCAAT GOCTCANTCA GTGTICAGAD AGEAGATEIT CTAATAGATG TETACTCTCT (TTTACGIIC CTTAATASCT AGAGDGNGTT COANRCGICIC

CEcE
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COCTTGIAGT ASGEIGARA GOGEIANTGN CRGOGITOOD ATSTOGACAY GAACTGRAAT ADTURAGRAGY ARACGCCSAA CTOGCTCTTA TCTCTRRATA
GOGAA00TCR TDRCOGCTTT COOOSTTACT GTOGCSACES TACAGCTETT CTTRACCTTA TCACTCTTCA TTTSCCGITT (ASOSAGAAT AGASATTTAT
csch
GEACGTCART TTTTTAADGA CREGCAGCTA amrasc.ﬁx TEARTATTOD ATTCACAALT GUGTACTATC GUTTTECATT CROTTACTCR TTIVICTTIT
CUTSCACTTA RAARATTOLT GTCCETCCAT mmr.m ACTTATANGS TAAGTCTTTA (B{ATGATAS CAARACGEIAG GTCAATGAST ARAGAGAAAL
csch

TTATTTOCTS GTOGCIGIGE TGETTRTTAT ACGCTATTIC GCTEAMAREA CATCTAGEGT TEACAOGEAC OEAMTTALGT ACACTTIATT COGTCRACTA

BATRAAGGAT CARCANCACT ACCASCAATA TGOEATAAMC DGACTTTOCT GTAGATONTA ACTGTOOCTO CUTTAATOCA TOTRAAATRAA GOCASTTOCT
csct

GTTTACCAGD ATTCTATTTA TBATGTTCTR. (GGCATOGTT CACGATAARC TCGRGICTGAA GRAACOGITC ATCTGETGTA TGASTTICRT (CTGGICTIG

CAAATGOTCS TAAGATAAAT ACTACARGAT GUOGTAGCAA STCCTATTTE AGDCAGACTT CTTTGOCEAG TRGACCACAT ACTCAAAGTA GGACTRGMAS
escl

ACCGRATOAT TIATGATITA CGTTTATGAR m:smcrc{ ANACCARTTT TTOTGTAGST (TRATTOTGS GEBCRCTATT TTTTORCTTS GGGTATCTES

TEEICTGECR ARTACTARAT GLAAATALTT GRCAATGACE TTTUGTTAAYL ARGRCATOCH GATTAAGECC CUOGMGATAA AARACTGAAC CUTATRGACC
pack

(E0ATGOGG TTIGCTTRAT AGCTTCAC(E ARRRARTGED ﬂﬂ:ﬂM"‘n‘ CATTICZHAT ATGGARCAGC GOGOGICTHG GEATTITTS GCTRTGCTAT

GUOCTAMGCD ARADGAACTA TOCAAGTGED TITTTTADCD DECTTTANAA GTARAGUTTA TACUTTCTOS (GOGIGGACT CITAGAASAL (GATACGATA
a1

TEECGOGTIC TTIGOCCGE(R TRTTTTTIAG TATCAGTOCC CATATCAACT TCTOOTTEST CTOGCTATTT GF0GCIGTAT TIATGATGAT CRACATEOGT

FOCEOECARS AAADSETOET ATARARARTC ATAGTOAGEG GTRTASTTGA AGRCCRRDCS GRGLGATAAR (UGLGACATA ARTACTACTA GTTETACGTA
cs5c8

TITRARGNTA AGGATCACCR GTGUGTAGIE GCAGRTGIGE GAGGGGRTAAL AMMRGAZEAT TTTATUGIAG TTECCAAGEA TCGAMCTIV T6EETTIITOR

AAATTTCTAT TCCTAGTEST CROGCATORC (GICTROGCC CTOCOCATTT TTTICICOTR ARATAGTSIC ARAAGTTCCT AGCTTTGAAG ACCTARRAGT
csch

TCATATTTAT ToTeoGcA0E TRSTCTTTOT ATARCATTTT TGATCRACAA CTTTITOCTS TOTTTTATTC AGUTTTATTC GAATCACADS ATGTAGGRAD

ASTATARATR ACACOOCTON ACCACAANGA TATTOTARAN ACTAGTTONT CAARARGOAD ACAARRTAAD TOUAAATAAG CTTAGTOTEC TACATCOTTC
(sCcd

GOGOCTOTAT GETTATCTCA ACTCATTOCA GOTGETACTY GAAGCGCTOT GCATRECGAT TATTOUTTTC TTTGTCAATD GHSTARGGIL ARARMATOCA

CEOGGACATA (CRATACAGT TOAGTAAGST (CRORTGAG CTTCGOGACA DETACCOLTR ATAAGGAAAG MAACACTTAG CCCATCCCRE TTTITTANGT
csck

TTACTTRIOS CRGTTGTCAT TRTGROGTIC CGTATCCTTT CCTGOROGTT GTTUSTTARD COUTGERETA TTICATTAGT GAAGTTGTTA CATGICATTR

ANTIAATAGT CTACACTA ATAOOGCAAC GOATREGRAN GHACGOGUGA TAAGCAATTG GEGADITAAT AAAGTAATCA CTTCARCART OTADGOTAAC
ceol

FOETTOCACT TIGTGTCRTA TCOGTCTTCA AATACREOCT MAAL"‘IT AATAAGIGOC TETCOTCRAC GATCTTTCTG ATTGATITIC ARATTGUCAS

TOCAAGOTGA ARCACACTAT AGRCAGRAGT TTATGTCGCA [CGTTTGARR CTATICAOGG ACAGCAGITG (TARGAAAGAT TAADCARAAS TTTAACGGIC
iz
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4501 TTCGCTTGEG ATTGTGCTGC TITCAACGCC GACTGGGATA CTCTTTGACC ACGCAGGCTA CCAGACAGTT TTCTTCGCAA TTTCGGGTAT TGT{TGCCTG

AAGCGAACCC TARCACGACG AARGTTGUGG CTGACCCTAT GAGARACTGC TGCGTCCGAT GOTCTGTCAA ARGARGUGTT AAAGCCCATA ACAGRCGGAC
CscB

4701 ATGTTGCTAT TTGGCATTTT CTTCTTGAGT ARAARACGCG AGCARATAGT TATGGARACG CCTGTACCTT CAGCRATATA GRCGTARACT TTTTCCGSTT
TACARCGATA AACCOTAARA GAAGAACTCA TTTTTTGCGC TCGTTTATCA ATACCTTTGC GGACATGGAA GITCTTATAT CTGCATITGA ARAAGGCCAA

4801 GITGTCGATA GCTCTATATC CCTCAACCGG AAAATAATAA TAGTAARATG CTTAGCCCTG CTAATAATCG CCTAATCTAA ACGCCTCATT CATGTTCTEG
(AMCAGCTAT CGRGATATAG GGAGTTGGCC TTTTATTATT ATCATTTTAC GRATCGGGAC GATTATTAGC GGATTAGGTT TGUGGAGTAA GTACAAGACC

4301 TACAGTCGCT CARATSTACT TCAGATGCCGC GGTTCGCTGA TTTCCAGGAC ATTGICGTCA TTCAGTGACC TGTCCCGTGT ATCACGGTCC TGOGAATTCA
ATGTCAGCER GTTTACATGA AGTCTACGCG CCAAGUGACT AMAGGICCTG TAACAGIAGT AAGTCACTGG ACAGGGCACA TAGTGUCAGG ACGCTTAAST

5001 TCRAGGARTG CATTGCGGAG TGAAGTATCG AGTCACGCCA TATTTCGTCA CCCGRAGATG ABTTTIGAGA TATTAAGGCA GGICGACTTIC ACTCR(A
AGTTCCTTAC GTRACGCCTC ACTTCATAGC TCAGTGCGGT ATAAAGUAGT GGGCTTCTAC TCARRACTCT ATAATTCCGT CCACTGARAG TGAGTGT

PRM ANTISENTIDO
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