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DESCRIPCION
Células huésped recombinantes para la producciéon de malonato

Antecedentes de la invencion

Los problemas econémicos y ambientales a largo plazo asociados con la industria petroquimica han proporcionado
el impulso para una mayor investigacion. desarrollo y comercializacion de procedimientos para la conversion de
materias primas de carbono en productos quimicos que puedan reemplazar a los derivados de materias primas del
petréleo. Uno de los enfoques es el desarrollo de procedimientos de biorrefino para convertir materias primas
renovables en productos que puedan reemplazar a los productos quimicos derivados del petréleo. Dos objetivos
comunes para mejorar un procedimiento de biorrefino incluyen lograr un menor coste de produccion y reducir las
emisiones de diéxido de carbono.

Actualmente se produce acido propanodioico ("malonato”, n.° CAS 141-82-2) a partir de productos a partir de
materias primas no renovables del petréleo. La monoesterificacién o la diesterificacion de uno o ambos restos de
acido carboxilico de malonato con un alcohol (por ejemplo, metanol o etanol) produce los malonatos de monoalquilo
y dialquilo, respectivamente. La 2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona ("acido de Meldrum" N.° CAS 2033-24-1) se
produce a partir de malonato usando acetona en anhidrido acético o acetato de isopropenilo en acido.

La sintesis quimica es actualmente la ruta preferente para la sintesis de compuestos de malonato y derivados de
malonato. Por ejemplo, los malonatos de dialquilo se producen a través de un procedimiento de cianuro de
hidrégeno o mondxido de carbono. En el procedimiento del cianuro de hidrégeno, el cianuro de sodio reacciona con
cloroacetato de sodio a temperaturas elevadas para producir cianoacetato de sodio, que posteriormente se hace
reaccionar con una mezcla de alcohol/acido mineral para producir el malonato de dialquilo. Hildbrand y col., notifican
rendimientos del 75-85 % (véase "Malonic acid and Derivatives" en: Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry,
Wiley-VCH, Weinheim, Nueva York (2002)). En el procedimiento de monoxido de carbono, los malonatos de dialquilo
(también denominados en el presente documento malonatos de diéster) se producen a través de una
alcoxicarbonilacion catalizada con cobalto de cloroacetatos con monéxido de carbono en presencia de un alcohol a
temperaturas y presiones elevadas.

Por otro lado, El documento US 2010/0323418 desvela organismos microbianos para la produccion de isopropanol,
El n-butanol y el isobutanol tienen una enzima de la ruta del isopropanol. Ademas, S. Lee y col., Biotech and
Bioprocess Engineering 16:706-713 (2011) desvelan la mejora de la biosintesis de acidos grasos mediante E. coli
recombinante modificada por ingenieria, S.-H. Lee y col., Appl Microbiol Biotechnol 79: 633-641 (2008) desvelan la
biosintesis de acido (S)-3-hidroxibutirico en E. coli disefiada por ingenieria metabdlica, y C. Oefner y col., Acta Cryst.
D62:613-618 (2006) desvelan la proteina transacilasa transportadora malonil-CoA-acil transacilasa (FabD) de E. col,
que es una enzima clave en la ruta bacteriana de la biosintesis de los acidos grasos.

La rutas de produccién basadas en productos petroquimicos existentes para el malonato y los compuestos derivados
del malonato tienen un rendimiento bao, producen dafios ambientales, dependen de materias primas no renovables
y requieren un tratamiento costoso de las aguas residuales y los gases de escape. Por lo tanto, sigue habiendo una
necesidad de procedimientos y materiales para la conversidon biocatalitica de materias primas renovables en
malonato, la purificacion del malonato biosintético y la posterior preparacion de productos quimicos y productos
derivados.

Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona células huésped recombinantes, procedimientos para la produccién bioldgica de
malonato y procedimientos para convertir el malonato en otros productos quimicos de importancia industrial, en
particular acrilatos.

En un primer aspecto, la invencién proporciona células huésped recombinantes que comprenden un acido nucleico
heterdlogo que codifica una acil-CoA hidrolasa que cataliza la conversion de malonil-CoA en acido maldnico, como
se ilustra en el presente documento:

»
HO CoA Malonil-CoA Hidrolasa HO OH

Malonil-CoA Acido maldnico

Estas células huésped recombinantes producen mas malonato que las células homodlogas que no comprenden dicha
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hidrolasa heterdloga. En varias realizaciones, las células huésped pueden producir al menos 10 g/l de malonato en
condiciones de fermentacion apropiadas y, en diversas realizaciones, los niveles de produccién pueden ser tan altos
como de 50 g/l hasta 100 g/l o mas. El acido nucleico heterdlogo codifica una célula huésped recombinante que
comprende una malonil-CoA hidrolasa heterdloga, en la que dicha malonil-CoA hidrolasa heteréloga se selecciona
de: (a) SEQ ID No: 46, 49, 51 y 52, en las que Xaa se seleccionade A, D, R, H, K, S, T, N, Qe Y; (b) SEQ ID No: 45,
48 y 50, en las que Xaa se seleccionade A,D, R, H,K, S, T, N, Qe Y; y(c) SEQID No. 47, en la que Xaa es S. En
algunas realizaciones, la célula huésped es una célula de levadura. En otras realizaciones, la célula huésped es una
célula bacteriana.

Por lo tanto, en diversas realizaciones, los acidos nucleicos heterélogos codifican una forma de tipo salvaje o mutada
de una acil-CoA hidrolasa. Los ejemplos de acil-CoA hidrolasas codificadas por los acidos nucleicos adecuados para
la hidrdlisis de malonil-CoA incluyen enzimas modificadas y de tipo salvaje seleccionadas del grupo que consiste en
3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.4), 3-hidroxipropionil-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.4), acetoacetil-CoA
hidrolasas (EC 3.1.2.11), metilmalonil-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.17), propionil-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.18), succinil-
CoA hidrolasas (EC 3.1.2.3) y malonil-CoA: transacilasas de ACP (EC 2.3.1.39) mutadas como se indica en el
presente documento que tienen actividad malonil-CoA hidrolasa.

La malonil-CoA hidrolasa puede ser un mutante de una 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.4). Las 3-
hidroxiisobutiril-CoA hidrolasas adecuadas pueden obtenerse tanto de eucariotas como de procariotas, incluyendo
organismos tanto grampositivos como gramnegativos. En varias realizaciones, la 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasa se
obtiene de una cepa de levadura, una especie de Bacillus y una especie de Pseudomonas.

La malonil-CoA hidrolasa puede ser una malonil-CoA: transacilasa ACP (EC 2.3.1.39) mutada como se indica en el
presente documento para que tenga actividad malonil-CoA hidrolasa, codificada por un procariota. En varias
realizaciones, el procariota es una bacteria gramnegativa. En diversas realizaciones de la invencion, la bacteria
gramnegativa es una Escherichia.

En otras realizaciones, la célula huésped es una célula bacteriana. En varias realizaciones, la célula huésped es una
célula bacteriana seleccionada del grupo que consiste en Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Escherichia,
Pseudomonas y Streptomyces. En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula de E. coli.

De manera general, las células huésped recombinantes de la invencion se han modificado genéticamente para
mejorar el rendimiento de malonato, el titulo y/o la productividad. En varias realizaciones, las células huésped se han
modificado para aumentar la biosintesis de malonato a través de una o mas modificaciones de la célula huésped
seleccionadas del grupo que consiste en modificaciones que dan como resultado un aumento de la biosintesis de
acetil-CoA, un aumento de la biosintesis de malonil-CoA, una disminucién de la utilizacion de malonil-CoA., una
disminucion del catabolismo de malonato, un aumento de la secrecion de malonato en el caldo de fermentacién, un
aumento de la tolerancia de la célula huésped al malonato en el caldo de fermentacion y/o un aumento del
catabolismo de la célula huésped de las fuentes de carbono (por ejemplo, acetato, alginato, etanol, acidos grasos,
biomasa lignocelulésica, metanol, azicares pentosas y gas de sintesis).

En un segundo aspecto, la invencién proporciona procedimientos para producir malonato en una célula huésped
recombinante que comprende una malonil-CoA hidrolasa heteréloga como se ha definido anteriormente, cuyos
procedimientos comprenden cultivar la célula huésped recombinante en caldo de fermentacién en condiciones que le
permitan producir malonato. La célula huésped ha sido disefiada para expresar mas o menos una enzima endégena
que da como resultado la produccién de mas malonato que una célula correspondiente que no ha sido disefiada por
ingenieria genética. Por lo tanto, el procedimiento comprende cultivar una célula huésped recombinante que expresa
una enzima heterdloga (extrafia o no nativa) que da como resultado el aumento de la produccion de malonato. La
célula huésped usada en el procedimiento comprende uno o mas vectores de expresidon que comprenden enzimas
malonil-CoA hidrolasas heterélogas. En algunas realizaciones de estos procedimientos, el caldo de fermentacion se
complementa con fuentes de carbono que promueven la produccién de malonato y se selecciona del grupo que
consiste en celodextrinas, 5 azlcares de carbono, 6 azlcares de carbono, didéxido de carbono, etanol, metanol,
glicerol, acetato y/o acidos grasos.

En un tercer aspecto, la invenciéon proporciona procedimientos para fabricar compuestos de acrilato derivados de
malonato; dicho procedimiento comprende cultivar una célula huésped que comprende una malonil-CoA hidrolasa
heteréloga como se ha definido anteriormente, y hacer reaccionar malonato con paraformaldehido para producir el
compuesto de acrilato. En particular, un acrilato se sintetiza a partir de malonato o acido malénico. En otras
realizaciones, el acrilato se sintetiza a partir de monoésteres o diésteres de malonato.

Estos y otros aspectos y realizaciones de la invencion se ilustran en los dibujos adjuntos y se describen con mas
detalle a continuacion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra una curva de dosis-respuesta para un biosensor de malonato de E. coli MdcY de la invencion
que utiliza el promotor Pmgc. El eje X es la concentracion de malonato exdgeno afiadido al caldo de
fermentacion; el eje Y es la densidad del cultivo celular (DOggo) después de 12 horas de crecimiento en medio
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con 25 ug/ml de tetraciclina. E. coli transformada con EL plasmido S14, que comprende un factor de transcripcion
MdcY y un gen tetA bajo el control de un promotor Pugc, produjo la proteina TetA de resistencia a la tetraciclina
tras la adicion exdgena de malonato. El biosensor mostré incrementos dependientes de malonato en la
resistencia a la tetraciclina, medidos mediante el aumento de la DOggo con el aumento DE la concentracion de
malonato afiadido exdgenamente como se describe con detalle adicional en el Ejemplo 21.

La figura 2 es un trazado del cromatograma de HPLC que muestra la separacion y deteccion de la produccion de
acido acrilico a partir de malonato de acuerdo con los procedimientos de la invencidon como se describe en el
Ejemplo 28. El eje X muestra la elucion del acido acrilico en aproximadamente 17,5 minutos y el eje Y muestra
unidades arbitrarias derivadas de la deteccion de acido acrilico a través de un detector de UV que controla a 210
nm. El acido acrilico producido a partir de malonato de acuerdo con los procedimientos de la invencién (linea
discontinua) exhibié el mismo tiempo de retencion que un patron de acido acrilico auténtico (linea continua).

Descripcién detallada de la invenciéon

La presente invencion proporciona células huésped recombinantes, procedimientos para la produccién bioldgica de
malonato y la conversion sintética de malonato en productos quimicos de importancia industrial.

Aunque la presente invencion se describe en el presente documento con referencia a aspectos y realizaciones
especificas de la misma, los expertos en la técnica reconoceran que pueden realizarse diversos cambios y pueden
sustituirse equivalentes sin apartarse de la invencién. La presente invencién no se limita a acidos nucleicos
particulares, vectores de expresion, enzimas, microorganismos huésped o procedimientos, ya que pueden variar. La
terminologia utilizada en el presente documento tiene la finalidad de describir solo aspectos y realizaciones
particulares, y no debe interpretarse como limitante. Ademas, se pueden hacer muchas modificaciones para adaptar
una situacién particular, material, composiciéon de la materia, procedimiento, etapa o etapas del procedimiento, de
acuerdo con la invencién. Todas estas modificaciones estan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Seccion 1: Definiciones

A lo largo de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones que siguen, se hara referencia a una serie de
términos que se definiran para que tengan los siguientes significados.

Como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "una/uno", y
"el" o "la", incluyen referencias en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por lo tanto, por
ejemplo, la referencia a un "vector de expresion” incluye un solo vector de expresion, asi como una pluralidad de
vectores de expresion, ya sea el mismo (por ejemplo, el mismo operdn) o diferente; la referencia a "célula" incluye
una sola célula asi como una pluralidad de células; y similares.

Los aminoacidos en una secuencia codificante de proteinas se identifican en el presente documento mediante las
siguientes abreviaturas y simbolos. Los aminoacidos especificos se identifican con una abreviatura de una sola letra,
del modo siguiente: A es alanina, R es arginina, N es asparagina, D es acido aspartico, C es cisteina, Q es
glutamina, E es acido glutamico, G es glicina, H es histidina, L es leucina, | es isoleucina, K es lisina, M es metionina,
F es fenilalanina, P es prolina, S es serina, T es treonina, W es triptéfano, Y es tirosina y V es valina. Un guion (-) en
una secuencia consenso indica que no hay aminoacidos en la posicidon especificada. Un signo mas (+) en una
secuencia consenso indica que cualquier aminoacido puede estar presente en la posiciéon especificada. Por lo tanto,
una ventaja en una secuencia consenso en el presente documento indica una posicion en la que el aminoacido
generalmente no esta conservado; una secuencia enzimatica homodloga, cuando se alinea con la secuencia
consenso, puede tener cualquier aminoacido en la posiciéon "+" indicada. En las posiciones en una secuencia
consenso en las que uno de un subconjunto de aminoacidos puede estar presente, se usan las abreviaturas
siguientes: B representa que uno de los aminoacidos R, K o H esta presente en la posicion indicada; J representa
que uno de los aminoacidos D o E esta presente en la posiciéon indicada; O representa que uno de los aminoacidos |,
L o V esta presente en la posicion indicada; U representa que uno de los aminoacidos S o T esta presente en la
posicion indicada; y X1 representa que uno de los aminoacidos A, D, R, H, K, S, T, N, Qo Y (o un subconjunto de
esos aminoacidos) esta presente en la posicion indicada. Subconjuntos ilustrativos de Xy, incluyen X4, es A, D, K, S,
T,NoYyXiesSoN. Los aminoacidos especificos en una secuencia codificante de proteinas se identifican por su
respectiva abreviatura de una sola letra seguida de la posicion del aminoacido en la secuencia codificante de
proteinas, en la que 1 corresponde al aminoacido (tipicamente metionina) en el extremo N de la proteina. Por
ejemplo, E124 en EHD3 natural de S. cerevisiae tipo natural se refiere al acido glutamico en la posicion 124 de la
metionina en N-terminal EHD3 (es decir, M1). Las sustituciones de aminoacidos (es decir, mutaciones puntuales) se
indican identificando el aminoacido mutado (es decir, progenie) después del codigo de una sola letra y el niumero en
la secuencia codificante de la proteina parental; por ejemplo, E124A en EHD3 de S. cerevisiae se refiere a la
sustitucién de alanina por acido glutamico en la posicién 124 en la secuencia codificante de la proteina EHD3. La
mutacion también se puede identificar entre paréntesis, por ejemplo EHD3 (E124A). Las mutaciones puntuales
multiples en la secuencia de codificacion de proteinas estan separadas por una barra invertida (/); por ejemplo,
EHD3 E124A/Y125A indica que las mutaciones E124A y Y125A estan presentes en la secuencia de codificacion de
la proteina EHD3. El niumero de mutaciones introducidas en algunos ejemplos se ha anotado con un guioén seguido
del nimero de mutaciones, antes de la identificacién entre paréntesis de la mutacion (por ejemplo, ASW8H3-1
(E95Q)). Las ID de Uniprot con y sin el guién y el nimero se usan indistintamente en el presente documento (es
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decir, ASBW8H3-1 (E95Q) = ASW8H3 (E95Q)).

Como se utiliza en el presente documento, el término "expresa", cuando se usa en relaciéon con un acido nucleico
que codifica una enzima o una enzima en si misma en una célula, significa que la enzima, que puede ser una
enzima enddgena o exdgena (heterdloga), se produce en la célula. El término "sobreexpresa”, en estos contextos,
significa que la enzima se produce a un nivel mas alto, es decir, los niveles de la enzima estan aumentados, en
comparacion con el tipo salvaje, en el caso de una enzima enddgena. Los expertos en la técnica aprecian que la
sobreexpresion de una enzima se puede lograr aumentando la resistencia o cambiando el tipo de promotor utilizado
para dirigir la expresion de una secuencia de codificacion, aumentando la fuerza del sitio de unién al ribosoma o
secuencia Kozak, aumentando la estabilidad de la transcripcion del ARNm, alterando el uso de codones y
aumentando la estabilidad de la enzima.

Los términos "vector de expresion” o "vector” se refieren a un acido nucleico y/o una composicion que comprende un
acido nucleico que puede introducirse en una célula huésped, por ejemplo, mediante transduccion, transformacion, o
infeccion, de tal manera que la célula produce ("expresa") acidos nucleicos y/o proteinas distintas de las nativas de
la célula, o de una manera no nativa de la célula, que estan contenidas en o codificadas por el acido nucleico asi
introducido. Por lo tanto, un "vector de expresion" contiene acidos nucleicos (generalmente ADN) para su expresion
por la célula huésped. Opcionalmente, el vector de expresion puede estar contenido en materiales para ayudar a
lograr la entrada del acido nucleico en la célula huésped, tales como los materiales asociados con recubrimientos de
virus, liposomas o proteinas. Los vectores de expresion adecuados para su uso en diversos aspectos y realizaciones
de la presente invencion incluyen aquellos en los que una secuencia de acido nucleico puede ser, o se ha insertado,
junto con cualquier elemento operacional preferente o requerido. Por lo tanto, un vector de expresion se puede
transferir a una célula huésped y, de forma tipica, replicar en el mismo (aunque, también se puede emplear, en
algunas realizaciones, vectores no replicables que proporcionan una expresion "transitoria"). En algunas
realizaciones, se usa un vector de expresion que se integra en el ADN del cromosoma, mitocondrial o del plastido.
En otras realizaciones, se usa un vector de expresion que se replica de forma extracromosémica. Los vectores de
expresion tipicos incluyen plasmidos y los vectores de expresion tipicamente contienen los elementos operativos
requeridos para la transcripcion de un acido nucleico en el vector. Tales plasmidos, asi como otros vectores de
expresion, se describen en el presente documento o son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Los términos "fermento”, "fermentativo" y "fermentaciéon” se usan en el presente documento para describir el cultivo
de microbios en condiciones para producir productos quimicos utiles, incluyendo, pero sin limitaciones, condiciones
bajo las cuales el crecimiento microbiano, ya sea aerdbico o anaerdbico, se produce.

El término "heterdlogo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un material que no es nativo de una
célula. Por ejemplo, un acido nucleico es heterélogo de una célula y también lo es un "acido nucleico heterélogo" con
respecto a esa célula, si al menos uno de los siguientes es verdadero: (a) el acido nucleico no se encuentra de forma
natural en esa célula (es decir, es un acido nucleico "exégeno"); (b) el acido nucleico se encuentra de forma natural
en una célula huésped dada (es decir, es "enddégeno para"), pero el acido nucleico o el ARN o proteina resultante de
la transcripcion y traduccion de este acido nucleico se produce o esta presente en la célula huésped en una cantidad
no natural (por ejemplo, mayor o menor que la presente de forma natural); (c) el acido nucleico comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica una proteina endoégena de una célula huésped pero difiere en la secuencia de
la secuencia de nucleétidos enddgena que codifica esa misma proteina (que tiene la misma o sustancialmente la
misma secuencia de aminoacidos), que normalmente da lugar a la produccion de la proteina en mayor cantidad en la
célula o, en el caso de una enzima, produce una version mutante que posee actividad alterada (por ejemplo, mayor o
menor o diferente); y/o (d) el acido nucleico comprende dos o mas secuencias de nucleétidos que no se encuentran
en la misma relacién entre si en la célula. Como otro ejemplo, una proteina es heterdloga de una célula huésped si
se produce por traduccién del ARN o el ARN correspondiente se produce por transcripcion de un acido nucleico
heterdlogo; una proteina también es heterdloga de una célula huésped si es una versidon mutada de una proteina
enddgena y la mutacion se introdujo por ingenieria genética.

Los términos "célula huésped" y "microorganismo huésped" se usan de manera intercambiable en el presente
documento para hacer referencia a una célula viva que puede ser (o0 ha sido) transformada a través de la insercion
de un vector de expresion. Un microorganismo o célula huésped como se describe en el presente documento puede
ser una célula procariota (por ejemplo, un microorganismo del reino Eubacteria) o una célula eucariota. Como
apreciaran los expertos en la técnica, una célula procariota carece de un nucleo unido a la membrana, mientras que
una célula eucariota tiene un nucleo unido a la membrana.

Los términos "aislado" o "puro" se refieren a material que esta sustancialmente, por ejemplo, superior al 50 % o
superior al 75 %, o esencialmente, por ejemplo, superior al 90 %, 95 %, 98 % o 99 %, libre de componentes que
normalmente lo acompafan en su estado nativo, por ejemplo, el estado en el que se encuentra de forma natural o el
estado en el que existe cuando se produce por primera vez.

Un acido carboxilico como se describe en el presente documento puede ser una sal, acido, base o derivado
dependiendo de la estructura, el pH y los iones presentes. Los términos "malonato” y "acido malénico” se usan
indistintamente en el presente documento. El acido malénico también se llama acido propanodioico (C3H4O4; N.°
CAS 141-82-2).
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El término "compuestos derivados de malonato”, como se usa en el presente documento, se refiere a los ésteres de
malonato de mono-alquilo, incluidos, por ejemplo y sin limitacién, malonato de monometilo (también conocido como
malonato de monometilo, n.° CAS 16695-14-0), malonato de monoetilo (también conocido como malonato de
monoetilo, n.° CAS 1071-46-1), malonato de mono propilo, malonato de mono-butilo, malonato de mono-terc-butilo
(n.° CAS 40052-13-9), y similares; ésteres de malonato de dialquilo, por ejemplo y sin limitacion, malonato de
dimetilo (n.° CAS 108-59-8), malonato de dietilo (n.° CAS 105-53-3), malonato de dipropilo (n.° CAS 1117-19-7),
malonato de dibutilo (n.° CAS 1190-39-2), y similares, y acido de Meldrum (n.° CAS 2033-24-1). Los compuestos
derivados de malonato pueden producirse sintéticamente a partir de malonato y son en si mismos compuestos
valiosos pero también son sustratos Utiles en la sintesis quimica de una serie de otros compuestos valiosos.

Como se utiliza en el presente documento, el término "acido nucleico" y sus variaciones seran genéricos para los
polidesoxirribonucleétidos (que contienen 2-desoxi-D-ribosa) y los polirribonucleétidos (que contienen D-ribosa).
"Acido nucleico" también puede hacer referencia a cualquier otro tipo de polinucleétido que sea un N-glucésido de
una base de purina o pirimidina, y a otros polimeros que contienen esqueletos no nucleotidicos, siempre que los
polimeros contengan bases nucleotidicas en una configuracion que permita el apareamiento de bases y el
apilamiento de bases, como se encuentra en el ADN y el ARN. Como se utiliza en el presente documento, los
simbolos para nucledtidos y polinucledtidos son aquellos recomendados por la Comision de Nomenclatura
Bioquimica IUPAC (Biochem. 9:4022, 1970). Un "acido nucleico" también se puede referir en el presente documento
con respecto a su secuencia, el orden en que se producen diferentes nucleétidos en el acido nucleico, como la
secuencia de nucledtidos en un acido nucleico define tipicamente su actividad bioldgica, por ejemplo, como en la
secuencia de una region de codificacion, el acido nucleico en un gen compuesto por un promotor y una region
codificante, que codifica el producto de un gen, que puede ser un ARN, por ejemplo, un ARNr, ARNt o ARNm, o una
proteina (cuando un gen codifica una proteina, tanto el ARNm como la proteina son "productos génicos" de ese

gen).

La expresion "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional entre una secuencia de control de expresion de
acido nucleico (tal como un promotor, un sitio de union al ribosoma y un terminador de transcripcion) y una segunda
secuencia de acido nucleico, la secuencia de codificacion o region de codificacion, en la que la secuencia de control
de la expresion dirige o regula de otro modo la transcripcion y/o traduccién de la secuencia de codificacion.

Los términos "opcional" u "opcionalmente", como se usan en el presente documento, significan que la caracteristica
o estructura descrita posteriormente puede o no estar presente, o que el acontecimiento o circunstancia descrita
posteriormente puede producirse o no, y que la descripcion incluye casos en los que la caracteristica o estructura en
particular esta presente y casos en los que la caracteristica o estructura estd ausente, o casos en los que el
acontecimiento o circunstancia se produce y casos en los que no.

Como se utiliza en el presente documento, "recombinante” se refiere a la alteracion del material genético por
intervencion humana. Habitualmente, recombinante se refiere a la manipulacion de ADN o ARN en una célula o virus
o vector de expresion mediante procedimientos de biologia molecular (tecnologia de ADN recombinante), incluyendo
la clonacion y la recombinacion. Recombinante también puede hacer referencia a la manipulacion de ADN o ARN en
una célula o virus mediante mutagénesis aleatoria o dirigida. Una célula o acido nucleico "recombinante” se puede
describir tipicamente con referencia a cémo se diferencia de un homodlogoe natural (el "tipo salvaje"). Ademas, se
entiende que cualquier referencia a una célula o acido nucleico que haya sido "modificado por ingenieria" o
"modificado" y las variaciones de esos términos hace referencia a una célula o acido nucleico recombinante.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "biosensor del factor de transcripcion" se refiere a un
sistema para detectar una sustancia, por ejemplo, malonato, activando la expresion de un gen "marcador" o
"indicador" en el que la expresion del gen indicador estda mediada por un factor de transcripcion que es capaz de
unirse a un promotor y activar la transcripcion al unirse a esa sustancia, por ejemplo, malonato. Por ejemplo, el
malonato se puede unir a un factor de transcripcion (por ejemplo, MdcY) y activar la transcripcion a partir de un
promotor (por ejemplo, Puqc). Un "factor de transcripcion de malonato” es un factor de transcripcion que, cuando
esta unido al malonato, puede activar un promotor. Por lo tanto, MdcY es un factor de transcripcién de malonato.

Los términos "transducir”", "transformar”, "transfectar", y variaciones de los mismos, como se usa en el presente
documento, se refieren a la introduccién de uno o mas acidos nucleicos en una célula. A efectos practicos, la célula
debe mantener o replicar de manera estable durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que la funcién o
funciones o producto o productos que codifica se expresen para que la célula se denomine "transducida",
"transformada” o "transfectada". Como apreciaran los expertos en la técnica, el mantenimiento o la replicacion
estable de un acido nucleico puede tener lugar mediante la incorporacién de la secuencia de acidos nucleicos en el
ADN cromosomico celular, por ejemplo, el genoma, como se produce por integraciéon cromosémica, o por replicacion
extracromosomica, como se produce con un plasmido de replicacion libre. Un virus se puede mantener o replicar de
forma estable cuando es "infeccioso": cuando transduce un microorganismo huésped, se replica y (sin el beneficio
de ningun virus o vector complementario) propaga vectores de expresion de la progenie, por ejemplo, virus, del
mismo tipo que el vector de expresion de transduccién original a otros microorganismos, en el que los vectores de
expresion de la progenie poseen la misma capacidad de reproducirse.
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Seccion 2: Enzimas malonil-CoA hidrolasa

De acuerdo con un aspecto de la invencion, el malonato se produce a través de la accion de una malonil-CoA
hidrolasa que cataliza la conversion de malonil-CoA en malonato. Hasta la fecha, no se ha identificado ningiin gen
de la malonil-CoA hidrolasa de tipo salvaje, aunque la presencia de una pequefia cantidad de malonato en los
medios de fermentacion de cepas no disefiadas por ingenieria indica que puede existir una enzima de tipo salvaje
con esta actividad. La presente invencion proporciona varios genes que son homélogos a los genes de tipo salvaje
que se han mutado para conferir actividad malonil-CoA hidrolasa. La célula huésped que produce la malonil-CoA
hidrolasa es una célula huésped recombinante; en muchas realizaciones, la célula huésped ha sido modificada
genéticamente para comprender acido o acidos nucleicos que codifican la enzima o enzimas malonil-CoA hidrolasa
que catalizan la hidrolisis de malonil-CoA en malonato. En algunas realizaciones, la célula huésped recombinante es
un eucariota. En varias realizaciones, el eucariota es una cepa de levadura seleccionada de los géneros de ejemplo
no limitantes: Candida, Cryptococcus, Hansenula, Issatchenkia, Kluyveromyces, Komagataella, Lipomyces, Pichia,
Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces o Yarrowia. Los expertos en la materia reconoceran que estos
géneros abarcan ampliamente levaduras, incluyendo las que se distinguen como levadura oleaginosa. En algunas
realizaciones, la célula huésped es Saccharomyces cerevisiae. En otras realizaciones, la célula huésped es Pichia
kudriavzevii. En otras realizaciones de la invencion, la célula huésped eucariota es un hongo o algas. En aun otras
realizaciones, la célula huésped recombinante es un procariota seleccionado de los géneros de ejemplo no
limitantes: Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Escherichia, Pseudomonas, Rhodobacter y Streptomyces. En
algunas realizaciones, la célula huésped es E. col.

La presente invencion resulta en parte del descubrimiento de que varias acil-CoA hidrolasas y transacilasas pueden
disefiarse para que tengan actividad malonil-CoA hidrolasa y, por lo tanto, ser Utiles para la produccidn bioldgica de
malonato. Los ejemplos no limitantes de acil-CoA hidrolasas adecuadas para la modificacion de la hidrélisis de
malonil-CoA incluyen cualquiera de los del grupo que consiste en 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.4), 3-
hidroxipropionil-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.4), acetoacetil-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.11), metilmalonil-CoA hidrolasas
(EC 3.1.2.17), propionil-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.18), succinil-CoA hidrolasas (EC 3.1.2.3) y malonil-CoA:ACP
transacilasas (EC 2.3.1.39) mutadas como se indica en el presente documento para que tengan actividad malonil-
CoA hidrolasa.

En algunas realizaciones, la malonil-CoA hidrolasa utilizada para producir malonato de acuerdo con la invencion es
una EHD3 acil-CoA hidrolasa de S. cerevisiae mutada (véase la SEQ ID NO: 1 para la secuencia de aminoacidos de
EHD3 de tipo salvaje). Uno de estos mutantes con especificidad de sustrato alterado es el mutante E124V (véase
Rouhier, "Characterization of YDR0O36C from Saccharomyces cerevisiae". Dissertation, Universidad de Miami,
Universidad de Miami y OhioLINK (2011)), que, aun notificado anteriormente, no se indicé que tenia actividad
malonil-CoA hidrolasa. En algunas realizaciones de la invencién, una célula huésped de E. coli que expresa el
mutante E124V se usa para producir malonato, que después se purifica a partir de la célula o caldo de fermentacion.
En otras realizaciones de la invencién, una célula de levadura que expresa el mutante E124V se usa para producir
malonato de acuerdo con la invencién. En adn otra realizacion, una célula de levadura oleaginosa que expresa el
mutante E124V se usa para producir malonato de acuerdo con la invencion.

Los intentos anteriores de producir el mutante E124A de EHD3 dieron como resultado la muerte celular tras la
induccion de la expresion de proteinas a partir de un vector de expresién pET28a; la proteina no pudo ser purificada
(véase Rouhier, anteriormente). La presente invencion proporciona vectores de expresion para el mutante E124A
que pueden usarse en células huésped de E. coli, haciéndolos capaces de producir malonato. Estos vectores de
expresion de E. coli se caracterizan porque, con respecto al vector pET28a de Rouhier, el mutante E124A se
produce a un nivel menor no téxico. Esto se consigue, por ejemplo, empleando vectores de expresion con un
numero de copias inferior o un promotor mas débil que el utilizado por Rouhier. Un experto en la técnica también
apreciara que la traduccion se puede modular por la afinidad del sitio de union al ribosoma (RBS), o secuencia de
Kozak, para el ribosoma. Por lo tanto, también se puede emplear una secuencia de RBS o Kozak mas débil para
reducir la expresion génica. Ejemplos de vectores de expresiéon de menor nimero de copia incluyen, pero sin
limitaciones, vectores de expresion de origen pSC101, vectores de expresion de origen p15a y vectores de
expresion que se integran en el ADN cromosomico. Los ejemplos de promotores mas débiles que el promotor T7
utilizado por Rouhier incluyen los promotores Piacot, Ptrc ¥ Peap. En algunas realizaciones, el vector tiene un origen
de replicaciéon pSC101. En otras realizaciones, el promotor utilizado para la expresiéon de la secuencia de
codificacion mutante de EHD3 E124A es el promotor Piaco1. Ademas, la presente invencion proporciona vectores
para células huésped de levadura que codifican la expresién del mutante E124A. Los vectores de expresion EHD3
E124A de S. cerevisiae modificados genéticamente de la invencion se pueden usar in vivo para la produccion de
malonato en E. coliy S. cerevisiae, y los procedimientos de la invencidon proporcionan medios para la posterior
purificacion de malonato a partir de caldo de fermentacion estas cepas, y la conversion sintética de malonato en
compuestos derivados de moléculas pequefas.

También se desvela el mutante E124S de EHD3 para uso como malonil-CoA hidrolasa, vectores para expresar este
mutante y células huésped que expresan este mutante y producen malonato (véase el Ejemplo 31). La EHD3 de S.
cerevisiae de tipo salvaje cataliza la hidrdlisis de 3-hidroxipropionil-CoA (3HPA-CoA) y 3-hidroxiisobutiril-CoA
(BHIBA-CoA). Se predice que E124 interacciona con el resto hidroxilo terminal en 3HPA-CoA, estabilizando el
sustrato en el sitio activo de EHD3 (véase Roubhier, anteriormente). Ciertos aspectos de la presente invencion surgen
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del descubrimiento de que mutaciones puntuales especificas E124 aumentan la hidrélisis enzimatica de malonil-
CoA, produciendo malonato. La mutaciéon de E124 a un aminoacido nucleofilico (por ejemplo, S o T), aminoacido
basico (por ejemplo, H, K o R), o aminoacido amida (por ejemplo, N o Q) mejora la unién de malonil-CoA en el sitio
activo de EHD3 sobre 3-hidroxipropionil-CoA y aumenta la produccién de malonato (en relacién con la enzima
homologa no mutada). Las mutaciones E124S, E124T, E124N, E124Q, E124H, E124K y E124R también disminuyen
la produccion de subproductos (por ejemplo, acetato, propionato, isobutirato y succinato) debido a la disminucion de
la hidrdlisis de las moléculas de acil-CoA de la célula huésped enddgena. La mutacion puntual E124S coloca un
resto hidroxilo en una posiciéon que estimula el enlace de hidrogeno entre el resto de serina y el grupo carboxilato
terminal de la malonil-CoA. La mutacion puntual E124Q coloca el grupo amida de la glutamina en una posicion cerca
del grupo carboxilato terminal de la malonil-CoA. La mutacién puntual E124K coloca al grupo amina de la lisina en
una posicion que estimula el enlace de hidrégeno entre el resto de lisina y el grupo carboxilato terminal de la malonil-
CoA. En contraste con las mutaciones puntuales nucleofilicas, amidas y basicas E124 descritas anteriormente, las
mutaciones E124A y E124V eliminan la presencia de un aminoacido cargado en la posiciéon 124; estas mutaciones
eliminan los enlaces de hidrégeno entre el carboxilato terminal en el malonato y la cadena lateral de 124
aminoacidos de EHD3 y abren el sitio activo de EHD3 a la actividad promiscua, aumentando la formacion indeseable
de subproducto y disminuyendo la produccion de malonato.

En algunas realizaciones de la invencién, una célula huésped de E. coli que expresa el mutante E124S se usa para
producir malonato. En otras realizaciones de la invencién, una célula huésped de levadura que expresa el mutante
E124S se usa para producir malonato. En otras realizaciones, una célula huésped de levadura oleaginosa que
expresa el mutante E124S se utiliza para producir malonato. En algunas realizaciones de la invencioén, una célula
huésped de E. coli que expresa el mutante E124Q se usa para producir malonato. En otras realizaciones de la
invencion, una célula huésped de levadura que expresa el mutante E124Q se usa para producir malonato. En otras
realizaciones, una célula huésped de levadura oleaginosa que expresa el mutante E124Q se utiliza para producir
malonato. En algunas realizaciones de la invencion, una célula huésped de E. coli que expresa el mutante E124K se
usa para producir malonato. En otras realizaciones de la invencion, una célula huésped de levadura que expresa el
mutante E124K se usa para producir malonato. En otras realizaciones, una célula huésped de levadura oleaginosa
que expresa el mutante E124K se utiliza para producir malonato. En algunas realizaciones de la invencién, una
célula huésped de E. coli que expresa el mutante E124H se usa para producir malonato. En otras realizaciones de la
invencion, una célula huésped de levadura que expresa el mutante E124H se usa para producir malonato. En otras
realizaciones de la invencion, una célula huésped de levadura oleaginosa que expresa el mutante E124H se utiliza
para producir malonato. En algunas realizaciones de la invencion, una célula huésped de E. coli que expresa el
mutante E124R se usa para producir malonato. En otras realizaciones de la invencion, una célula huésped de
levadura que expresa el mutante E124R se usa para producir malonato. En otras realizaciones de la invencion, una
célula huésped de levadura oleaginosa que expresa el mutante E124R se utiliza para producir malonato. En otras
realizaciones, se usa una célula huésped recombinante que expresa una mutacién puntual del aminoacido
nucleofilico EHD3 E124 (es decir, E124S o E124T) para producir malonato. En otras realizaciones, una célula
huésped recombinante que expresa una mutacién puntual del aminoacido basico EHD3 E124 (es decir, E124H,
E124K o E124R) se utiliza para producir malonato. En otras realizaciones, se usa una célula huésped recombinante
que expresa una mutacion puntual de aminoacido amida EHD3 E124 (es decir, E124N o E124Q) para producir
malonato.

También se desvela un EHD3 mutado que comprende un sitio activo mutado, vectores para expresar el mutante y
células huésped que expresan el mutante y producen malonato. Surgieron ciertos aspectos de la presente invencion,
en parte, a partir del descubrimiento de que los aminoacidos especificos (es decir, F121 y F177) son importantes
para la unién del sustrato acil-CoA vy la introduccion de mutaciones puntuales especificas aumenta la hidrélisis de
malonil-CoA y la produccion de malonato. La introduccion de la mutacion F1211 o F121L aumenta el acceso del
malonil-CoA al sitio activo. De forma similar, la introduccion de la mutacion F1771 o F177L aumenta el acceso de la
malonil-CoA al sitio activo. Una o mas mutaciones puntuales en las posiciones de aminoacidos F121 o F177 se
pueden introducir solas o junto con una mutacién puntual E124. En varias realizaciones, se introduce una mutacion
puntual F121 y/o F177 junto con una mutacién puntual E124. En algunas realizaciones, se usa una célula huésped
recombinante que expresa un mutante EHD3 F1211 o F121L para producir malonato. En otras realizaciones, se usa
una célula huésped recombinante que expresa un mutante EHD3 F1771 o F178L para producir malonato. En estas
realizaciones, la célula huésped recombinante puede ser, sin limitacion, una célula huésped E. coli o levadura,
incluyendo S. cerevisiae u otra levadura.

También se desvela la EHD3 mutada que comprende una secuencia de direccionamiento mitocondrial mutada,
vectores para expresar el mutante y células huésped que expresan el mutante y producen malonato. En un huésped
de S. cerevisiae, la EHD3 de tipo salvaje se localiza en las mitocondrias. La malonil-CoA se encuentra tanto en la
mitocondria como en el citosol; La hidrélisis catalizada por EHD3 de malonil-CoA citosodlica requiere la localizacion
de un EHD3 en el citosol. Ciertos aspectos de la presente invencion surgieron del descubrimiento de que las
mutaciones de la secuencia de direccionamiento mitocondrial EHD3 pueden aumentar la produccion de malonato.
Los aminoacidos EHD3 importantes para la orientacion mitocondrial incluyen R3, K7, K14, K18 y R22, y la mutacion
de uno o mas de estos aminoacidos basicos en un aminoacido hidrofébico (es decir, A o V) anula la orientacion
mitocondrial. En algunas realizaciones, se usa un huésped recombinante que comprende un EHD3 que consiste en
una o mas mutaciones a A o V en los aminodacidos seleccionados del grupo que consiste en R3, K7, K14, K18 y R22
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para producir malonato. En algunas realizaciones, el huésped recombinante es una cepa de levadura. En otras
realizaciones, el huésped es S. cerevisiae. En aun realizaciones adicionales, la célula huésped recombinante
contiene una o mas copias de un EHD3 con la secuencia de direccionamiento mitocondrial inalterada (es decir,de
tipo salvaje) y una o mas copias de un EHD3 con la secuencia de direccionamiento mitocondrial mutada. Ejemplos
adicionales de secuencias de direccionamiento mitocondrial Utiles en este aspecto de la invencion son: WT COX4,
SynA1, SynA2, Syn B1 y Syn B2, como indican para otras aplicaciones Allison & Schatz (Allison & Schatz (1986)
PNAS 83:9011-9015). En realizaciones adicionales de la invencion, la sefial de direccionamiento peroxisomal (por
ejemplo, PTS1, PTS2), que con mayor frecuencia contiene un motivo Ser-Lys-Leu, se fusiona con el extremo C de la
malonil-CoA hidrolasa para dar lugar a la localizacién de esta proteina en el peroxisoma.

Por lo tanto, en una realizacién de la invencién, la célula huésped recombinante comprende un acido nucleico
heterélogo que codifica una EHD3 mutante de S. cerevisiae que produce un aumento de la producciéon de malonato
en relacion con las células huésped que no comprenden la EHD3 mutante. En algunas realizaciones, el EHD3
mutante se expresa de manera heteréloga en E. coli. En otras realizaciones, el EHD3 mutante se expresa de forma
heterdéloga en S. cerevisiae. En otras realizaciones, el EHD3 mutante se expresa de forma heteréloga en una células
de levadura oleaginosa. En algunas realizaciones, el EHD3 mutante contiene una mutacion puntual en la posicion
E124. En algunas realizaciones, la mutacion puntual en el resto E124 es E124A o E124V. En algunas realizaciones,
la mutacion puntual en E124 es E124S o E124T. En algunas realizaciones, la mutacion puntual en E124 es E124S.
En algunas realizaciones, la mutacion puntual en E124 es un aminoacido basico seleccionado del grupo que
consiste en E124H, E124K y E124R. En algunas realizaciones, la mutacion puntual en E124 es E124H. En algunas
realizaciones, la mutacion puntual en E124 es E124K. En algunas realizaciones, la mutacion puntual en E124 es
E124R. En algunas realizaciones, la mutacién puntual en el resto E124 es E124N o E124Q. En algunas
realizaciones, la mutacion puntual en el resto E124 es E124Q. En algunas realizaciones, uno o mas aminoacidos
EHD3 seleccionados del grupo que consiste en F121y F177 se mutan a | o L. En algunas realizaciones, uno o mas
aminoacidos EHD3 seleccionados del grupo que consiste en R3, K7, K14, K18 y R22 estan mutadosa Ao V.

En otra realizacién de la invencién, una enzima que no sea, o ademas de, EHD3 se utiliza como malonil-CoA
hidrolasa para producir malonato de acuerdo con la invenciéon. En algunas realizaciones, YciA de Haemophilus
influenzae se expresa de manera heteréloga en un huésped heterélogo para producir malonato de acuerdo con la
invencion (véase Zhuang y col., Biochemistry 47: 2789-2796 (2008)). En otras realizaciones, la malonil-CoA
hidrolasa es una acil-CoA hidrolasa enddgena de Rattus norvegicus (véase el Kovachy y col., J. Biol. Chem.
258:11415-11421 (1983)). En otras realizaciones, la malonil-CoA hidrolasa es la acil-CoA hidrolasa de la fraccion
proteica mitocondrial del tejido adiposo marréon de Mesocricetus auratus (véase Alexson y col., J. Biol. Chem.
263:13564-13571 (1988)).

Por lo tanto, se pueden usar acil-CoA hidrolasas distintas de, o ademas de, EHD3 (de S. cerevisiae o enzimas
homologas de otros organismos) para la sintesis bioldgica de malonato en un huésped recombinante. En algunas
realizaciones, el huésped recombinante es S. cerevisiae. En otras realizaciones, el huésped recombinante es E. coli.
En otras realizaciones, el huésped recombinante es una levadura distinta de S. cerevisiae como se describe con
detalle adicional a continuacién. En varias realizaciones, el huésped se modifica para expresar una enzima mutada
seleccionada del grupo que consiste en EHD3 de S. albicans, HIBCH de H. sapiens (UniProt: 6NVY1), CHY1 de A.
thaliana (UniProt: Q9LKJ1), HIBCH de R. norvegicus (UniProt: Q5XIEG), HIBCH de M. musculus (UniProt: Q8QZS1),
HIBCH de G. gallus (UniProt: Q52J60), HIBCH de B. faurus (UniProt: Q2HJ73), HIBCH de D. rerio (UniProt:
Q58EB4), Bch de B. cereus, Hich de P. aeruginosa, YciA de E. coli, YciA de H. influenzae, ACOT4 de M. musculus,
ACOT8 de M. musculus, SARI_01218 de S. enterica, K1 de A. pernix, Chut02003666 de C. hutchinsonii, P2
SS02287 de S. solfataricus, DSM 639 Saci 0145 de S. acido- caldarius, PAE3404 de P. aerophilum, cepa IM2,
CG1635 de D. melanogaster, DSM 2380 Pcar_1366 de P. carbinolicus, 2CP-C 110 de A. dehalogenans, ACOT9 de
G. gallus y MGC114623 de X. laevis.

Los expertos en la técnica apreciaran que se pueden usar una o multiples acil-CoA hidrolasas mutadas
adecuadamente de acuerdo con la invencién para convertir malonil-CoA en malonato en una célula huésped.
Ademas, se pueden usar acil-CoA hidrolasas distintas de las descritas especificamente en el presente documento en
forma mutada o expresadas de forma heteréloga, y los expertos en la técnica entenderan que, a la vista de esta
descripcion, se pueden identificar otras enzimas apropiadas. modificado, y expresado para lograr la actividad de
malonil-CoA hidrolasa deseada como se describe en el presente documento.

Secuencias consenso

Las malonil-CoA hidrolasas de la invencion incluyen aquellas que son homodlogas a las secuencias consenso
proporcionadas por la invencién. Como se ha indicado anteriormente, cualquier enzima sustancialmente homodloga a
una enzima descrita especificamente en el presente documento puede usarse en una célula huésped de la
invencion. Una enzima es homdloga a otra (la "enzima de referencia") cuando exhibe la misma actividad de interés y
se puede usar para fines sustancialmente similares. De manera general, las enzimas homoélogas comparten una
identidad de secuencia sustancial. Los conjuntos de enzimas homodlogas generalmente poseen uno o mas
aminoacidos especificos que se conservan en todos los miembros de la clase de proteinas de secuencia consenso.

El porcentaje de identidad de secuencia de una enzima en relacién con una secuencia consenso se determina
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alineando la secuencia de la enzima con la secuencia consenso. Los expertos en la técnica reconoceran que varios
algoritmos de alineacion de secuencias son adecuados para alinear una enzima con una secuencia consenso.
Véase, por ejemplo, Needleman, SB, y col., "A general method applicable to the search for similarities in the amino
acid sequence of two proteins." Journal of Molecular Biology 48 (3): 443-53 (1970). Siguiendo la alineacién de la
secuencia de la enzima en relaciéon con la secuencia consenso, el porcentaje de posiciones en las que la enzima
posee un aminoacido (o guién) descrito por la misma posicion en la secuencia consenso determina el porcentaje de
identidad de secuencia. Cuando un aminoacido degenerado (es decir, B, J, O, U, "+") estd presente en una
secuencia consenso, cualquiera de los aminoacidos descritos por el aminoacido degenerado puede estar presente
en la enzima en la posicién alineada para que la enzima sea idéntica a la secuencia consenso en la posicion
alineada. Cuando un guion esta presente en una secuencia consenso, la enzima no debe tener un aminoacido
presente en la posicion alineada para que la enzima sea idéntica a la secuencia consenso en la posicién alineada.

Se desvelan secuencias consenso utiles para identificar y construir malonil-CoA hidrolasas. En varias realizaciones,
estas secuencias consenso de la malonil-CoA hidrolasa contienen restos de aminoacidos del sitio activo que se cree
que son necesarios (aunque la invencion no esta limitada por ninguna teoria del mecanismo de accion) para la
formacién de un orificio de oxianién responsable de la estabilizacion del anién enolato intermedio derivado de un
sustrato de malonil-CoA, asi como los restos de aminoacidos importantes para la unién de malonil-CoA, como se
describe a continuacion. Una enzima malonil-CoA hidrolasa englobada por una secuencia consenso proporcionada
en el presente documento tiene una actividad enzimatica que es idéntica, o esencialmente idéntica, o al menos
sustancialmente similar con respecto a la capacidad para hidrolizar el malonil-CoA a la de una de las enzimas
ilustradas como ejemplo en el presente documento. Una enzima malonil-CoA hidrolasa se puede encontrar en la
naturaleza o, mas tipicamente, es un mutante disefiado por ingenieria genética de una enzima de tipo salvaje
modificada de acuerdo con la invencion para que tenga actividad malonil-CoA hidrolasa. Una enzima malonil-CoA
hidrolasa puede identificarse o construirse a partir de otra enzima mutando la secuencia de la otra enzima para crear
una secuencia abarcada por una secuencia consenso en el presente documento; por tanto, si una enzima comparte
una homologia sustancial con una secuencia consenso en el presente documento pero tiene un nivel subéptimo de
actividad malonil-CoA hidrolasa, incluyendo ausencia de la misma, de acuerdo con la invencion, estda mutada para
adecuarse a una secuencia consenso proporcionada en el presente documento para proporcionar una malonil-CoA
hidrolasa de la invencion.

Se desvelan cuatro secuencias consenso de la malonil-CoA hidrolasa: (i) malonil-CoA hidrolasa basada en EHD3 EC
3.1.2.4 (SEQ ID NO: 7), (ii) malonil-CoA hidrolasa basada en Bacillus EC 3.1.2.4 (SEQ ID NO: 8), (iii) malonil-CoA
hidrolasa basada en Pseudomonas EC 3.1.2.4 (SEQ ID NO: 9), y (iv) malonil-CoA hidrolasa basada tanto en Bacillus
como en Pseudomonas EC 3.1.2.4 ((SEQ ID NO:10). Las secuencias consenso proporcionan una secuencia de
aminoacidos en la que cada posicion identifica el aminoacido (si se identifica un aminoacido especifico) o un
subconjunto de aminoacidos (si se identifica una posicidon como variable) con mayor probabilidad de encontrarse en
una posicion especifica en una malonil-CoA hidrolasa de esa clase. Los expertos en la técnica reconoceran que los
aminoacidos fijos y los aminoacidos conservados en estas secuencias consenso son idénticos (en el caso de los
aminoacidos fijos) o compatibles con (en el caso de los aminoacidos conservados) con la secuencia o secuencias de
tipo salvaje en que se basa la secuencia consenso. Un guién en una secuencia consenso indica que se pueden
encontrar enzimas adecuadas para la mutacion en la naturaleza que pueden tener un aminoacido adicional en la
ubicacion del guién en la secuencia, pero tipicamente no hay aminoacidos presentes en la ubicacién de un guion.

Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa basada en las enzimas EHD3 EC 3.1.2.4

Se desvela una secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa basada en las enzimas EHD3 EC 3.1.2.4 (SEQ ID
NO: 7) y en varias realizaciones, las malonil-CoA hidrolasas adecuadas para su uso en los procedimientos de la
invencion tienen al menos un 63 % de identidad con esta secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa. En varias
realizaciones, las enzimas adecuadas para la mutacién del resto clave de acido glutamico en X1 de acuerdo con los
procedimientos de la invencion para conferir actividad malonil-CoA hidrolasa tienen un 65 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95
% o mas de identidad con la SEQ ID NO: 7. Las proteinas que tienen una homologia significativa con esta secuencia
consenso incluyen UniProt ID: C5DE94 (63 % de identidad), ID UniProt: Q6CJH2 (64 % de identidad), ID UniProt:
G2WAE2 (66 % de identidad), ID UniProt: J8Q6P9 (66 % de identidad), ID UniProt: GBCOHO (68 % de identidad), ID
UniProt: C5DX08 (68 % de identidad), ID UniProt: P28817 (69 % de identidad), ID UniProt: A7TTDS (69 % de
identidad), ID UniProt: J7S9J9 (70 % de identidad), ID UniProt: Q6FM09 (71 % de identidad), ID UniProt: 12H4L2
(71 % de identidad), ID UniProt: H2AME2 (73 % de identidad), ID UniProt: G8ZTJ4 (77 % de identidad), ID UniProt:
GOW4I8 (77 % de identidad), ID UniProt: GOV818 (78 % de identidad) e ID UniProt: J5S5X3 (79 % de identidad). En
algunas realizaciones, una malonil-CoA hidrolasa con una identidad igual o superior al 63 % con la secuencia
consenso SEQ ID NO: 7 se expresa en una célula huésped recombinante y se usa para producir malonato de
acuerdo con la invencion.

En enzimas mutantes y de tipo salvaje homologas a esta secuencia consenso (SEQ ID NO: 7), los aminoacidos que
estan altamente conservados son V101, R110, L114, R116, K119, L120, N121, A122, L123, L135, E137, Y138,
K140, S141, S151, R156, C159, G161, G162, D163, V164, A168, F185, E188, Y189, S190, N192, A196, T197,
K200, M206, G208, 1209, T210, M211, G212, G213, G214, V215, G216, H220, P222, F223, R224, T227, E228,
T230, M234, P235, E236, D238, 1239, G240, F242, P243, D244, V245, F249, P252, Q263, Y267, L268, T271, G272,
G277, G284, S287, H288, Y289, L298, R301, L302, E304, E333, F334, L352, V354, 1355, F359, L374, F391, L399,
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K402, S403, S406, N417, D429, L430, T432, A433, E449, F450, K457, L458, K461, W468, L494, T502, Y506, P507,
L514, P515 y K561. En varias realizaciones, las enzimas malonil-CoA hidrolasas homologas a esta secuencia
consenso (SEQ ID NO: 7) contienen al menos el 25 % de estos aminoacidos conservados, a menudo la mayoria
(mas del 50 %) de estos aminoacidos conservados, y en ocasiones todos estos aminoacidos conservados.

Algunos aminoacidos en esta secuencia consenso (SEQ ID NO: 7) son esenciales para la actividad y se conservan
en todos los miembros de la clase. Las enzimas malonil-CoA hidrolasas abarcadas por la secuencia consenso
basada en EHD3 EC 3.1.2.4 contienen seis restos del sitio activo importantes para la actividad hidrolasa: (i) tres
restos de aminoacidos del sitio activo (G161, G162, G213) en la secuencia consenso que se considera necesaria
(aunque la invencion no esta limitada por ninguna teoria de mecanismo de accion) para la formacién de un orificio de
oxianion responsable de estabilizar el anién intermedio enolato derivado del sustrato malonil-CoA,; (ii) dos restos de
aminoacidos (E236, D244) de la secuencia consenso necesaria para la hidrdlisis de acil-CoA; y (iii) un resto de
aminoacido en la posicion 188 (de la SEQ ID NO: 7) que se cree que es necesario para la union del sustrato malonil-
CoA. Por tanto, de estos seis restos, cinco estan presentes en la secuencia consenso (SEQ ID NO: 7) y en todas las
malonil-CoA hidrolasas abarcadas por esa secuencia, y el sexto, en la posicion 188 (aminoacido X4, en la consenso)
se selecciona del grupo que consiste en aminoacidos polares o con carga positiva (R, H, K, S, T, N, Q, Y), asi como
A y D, para proporcionar una malonil-CoA hidrolasa de la invencién capaz de producir malonato en una célula
huésped recombinante. Los seis restos esenciales de la secuencia consenso (G161, G162, G213, E236, D244,
X1188) corresponden a G99, G100, G149, E172, D180 y E124 (tipicamente mutados a X4), respectivamente, en
EHD3 de S. cerevisiae utilizada para ilustrar la invencién en el ejemplo 31.

Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa basada en las enzimas Bacillus EC 3.1.2.4

Se desvela una secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa (SEQ ID NO: 8) basada en las enzimas Bacillus EC
3.1.2.4, y en varias realizaciones, las malonil-CoA hidrolasas adecuadas para su uso en los procedimientos de la
invencion tienen al menos un 86 % de identidad con esta secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa. En varias
realizaciones, las enzimas adecuadas para la mutacion del resto de acido glutamico clave a X; de acuerdo con los
procedimientos de la invencion para conferir actividad malonil-CoA hidrolasa tienen una identidad del 90 % o del 95
% o mas, con la SEQ ID NO: 8. Las proteinas que tienen una homologia significativa con esta secuencia consenso
incluyen UniProt ID: C2TX63 (92 % de identidad), ID UniProt: C2UV40 (91 % de identidad), ID UniProt: C2QBT2
(93 % de identidad), ID UniProt: C2XTUO (93 % de identidad), ID UniProt: C2PVQO (93 % de identidad), ID UniProt:
C3A5N3 (93 % de identidad), ID UniProt: C2SJV4 (93 % de identidad), ID UniProt: C2Z7U1 (92 % de identidad), ID
UniProt: C2VTI4 (97 % de identidad), ID UniProt: B3Z9Y3 (97 % de identidad), ID UniProt: B7JNH7 (97 % de
identidad), ID UniProt: Q63BK8 (97 % de identidad), ID UniProt: BOQ3Q4 (97 % de identidad), ID UniProt: BOAQX0
(97 % de identidad), ID UniProt: B3YSW2 (97 % de identidad), ID UniProt: C2NHG5 (97 % de identidad), ID UniProt:
B3ZIZ8 (97 % de identidad), ID UniProt: C2QSV2 (97 % de identidad), ID UniProt: C3C255 (97 % de identidad), ID
UniProt: BSUZZ1 (96 % de identidad), ID UniProt: C2MKL7 (95 % de identidad), ID UniProt: B9IZZ9 (95 % de
identidad), ID UniProt: FOPNG8 (95 % de identidad), ID UniProt: Q738L0 (97 % de identidad), ID UniProt: C2PEV7
(95 % de identidad), ID UniProt: C2YRH7 (96 % de identidad), ID UniProt: Q4MU30 (95 % de identidad), ID UniProt:
Q81DR3 (96 % de identidad), ID UniProt: C2W7W8 (89 % de identidad) e ID UniProt: A7TGPH®6 (86 % de identidad).
En varias realizaciones, una malonil-CoA hidrolasa con una identidad igual o superior al 86 % con la secuencia
consenso SEQ ID NO: 8 se expresa en una célula huésped recombinante y se usa para producir malonato de
acuerdo con la invencién. Las secuencias para B91ZZ9 (SEQ ID NO: 46), C3ALI3 (SEQ ID NO: 47), FOPNG8 (SEQ
ID NO: 49), Q63BK8 (SEQ ID NO:51) y Q81DR3 (SEQ ID NO:52) que contienen X; en la posicién del resto de acido
glutamico clave que estda mutado de acuerdo con la invencién para conferir actividad malonil-CoA hidrolasa se
proporcionan en el listado de secuencias.

En las enzimas mutantes y de tipo salvaje homologas a esta secuencia consenso (SEQ ID NO: 8), los aminoacidos
que estan altamente conservados son M1, T2, E3, V5, L6, F7, S8, G13, V14, A15, 117, T18, L19, N20, R21, P22,
K23, A24, L25, N26, S27, L28, S29, Y30, M32, L33, 136, G37, K39, L40, K41, E42, W43, E44, 149, 152, V53, L54,
K55, G56, A57, G58, K60, G61, F62, C63, A64, G65, G66, D67, 168, K69, T70, L71, Y72, E73, A74, R75, S76, N77,
E78, A80, L81, Q82, A84, E85, F87, F88, E90, E91, Y92, 194, D95, T96, Y99, Y101, K103, P104, 1105, 1106, A107,
C108, L109, D110, G111, 1112, V113, M114, G115, G116, G117, V118, G119, L120, T121, N122, G123, A124,
R127, 1128, V129, T130, T133, K134, W135, A136, M137, P138, E139, M140, N141, 1142, G143, F144, F145,
P146, D147, V148, G149, A150, A151, Y152, F153, L154, N155, A157, P158, G159, G162, V165, A166, L167, A169,
L172, K173, A174, D176, V177, L178, 1180, A182, A183, D184, L192, F195, L196, W204, V210, L214, K215, L231,
E236, H241, F242, E248, 1250, 1251, S253, L254, E255, F261, L269, L270, S271, K272, S273, P274, S276, L277,
K278, V279, T280, L281, K282, Q283, G287, K290, S291, E293, C295, F296, A297, T298, D299, L300, L302, A303,
K304, N305, F306, M307, R308, H309, D311, F312, F313, E314, G315, V316, R317, S318, V320, D322, K323,
D324, Q325, N326, P327, Y329, K330, Y331, D336, V337, V342, N343, F345, F346, L348 y L349. En varias
realizaciones, las enzimas malonil-CoA hidrolasas homadlogas a esta secuencia consenso (SEQ ID NO: 8) contienen
al menos el 25 % de estos aminoacidos conservados, a menudo la mayoria (mas del 50 %) de estos aminoacidos
conservados, y en ocasiones todos estos aminoacidos conservados.

Algunos aminoacidos en esta secuencia consenso (SEQ ID NO: 8) son esenciales para la actividad y se conservan
en todos los miembros de la clase. Las enzimas malonil-CoA hidrolasas comprendidas en la secuencia consenso
basada en Bacillus EC 3.1.2.4 contienen seis restos de sitios activos importantes para la actividad hidrolasa: (i) tres
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restos de aminoacidos del sitio activo (G65, G66, G116) de la secuencia consenso que se considera necesaria
(aunque la invencién no esta limitada por ninguna teoria del mecanismo de accion) para la formacién de un orificio
de oxianion responsable de la estabilizacion del anién intermedio enolato derivado del sustrato malonil-CoA; (ii) dos
restos de aminoacidos (E139, D147) de la secuencia consenso necesaria para la hidrélisis de acil-CoA; y (iii) un
aminoacido mutado (X191) (de la SEQ ID NO: 8) que se cree que es necesario para la union del sustrato malonil-
CoA. Por tanto, de estos seis restos, cinco estan presentes en la secuencia consenso (SEQ ID NO: 8) y en todas las
malonil-CoA hidrolasas abarcadas por esa secuencia, y el sexto, X191 es necesario para proporcionar una malonil-
CoA hidrolasa de la invencion capaz de producir malonato en una célula huésped recombinante. Los seis restos
esenciales de la secuencia consenso (G65, G66, G116, E139, D147, X191) corresponden a G65, G66, G116, E139,
D147 y E91 (tipicamente mutados a X4), respectivamente, en Bacillus thuringiensis subsp. finitimus (cepa YBT-020)
FOPNGS8 utilizado para ilustrar la invencion en el ejemplo 31 (véase la SEQ ID NO: 49 que contiene la mutacion
E91S).

Ejemplos no limitantes de enzimas adecuadas para la hidrélisis de malonil-CoA homdlogas a la secuencia consenso
(SEQ ID NO: 8) y codificadas por acidos nucleicos clonados o sintetizados proporcionados por la invencion incluyen
enzimas mutantes que contienen al menos una mutacion ilustrada por el grupo de enzimas mutantes que consisten
en Bacillus cereus (cepa Q1) B9IZZ9 (E91S), B9I1ZZ9 (E91A), B9IZZ9 (E91H), B9IZZ9 (E91K), B9IZZ9 (E91R),
B91ZZ9 (E91Q), B9IZZ9 (E91T), B9IZZ9 (E91N), B9IZZ9 (E91Y), B9IZZ9 (E91D); Bacillus thuringiensis subsp.
finitimus (cepa YBT-020) FOPNG8 (E91S), FOPNGS8 (E91A), FOPNG8 (E91H), FOPNG8 (E91K), FOPNGS8 (E91R),
FOPNG8 (E91Q), FOPNG8 (E91T), FOPNG8 (E91N), FOPNG8 (E91Y), FOPNG8 (E91D); Bacillus cereus (cepa ATCC
14579/DSM 31) Q81DR3, Q81DR3 (E91S), Q81DR3 (E91A), Q81DR3 (E91H), Q81DR3 (E91K), Q81DR3 (E91R),
Q81DR3 (E91Q), Q81DR3 (E91T), Q81DR3 (E91N), Q81DR3 (E91Y), Q81DR3 (E91D); Bacillus cereus (cepa
ZK/E33L) Q63BK8, Q63BK8 (E91S), Q63BK8 (E91A), Q63BK8 (E91H), Q63BK8 (E91K), Q63BK8 (E91R), Q63BK8
(E91Q), Q63BK8 (E91T), Q63BK8 (E91N), Q63BK8 (E91Y), Q63BK8 (E91D).

Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa basada en las enzimas Pseudomonas EC 3.1.2.4

Se desvela una secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa basada en las enzimas de Pseudomonas EC 3.1.2.4
(SEQ ID NO: 9) y, en varias realizaciones, las malonil-CoA hidrolasas adecuadas para su uso en los procedimientos
de la invencion tienen al menos un 75 % de identidad con esta secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa. En
varias realizaciones, las enzimas adecuadas para la mutacion del resto clave de acido glutamico a Xy de acuerdo
con la invencién para conferir actividad malonil-CoA hidrolasa tienen un 80 %, 90 % o 95 % o mas de identidad con
la SEQ ID NO: 9. Las proteinas que tienen una homologia significativa con esta secuencia consenso incluyen: 1D
UniProt: F5KBQ4 (80 % de identidad), ID UniProt: A6VAN3 (81 % de identidad), ID UniProt: A4XS22 (81 % de
identidad), ID UniProt: F6AA82 (75 % de identidad), ID UniProt: E2XN63 (84 % de identidad), ID UniProt: F2KE35
(85 % de identidad), ID UniProt: C3KDS5 (83 % de identidad), ID UniProt: FBG3B7 (86 % de identidad), ID UniProt:
G8PYD2 (85 % de identidad), ID UniProt: Q4KGS1 (82 % de identidad), ID UniProt: Q3KGLS5 (85 % de identidad), ID
UniProt: BOKV51 (86 % de identidad), ID UniProt: B1J4J2 (86 % de identidad), ID UniProt: ASW8H3 (86 % de
identidad), ID UniProt: Q88N06 (86 % de identidad), ID UniProt: Q1I15T5 (84 % de identidad), ID UniProt: F8BH1A4
(77 % de identidad), ID UniProt: A4VIV7 (77 % de identidad) e ID UniProt: Q91515 (81 % de identidad). En algunas
realizaciones, una malonil-CoA hidrolasa con una identidad igual o superior al 75 % con la secuencia consenso SEQ
ID NO: 9 se expresa en una célula huésped recombinante y se usa para producir malonato de acuerdo con la
invencion. Las secuencias para A4XS22 (SEQ ID NO: 45), F6AA82 (SEQ ID NO:50) y E2XN63 (SEQ ID NO:48),
cada una de las cuales contiene X en la posicién del resto clave de acido glutamico que esta mutado de acuerdo
con la invencidn, se incluyen en el listado de secuencias.

Los aminoacidos altamente conservados en esta secuencia consenso (SEQ ID NO: 9) son M1, E6, G13, R15, 116,
A19, L21, D22, A23, L27, N28, A29, L30, L32, P33, M34, 135, L38, W45, A46, C53, V54, L56, R57, G58, N59, G60,
K62, A63, F64, C65, A66, G67, G68, V70, L73, C77, P81, G82, P85, L87, A88, F91, F92, Y96, R97, L98, H103,
P106, K107, P108, C111, W112, H114, G115, V117, G119, G120, G121, M122, G123, L124, Q126, R131, 1132,
V133, T134, P135, R138, L139, M141, P142, E143, 1146, G147, L148, D151, V152, G153, S155, F157, L158, R160,
P162, G163, L165, G166, L167, F168, L171, N177, D180, A181, D183, L184, L186, A187, D188, R189, Q195, Q196,
L199, L203, Q205, N207, W208, E210, Q215, L216, S218, L219, A222, P232, L237, R239, R240, D244, L247, D248,
A258, D267, L269, G280, P282, V288, W289, Q291, R294, R296, L298, S299, L300, E307, Y308, S311, L312,
N313, C314, R316, H317, P318, F320, E322, G323, V324, R325, A326, R327, L328, D330, D332, P335, W337,
W339, P346, A352, H353 y F354. En varias realizaciones, las enzimas malonil-CoA hidrolasas homologas a esta
secuencia consenso (SEQ ID NO: 9) contienen al menos el 25 % de estos aminoacidos conservados, a menudo la
mayoria (mas del 50 %) de estos aminoacidos conservados, y en ocasiones todos estos aminoacidos conservados.

Algunos aminoacidos en esta secuencia consenso (SEQ ID NO: 9) son esenciales para la actividad y se conservan
en todos los miembros de la clase. Las enzimas malonil-CoA hidrolasas comprendidas en la secuencia consenso
basada en Pseudomonas EC 3.1.2.4 contienen seis restos conservados en el sitio activo necesarios para la
actividad hidrolasa (i) tres restos de aminoacidos en el sitio activo (G67, G68, G120) de la secuencia consenso que
se considera necesaria (aunque la invencién no esta limitada por ninguna teoria del mecanismo de accion) para la
formacioén de un orificio de oxianién responsable de la estabilizacion del anién intermedio enolato derivado de un
sustrato de acil-CoA; (ii) dos restos de aminoacidos (E143, D151) de la secuencia consenso que se cree que son
necesarios para la hidrélisis de acil-CoA,; y (iii) se cree que el aminoacido X195 (de la SEQ ID NO: 9) es necesario
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para la unién del sustrato malonil-CoA. Por tanto, de estos seis restos, cinco estan presentes en la secuencia
consenso (SEQ ID NO: 9) y en todas las malonil-CoA hidrolasas abarcadas por esa secuencia, y el sexto, X195 es
necesario para proporcionar una malonil-CoA hidrolasa de la invenciéon capaz de producir malonato en una célula
huésped recombinante. En diversas realizaciones de la invencion, el resto de acido glutamico clave (E95) es (ha
sido) mutado a un aminoacido polar o cargado positivamente (es decir, R, H, K, S, T, N, Q, Y), o A o D, para producir
X195 y proporcionar una malonil-CoA hidrolasa de la invencién capaz de producir malonato en una célula huésped
recombinante. En algunas realizaciones de la invencion, el aminoacido E95 es (ha sido mutado a) un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en K, S, T, N, Y, Ay D. En algunas realizaciones de la invencion, el aminoacido
E95 es S o N. Los seis restos esenciales de la secuencia consenso (G67, G68, G120, E143, D151, X;95)
corresponden a G67, G68, G120, E143, D151 y E95 (tipicamente mutados a Xy), respectivamente, en Pseudomonas
fulva (12-X) F6AA82-2 utilizada para ilustrar la invencion en el ejemplo 31 (véase la SEQ ID NO:50 que contiene las
mutaciones E95S/Q348A).

Los ejemplos no limitantes de enzimas adecuadas para la hidrolisis de malonil-CoA homodlogas a la secuencia
consenso (SEQ ID NO: 9) y codificadas por acidos nucleicos clonados o sintetizados proporcionados por la
invencion incluyen enzimas mutantes que contienen al menos una mutacion ilustrada por el grupo de enzimas
mutantes que consisten en Pseudomonas fulva (cepa 12-X) F6AA82 (E95S), FEAA82 (E95N), F6AA82 (E95A),
F6AA82 (E95H), F6AA82 (E95K), F6AA82 (E95R), F6AA82 (E95Q), F6AA82 (E95D), F6AA82 (E95T), FEAA82
(E95Y) como se demuestra en el ejemplo 43; de Pseudomonas fluorescens WH6 E2XN63 (E95S), E2XN63 (E95N),
E2XN63 (E95A), E2XN63 (E95H), E2XN63 (E95K), E2XN63 (E95R), E2XN63 (E95Q), E2XN63 (E95D), E2XN63
(E95T), E2XN63 (E95Y); de Pseudomonas mendocina (cepa ymp) A4XS22 (E95S), A4XS22 (E95N), A4XS22
(E95A), A4XS22 (E95H), A4XS22 (E95K), A4XS22 (E95R), A4XS22 (E95Q), A4XS22 (E95D), A4XS22 (E95T),
E2XN63 (E95Y).

En diversas realizaciones de la invencion, la malonil-CoA hidrolasa es F6AA82 (E95S) de Pseudomonas fulva (cepa
12-X), E2XN63 (E95S) de Pseudomonas fluorescens WH6, A4XS22 (E95S) from Pseudomonas mendocina (cepa
ymp), como se ilustra en el Ejemplo 31.

Como se ilustra en el Ejemplo 43, las mutaciones F6AA82 E95X, dieron como resultado una actividad malonil-CoA
hidrolasa. Las proteinas F6AA82 que contienen las mutaciones E95S, EQ5Y, E95T, E95N, E96K, E95A y E95D
produjeron significativamente (prueba t, p <0,05) mas malonato que la proteina FEAA82 de tipo salvaje. Las
proteinas F6AA82 que contienen estas mutaciones son adecuadas para usar como malonil-CoA hidrolasas y para la
produccion de malonato. De las enzimas F6AA82 que contienen una mutacién X que confiere actividad malonil-CoA
hidrolasa, se prefieren las mutaciones E95S o E95N. De las enzimas F6AA82 que contienen una mutacion X; que
confiere actividad malonil-CoA hidrolasa, las mutaciones E95A, E95T, E95K, E95Y y E95D son adecuadas. En
diversas realizaciones de la invencion, la malonil-CoA hidrolasa es F6AA82 (E95S). En otras realizaciones de la
invencion, la malonil-CoA hidrolasa es F6AA82 (E95N). Las proteinas FEAA82 que contienen las mutaciones E95H,
E95Q o E95R no dieron como resultado un aumento en la produccion de malonato en las condiciones de prueba
empleadas como se describe en los ejemplos.

Cuando una enzima con homologia sustancial a una secuencia consenso en el presente documento tiene una
actividad malonil-CoA hidrolasa subodptima o carece de la misma, de acuerdo con la invencién, puede mutarse para
adecuarse a una secuencia consenso proporcionada en el presente documento para proporcionar una malonil-CoA
hidrolasa de la invencién. Por ejemplo, la proteina ASW8H3 muestra una identidad del 86 % con el consenso de
malonil-CoA hidrolasa de SEQ ID NO: 9, pero no muestra actividad malonil-CoA hidrolasa (ejemplo 31). Uno o mas
aminoacidos que difieren entre ASW8H3 y el consenso de SEQ ID NO: 9 pueden mutarse para introducir actividad
malonil-CoA hidrolasa. Especificamente las mutaciones ASW8H3 T2N, C5F, V7J, L8B, G10U, D12B, P24J, A26U,
N31U, Q41B, A72B, A740, Q75J, S83J, S90B, A94J, F100B, A101B, N129U, A159U, F1690, P175B, G185J, G192B,
A198J, A213J, N217B, Q224J, C228B, A229J, W2360, H241Q, E242B, Q245J, A2520, R261A, Q264J, D272B,
G274A, Q275B, Y297B, Q302J, Q305B, M3100, N333B, A347J, A355J, A3570 y/o G368U pueden usarse para
impartir actividad malonil-CoA hidrolasa.

Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa basada en las enzimas EC 3.1.2.4 bacterianas

A pesar de que Bacillus y Pseudomonas son evolutivamente distantes (es decir, Bacillus es grampositivo y
Pseudomonas es gramnegativo), existe una conservacion de secuencia significativa entre las enzimas Bacillus EC
3.1.2.4 y Pseudomonas EC 3.1.2.4. Se desvela una secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa basada en estas
EC 3.1.2.4 acil- CoA hidrolasas bacterianas (SEQ ID NO: 10). Las enzimas malonil-CoA hidrolasas englobadas en
esta secuencia consenso suelen poseer al menos el 25 % (o la mayoria o todos) de los aminoacidos altamente
conservados de esta secuencia, cuyos aminoacidos conservados se seleccionan del grupo que consiste en L53,
L59, N60, L62, M66, L88, F97, C98, A99, G100, G101, F124, F125, Y129, K140, P141, G148, G152, G153, G154,
G156, L157, T167, M174, P175, E176, 1179, G180, D184, V185, G186, L191, L210, D219, A226, P333, N364, F375,
E377, D385 y P390. Una malonil-CoA hidrolasa adecuada de la invencion homdloga a esta secuencia consenso
incluye los aminoacidos del sitio activo necesarios para la hidrélisis de malonil-CoA (G100, G101, G153, E176 y
D184) de la secuencia consenso, asi como X 128, en la que el resto de acido glutamico clave de tipo salvaje (E128)
es (ha sido) mutado a un aminoacido polar o cargado (es decir, R, H, K, S, T, N, Q, Y), o D o A, y es capaz de
producir malonato en una célula huésped recombinante.
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Malonil-CoA hidrolasas basadas en malonil-CoA:ACP hidrolasas

La malonil-CoA hidrolasa puede ser una malonil-CoA: :ACP transacilasa mutada (EC 2.3.1.39). Se desvela una
secuencia FabD de E. coli (SEQ ID NO: 53) y las malonil-CoA hidrolasas adecuadas para su uso en los
procedimientos de la invencién pueden tener al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas de identidad
de secuencia cuando se alinean en relacion con la SEQ ID NO: 53 y contiene una o mas de las siguientes
mutaciones de aminoacidos en las posiciones alineadas: S92C, H201N, R117D, R117E, R117N, R117Y, R117G,
R117H, Q11D, Q11E, Q11N, Q11Y, Q11G, Q11H, L93A, L93V, L93I, L93F, L93S, L93G.

La malonil-CoA hidrolasa puede ser una malonil-CoA FabD de malonil CoA:ACP transacilasa mutada de E. coli
(véase la SEQ ID NO: 53 para la secuencia de tipo salvaje) con una o mas mutaciones seleccionadas del grupo que
consiste en S92C, H201N, R117D, R117E, R117N, R117Y, R117G, R117H, Q11D, Q11E, Q11N, Q11Y, Q11G,
Q11H, L93A, L93V, L93I, L93F, L93S, L93G. El ejemplo 35 ilustra células de levadura recombinantes que expresan
una enzima FabD de E. coli mutada que contiene una de las siguientes combinaciones de las mutaciones
S92C/1I91V/R117H, L91I-R117Y, A246E, Q80L/I91S/R117G y L91I/R117Y, y que producen malonato a niveles mas
altos que la levadura de tipo salvaje sin una enzima FabD mutada.

Seccion 3: Vectores de expresion

En la presente invencion, la célula huésped recombinante se ha modificado mediante "ingenieria genética" para
producir una enzima malonil-CoA hidrolasa recombinante y malonato. La célula huésped se disefia tipicamente
mediante tecnologia de ADN recombinante para expresar acidos nucleicos heterélogos que codifican una malonil-
CoA hidrolasa, que es una versidon mutada de una acil-CoA hidrolasa o transacilasa natural o una malonil-CoA
hidrolasa no natural preparada de acuerdo con una de las secuencias consenso proporcionadas en el presente
documento o es una acil-CoA hidrolasa natural con actividad malonil-CoA hidrolasa que se sobreexpresa en la célula
en la que se produce de forma natural o se expresa de manera heteréloga en una célula en la que no se produce de
forma natural.

Las construcciones de acidos nucleicos a las que se hace referencia en el presente documento incluyen vectores de
expresion que comprenden acidos nucleicos que codifican una o mas enzimas malonil-CoA hidrolasas. Los acidos
nucleicos que codifican las enzimas se unen operativamente a promotores y, opcionalmente, a otras secuencias de
control, de modo que las enzimas en cuestiéon se expresan en una célula huésped que contiene el vector de
expresion cuando se cultivan en condiciones adecuadas. Los promotores y las secuencias de control empleadas
dependen de la célula huésped seleccionada para la produccién de malonato. Por lo tanto, la invencién proporciona
no solo vectores de expresion sino también construcciones de acidos nucleicos Utiles en la construccion de vectores
de expresion. Los procedimientos para disefiar y hacer construcciones de acidos nucleicos y vectores de expresion
generalmente son bien conocidos por los expertos en la técnica y, por lo tanto, solo se revisan brevemente en el
presente documento.

Los acidos nucleicos que codifican las enzimas malonil-CoA hidrolasas pueden prepararse por cualquier
procedimiento adecuado conocido por los expertos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, sintesis quimica directa y
clonacion. Ademas, Las secuencias de acido nucleico para su uso en la invencién pueden obtenerse de proveedores
comerciales que proporcionan sintesis de novo de los acidos nucleicos.

Un acido nucleico que codifica la enzima deseada puede incorporarse en un vector de expresion por procedimientos
conocidos que incluyen, por ejemplo, el uso de enzimas de restriccion para escindir sitios especificos en un vector
de expresion, por ejemplo, plasmido, produciendo asi un vector de expresion de la invencion. Algunas enzimas de
restriccion producen extremos monocatenarios que pueden hibridar con una secuencia de acido nucleico que tiene,
o se sintetiza para que tenga, un extremo con una secuencia complementaria a los extremos del vector de expresion
escindido. Después, los extremos se unen covalentemente utilizando una enzima apropiada, por ejemplo, ADN
ligasa. se pueden usar enlazadores de ADN para facilitar la unién de secuencias de acidos nucleicos en un vector de
expresion.

Un conjunto de secuencias de acidos nucleicos individuales también se puede combinar utilizando procedimientos
basados en la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo,
cada una de las secuencias de acido nucleico deseadas puede generarse inicialmente en una PCR separada.
Posteriormente, se disefian cebadores especificos de forma tal que los extremos de los productos de PCR contienen
secuencias complementarias. Cuando se mezclan los productos de PCR, se desnaturalizan y se rehibridan, las
cadenas que tienen las secuencias coincidentes en sus extremos 3' se superponen y pueden actuar como
cebadores entre si. La extension de esta superposicion por la ADN polimerasa produce una molécula en la que las
secuencias originales se "cortan y empalman". De esta forma, una serie de secuencias de &acido nucleico
individuales se pueden unir y posteriormente transducir en una célula huésped de forma simultanea. Por lo tanto, se
efectlia la expresion de cada una de la pluralidad de secuencias de acido nucleico.

Un vector de expresion tipico contiene la secuencia de acido nucleico deseada precedida y, opcionalmente, seguida
por una o mas secuencias de control o regiones reguladoras, incluyendo un promotor y, cuando el producto genético
es una proteina, el sitio de unién al ribosoma, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que generalmente tiene
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una longitud de 3-9 nucledtidos y, generalmente, se ubica entre 3 y 11 nucledtidos cadena arriba del codon de
iniciacion que precede a la secuencia de codificacion, seguida de un terminador de la transcripcion en el caso de E.
coli u otros huéspedes procariotas (véase Shine y col., Nature 254: 34 (1975) y Steitz, en Biological Regulation and
Development: Gene Expression (ed. R. F. Goldberger), vol. 1, pag. 349 (1979) Plenum Publishing, N.Y.). En el caso
de huéspedes eucariotas como la levadura, un vector de expresion tipico contiene la secuencia de codificacion de
acido nucleico deseada precedida por una o mas regiones reguladoras, junto con una secuencia Kozak para iniciar
la traduccion y seguido de un terminador (véase Kozak, Nature 308:241-246 (1984)).

Las regiones reguladoras o secuencias control incluyen, por ejemplo, las regiones que contienen un promotor y un
operador. Un promotor esta unido operativamente a la secuencia de codificaciéon de acido nucleico deseada,
iniciando asi la transcripcion de la secuencia de acido nucleico a través de una ARN polimerasa. Un operador es una
secuencia de acidos nucleicos adyacente al promotor, que contiene un dominio de unién a proteina en el que se
puede unir un factor de transcripcion. Los factores de transcripcion activan o reprimen el inicio de la transcripcion de
un promotor. De esta forma, se logra el control de la transcripcion, basado en las regiones reguladoras particulares
utilizadas y la presencia o ausencia del factor de transcripcion correspondiente. Los ejemplos no limitantes para la
expresion procariota incluyen promotores de lactosa (la proteina represora Lacl cambia la conformacién cuando
entra en contacto con lactosa, evitando asi que la proteina represora Lacl se una al operador) y los promotores de
triptéfano (cuando forman complejo con triptéfano, la proteina represora TrpR tiene una conformacion que se une al
operador; en ausencia de triptéfano, la proteina represora TrpR tiene una conformacién que no se une al operador).
Los ejemplos de promotores para usar para la expresion eucariota incluyen pTDH3, pTEF1 (como se ilustra en el
Ejemplo 31), pTEF2, pRNR2, pRPL18B, pREV1, pGAL1, pGAL10, pGAPDH, pCUP1, pMET3, pPGK1, pPYK1,
pHXT7, pPDC1, pFBA1, pTDH2, pPGI1, pPDCH1, pTPI1, pENO2, pADH1 y pADH2. Como se describe en el Ejemplo
44, se ha demostrado que los promotores de los genes HSP150, PGK1, PHO5, SCT1, PRB1, TPI1, ACH1, HXK2,
ACO1, JEN1, MDH2, POX1, CIT1, ALD4, ADH1, TDH3, ADH2 y SDH1 de la cepa BY4741 de S. cerevisiae son
Utiles para la produccion de acido malénico de acuerdo con la invencién. Como apreciaran los expertos en la técnica,
en la presente invencion se pueden usar diversos vectores de expresion y componentes de los mismos.

Aunque se puede usar cualquier vector de expresion adecuado para incorporar las secuencias deseadas, los
vectores de expresion facilmente disponibles incluyen: plasmidos, tales como pESC, pTEF, p414CYC1, p414GALS,
pSC101, pBR322, pPBBR1MCS, 3, pUR, pEX, pMR100, pCR4, pBAD24, pUC19, pRS; y bacteriéfagos, tales como el
fago M13 y el fago A. Por supuesto, dichos vectores de expresion solo pueden ser adecuados para células huésped
particulares o para la expresién de malonil-CoA hidrolasas particulares. Un experto en la técnica, sin embargo,
puede determinar facilmente a través de la experimentacion rutinaria si un vector de expresiéon particular es
adecuado para cualquier proteina o célula huésped dada. Por ejemplo, el vector de expresion se puede introducir en
la célula huésped, que después se vigila para determinar la viabilidad y la expresion de las secuencias contenidas en
el vector. Ademas, se puede hacer referencia a los textos y literatura relevantes, que describen los vectores de
expresion y su idoneidad para cualquier célula huésped en particular. Ademas del uso de vectores de expresion, se
generan cepas en las que los casetes de expresion se integran directamente en el genoma del huésped.

Los vectores de expresion se introducen o transfieren, por ejemplo, mediante transduccioén, transfecciéon o
transformacion, en la célula huésped. Tales procedimientos para introducir vectores de expresién en células
huésped son bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un procedimiento para transformar E. coli
con un vector de expresion implica un tratamiento con cloruro de calcio en el que el vector de expresién se introduce
a través de un precipitado de calcio.

Para identificar si un acido nucleico se ha introducido con éxito o en una célula huésped, existen diversos
procedimientos. Por ejemplo, se puede separar un cultivo de células huésped potencialmente transformadas
utilizando una dilucién adecuada, en células individuales y, posteriormente, se cultivan individualmente y se analizan
para determinar la expresion de un producto génico deseado de un gen contenido en el acido nucleico introducido.
Por ejemplo, una practica de uso frecuente implica la seleccion de células basadas en la resistencia a los antibioticos
que ha sido conferida por los genes que confieren resistencia a los antibidticos en el vector de expresion, tales como
los genes de betalactamasa (amp), aminoglucésido fosfotransferasa (neo) e higromicina fosfotransferasa (hig, hph,

hpt).

Habitualmente, una célula huésped de la invencién se habra transformado con al menos un vector de expresion.
Cuando solo se usa un solo vector de expresion, el vector contendra tipicamente un gen de malonil-CoA hidrolasa.
Una vez que la célula huésped ha sido transformada con el vector de expresion, la célula huésped se cultiva en un
medio adecuado que contiene una fuente de carbono, tal como un azucar (por ejemplo, glucosa). A medida que la
célula huésped se cultiva, se produce expresion de la enzima o enzimas para producir malonato. Una vez
expresadas, la enzima o enzimas catalizan la hidrélisis del enlace tioéster de malonil-CoA, liberando de esta manera
malonato y CoA.

Si una célula huésped de la invencioén incluye mas de un gen heterdlogo, los multiples genes pueden expresarse a
partir de uno o mas vectores. Por ejemplo, un solo vector de expresién puede comprender uno, dos o0 mas genes
que codifican una, dos o mas enzimas malonil-CoA hidrolasa y/u otras proteinas que proporcionan alguna funcion
util, por ejemplo, mejores rendimiento, titulo y/o productividad de malonato. Los genes heterdlogos pueden estar
contenidos en un vector replicado episomalmente o en un vector integrado en el genoma de la célula huésped, y
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cando se usa mas de un vector, todos los vectores pueden replicarse episomalmente (extracromatomicamente), o
todos los vectores pueden integrarse, o algunos pueden integrarse y algunos pueden replicarse episomalmente. La
integracion cromosomica se utiliza normalmente para las células que sufrirdn una propagacion sostenida, por
ejemplo, las células utilizadas para la produccion de malonato para aplicaciones industriales. El ejemplo 45 ilustra los
beneficios de la integracion genémica de un gen de malonil-CoA hidrolasa proporcionado por la invencion; en ese
ejemplo, se muestra que una unica copia integrada del gen da como resultado titulos de acido malénico mas altos
que los obtenidos cuando se expresa el mismo gen a partir de un plasmido. Este ejemplo también sirve para
demostrar la modulaciéon de la producciéon de acido malénico como se proporciona en la invencién, como un
aumento en el numero de copias del gen que codifica la malonil-CoA hidrolasa por célula, da como resultado un
aumento de acido maldénico en los medios de fermentacion. Mientras que un "gen" esta generalmente compuesto por
un Unico promotor y una sola secuencia de codificacion, en ciertas células huésped, dos o mas secuencias de
codificacion pueden estar controladas por un promotor en un operén. En algunas realizaciones, se utiliza un sistema
de dos o tres operones.

Las secuencias de codificacion empleadas pueden haber sido modificadas, con respecto a alguna secuencia de
referencia, para reflejar la preferencia de coddn de una célula huésped seleccionada. Las tablas de uso de codones
para numerosos organismos estan facilmente disponibles y se pueden usar para guiar el disefio de secuencias. El
uso de codones prevalentes de un organismo huésped dado generalmente mejora la traduccion de la secuencia
diana en la célula huésped. Como ejemplo, las secuencias de acido nucleico sujeto pueden modificarse para la
preferencia del codén de levadura (véase, por ejemplo, Bennetzen y col., J. Biol. Chem. 257: 3026-3031 (1982)), o
pueden modificarse para la preferencia de codén de E. coli (véase, por ejemplo, Nakamura y col., Nucleic Acids Res.
28:292 (2000)) o puede modificarse para incluir codones optimizados para la preferencia de codones de S.
cerevisiae (véase el Ejemplo 42).

Los acidos nucleicos pueden prepararse mediante diversas técnicas recombinantes de rutina. En resumen, los
acidos nucleicos sujeto pueden prepararse a partir de fragmentos de ADN genémico, ADNc y ARN, todos los cuales
pueden extraerse directamente de una célula o producirse de forma recombinante mediante varios procedimientos
de amplificacion, incluyendo PCR y rt-PCR. Los acidos nucleicos sujeto también pueden prepararse mediante
sintesis quimica directa.

Los niveles de transcripcion de acido nucleico en un microorganismo huésped pueden aumentarse (o disminuirse)
utilizando numerosas técnicas. Por ejemplo, el nimero de copias del acido nucleico puede aumentarse mediante el
uso de vectores de expresion de mayor nimero de copias que comprenden la secuencia de acidos nucleicos, o
mediante la integraciéon de multiples copias del acido nucleico deseado en el genoma del microorganismo huésped,
como se demuestra en el Ejemplo 45. Los ejemplos de integracion de una secuencia de acido nucleico deseada en
el cromosoma huésped incluyen la recombinacién mediada por recA, recombinacion mediada por recombinasa del
fago lambda e insercion de transposones. Los niveles de transcripcion de acido nucleico pueden aumentarse
cambiando el orden de las regiones codificantes en un ARNm policistrénico o dividiendo un operén policistronico en
multiples operones policistronicos o0 monocistrénicos, cada uno con su propio promotor. Los niveles de ARN pueden
aumentarse (o disminuirse) aumentando (o disminuyendo) la fuerza del promotor al que la region codificadora de
proteinas esta unida operativamente. Las técnicas ilustrativas para el disefio y ensamblaje de plasmidos para
proporcionar la produccion de malonato se proporcionan en los Ejemplos 1, 3, 31y 35.

El nivel de traduccion de una secuencia polipeptidica deseada en un microorganismo huésped también puede
aumentarse de varias maneras. Los ejemplos incluyen aumentar la estabilidad del ARNm, modificar la secuencia del
sitio de unién al ribosoma (o Kozak), modificar la distancia o la secuencia entre el sitio de unién al ribosoma (o
secuencia Kozak) y el coddn de iniciacion de la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido deseado,
modificar la region intercistronica ubicada en 5' respecto al codén de iniciacion de la secuencia de acido nucleico que
codifica el polipéptido deseado, estabilizar el extremo 3' del transcrito del ARNm, modificar el uso de codones del
polipéptido, alterar la expresion de ARNt de codones de bajo uso/raros utilizados en la biosintesis del polipéptido. La
determinacion de codones preferentes y ARNt de codones raros o de bajo uso se puede basar en un analisis de
secuencia de genes derivados del microorganismo huésped.

La semivida del polipéptido, o estabilidad, puede aumentarse a través de la mutaciéon de la secuencia de acido
nucleico que codifica el polipéptido deseado, lo que da como resultado la modificacién de la secuencia polipeptidica
deseada en relacion con la secuencia polipeptidica control. Cuando el polipéptido modificado es una enzima, la
actividad de la enzima en un huésped puede alterarse debido al aumento de la solubilidad en la célula huésped,
funcién mejorada al pH deseado, eliminacion de un dominio que inhibe la actividad enzimatica, parametros cinéticos
mejorados (valores de Km mas bajos o de Kcat mas altos) para el sustrato deseado, y eliminacion de la regulacion
alostérica por un metabolito intracelular. Las enzimas alteradas/modificadas también pueden aislarse mediante
mutagénesis aleatoria de una enzima, de tal manera que la enzima alterada/modificada puede expresarse a partir de
un vector episomal o de un gen recombinante integrado en el genoma de un microorganismo huésped.

Seccion 4: Células huésped recombinantes
En un aspecto, la invencion proporciona células huésped recombinantes adecuadas para la produccion biolégica de

malonato. Cualquier célula huésped adecuada puede usarse en la practica de los procedimientos de la presente
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invencion. En algunas realizaciones, la célula huésped es un microorganismo huésped recombinante en el que se
han insertado, delecionado o modificado moléculas de acido nucleico (es decir, mutado; por ejemplo, mediante
insercion, delecion, sustitucion, y/o inversion de nucledtidos), ya sea para producir malonato o para aumentar el
rendimiento, el titulo y/o la productividad del malonato en relacién con una "célula control" o "célula de referencia".
Una "célula control" se puede usar con fines comparativos y es tipicamente una célula parental recombinante o de
tipo salvaje que no contiene una o mas de las modificaciones realizadas en la célula huésped de interés.

En una realizacién importante, la presente invencion proporciona células de levadura recombinantes adecuadas para
la produccion de malonato a niveles suficientes para su posterior purificacion y uso como se describe en el presente
documento. Las células huésped de levadura son células huésped excelentes para la construccidon de rutas
metabdlicas recombinantes que comprenden enzimas heterélogas que catalizan la produccion de productos de
moléculas pequefias. Existen técnicas establecidas de biologia molecular y acidos nucleicos que codifican
elementos genéticos necesarios para la construccion de vectores de expresion de levadura, incluyendo promotores,
origenes de replicacion, marcadores de resistencia a antibiéticos, marcadores auxoétrofos, terminadores y similares.
En segundo lugar, las técnicas para la integracion de los acidos nucleicos en el cromosoma de levadura estan bien
establecidas. La levadura también ofrece una serie de ventajas como huésped de fermentacion industrial. La
levadura puede tolerar altas concentraciones de acidos organicos y mantener la viabilidad celular a un pH bajo y
puede crecer tanto en condiciones de cultivo tanto aerobias como anaerobias, y existen caldos de fermentacion y
protocolos de fermentacion establecidos. La capacidad de una cepa para propagarse y/o producir el producto
deseado a pH bajo proporciona varias ventajas con respecto a la presente invencidon. En primer lugar, esta
caracteristica proporciona tolerancia al ambiente creado por la produccion de acido malénico. En segundo lugar,
desde el punto de vista del procedimiento, la capacidad de mantener un entorno de pH bajo limita el numero de
organismos que pueden contaminar y estropear un lote. En tercer lugar, esta caracteristica también elimina o al
menos reduce la necesidad de agregar acido adicional para facilitar la purificacion del acido malénico mediante
algunos procedimientos proporcionados por la invencion (véase el Ejemplo 37).

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped recombinante que comprende un acido nucleico
heterélogo que codifica una malonil-CoA hidrolasa es un eucariota. En varias realizaciones, el eucariota es una
levadura seleccionada de la siguiente lista de géneros; Candida, Cryptococcus, Hansenula, Issatchenki,
Kluyveromyces, Komagataella, Lipomyces, Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces o Yarrowia. En
varias realizaciones, la levadura es de una especie seleccionada del grupo que consiste en Candida albicans,
Candida etanolica, Candida Krusei, Candida metanosorbosa, Candida sonorensis, Candida tropicalis, Cryptococcus
curvatus, Hansenula polymorpha, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces thermotolerans, Komagataella pastoris, Lipomyces starkeyi, Pichia angusta, Pichia deserticola,
Pichia galeiformis, Pichia kodamae, Pichia kudriavzevii, Pichia membranaefaciens, Pichia methanolica, Pichia
pastoris, Pichia salictaria, Pichia stipitis, Pichia thermotolerans, Pichia trehalophila, Rhodosporidium toruloides,
Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces boulardi, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces kluyveri y Yarrowia lipolytica. Un experto en la técnica reconocera que esta lista abarca
levaduras en el sentido mas amplio, incluyendo tanto cepas oleaginosas como no oleaginosas. Los ejemplos 46 y 47
ilustran el uso de la cepa Y-134 de Pichia kudriavzevii de acuerdo con la invencion.

La invencion proporciona células huésped recombinantes alternativas para la produccion biolégica de malonato.
Ejemplos ilustrativos incluyen células eucariotas, procariotas y arqueas. Ejemplos ilustrativos de células eucariotas
incluyen: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Crypthecodinium cohnii, Cunninghamella japdnica, Entomophthora
coronata, Mortierella alpina, Mucor circinelloides, Neurospora crassa, Pythium ultimum, Schizochytrium limacinum,
Thraustochytrium aureum, Trichoderma reesei y Xanthophyllomyces dendrorhous. En general, si se utiliza una célula
eucariota, se emplea una cepa no patdgena. Ejemplos ilustrativos de cepas no patdgenas incluyen, aunque sin
limitaciones: Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae. Ademas, ciertas cepas, incluyendo Saccharomyces
cerevisiae, han sido designados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos como considerados
generalmente como seguros (0 GRAS) y, por lo tanto, pueden emplearse convenientemente en diversas
realizaciones de los procedimientos de la invencion.

Los ejemplos ilustrativos de células huésped procariotas recombinantes proporcionados por la invencién incluyen
Bacillus subtilis, Brevibacterium ammoniagenes, Clostridium beigerinckii, Enterobacter sakazakii, Lactobacillus
acidophilus, Lactococcus lactis, Mesorhizobium loti, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Rhodobacter
capsulatus, Rhodobacter sphaeroides, Salmonella enterica, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Shigella
flexneri, Staphylococcus aureus, Streptomyces ambofaciens, Streptomyces aureofaciens, Streptomyces aureus,
Streptomyces fungicidicus, Streptomyces griseochromogenes, Streptomyces griseus, Streptomyces lividans,
Streptomyces olivogriseus, Streptomyces rameus, Streptomyces tanashiensis y Streptomyces vinaceus. Algunas de
estas células, incluyendo Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, han sido designadas por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos como considerados generalmente como seguros (0 GRAS) y, por lo tanto, se emplean en
diversas realizaciones de los procedimientos de la invencion. Si bien es deseable desde el punto de vista de la
seguridad publica y regulatoria, el estado de GRAS no afecta a la capacidad de una cepa huésped para su uso en la
practica de la presente invencion; por tanto, los organismos no GRAS e incluso patogénicos se incluyen en la lista de
cepas huésped ilustrativas adecuadas para su uso en la practica de la presente invencion.

Escherichia coli también es una excelente célula huésped procariota para la construccion de rutas metabdlicas, y E.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 698 500 T3

coli también se utiliza en la fermentacion industrial de productos de moléculas pequefias. A diferencia de la mayoria
de las cepas de levadura de tipo salvaje, E. coli de tipo salvaje puede catabolizar azlcares tanto pentosas como
hexosas como fuentes de carbono. E. coli también tiene un tiempo de duplicacién mas corto en comparacion con la
levadura, lo que permite realizar experimentos mas rapidamente. La presente invencién proporciona una amplia
gama de células huésped de E. coli adecuadas para la produccion de malonato como se describe en el presente
documento. En diversas realizaciones de los procedimientos de la invencion, la célula huésped recombinante que
comprende un acido nucleico heterélogo que codifica una malonil-CoA hidrolasa es una célula de E. coli.

Seccion 5: Modificaciones adicionales y condiciones de fermentacion para mejorar la produccion de
malonato

En otros aspectos de la invencion, se consigue un mayor rendimiento, titulo, y/o productividad de malonato mediante
el empleo de células huésped proporcionadas por la invencién que se han modificado genéticamente en formas
distintas, o ademas de, la introduccion de una malonil-CoA hidrolasa heteréloga y/o empleando las condiciones de
fermentacién proporcionadas por ciertos procedimientos de la invencién. En resumen, la célula huésped
recombinante de la invencién comprende modificaciones genéticas que aumentan la biosintesis de acetil-CoA,
aumentan la biosintesis de malonil-CoA, disminuyen el catabolismo del malonato, aumentan la secrecidon de
malonato desde la célula huésped, aumentan la tolerancia de la célula huésped al malonato y aumentan el
catabolismo de varias fuentes de carbono.

Modificaciones genéticas y condiciones de fermentacion que aumentan la biosintesis de acetil-CoA

De acuerdo con la invencion, se puede lograr un titulo, rendimiento y/o productividad mayores de malonato mediante
modificaciones genéticas que aumentan la biosintesis de acetil-CoA y la invencion proporciona enzimas que
aumentan la biosintesis de acetil-CoA, vectores para expresar enzimas que aumentan la biosintesis de acetil-CoA,
células huésped que expresan enzimas que aumentan la biosintesis de acetil-CoA y aumentan el titulo, rendimiento
y/o productividad de malonato, y procedimientos relacionados con el mismo. Como se ha descrito anteriormente, el
malonato se produce mediante hidrélisis de malonil-CoA, que, se puede producir a partir de acetil-CoA; por lo tanto,
los aumentos en la biosintesis de acetil-CoA pueden mejorar la producciéon de malonato.

Una via por la cual se produce acetil-CoA es por una acetil-CoA sintetasa (EC 6.2.1.1), que cataliza la formacion de
acetil-CoA a partir de acetato y coenzima A (CoA). La invencion proporciona células huésped recombinantes
adecuadas para producir malonato de acuerdo con los procedimientos de la invenciéon que comprenden una o mas
enzimas heterdlogas acetil-CoA sintetasa (ACS) que aumentan el titulo,rendimiento y/o productividad del malonato
en relacion con una célula huésped que no comprende una acetil-CoA sintetasa heteréloga. Ejemplos no limitativos
de enzimas ACS adecuadas son ACS1 (GenBank: AAC04979.1) y ACS2 (GenBank: CAA97725.1) de S. cerevisiae.
En algunas realizaciones, una célula huésped recombinante que comprende acetil-CoA sintetasa de S. cerevisiae
ACS1 y/o ACS2 se usa para aumentar el titulo, el rendimiento y/o la productividad del malonato. En otras
realizaciones, una célula huésped recombinante que comprende una acetil-CoA sintetasa seleccionada del grupo
que consiste en Acs de Salmonella enterica, AcsA de Escherichia coli y AcsA de Bacillus subtilis se usa para
aumentar el rendimiento, el titulo y/o la productividad de malonato. Los expertos en la materia aprecian que otras
acetil-CoA sintetasas pueden expresarse en una célula huésped recombinante que produce malonato de acuerdo
con la invencién para aumentar el rendimiento, el titulo y/o la productividad de malonato. Esta modificacion se ilustra
en los ejemplos 9 y 46.

Una segunda ruta a través de la cual se produce acetil-CoA es por un complejo de piruvato deshidrogenasa, que
cataliza la formacion de acetil-CoA a partir de piruvato. La invencion proporciona células huésped recombinantes
adecuadas para producir malonato de acuerdo con los procedimientos de la invenciéon que comprenden una o mas
enzimas heterélogas del complejo de piruvato deshidrogenasa que aumentan el titulo, el rendimiento y/o la
productividad del malonato con respecto a a una célula huésped que no comprende una enzima heterdloga del
complejo de piruvato deshidrogenasa. Ejemplos no limitantes de enzimas del complejo de piruvato deshidrogenasa
adecuadas incluyen PDA1, PDB1, LAT1, LPD1 y PDX1 de S. cerevisiae. En algunas realizaciones de la invencion, el
rendimiento, el titulo y/o la productividad del malonato aumentan en una célula huésped recombinante utilizada para
producir malonato expresando una o mas enzimas piruvato deshidrogenasa seleccionadas del grupo que consiste
en PDA1, PDB1, LAT1, LPD1 y PDX1 de S. cerevisiae. Los expertos en la materia aprecian que otras enzimas
piruvato deshidrogenasa pueden expresarse en una célula huésped recombinante que produce malonato de acuerdo
con la invencién para aumentar el rendimiento, el titulo y/o la productividad de malonato. Esta modificacion se ilustra
en el Ejemplo 10.

Una tercera via a través de la cual se produce acetil-CoA es por una ruta catabdlica de etanol heteréloga que
comprende enzimas que catalizan la conversién de etanol en acetil-CoA. En comparacién con el malonato, el etanol
es una sustancia quimica menos costosa, y las células huésped que producen malonato y que expresan una via
catabdlica de etanol pueden convertir el etanol en malonato. Una alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) cataliza la
conversion de etanol en acetaldehido. Los ejemplos de enzimas alcohol deshidrogenasas adecuadas incluyen las
seleccionadas del grupo que consiste en ADH2 de S. cerevisiae, AdhP de E. coli, ADH1A de H. sapiens, ADH1B de
H. sapiens y ADH1C de H. sapiens. Ademas de la alcohol deshidrogenasa, una ruta catabolica de etanol también
comprende una acetaldehido deshidrogenasa (acilacion; EC 1.2.1.10) o una aldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) y
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una acetil-CoA sintetasa (EC 6.2.1.1). Una acetaldehido deshidrogenasa (acilante) cataliza la conversion de
acetaldehido en acetil-CoA, una aldehido deshidrogenasa cataliza la conversion de acetaldehido en acetato y una
acetil-CoA sintasa, como se ha descrito anteriormente, cataliza la formacion de acetil-CoA a partir de acetato y CoA.
Los ejemplos de acetaldehido deshidrogenasas adecuadas (acilante) incluyen las seleccionadas del grupo que
consiste en MhpF de E. coli, AdhE de E. coli, CF600 DmpF de Pseudomonas sp y Todl de Pseudomonas putida.
Ejemplos no limitantes de aldehido deshidrogenasas incluyen ALD2, ALD3, ALD4, ALD5 y ALD6 de S. cerevisiae; y
ALD1, ALD2, ALD4 y ALD10 de H. sapiens. Los ejemplos de enzimas acetil-CoA sintetasa incluyen ACS1 de S.
cerevisiae, ACS2 de S. cerevisiae y Acs de E. coli.

La presente invencion proporciona células huésped recombinantes adecuadas para producir malonato de acuerdo
con los procedimientos de la invencion que comprenden una o mas enzimas catabdlicas de etanol heterélogas que
aumentan el rendimiento, el titulo, y/o la productividad de malonato con respecto a las células huésped que no
comprenden la enzima o enzimas heterdlogas de la via catabdlica del etanol. En algunas realizaciones, las enzimas
heterdélogas de la via catabdlica del etanol son una etanol deshidrogenasa y una acetaldehido deshidrogenasa
(acilante). En algunas realizaciones, las enzimas heterélogas de la via catabdlica del etanol son una etanol
deshidrogenasa ADH2 de S. cerevisiae y una acetaldehido deshidrogenasa MhpF de E. coli (acilante). En algunas
realizaciones, una ADH2 heterdloga de S. cerevisiae y MhpF de E. coli se expresan en E. coli recombinante que
expresa una malonil-CoA hidrolasa EHD3 heteréloga de S. cerevisiae. En otras realizaciones, una ADH2 heteréloga
de S. cerevisiae y MhpF de E. coli se expresan en S. cerevisiae recombinante que expresa una malonil-CoA
hidrolasa EHD3 heterdloga de S. cerevisiae. En otras realizaciones, una ADH2 heterdloga de S. cerevisiae y MhpF
de E. coli se expresan en una levadura oleaginosa recombinante que expresa una malonil-CoA hidrolasa EHD3
heterdloga de S. cerevisiae. En ofras realizaciones, las enzimas heterdlogas de la via catabdlica de etanol son etanol
deshidrogenasa ADH2 de S. cerevisiae y acetaldehido deshidrogenasa CF600 DmpF de Pseudomonas sp.
(acilante). En algunas realizaciones, una ADH2 heterdloga de S. cerevisiae y CF600 DmpF de Pseudomonas sp. se
expresan en E. coli recombinante que expresa una malonil-CoA hidrolasa EHD3 heterdloga de S. cerevisiae. En
algunas realizaciones, una ADH2 heterdloga de S. cerevisiae y CF600 DmpF de Pseudomonas sp. se expresan en
S. cerevisiae recombinante que expresa una malonil-CoA hidrolasa EHD3 heterdloga de S. cerevisiae. En algunas
realizaciones, una ADH2 heterdloga de S. cerevisiae y CF600 DmpF de Pseudomonas sp. se expresan en una
levadura oleaginosa recombinante que expresa una malonil-CoA hidrolasa EHD3 heterdéloga de S. cerevisiae. En
otras realizaciones, las enzimas heterdlogas de la via catabdlica de etanol son etanol deshidrogenasa ADH2 de S.
cerevisiae y acetaldehido deshidrogenasa Todl de Pseudomonas putida (acilante). En algunas realizaciones, una
ADH2 heterdloga de S. cerevisiae y Todl de Pseudomonas putida se expresan en E. coli recombinante que expresa
una malonil-CoA hidrolasa EHD3 heterdloga de S. cerevisiae. En algunas realizaciones, una ADH2 heterdloga de S.
cerevisiae y Todl de Pseudomonas putida se expresan en S. cerevisiae recombinante que expresa una malonil-CoA
hidrolasa EHD3 heterdloga de S. cerevisiae. En algunas realizaciones, una ADH2 heteréloga de S. cerevisiae y Todl
de Pseudomonas putida se expresan en una levadura oleaginosa recombinante que expresa una malonil-CoA
hidrolasa EHD3 heterdloga de S. cerevisiae. En otras realizaciones, las enzimas heterdlogas de la via catabdlica del
etanol son una o mas alcohol deshidrogenasas seleccionadas del grupo que contiene ADH2 de S. cerevisiae, AdhP
de E. coli, ADH1A de H. sapiens, ADH1B de H. sapiens y/o ADH1C de H. sapiens y una o mas acetaldehido
deshidrogenasas (aclacion) seleccionadas del grupo que contiene MhpF de E. coli, AdhE de E. coli, CF600 DmpF de
Pseudomonas sp y Todl de Pseudomonas putida. Los expertos en la materia aprecian que otras enzimas alcohol
deshidrogenasa y enzimas acetaldehido deshidrogenasa (acilante) pueden expresarse en una célula huésped
recombinante adecuada para producir malonato de acuerdo con los procedimientos de la invencién para aumentar el
rendimiento, el titulo y/o la productividad del malonato.

En otras realizaciones, las enzimas heterélogas de la via catabdlica del etanol son una etanol deshidrogenasa, una
aldehido deshidrogenasa y una acetil-CoA sintetasa. En algunas realizaciones, las enzimas heterélogas de la via
catabdlica del etanol son una alcohol deshidrogenasa ADL2 de S. cerevisiae, una aldehido deshidrogenasa ALD2 de
S. cerevisiae y una acetil-CoA sintetasa ACS1 de S. cerevisiae. En ofras realizaciones, las enzimas heterélogas de
la via catabolica del etanol son una alcohol deshidrogenasa ADL2 de S. cerevisiae, una aldehido deshidrogenasa
ALD2 de S. cerevisiae y una acetil-CoA sintetasa ACS2 de S. cerevisiae. En otras realizaciones, las enzimas
heterélogas de la via catabdlica del etanol son una alcohol deshidrogenasa ADL2 de S. cerevisiae, una aldehido
deshidrogenasa ALD6 de S. cerevisiae y una acetil-CoA sintetasa ACS1 de S. cerevisiae. En otras realizaciones, las
enzimas heterdlogas de la via catabdlica del etanol son una alcohol deshidrogenasa ADL2 de S. cerevisiae, una
aldehido deshidrogenasa ALD6 de S. cerevisiae y una acetil-CoA sintetasa ACS2 de S. cerevisiae. En otras
realizaciones, las enzimas heterélogas de la via catabdlica del etanol son una o mas alcohol deshidrogenasas
seleccionadas del grupo que contiene ADH2 de S. cerevisiae, AdhP de E. coli, ADH1A de H. sapiens, ADH1B de H.
sapiens y ADH1C de H. sapiens, una o mas aldehido deshidrogenasas seleccionadas del grupo que contiene ALD2
de S. cerevisiae, ALD3 de S. cervisiae, ALD4 de S. cervisiae, ALD5 de S. cervisiae, ALD6 de S. cervisiae, ALD1 de
H. sapiens, ALD2 de H. sapiens, ALD4 de H. sapiens y/o ALD10 de H. sapiens y una o mas acetil-CoA sintetasas
seleccionadas del grupo que contiene ACS1 de S. cervisiae, ACS2 de S. cerevisiae y/o Acs de E. coli.

En algunas realizaciones, las células huésped recombinantes adecuadas para producir malonato de acuerdo con los
procedimientos de la invencion comprenden una enzima heteréloga de la via catabdlica de etanol y convierten el
etanol producido de forma enddégena en acetil-CoA y aumentan el rendimiento, el titulo y/o la productividad de
malonato. En otras realizaciones, el etanol se afiade exégenamente al caldo de fermentacion y las células huésped
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recombinantes para producir malonato de acuerdo con los procedimientos de la invencién comprenden una enzima
heterdloga de la via catabdlica de etanol y convierten el etanol afiadido de forma exégena en acetil-CoA y aumentan
el rendimiento, el titulo y/o la productividad de malonato. Cuando se afiade de forma exdgena al caldo de
fermentacion, se afiade etanol para obtener una concentracion minima de 1 % etanol en volumen/volumen, y
tipicamente se afiade al caldo de fermentacion para obtener una concentracion entre 1-15 % en volumen/volumen.
El catabolismo del etanol para mejorar la produccién de malonato de acuerdo con la invencion se ilustra en el
Ejemplo 11.

El aumento de las reservas citosolicas de acetil-CoA es una cuarta via para aumentar la biosintesis de malonato; en
numerosas células vegetales y animales, pero no en S. cerevisiae, la ATP citrato liasa (EC 2.3.3.8) es la principal
enzima responsable de la biosintesis citosdlica de acetil-CoA. Con mas detalle, la acetil-CoA en la mitocondria se
condensa con oxaloacetato para formar citrato a través de la actividad de la citrato sintasa. Posteriormente, el citrato
se transporta desde la mitocondria al citosol, donde la ATP citrato liasa cataliza la formacién de acetil-CoA,
oxaloacetato y ADP. Mientras que S. cerevisiae no contiene una ATP citrato liasa nativa, se han descrito enzimas
heterdélogas adecuadas de citrato liasa de ATP en cepas de levadura oleaginosa (véase, por ejemplo, Boulton y col.,
J. Gen. Microbiol. 127:169-176 (1981)). La presente invencion proporciona células huésped recombinantes que
comprenden una o mas enzimas de ATP citrato liasa de levadura oleaginosa nucleico heterélogas. Los ejemplos no
limitantes de enzimas ATP citrato liasa de levadura oleaginosa incluyen las seleccionadas del grupo de levaduras
oleaginosas que consisten en Candida curvata, Cryptococcus albidus, Lipomyces Lipofer, Rhodospiridium toruloides,
Rhodotorula glutanis, Trichosporon cutaneum, Yarrowia lipolytica y similares. En varias realizaciones, la célula
huésped recombinante comprende un acido nucleico heterélogo que codifica una ATP citrato liasa. En varias
realizaciones, la ATP citrato liasa es de un organismo seleccionado del grupo que consiste en Candida curvata,
Cryptococcus albidus, Lipomyces Lipofer, Rhodospiridium toruloides, Rhodotorula glutanis, Trichosporon cutaneum,
Yarrowia lipolytica. Esta modificacion se ilustra en el Ejemplo 12.

La biosintesis de acetil-CoA también puede aumentarse de acuerdo con la invencién alterando la expresién de uno o
mas acidos nucleicos que codifican proteinas que afectan al almacenamiento o catabolismo de los acidos grasos. La
presente invencion proporciona células huésped que comprenden modificaciones genéticas de uno o mas acidos
nucleicos que codifican proteinas que afectan el almacenamiento y catabolismo de los acidos grasos. En
Saccharomyces cerevisiae, estas proteinas incluyen SNF2, IRA2, PRE9, PHO90, SPT21, POX1, ANT1, FOXS3,
PAS1, PAS3, ARE1, ARE2, DGA1, LRO1, ACL1, MAE1, GLC3, GLG1, GLG2, PAT1 y PEX11. Esta modificacién se
ilustra en el Ejemplo 13.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped comprende modificaciones genéticas que afectan a la
expresion y/o la actividad de las proteinas involucradas en el catabolismo de los acidos grasos. Por ejemplo, la
mayoria de las células huésped degradaran de forma natural los acidos grasos, los acidos hidroxigrasos y muchos
diacidos a través de las vias de beta-oxidacion. La beta-oxidacion se produce, en la mayoria de los casos, mediante
la activacion de grupos de acidos grasos libres en tioésteres de CoA con acil-CoA ligasas. El intermedio de acil-CoA
se oxida y se degrada aun mas, procediendo a través de un 2,3 enoil-CoA, 3-hidroxiacil-CoA y 3-cetoacil-CoA, y su
posterior escision da como resultado la produccion de acetil-CoA y una acil-CoA acortada por dos carbonos con
respecto al sustrato inicial. Las actividades enzimaticas requeridas para la betaoxidacién son conocidas. La presente
invencion proporciona células huésped que poseen mayor actividad de la ruta catabdlica para los acidos grasos de
cadena media (C4-C8) y larga (> C8), acidos hidroxigrasos y diacidos en comparacion con las células huésped
control. Por ejemplo, en levaduras (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae), la betaoxidacién se produce, en el
peroxisoma; los ejemplos de productos de acido nucleico que afectan a la beta-oxidacion en el peroxisoma son
PAT1 y PEX11 de Saccharomyces cerevisiae. En algunas realizaciones de la invencioén, se proporciona una célula
huésped modificada para aumentar la expresion de PAT1 y/o PEX11 para su uso en los procedimientos del presente
documento para la producciéon de malonato. Esta modificacion se ilustra en el Ejemplo 14.

Modificaciones genéticas y condiciones de fermentacion que aumentan la biosintesis de malonil-CoA

De acuerdo con la invencion, se puede aumentar el titulo, el rendimiento y/o la productividad de malonato mediante
el aumento de la biosintesis de malonil-CoA, y la invencion proporciona células huésped, vectores, enzimas y
procedimientos relacionados con los mismos. La malonil-CoA se produce en las células huésped a través de la
actividad de una acetil-CoA carboxilasa (EC 6.4.1.2) que cataliza la formacién de malonil-CoA a partir de acetil-CoA
y diéxido de carbono. La invencién proporciona células huésped recombinantes para producir malonato que expresa
una acetil-CoA carboxilasa heteréloga (ACC). En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula de S.
cerevisiae que comprende acetil-CoA carboxilasa ACC1 heterdloga de S. cerevisiae o una enzima homoéloga de la
misma. En algunas realizaciones, la célula huésped modificada para la expresion heteréloga de una ACC, tal como
ACC1 de S. cerevisiae, se modifica adicionalmente para eliminar la regulacion postraduccional de ACC1 mediante la
modificacion genética de la proteina quinasa SNF1 de S. cerevisiae o una enzima homdloga de las mismas. La
invencion también proporciona una célula huésped recombinante adecuada para producir malonato de acuerdo con
la invencién que es una célula de E. coli que comprende un acido nucleico heterdlogo que codifica la expresion de
proteinas del complejo de acetil-CoA carboxilasa de S. cerevisiae AccA, AccB, AccC y AccD o una o mas enzimas
homadlogas de las mismas. De acuerdo con la invencion, las acetil-CoA carboxilasas adicionales pueden expresarse
de forma heteréloga para aumentar la biosintesis de malonil-CoA y malonato. Esta modificacion se ilustra en el
Ejemplo 15.
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En diversas realizaciones de la invencion, la expresién de BirA, biotina-[acetilCoA carboxilasa] holoenzima sintetasa,
se coexpresa con las proteinas del complejo de acetil-CoA carboxilasa de E. coli, AccA, AccB, AccC y AccD para
mejorar la actividad del complejo ACC y dar como resultado un aumento en la produccion de malonil-CoA y
malonato. En diversas realizaciones de la invencién, ACC1 de S. cerevisiae se modifica aun mas para eliminar la
regulacion postraduccional de ACC1 mediante la introduccion de mutaciones de serina a alanina en cualquiera,
todos o cualquier combinacion de los restos siguientes; S10, S233, S430, S1114, S1145, S1148, S1157, S1159,
S1162, S1163, S1169. En algunas realizaciones de la invencion, la acetil-CoA carboxilasa utilizada es de Yarrowia
lipolytica CLIB122, denominada en el presente documento YIACC. El Ejemplo 42 ilustra como la inclusion de esta
enzima en una cepa huésped productora de malonato proporcionada por la invencidon da como resultado una
duplicacién del titulo de malonato de ese huésped después de 120 horas de fermentacion,, con respecto al mismo
huésped fermentado sin esta enzima. En realizaciones adicionales de la invencién, esta enzima se coexpresa con
una biotin-[acetil-CoA carboxilasa] holoenzima sintetasa, también derivado de este organismo (BPL1). En
realizaciones adicionales de la invencion, los genes que codifican las acetil-CoA carboxilasas y la biotin- [acetilCoA
carboxilasa] holoenzima sintetasa son dtsR1 accBC y derivan de Corynebacterium glutamicum. En realizaciones
adicionales de la invencion, estos genes derivan de una cepa de levadura que incluye, pero sin limitaciones, los de
los géneros, Candida, Pichia o cualquiera de las otras levaduras del presente documento. En diversas realizaciones
de la invencion, la célula huésped que produce malonato expresa cualquier combinacion de estas enzimas acetil-
CoA carboxilasas y biotin- [acetil-CoA carboxilasa] holoenzima sintetasa.

En algunas realizaciones de la invencion, una célula huésped adecuada para producir malonato de acuerdo con los
procedimientos de la invencion comprende modificaciones genéticas que afectan a la expresion y/o la actividad de
proteinas implicadas en la biosintesis de los acidos grasos. La malonil-CoA es naturalmente un sustrato en la
biosintesis de los acidos grasos y el desvio de malonil-CoA a la produccion de acidos grasos disminuye la capacidad
de la célula huésped para producir malonato. La invencién proporciona células huésped recombinantes para producir
malonato que expresa un complejo multienzima heterdlogo de acido graso sintasa (FAS). Se conocen mutaciones
sensibles a la temperatura del complejo de acido graso sintetasa de S. cerevisiae (véase, Knobling y col., Eur. J.
Biochem., 59:415-421 (1975)). La expresion de un complejo heterélogo de acido graso sintasa sensible a la
temperatura permite que el desvio de malonil-CoA a la biosintesis de acidos grasos sea controlado por la
temperatura a la que se cultiva la célula huésped. En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula de S.
cerevisiae que comprende las acido graso sintasas de S. cerevisiae FAS1 and FAS2 o enzimas homologas de las
mismas. En algunas realizaciones de la invencion, las enzimas FAS 1 y FAS2 son enzimas FAS1 o FAS2 sensibles
a la temperatura.

Ademas de la modificacion genética de la célula huésped, la biosintesis de acidos grasos puede disminuirse
mediante la adicion de un inhibidor de FAS a los medios de cultivo celular. Por ejemplo, el inhibidor de FAS
cerulenina forma un enlace covalente con la cisteina C1305 del sitio activo en el dominio de cetoacil sintasa de S.
cerevisiae del complejo FAS, inhibiendo la actividad enzimatica (Johansson y col., PNAS, 105:12803-12808 (2008)).
La cerulenina no solo es eficaz para inhibir la actividad FAS de S. cerevisiae, pero generalmente es un inhibidor de
los complejos FAS que contienen una triada catalitica Cys-His-His o Cys-His-Asn en el dominio de la cetoacil
sintasa. En algunas realizaciones, la cerulenina se afiade al caldo de fermentacién a una concentracion final entre 5
mg/l y 100 mg/l para inhibir la biosintesis de acidos grasos y aumentar la produccién de malonato en células
huésped recombinantes que producen malonato de acuerdo con los procedimientos de la invencién. En diversas
realizaciones de un procedimiento de la invencién, se afiade un inhibidor de FAS al caldo de fermentacién que
contiene células huésped recombinantes que producen malonato. En algunas realizaciones de un procedimiento de
la invencion, el inhibidor de FAS es cerulenina, como se ilustra en el Ejemplo 16. En algunas realizaciones del
procedimiento de la invencion, la cerulenina se complementa en el caldo de fermentacién a una concentracion entre
5 mg/l y 100 mg/l. En otras realizaciones de un procedimiento de la invencion, el inhibidor del complejo de acido
graso sintasa se selecciona de un grupo que consiste en platensimicina, tiolactomicina y triclosan.

Uno de los sustratos para la acetil-CoA carboxilasa es dioxido de carbono y el aumento de la presion parcial del
diéxido de carbono en el caldo de fermentacion estimula la formacion de malonil-CoA. El caldo de fermentacion debe
contener una presién minima de diéxido de carbono disuelto de 0,01 atmoésferas y es deseable un aumento de la
presion parcial de diéxido de carbono disuelto por encima de este umbral. El caldo de fermentacién debe contener
tipicamente entre 0,1 y 1 atmosferas de presion parcial de diéxido de carbono disuelto. La presién parcial de didxido
de carbono disuelto en el caldo de fermentacion se puede aumentar a por encima de las condiciones de saturacién o
por encima de 1 atmdsfera de dioxido de carbono disuelto. En algunas realizaciones de un procedimiento de la
invencion, la presion parcial de diéxido de carbono disuelto en el caldo de fermentacion se incrementa a entre 0,1y 1
atmosferas. En algunas realizaciones del procedimiento de la invencion, la presion parcial de diéxido de carbono se
incrementa mediante la adicion de carbonatos o bicarbonatos al caldo de fermentacion. Por ejemplo, y sin limitacion,
se puede anadir carbonato de calcio al caldo de fermentaciéon para aumentar la presién parcial de didéxido de
carbono disuelto. En otras realizaciones del procedimiento de la invencion, la fermentacidon se realiza en un
recipiente presurizado que contiene diéxido de carbono a por encima de la presiéon atmosférica. En otras
realizaciones del procedimiento de la invencion, el gas diéxido de carbono se pulveriza en el caldo de fermentacion.
La mezcla de gases que se pulveriza puede contener otros gases si los componentes afadidos no interfieren e el
crecimiento de la célula huésped o la produccion de malonato. Puede ser ventajoso colocalizar la fuente del didxido
de carbono gaseoso con la fermentacion de malonato. Por ejemplo, y sin limitacion, el didoxido de carbono gaseoso
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resultante de diversos procedimientos de fermentacién (por ejemplo, etanol, isobutanol, 3-hidroxipropionato),
procedimientos quimicos (por ejemplo, quimica sintética del malonato corriente abajo) o generacion de energia (por
ejemplo, centrales de carbon o gas natural) pueden bombearse al caldo de fermentacion desde las células huésped
que producen malonato para aumentar la presion parcial del diéxido de carbono, como se ilustra en el Ejemplo 17.

Modificaciones genéticas que disminuyen el catabolismo del malonato

De acuerdo con la invencién, se puede lograr un mayor titulo, rendimiento y/o productividad del malonato
disminuyendo el catabolismo del malonato, y la invencion proporciona células huésped, vectores, enzimas y
procedimientos relacionados con los mismos. Una via metabdlica por la cual el malonato se cataboliza en una célula
huésped es a través de la actividad de una acil-CoA sintetasa que cataliza la conversiéon de malonato y coenzima A
en malonil-CoA. En algunas realizaciones de la invencion, una célula huésped recombinante adecuada para producir
malonato de acuerdo con los procedimientos de la invencion comprende una modificacion genética que resulta en la
delecion, atenuacion o modificacion de uno o mas acidos nucleicos que codifican una acil-CoA sintetasa. En algunas
realizaciones de la invencion, la célula huésped recombinante es levadura y la una o mas acil-CoA sintetasas se
seleccionan del grupo que consiste en FAA1, FAA2, FAA3, FAA4, LSC1 y LSC2. En otras realizaciones de la
invencion, la célula huésped recombinante es E. coli y la una o mas acil-CoA sintetasas se seleccionan del grupo
que consiste en FadD, FadK, Fadl, SucC, SucD y YahF. Este aspecto de la invencion se ilustra en el Ejemplo 18.

Modificaciones genéticas que aumentan la secreciéon de malonato de la célula huésped

De acuerdo con la invencion, se puede lograr un mayor titulo, rendimiento y/o productividad aumentando el
transporte de malonato en el caldo de fermentacion y la invencién proporciona células huésped, materiales y
procedimientos relacionados con los mismos. En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped
recombinante adecuada para uso en los procedimientos de la invencién es una célula de S. cerevisiae que
comprende un acido nucleico heterélogo que codifica la expresion de una proteina de transporte de S. cerevisiae
seleccionada del grupo que consiste en PDR5, PDR10, PDR11, PDR12, PDR15 y PDR18. En algunas realizaciones
de la invencién, la célula huésped recombinante adecuada para producir malonato de acuerdo con los
procedimientos de la invencion es una célula de E. coli que comprende un acido nucleico heterélogo que codifica la
expresion de DcuC de E. coli. Este aspecto de la invencion se ilustra en el Ejemplo 19.

Modificaciones genéticas que aumentan la tolerancia de la célula huésped al malonato

De acuerdo con la invencion, se puede lograr un mayor titulo, rendimiento y/o productividad de malonato
aumentando la tolerancia de la célula huésped al malonato y la invencién proporciona células huésped, materiales y
procedimientos relacionados con los mismos. Las altas concentraciones de malonato pueden inhibir
competitivamente la actividad de la succinato deshidrogenasa (EC 1.3.5.1) (véase, Slater, Methods Enzymol. 10:48-
57 (1967)). La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que las enzimas succinato
deshidrogenasa mutantes exhiben una inhibicién competitiva mas baja por el malonato. Por ejemplo, los restos de
succinato deshidrogenasa SDH1 de S. cerevisiae E300, R331 y R442 son importantes para el reconocimiento del
sustrato (por ejemplo, succinato). Aumentar el tamafio del sitio activo de SDH1 disminuye la inhibicion competitiva
del malonato y al mismo tiempo permite que la enzima mantenga su actividad hacia el sustrato nativo, succinato. En
concreto, la introduccion de una o mas mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en E300D, R331K o
R331H, y R442K y R442H disminuye la inhibicién competitiva de SDH1 por malonato. En algunas realizaciones, una
célula huésped recombinante que expresa un SDH1 con mutacién puntual R300D se usa para producir malonato de
acuerdo con la invencién. En otras realizaciones, se usa una célula huésped recombinante que expresa una SDH1
con una mutacién puntual R331K o R331H para producir malonato de acuerdo con la invenciéon. En otras
realizaciones, se usa una célula huésped recombinante que expresa una SDH1 con una mutacién puntual R442K o
R442H para producir malonato de acuerdo con la invencion. Este aspecto de la invencion se ilustra en el Ejemplo 20.

Modificaciones genéticas que aumentan el catabolismo de varias fuentes de carbono

En los procedimientos de la invencién, se usan materias primas de carbono para la produccién de malonato. Las
fuentes de carbono adecuadas incluyen, sin limitacion, las seleccionadas del grupo que consiste en azlcares
purificados (por ejemplo, dextrosa, sacarosa, xilosa, arabinosa, lactosa); azlicares mixtos derivados de plantas (por
ejemplo, cafa de azucar, sorgo dulce, melazas, almidon de maiz, almidon de patata, azdcar de remolacha, trigo),
aceites vegetales, acidos grasos, glicerol, biomasa celulosica, alginato, etanol, didéxido de carbono, metanol y gas
sintético ("gas de sintesis"). Una célula huésped dada puede catabolizar una materia prima particular de manera
eficiente o ineficiente. Si una célula huésped cataboliza ineficientemente una materia prima, se puede modificar la
célula huésped para mejorar o crear una ruta catabdlica para esa materia prima. Por ejemplo, El ejemplo 47 muestra
la produccién de malonato, de acuerdo con la invencion, de varias fuentes de carbono diferentes que utilizan Pichia
kudriavzevii como la cepa huésped. Si bien este organismo no cataboliza la sacarosa en las condiciones probadas,
la invencién proporciona la introduccidon de una sacarosa invertasa (beta-fructofuranosidasa, EC 3.2.1.26) para
facilitar el uso de esta fuente de carbono. El ejemplo 30 también demuestra la produccion de acido maldnico de
acuerdo con los procedimientos de la invencion utilizando diversas fuentes de carbono. Realizaciones adicionales de
la invencion incluyen el uso de cepas huésped que catabolizan metanol. En algunas realizaciones, el huésped es
una cepa de levadura. En algunas realizaciones, el huésped se selecciona de Komagataella pastoris, Pichia
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methanolica o Pichia pastoris.

La invencion proporciona células huésped que comprenden modificaciones genéticas que aumentan el titulo, el
rendimiento y/o la productividad a través del incremento de la capacidad para catabolizar las fuentes de carbono no
nativas. Las células de S. cerevisiae de tipo salvaje no pueden catabolizar azicares pentosas, biomasa
lignoceluldsica o materia prima de alginato. En algunas realizaciones, la invencion proporciona una célula de S.
cerevisiae que comprende un acido nucleico heterélogo que codifica enzimas que permiten el catabolismo de
azucares pentosas Utiles en la producciéon de malonato como se describe en el presente documento. En otras
realizaciones, el acido nucleico heterdélogo codifica enzimas que permiten el catabolismo de las materias primas
lignocelulésicas. En aun otras realizaciones de la invencion, el acido nucleico heterdlogo codifica enzimas que
aumentan el catabolismo de las materias primas de alginato.

Los expertos en la materia reconoceran que se pueden usar manipulaciones individuales para aumentar la
produccion de malonato a partir de una célula huésped determinada en una combinacion virtualmente ilimitada y a
menudo confieren beneficios similares que dan como resultado un rendimiento de malonato mucho mayor que en
una sola manipulacion y, en casos, la suma de las manipulaciones individuales. Por lo tanto, la invencién abarca no
solo las manipulaciones individuales descritas en el presente documento, también se materializa en cualquier
combinacién de estas perturbaciones que dan como resultado un incremento del acido malénico producido por la
cepa huésped.

Seccion 6: Deteccion de células huésped productoras de malonato y deteccion de células huésped para
mejorar la produccion de malonato

También se desvela un sistema biosensor de factor de transcripcion que se puede usar para la deteccién precisa de
malonato en medios liquidos. En muchas aplicaciones,, este sistema se utiliza para detectar el malonato producido
dentro de una célula huésped mediante la deteccion de la presencia de malonato en los medios de fermentacién que
contienen la célula huésped que produce malonato. "Deteccidn precisa" se refiere a la deteccion de la presencia y/o
la determinacién directa o indirecta de la concentracion de malonato; por lo tanto, detecciéon con precisién del
malonato, esto tiene aplicacion en la mejora de la cepa, es decir, para aumentar la produccion de malonato en las
células huésped. En este sistema, el malonato se une a un resto de proteina presente en un factor de transcripcion.
La unién de malonato al resto de unién de malonato da como resultado la unién del factor de transcripcion al
promotor que se activa mediante el factor de transcripcion, o, en algunas realizaciones, da como resultado la
desrepresion del promotor por el factor de transcripcién unido a malonato.

Cualquier numero de factores de transcripcién que se unen a malonato, o se activan para unirse a un promotor, en
respuesta a una sefal generada por la union de malonato a un resto de unién, son adecuados para su uso en este
sistema.

El factor de transcripcion puede unirse al malonato, lo que da como resultado la unién del factor de transcripcion a
un promotor afin y la activacién de un gen que esta unido operativamente al promotor. Los ejemplos de factores de
transcripcion que se unen a malonato incluyen los factores de transcripcion MdcY de Acinetobacter calcoaceticus
(SEQ ID NO:3), MatR de Rhizobium leguminosarum (SEQ ID NO:4), MauR de Klebsiella pneumoniae (SEQ ID
NO:5), y homologos de los mismos.

Un factor de transcripcién adecuado es un factor de transcripcion MdcY. Un factor de transcripcion MdcY puede
unirse directamente a malonato y regular la transcripcion mediada por promotores, tales como PwugcL. Los promotores
sensibles a MdcY y MdcY son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Koo y col., J Bacteriol. 182:6382-6390
(2000)).

Un ejemplo de una secuencia polipeptidica de MdcY de Acinetobacter calcoaceticus se proporciona en la SEC ID
NO: 3. Los polipéptidos MdcY que pueden emplearse de acuerdo con la invencion incluyen variantes y homologos
de la secuencia del polipéptido MdcY expuesta en la SEC ID NO: 3. Por lo tanto, un polipéptido del factor de
transcripcion MdcY puede tener una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 60 % de identidad,
tipicamente al menos un 75 %, 90 %, 95 %, 99 % o mayor identidad de secuencia de aminoacidos, preferentemente
en una region de al menos 100 o mas aminoacidos, o al menos 200 o mas aminoacidos o en toda la longitud del
polipéptido completo, con una secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO: 3. Un experto en la técnica entiende, a la
vista de esta descripcion, que también pueden emplearse variantes, por ejemplo, usando las secuencias conocidas
como guia para seleccionar sustituciones de aminoacidos que no resultaran en pérdida de funcion.

El factor de transcripcion MdcY puede estar presente de forma natural en una célula huésped, o una célula huésped
puede modificarse genéticamente para expresar un factor de transcripcion extrafio mediante la introduccion de un
acido nucleico heterélogo que codifica el factor de transcripcion malonato en la célula huésped. Ademas, la célula
huésped modificada genéticamente que comprende un acido nucleico heterdlogo que codifica el factor de
transcripcion malonato puede ser una célula huésped de E. coli.

El factor de transcripcion MdcY puede unirse a una serie de promotores y activar la expresion de un gen
operativamente unido al promotor. Un ejemplo de un promotor sensible a MdcY adecuado para su uso de acuerdo
con la invencién se proporciona en la SEC ID NO: 6. En algunas realizaciones, un promotor sensible a MdcY para su
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uso en la invencién, tipicamente comprende una secuencia de operador ATTGTATACAAT. En algunas
realizaciones, el promotor es al menos un 75 % idéntico a la secuencia del promotor que se muestra en la SEC ID
NO: 6. En algunas realizaciones, el promotor comprende una subsecuencia de la SEC ID NO: 6 que comprende 10,
20, 25, 30, 35 o mas, nucledtidos contiguos de la SEC ID NO:6.

También se desvela un procedimiento para detectar con precision el malonato. La etapa de deteccion comprende la
deteccion, por ejemplo, medir la cantidad de un producto génico de un gen indicador o marcador (por ejemplo, un
gen indicador fluorescente). El producto génico del gen indicador influye en la tasa de crecimiento de una célula
huésped que comprende los componentes de un biosensor del factor de transcripcion de malonato como se ha
descrito anteriormente. El producto génico del gen indicador hace que la célula huésped modificada se vuelva
resistente o sensible a un compuesto. Por ejemplo, el gen indicador es un gen de resistencia a los antibiéticos (por
ejemplo, un gen tetA) en el que la presencia de malonato en el medio de cultivo induce resistencia a los antibidticos
de modo que la célula huésped presenta un crecimiento mejorado en presencia de malonato cuando el antibiético
esta presente, como se ilustra en el Ejemplo 21. Una célula huésped que comprende los componentes de un
biosensor de factor de transcripcion como se describe anteriormente es una célula huésped que es capaz de
producir malonato. El Ejemplo 36 ilustra la practica de este aspecto de la invencion utilizando tanto la resistencia a
los antibidticos (tetA) como una sefal colorimétrica (lacZ) como salidas que estan correlacionadas con la
concentracion de acido malénico, producido de acuerdo con el procedimiento de los primeros aspectos de la
invencién, en medio de fermentacion.

De manera general, a continuacion, se desvela un procedimiento para cribar o seleccionar una célula huésped que
produce malonato, que comprende: (a) proporcionar una célula huésped modificada de la presente invencion, (b)
cultivar la célula huésped, y (c) cribar o seleccionar la célula huésped en funcion de la expresion del gen indicador
por la célula huésped.

El procedimiento para cribar o seleccionar una célula huésped que produce malonato comprende: (a) proporcionar
una pluralidad de células huésped modificadas de la presente invencion en las que las células huésped modificadas
de diferentes modificaciones estan en cultivos separados, (b) cultivar cada cultivo separado de la célula huésped, (c)
cribar o seleccionar la célula huésped basandose en la expresion del gen indicador por la célula huésped, y (d)
comparar la expresion de los genes indicadores de los cultivos separados. En particular, la etapa (d) puede
comprender identificar uno o mas cultivos y/o la célula huésped correspondiente, que tienen una expresion
aumentada del producto génico del gen indicador. Los expertos en la técnica reconoceran que estos cultivos surgen
de un solo transformante y representan una poblacion clonal.

Ademas, se desvela un procedimiento para seleccionar una célula huésped que produce malonato, en el que la
seleccion es una seleccién positiva. En una seleccion positiva, la etapa de seleccion selecciona las células huésped
que tienen una mayor expresion de un gen indicador que aumenta la probabilidad de permanecer viables y
duplicarse, y por lo tanto tienen una mayor probabilidad de permanecer viables y duplicarse. Por ejemplo, las células
huésped que producen malonato seguiran siendo viables y se propagaran a una velocidad mas rapida que las
células huésped que no producen malonato. De forma similar, las células huésped con una mayor produccion de
malonato en comparacién con una cepa de control se propagaran a una velocidad mas rapida que la cepa de
control.

En particular, el procedimiento para seleccionar una célula huésped de E. coli que produce malonato comprende: (a)
proporcionar una pluralidad de células huésped de E. coli modificadas de la presente invenciéon en las que las
células huésped modificadas de diferentes modificaciones estan en cultivos separados, (b) cultivar cada cultivo
separado de la célula huésped, (c) seleccionar de forma positiva la célula huésped basada en la expresion del gen
indicador por la célula huésped, y (d) comparar la expresion de los genes indicadores de los cultivos separados.

En particular, el procedimiento para seleccionar una célula huésped de E. coli que produce malonato comprende: (a)
proporcionar una pluralidad de células huésped de E. coli modificadas de la presente invenciéon en las que las
células huésped modificadas de diferentes modificaciones estan en el mismo cultivo, (b) cultivar la mezcla
heterogénea de células huésped modificadas en un medio de crecimiento que contiene un agente de seleccion
positivo tal que las células huésped que exhiben una mayor produccién de malonato que la pluralidad de células
huésped se propagaran a una velocidad mas rapida que las células huésped que presentan una menor produccion
de malonato y (d) aislar las células huésped que exhiben la mayor produccion de malonato.

Seccion 7: Purificacion de malonato

Ademas, se desvelan procedimientos para purificar malonato a partir del caldo de fermentacién, comprendiendo los
procedimientos: (a) cultivar una célula huésped en condiciones adecuadas para la produccion de malonato, (b) y
recuperar (es decir, purificar) el malonato del caldo de fermentacién. También se desvela el malonato purificado
producido de acuerdo con los procedimientos de la invencién. El malonato biosintetizado puede producirse
intracelularmente y/o secretarse en el medio de cultivo. EI malonato producido intracelularmente se secreta
tipicamente en el medio de cultivo usando un transportador de membrana, como se ha descrito anteriormente. El
malonato no secretado puede eliminarse de la célula huésped por medio de lisis celular quimica, enzimatica o
mecanica. El malonato se puede recuperar de las células, del caldo de fermentacién, o de ambos. Si la célula esta
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disefiada para secretar malonato, se puede optar por recuperar el malonato solo del caldo de fermentacién o se
puede optar por recuperarlo tanto del medio como de la célula (es decir, lisando la célula). Si la célula no esta
disefiada para secretar malonato, se puede lisar la célula huésped para aislar el malonato en ella.

Ademas se desvelan procedimientos para aislar el malonato producido biolégicamente. Como se utiliza en el
presente documento, "aislar", "purificar" y "recuperar" se utilizan para hacer referencia a la separacién del malonato
de otras sustancias presentes. "Aislamiento”, "purificaciéon" o "recuperaciéon”, como se usa en este contexto,
pretende transmitir una preparacién de malonato enriquecido en malonato en relaciéon con la célula o el caldo de
fermentacion que lo produjo, pero que puede o no ser sustancialmente (es decir, mas de 50 %) puro en peso/peso
(p/p). Aislar el malonato de acuerdo con estos procedimientos implica separar el malonato producido de al menos
parte o la totalidad del medio de fermentacion, células huésped y partes de los mismos, a partir de las que se
produce malonato. El malonato se puede purificar, es decir, a una pureza de mas del 50 % en peso/peso, de
acuerdo con la invencioén del caldo de fermentacion y/o de la célula productora en la cual cualquier célula huésped
natural o recombinante (por ejemplo, E. coli, S. cerevisiae, levadura oleaginosa, y similares) que producen malonato
se cultiva, es decir, la célula huésped no esta limitada a una célula huésped recombinante de la invencion. El
malonato aislado puede estar libre o esencialmente libre de impurezas de las células huésped. El malonato se aisla
o se purifica en un grado tal que cualquier impureza presente no interfiera en el uso posterior del malonato. Por
ejemplo, si el uso posterior es como una sustancia quimica industrial, tal como una sustancia quimica para su uso en
una reaccién de polimerizacion, el malonato esta esencialmente libre de impurezas cuando las impurezas restantes
no interfieren con el uso del malonato en una reaccién de polimerizacién. Normalmente, el malonato utilizado para
las reacciones de polimerizacion tiene una pureza de al menos el 95 % en p/p o superior. Si el malonato se va a
utilizar como combustible, tal como un combustible para su uso en una reacciéon de combustion, el compuesto esta
esencialmente libre de impurezas cuando cualquier impureza restante no interfiera con el uso del malonato como
combustible. Si el malonato se utiliza como alimento para animales, el malonato esta esencialmente libre de
impurezas cuando las impurezas restantes no interfieren con el uso del material como alimento para animales.
Cuando el malonato se usa como alimento para animales, se puede optar por recuperar la biomasa que contiene
malonato del caldo de fermentacion y utilizar la biomasa como alimento para animales.

En algunas realizaciones de los procedimientos de purificacion, el caldo de fermentacion se concentra para
aumentar la concentracion de trabajo de malonato y disminuir el volumen de liquido que requiere procesamiento. En
particular, esta concentracion se logra por evaporacion, incluyendo vacio y calor, ésmosis inversa, deshidratacion de
membrana de "paso alto" y/o evaporacion en pelicula fina.

Los procedimientos de purificacion desvelados comprenden la etapa de recuperar el malonato producido, en el que
la etapa de recuperacion es concurrente o posterior a la etapa de cultivo. El malonato se purifica a partir del caldo de
fermentacion y las células huésped. En ofras realizaciones, las células huésped se separan del caldo de
fermentacion, se lisan y luego se recupera el malonato de las células huésped. En otras realizaciones, las células
huésped se lisan en el caldo de fermentacién y el malonato se recupera de las células lisadas y el caldo de
fermentacién. Un procedimiento para recuperar el malonato del caldo de fermentacién es la precipitacién de
malonato con un catién. En particular, este es un cation monovalente o es un catién divalente. Tipicamente, el catién
se afiade al caldo de fermentacion (o lisado) como una sal. Por ejemplo, precipitacion de malonato de calcio en una
solucién acuosa, que puede ser caldo de fermentacién o un lisado celular o una mezcla de ambos, que contiene
malonato de acuerdo con la invencion se logra mediante la adiciéon de una sal de calcio (Weiner, Org. Synth. 18:50
(1938); Weiner, Org. Synth. Coll. 2:376 (1943)). Varias sales de calcio (por ejemplo, hidroxido de calcio, carbonato
de calcio, cloruro de calcio) pueden usarse de acuerdo con la invencién para precipitar malonato a partir de caldo de
fermentacion.

Se forma una sal de malonato de calcio cuando los dos acidos carboxilicos de malonato no estan protonados y el
calcio esta presente en el caldo de fermentacién. El malonato de calcio es insoluble en soluciones acuosas, por
ejemplo, caldo de fermentacion, precipitara y luego se puede recuperar del caldo de fermentacién. Los valores de
pKa de los dos restos de malonato de acido carboxilico son 2,83 y 5,69; por lo tanto, cuando el pH del caldo de
fermentacioén esta por debajo de 5,7, no se forma malonato de calcio y el malonato permanece disuelto en el caldo
de fermentacién. Cuando el pH del caldo de fermentaciéon esta por encima de 5,7, el malonato de calcio puede
formarse y precipitara del caldo de fermentacion. Los acidos carboxilicos son acidos débiles y la acumulacion de
malonato en el caldo de fermentacién disminuira el pH, y si el pH cae por debajo de 5,7, la adicion de cationes de
calcio no produce la formacién de malonato de calcio. Un procedimiento para purificar el malonato del caldo de
fermentacién es afiadir una sal de calcio cuando el anién de la sal de calcio es una base (es decir, carbonato de
calcio e hidroxido de calcio) y la adicién de la sal de calcio aumenta y/o mantiene el caldo de fermentacion con un pH
superior a 5,7. En particular, se afiade hidréxido de calcio al caldo de fermentacién para alcanzar/mantener un pH
entre 5,69 y 7,5 y precipitar malonato de calcio. En un segundo procedimiento, se afiade carbonato de calcio al
medio de fermentacion para alcanzar/mantener un pH entre 5,69 y 7,5 y precipitar malonato de calcio. En un tercer
procedimiento, se afiade cloruro de calcio al caldo de fermentacion cuando el pH del caldo de fermentacion esta
entre 5,69 y 7,5, y precipita malonato de calcio. De acuerdo con los procedimientos anteriores, se pueden anadir
otras sales de calcio al caldo de fermentacioén para precipitar el malonato. La adicidon de carbonato de calcio tiene la
ventaja adicional de aumentar la presion parcial de diéxido de carbono en el caldo de fermentacion, estimulando la
formacion de malonil-CoA a través de la actividad de la acetil-CoA carboxilasa, descrito anteriormente. El Ejemplo 23
ilustra este aspecto de la invencién describiendo la purificacién de malonato usando una sal de calcio.
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Se puede afadir la sal de calcio al comienzo de la fermentacion (es decir, antes de que se haya acumulado
malonato sustancial), durante la fermentacion, o al final de la fermentaciéon. En algunas realizaciones, se agrega
carbonato de calcio o hidroxido de calcio al caldo de fermentacion antes de que las células huésped hayan
comenzado a producir malonato. En otras realizaciones, se afiade carbonato de calcio o hidréxido de calcio al caldo
de fermentacion antes de que las concentraciones de malonato superen los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 o 50 g/l. En
otras realizaciones, se anade carbonato de calcio o hidroxido de calcio al caldo de fermentacion al final de la
fermentacion. Se puede optar por recuperar el precipitado de malonato de calcio del caldo de fermentacién
concurrente o posterior a la fermentacion.

Debido a que la solubilidad del monohidrato de malonato de calcio disminuye al aumentar la temperatura, la
recuperacion de malonato del caldo de fermentacién se puede aumentar elevando la temperatura entre 50 °C y 100
°C durante la etapa de recuperacion. En algunas realizaciones del procedimiento de la invencién, una sal de calcio
(es decir, carbonato de calcio, hidroxido de calcio y/o cloruro de calcio) se afiade al caldo de fermentacion, la
temperatura se incrementa a entre 50 °C y 100 °C, y el malonato se recupera del caldo de fermentacién. En
realizaciones adicionales de la invencion, la temperatura se incrementa por encima de los 100 °C. Sin embargo, la
descomposicion térmica del acido malénico se puede producir a temperaturas de alrededor de 100 °C, por
consiguiente, aumentar la temperatura a o por encima de 100 °C puede afectar negativamente al rendimiento.

En particular, el malonato se puede purificar de los medios de producciéon mediante precipitacién con un catién
monovalente. Tipicamente, el cation monovalente se afiade al caldo de fermentacion (o lisado) como una sal. Por
ejemplo, la precipitacién de malonato de sodio en una solucién acuosa, que puede ser caldo de fermentacion o un
lisado celular o una mezcla de ambos, que contiene malonato de acuerdo con la invencion se logra mediante la
adicion de una sal de sodio. Varias sales de sodio (por ejemplo, hidréxido sédico, carbonato de sodio, cloruro de
sodio) se puede usar de acuerdo con la invencion para precipitar malonato del caldo de fermentacion. Una sal de
malonato de sodio se forma cuando, cuando dos acidos carboxilicos de malonato no estan protonados y el sodio
esta presente en el caldo de fermentacion. El malonato de sodio es soluble en soluciones acuosas, por ejemplo,
caldo de fermentacion, pero puede forzarse la salida de la solucién aumentando el pH del medio por encima del pKa
mas alto del acido malénico (5,69); véase el Ejemplo 32. La precipitacion adicional del malonato de sodio se logra
aumentando la concentracion de los iones por evaporacion del disolvente (agua). Al igual que con los aspectos de la
invencion asociados con la precipitacion de malonato de calcio, la adicion de sales de sodio que contienen una base
(por ejemplo, hidréxido de sodio o carbonato de sodio) se puede usar para mantener el pH del caldo de fermentacion
por encima de 5,7, facilitando asi la precipitacion de la sal sédica. La separacion del precipitado del caldo de
fermentacién proporciona malonato purificado de acuerdo con la invencién.

Otro procedimiento para aislar el malonato del caldo de fermentacion es a través de la extraccion reactiva con una
amina alifatica, primaria secundaria o terciaria o un alcohol primario, secundario o terciario. Este procedimiento surge
en parte del descubrimiento de que tanto los alcoholes primarios como las aminas terciarias son agentes altamente
efectivos para la eliminacion selectiva de malonato del caldo de fermentacion, como se ilustra en los Ejemplos 24-26,
36-41. En particular, el malonato se puede purificar a partir del caldo de fermentacién mediante extraccién reactiva
con trioctilamina en un disolvente organico. Ademas, el malonato se puede purificar del caldo de fermentacion
utilizando una amina terciaria seleccionada del grupo que consiste en trietilamina, tripropilamina, tributilamina,
tripentilamina, trihexilamina, triheptilamina, trinonilamina y tridecilamina. El compuesto amina puede ser amoniaco, o
puede ser una dialquilamina que incluye dietilamina, dipropilamina, diisopropilamina, dibutilamina, dipentilamina,
dihexilamina, diheptilamina, dioctilamina, dinonilamina, didecilamina. El ejemplo 33 demuestra el aislamiento de
malonato a partir de caldo de fermentacion usando dietilamina. En particular, el compuesto amino se agrega junto
con un disolvente organico o mezcla de disolventes, incluyendo: pentanol, hexanol, heptanol, octanol, nonanol,
decanol, hexano, decano, queroseno, éteres, acetato de etilo o cualquier combinacién de los mismos. En particular,
el disolvente puede ser alcano ramificado o no ramificado, alcohol, diol éster, éter, diéter o lactona que contiene de
cuatro a veinte carbonos. La adicion de disolventes facilita la transferencia de compuestos amino a la fase acuosa y
los malonatos coordinados con amina a la fase organica, mejorando asi la purificacion.

Se pueden ajustar varios parametros para mejorar la extraccion de malonato. La longitud de grupos alquilo, la fuerza
idnica del caldo de fermentacion., el pH, los equivalentes molares de trialquilaminas, la temperatura y el codisolvente
tienen un impacto sobre la eficiencia de la extraccion de las trialquilaminas. El impacto de la longitud del grupo
alquilo se ilustra en el ejemplo 36. Cada uno de tripropilamina, trihexilo y trioctilamina son cada una capaces de
aislar el acido maldnico de la fase acuosa y solubilizarlo en la fase organica de 1 octanol de acuerdo con la
invencion. La eficiencia de extraccion de trioctilamina> trihexilamina> tripropilamina, lo que indica la longitud mas
larga de estas cadenas es la realizacion preferente (para alto rendimiento) de la invenciéon a pH bajo, con un
codisolvente de 1 octanol.

Como con la precipitacion en sales, el pH tiene un impacto en la extraccién de acido malénico de una fase acuosa
cuando se usan trialquilaminas. La extraccion de trialquilamina tiene la mayor eficiencia cuando ambos restos acidos
estan carboxilados. El ejemplo 37 muestra las eficiencias de extraccion de trioctilamina en un intervalo de valores de
pH. El nivel mas alto de extraccion se produce a pH 1,5 y disminuye a medida que aumenta el pH. Por encima del
segundo pK, del acido maldnico (5,69), practicamente no hay extraccién. Aunque la invenciéon proporciona
extraccion de malonato de una fase acuosa utilizando trialquilaminas sin limitacion de pH, se prefieren las
realizaciones a pH de 2,0 o menor para una maxima eficiencia. El crecimiento de la células huésped y la produccién
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de malonato a un pH bajo, como se ilustra en el Ejemplo 48, facilita la protonacion de malonato para mejorar la
extraccion con trialquilaminas. En otras realizaciones de la invencion, se afiade acido exdgeno para facilitar esta
protonacion.

Se pueden usar diferentes concentraciones de trialquilamina. Como se indica en el Ejemplo 38, se observé una
relacion lineal entre la eficiencia de extraccion y la fraccion molar de trioctilamina: acido malénico; especificamente,
la relacion lineal existente entre las fracciones molares de trioctilamina: acido malénico de 0 a 1. Por encima de una
relacion molar de 1, el 100% del acido malénico se extrajo en la fase organica. Por lo tanto, para maximizar la
eficiencia de extraccion, la cantidad de trialquilamina en la fase organica debe ser equimolar a la cantidad de acido
malonico en la fase acuosa (por ejemplo, caldo de fermentacion). Idealmente, se afiadira una cantidad mayor que la
cantidad equimolar de ftrialquilamina a la fase organica para compensar la disminucion de las eficiencias de
extraccion debido a otros acidos organicos y aniones en el caldo de fermentacion.

Como se ilustra en el Ejemplo 39, la eficiencia de la extraccion de trialquilamina del acido maldnico se ve afectada
negativamente al aumentar la fuerza ionica (concentracion de sal) de la fase acuosa. La desalinizacion de varios
iones se puede lograr a través de varios procedimientos, incluyendo: la adicidon de otros agentes para generar una
sal insoluble, ajuste del pH, y/o paso a través de diversas membranas.

En particular, la extraccién reactiva puede ser una esterificacién por Fischer de malonato en uno o ambos acidos
carboxilicos con un alcohol en presencia de un catalizador acido para dar como resultado la formacién de ésteres de
malonato de monoalquilo y dialquilo, respectivamente. Por ejemplo, el malonato de dietilo se puede producir
mediante esterificacion por Fischer del malonato usando etanol. Los ésteres de malonato de monoalquilo y
dialquilamino tienen baja solubilidad en soluciones acuosas y baja volatilidad, permitiendo que los ésteres de
malonato se separen del agua y otros componentes volatiles en el caldo de fermentacion por destilacion. En diversas
realizaciones de la invencion, la separacion de los ésteres se logra mediante la division en fases en un disolvente
organico. En general, un alcohol alifatico primario o secundario es adecuado para la esterificacion de Fischer con
malonato; por ejemplo, y sin limitacion, el alcohol puede seleccionarse del grupo que consiste en metanol (N.° CAS
67-56-1), etanol (N.° CAS 64-17-5), 1-propanol (N.° CAS 71-23-8), 1-butanol (N.° CAS 71-36-3), isopropanol (N.°
CAS 67-64-0) e isobutanol (N.° CAS 78-83-1), entre otros. Un nimero de catalizadores acidos son adecuados para
la esterificacion por Fischer de un alcohol con malonato; por ejemplo, el catalizador acido puede seleccionarse del
grupo que consiste en acido sulfdrico, acido téfico, triflato de escandio (lll), N, N'-diciclohexilcarbodiimida y
tribromuro de tetrabutilamonio. En diversas realizaciones de la invencién, el malonato se purifica a partir del caldo de
fermentacion mediante destilacion reactiva usando etanol para convertir el malonato en malonato de dietilo. En otras
realizaciones de la invencion, el malonato se purifica del caldo de fermentacién por destilacién reactiva utilizando
metanol para convertir el malonato en malonato de dimetilo. En diversas realizaciones de la invencion, el catalizador
acido es acido sulfurico.

Como se ilustra en los Ejemplos 41, la esterificacion de Fischer en etanol usando acido sulfurico como catalizador
puede dar como resultado una purificacion > 99 % del acido maldnico a partir de una fase acuosa. En diversas
realizaciones de la invencion, el exceso de etanol utilizado en este procedimiento se recupera a presion reducida y
se recicla para su uso en lotes de fermentacién posteriores. En varias otras realizaciones de la invencion, el
catalizador esta basado en la matriz (por ejemplo, resinas de amberlita) y se recupera, recargado, y reutilizado en
lotes posteriores.

La economia de la purificacién de malonato mediante esterificacion de Fischer puede mejorarse de acuerdo con la
invencion mediante la colocalizacion de la biorrefineria de malonato con una biorrefineria de alcohol o refineria
quimica (utilizada aqui para referirse a la produccién de alcohol a partir de materias primas renovables o de petréleo
utilizando quimica sintética y no un procedimiento de fermentacion). En algunas realizaciones de la invencion, una
biorrefineria de malonato se localiza junto con una biorrefineria de alcohol o una refineria quimica para reducir el
costo de la sintesis de ésteres de malonato de monoalquilo o dialquilo. En algunas realizaciones de la invencion, el
alcohol resultante de la biorrefineria o refineria quimica es de una pureza inferior a la que se vende y distribuye
normalmente para aplicaciones quimicas y/o de combustible.

El procedimiento para aislar el malonato del caldo de fermentacién implica la extraccion liquido-liquido utilizando un
disolvente organico. Los valores de pKs de los dos restos de malonato de acido carboxilico son 2,83 y 5,69; por lo
tanto, cuando el pH del medio se reduce por debajo de 2,8, mas del 50 % de las moléculas no estan ionizadas. La
afinidad de estas especies es mayor para el disolvente organico que para el caldo de fermentacién acuoso. La
separacion de estas moléculas en la fase organica sirve para impulsar el equilibrio hacia las especies protonadas vy,
por lo tanto, progresivamente hacia el disolvente organico. En algunas realizaciones de la invencion, el pH acido del
caldo es el resultado de las condiciones de fermentacién. En otras realizaciones de la invencion, el pH se reduce a la
acidez apropiada mediante la adicién de un acido. En diversas realizaciones de la invencién, el disolvente se
selecciona del grupo que consiste en acetato de etilo, diclorometano, dicloroetano, decano, dodecano, hexanos,
octanol, pentanol o mezclas de los mismos. En algunas realizaciones de la invencion, el crecimiento de la célula
huésped y la produccion de malonato a un pH bajo facilitan la protonacién del malonato para mejorar la solubilidad
del malonato en el disolvente organico. En otras realizaciones de la invencion, se afiade acido exégeno para facilitar
esta protonacion. En algunas realizaciones de la invencion, el disolvente se elimina (total o parcialmente) por
destilacion al vacio. En diversas realizaciones de la invencién, el acido malénico concentrado se esterifica a un
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alcohol, como se describe en otra parte, y el éster se purifica por destilacion.

Ademas, el malonato se puede eliminar del caldo de fermentacion mediante la uniéon a una resina de intercambio
idnico. La resina se puede seleccionar de entre las siguientes: Lewatit® VP OC 1065, forma de cloruro de Lewatit®
MP-64, Toyopearl®, base libre Dowex® 66, base libre Amberlite® IRA-67, base libre Amberlite® IRA-96, forma de
cloruro Amberjet® 4200, forma de cloruro Lewatit® MonoPlus M 500, forma de cloruro Dowex® 1X8, forma de
hidroxido de Amberlyst A26, forma de cloruro Amberlite® IRA958. En diversas realizaciones de la invencion, el acido
malonico se eluye de la resina utilizando un pH o un gradiente de sal. En realizaciones adicionales de la invencion,
una o mas de estas resinas se utilizan para eliminar las impurezas del acido malénico concentrado

Mientras que los procedimientos de purificacion se pueden usar como procedimientos de purificaciéon de una sola
etapa para la purificacion de malonato del caldo de fermentacién, también se pueden utilizar dos o mas
procedimientos de purificacion en serie. Por ejemplo, la precipitacion del malonato con hidroxido de calcio puede
seguirse de esterificacion de Fischer del malonato con etanol y la purificacion adicional del malonato de dietilo
resultante usando destilacion.

Seccion 8: Quimica para usar malonato para sintetizar otras sustancias quimicas

El malonato es un precursor quimico en una gran cantidad de reacciones industriales importantes. La presente
invencion permite, por primera vez, el uso de malonato derivado biolégicamente en estas reacciones. En cualquier
reaccion conocida que utilice malonato como reactivo, se puede usar malonato derivado biolégicamente. En
cualquier reaccién que usa un malonato de monoalquilo, malonato de dialquilo o acido de Meldrum, el malonato
derivado bioldgicamente se puede usar después de la conversion en el sustrato apropiado para la reaccion. Por lo
tanto, la invencion proporciona nuevos procedimientos de sintesis quimica en los que se utiliza malonato como
material de partida.

Por lo tanto, ademas de proporcionar malonato derivado biolégicamente para su uso en reacciones quimicas
conocidas, la invenciéon proporciona nuevos procedimientos para usar malonato y compuestos derivados de
malonato para producir otros compuestos Utiles.

La invencion se debe en parte al hecho de que los compuestos derivados de malonato y malonato pueden usarse
como sustratos en la sintesis de acrilatos (es decir, acrilato, acrilato de metilo, acrilato de etilo, acrilato de propilo y
acrilato de butilo) por reaccion con formaldehido. Los acrilatos representan miles de millones de doélares al afo en
ventas y se utilizan en productos tan variados como pafiales para aplicar champu a peliculas y recubrimientos. La
invencién proporciona dos sintesis basicas para la produccion de un acrilato por reaccién de diésteres de malonato o
malonato con formaldehido. En un procedimiento, el malonato-diéster se hace reaccionar con formaldehido en
presencia de una base apropiada (por ejemplo, dietilamina) para producir el diéster de 2-metilenmalonato. La
posterior saponificacion de los ésteres y el calentamiento dan como resultado la produccién de una parte de acrilato,
una parte de CO; y dos partes de alcohol. La composicion de la porcion de éster del diéster de malonato, la base y
el disolvente utilizado pueden variar ampliamente. Por ejemplo, se pueden utilizar ésteres de dimetilo, dietilo,
dipropilo dibutilo diisopropilo o dihexilo. De forma similar, la base utilizada puede ser una de muchas. En varias
realizaciones, la base es una amina trisustituida. Los ejemplos de aminas trisustituidas adecuadas para su uso de
acuerdo con los procedimientos de la invencion incluyen aquellas seleccionadas del grupo que contiene piperidina,
trimetilamina, trietilamina, tripropilamina, triisopropilamina, tributilamina, o trialquilamina de cadena mas larga. En
algunas realizaciones de este aspecto de la invencion, el malonato de dietilo se hace reaccionar con formaldehido
en pirrolidina para formar acrilato en una condensacion de Knoevenagel y posteriormente se saponifica y se calienta
para producir una parte de acrilato, una parte de CO, y dos partes de etanol. En otras realizaciones del
procedimiento de la invencién, el malonato de dimetilo se hace reaccionar con formaldehido en dietilamina para
formar 2-metilenmalonato de dimetilo que posteriormente se convierte en acrilato, CO» y metanol.

En otras realizaciones, una sal de magnesio cataliza la condensacién de un diéster de malonato con formaldehido
para formar un diéster de 2-metilenmalonato que luego se trata de la manera descrita. Por ejemplo, el silicato de
magnesio es una sal de magnesio adecuada para esta reaccion. En algunas realizaciones, el malonato de dietilo se
hace reaccionar con formaldehido en presencia de un catalizador de silicato de magnesio para formar 2-
metilenmalonato de dietilo. En otras realizaciones, el malonato de diisopropilo se hace reaccionar con formaldehido
en presencia de un catalizador de silicato de magnesio para formar 2-metilenmalonato de diisopropilo. A
continuacion se ilustra un esquema general que utiliza un monoéster de malonato:

o o
AN CH0 o OR o OH +OR
HO OR; > [ o™ > 1

catalizador de
silicato-magnesio

En este caso, R., se selecciona de los ejemplos no limitantes: H, CHs, CH3CH., CH3(CHz)2, CH3(CH>)3, (CH3)2.CH>, o
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(CH3)2CH2CHo..

En ofra realizacion, se emplea una modificacion de Doebner de la condensacion de Knoevenagel y el malonato se
hace reaccionar con formaldehido en piridina para producir acrilato. El ejemplo 28 ilustra la produccién de acrilato a
partir de malonato de acuerdo con esta realizacion de la invencién. En otras realizaciones, el malonato de
mononometilo se hace reaccionar con formaldehido en piridina para formar acrilato de metilo. En el esquema
ilustrado en el presente documento, un mono-éster de malonato sirve como material de partida en una modificacién
de Doebner de la condensacion de Knoevenagel

o o Q o Q
Ho)j\/lLom CHO o H\om g > H\OH

Piridina

Ri se selecciona de los ejemplos no limitantes: H, CHs, CH3sCH;, CHs3(CH.)2, CH3(CHz)3, (CHs).CH2, o
(CH3)2CH2CH.. En oftras realizaciones, el malonato de monoetilo se hace reaccionar con formaldehido en piridina
para formar acrilato de etilo.

Ademas, se desvela el uso de malonato y los compuestos derivados de malonato se pueden usar como sustratos en
la sintesis de acidos dicarboxilicos insaturados a través de la reaccion con varios sustratos, incluidos aldehidos,
haluros de alquilo, dialdehidos, dihaluros de alquilo, olefinas terminales y combinaciones de los anteriores (es decir,
sustratos difuncionales). En el caso de reaccion de malonato o compuesto derivado de malonato con un aldehido, se
forma un alqueno que puede hidrogenarse posteriormente para producir el producto saturado. De manera general,
se pueden usar compuestos derivados de malonato y malonato para sintetizar la cadena lineal C5-C12, diacidos
saturados o insaturados (es decir, acido pentanodioico (CAS 110-94-1), acido hexanodioico (CAS 124-04-9), acido
heptanodioico (CAS 111-16-0), acido octanodioico (CAS 505-48-6), acido nonanodioico (CAS 123-99-9), acido
decanodioico (CAS 111-20-6), acido undecanedioico (CAS 1852-04-6), acido dodecanodioico (CAS 693-23-2) y sus
correspondientes ésteres dialquilicos. En diversas realizaciones de la invencion, El malonato se utiliza como sustrato
en la sintesis quimica de un diacido saturado de cadena lineal C5-C12. En particular, El malonato o un compuesto
derivado de malonato se utiliza como sustrato en la sintesis quimica de acido pentanodioico, acido hexanodioico,
acido heptanodioico, acido octanodioico, acido nonanodioico, acido decanodioico, acido undecanodioico o acido
dodecanodioico.

Ademas, un compuesto derivado de malonato se puede usar como un sustrato en la sintesis quimica del acido
pentanodioico. El acido pentanodioico se puede formar de acuerdo con la invencion a través de la reaccion del
malonato de dietilo derivado de forma sintética y formaldehido (véase Ahluwalia y col., "Organic reaction
mechanisms," 22 ed. Alpha Science International: Harrow (2005) pag. 340-341); malonato de dietilo derivado de
manera sintética y diclorometano (véase Perkin y col., J Am Chem Soc 59: 990-995 (1891)); y acido de Meldrum y
formaldehido derivados sintéticamente (véase el Hedge y col., J. Org. Chem. 26:3166-3170 (1961)).

Ademas, el malonato o un compuesto derivado de malonato se pueden usar como un sustrato en la sintesis quimica
del acido hexanodioico. El acido hexano dioico es uno de los dos compuestos utilizados para producir Nylon 6,6 y
representa miles de millones de dodlares en ventas anuales de materias primas. Nylon 6,6 se utiliza en una amplia
gama de bienes de consumo duraderos, incluidos alfombras, airbags para automoviles, y cuerdas. El acido
hexanodioico se puede formar de acuerdo con la invencién a través de la reaccién de monoésteres de malonato
quelado con magnesio y 1,2-dicloroetano. Se ha descrito la alquilacién de dicloroetano y malonato de dimetilo
(Patente de Estados Unidos N.° 6.262.298); sin embargo, el producto no deseado ciclopropano-1,1-dicarboxilato de
dimetilo es el Unico producto registrado con una pureza del 99,3 % y un rendimiento teérico del 83 %. La formacion
de ciclopropano-1,1-dicarboxilato resulta de la alquilacién intramolecular después de la alquilacion inicial de 1,2-
dicloroetano. En cambio, la presente invencion proporciona materiales y procedimientos para usar un monoéster de
malonato quelado con magnesio que no permite la alquilacion intramolecular no deseada al ciclopropano. Un
monoéster de malonato quelado con magnesio reacciona con 1,2-dicloroetano a través de la generacion de enolato
facilitada por descarboxilacion; la segunda reaccion intramolecular (es decir,al dicarboxilato de ciclopropano) no
puede continuar después de la descarboxilacién. Un ejemplo de catalizador para su uso de acuerdo con esta
realizacion de la invencion es silicato de magnesio. Los expertos en la materia aprecian que diversos dihaloalcanos
(por ejemplo, 1,3-dihalopropano, 1,2-dihalopropano) también se pueden usar con un monoéster de malonato
quelado con magnesio para formar un producto de acido dicarboxilico y que esos grupos haluro pueden ser |, Cl, Br
o F. Por ejemplo, y sin limitacion, un 1,3-dihalopropano se puede hacer reaccionar con un monoéster de malonato
quelado con magnesio para producir acido heptanodioico.

También se desvelan procedimientos para la produccion de acido hexanodioico por reaccion de malonato y
compuestos derivados de malonato con etanodial. La formaciéon de acidos alquenoicos por la reaccién de
Knoevenagel de los diésteres de malonato y los mono-aldehidos alifaticos es conocida (véase, por ejemplo, Rao y
col., J Am Oil Chem Soc, 70:297-299 (1993); y, Zhang y col., Synth Comm, 40:3093-3100 (2010)). La presente
invencion surge en parte del descubrimiento de que un dialdehido puede reaccionar con un compuesto derivado de

29



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 698 500 T3

malonato para producir el tetraéster correspondiente 1,3-dieno-1,1,4,4-tetracarboxilato. Por ejemplo, la reaccién del
malonato de dietilo con etanodial produce buta-1,3-dieno-1,1,4,4-tetracarboxilato de tetraetilo; de forma similar, la
reaccion del malonato con etanodial (glioxal) produce acido hexa-2,4-dienodioico. La hidrolisis de los grupos éster,
cuando se desee, procede a través de la adicion de acido a la mezcla de reaccion. La descarboxilacién para formar
el acido dicarboxilico insaturado (es decir, acido hexa-2,4-dienodioico) se induce térmicamente, y la posterior
hidrogenacion del acido dicarboxilico insaturado produce acido hexanodioico. En algunas realizaciones de la
invencion, el malonato de dietilo y el etanodial se condensan para producir el éster etilico de bis-malonato
dialquilado; la posterior saponificacion para hidrolizar los grupos éster seguidos de la descarboxilacion inducida
térmicamente produce el acido dicarboxilico insaturado. La hidrogenacioén del acido dicarboxilico insaturado produce
acido hexanodioico. Este procedimiento se resume en el siguiente esquema de reaccion, en el que los grupos alquilo
(R1 y Rz) se eligen de los ejemplos: H, CH3, CH3CH2, CH3(CH2)2, CH3(CH2)3, (CH3)2CH2, (o] (CH3)2CH2CH2.

O O QAP o OR; HO° o]
R1OJ\/U\OR2 Base OR © ~ OH
2 B0 N0 o

+2 R1OH, 2 RzOH

0 - 0]
2
HO\H/\/\)LOH . Hom/\/\)LOH
(o] 0

Los expertos en la materia aprecian que la condensacion de Knoevenagel de diversos dialdehidos y compuestos
derivados de malonato se puede usar de acuerdo con los procedimientos de la invencion para sintetizar acidos
dicarboxilicos saturados e insaturados (con los alquenos en las posiciones 2 y n-2). Por ejemplo, el propanodial se
puede usar para sintetizar acido heptanodicarboxilico, se wusa butano-1-4-dial para sintetizar acido
octanodicarboxilico, y se puede usar pentano-1,5-dial para sintetizar acido nonanodicarboxilico.

Ademas, se puede usar un malonato o un compuesto derivado de malonato como un sustrato en la sintesis quimica
del acido heptanodioico. Ademas de las rutas dihaloalcano y dialdehido al acido heptanodioico descrito
anteriormente, también se desvelan procedimientos para la sintesis de acido heptanodioico a través de la reaccion
de prop-2-enal (acroleina), que pueden o no derivarse de malonato como se proporciona en la invencion, y
malonato. La adicion de Michael de malonato a prop-2-enal produce un acido 2- (3-oxopropil) maldnico, y la
condensacion posterior al resto aldehido con otra molécula de malonato produce acido hex-1-eno-1,1,6,6-
tetracarboxilico. La descarboxilacion inducida térmicamente seguida de hidrogenacién produce acido heptanodioico.

Ademas, el malonato se puede usar como un sustrato en la sintesis quimica de una lactama o lactona. En una
realizacion, la conversion sintética de malonato de dietilo en delta-valerolactama a través de las etapas siguientes; el
malonato de dietilo se produce por esterificacién por Fischer del malonato con etanol. La adicién de Michael de
malonato de dietilo a acrilonitrilo produce 2-(2-cianoetil)malonato de dietilo. La hidrogenacion del resto nitrilo de 2-(2-
cianoetil)malonato de dietilo produce un aminoacido que se lactamiza en condiciones suaves para producir 2-
oxopiperidin-3-carboxilato de etilo. La saponificacion del resto éster del 2-oxopiperidin-3-carboxilato de etilo, seguido
del calentamiento da como resultado la descarboxilacién para proporcionar delta-valero-lactama. Este ejemplo se
ilustra en el presente documento:

O 0O CN O O i R
Ha
"o J\/u‘oﬂ F base > HN
— RO OR :
R Et catalizador
= NC metilico i) OH- R = CO,Et
iy H* R=H

Ademas, se puede usar malonato de mono-etilo como un sustrato en la sintesis quimica del acetato de etilo. El
calentamiento del malonato de monoetilo da como resultado una descarboxilacion inducida térmicamente para
formar acetato de etilo. En particular, se puede usar malonato de monoetilo para sintetizar acetato de etilo. Un
experto en la técnica reconocera que existen varios procedimientos establecidos para preparar malonatos de
monoalquilo a partir del acido malénico proporcionado por la invencion.

Ademas, un malonato de monoalquilo (por ejemplo, malonato de mono-metilo, malonato de mono-etilo, malonato de
mono-propilo, malonato de mono-butilo, malonato de mono-isobutilo) se pueden usar como sustrato en la sintesis
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quimica de 3-hidroxipropionato o sus ésteres de alquilo relacionados. El borano reducira de manera quimioselectiva
el resto de acido carboxilico libre del malonato de monoalquilo y producira el 3-hidroxipropionato de alquilo
correspondiente. Los propios 3-hidroxipropionatos de alquilo son productos valiosos. El éster también se puede
hidrolizar para dar 3-hidroxipropionato. El 3-hidroxipropionato puede deshidratarse a su vez a acido acrilico, una
sustancia quimica valiosa se describe con mas detalle en el presente documento. En particular, se usa un malonato
de monoalquilo para sintetizar 3-hidroxipropionato. En particular, el malonato de monoalquilo es malonato de
monometilo o malonato de monoetilo.

Ademas, el malonato se puede usar para sintetizar un compuesto de 1,3-dicarbonilo dialquilado. En particular, el
malonato se puede usar como un sustrato en la sintesis quimica de un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en 2,2-dimetiimalonato de dietilo, 2,2-dietimalonato de dietilo, 2,2-dipropilmalonato de dietilo, 2,2-
dibutiimalonato de dietilo, 2,2-dimeilmalonato de dimetilo, 2,2-dietiimalonato de dimetilo, 2,2-dipropilmalonato de
dimetilo y 2,2-dibutil- malonato de dimetilo. La sintesis de compuestos de 1,3-dicarbonilo dialquilados se puede
formar de acuerdo con la invencion a partir de malonatos de dialquilo derivados sintéticamente utilizando haluros de
alquilo (véase Gatterman y col., "The practical methods of organic chemistry" 32 ed., The Macmillan Company: New
York, pag. 189:-191 (1916)).

En particular, el acido malénico o el compuesto derivado de malonato se puede hacer reaccionar con urea para
formar acido barbiturico, la estructura central de aproximadamente cincuenta productos farmacéuticos relacionados
actualmente en el mercado, incluyendo fenobarbital.

En los procedimientos sintéticos anteriores, se utiliza una preparacion de malonato altamente purificada para la
reaccion sintética y/o aplicaciones posteriores asociadas; en otras realizaciones, se utiliza un malonato menos
purificado. En otros casos, se puede usar un lisado crudo u otro malonato relativamente no purificado para la
reaccion sintética y/o aplicaciones posteriores. Para la mayoria de las reacciones de quimica sintética, tipicamente
se desea una pureza de malonato superior al 90 % p/p. En los casos en que el malonato se usa para reacciones de
polimerizacién, se puede desear una pureza aun mayor (es decir, 95 % p/p o superior). En otras aplicaciones, sin
embargo, se puede emplear una preparacion de malonato mucho menos pura. Por ejemplo, el malonato es util como
alimento animal, y para este fin, se pueden emplear las propias células productoras o un lisado crudo de ellas.

Ademas, el malonato (producido por cualquier medio) puede hacerse reaccionar con glutarato-semialdehido (que
también se puede producir a partir de malonato) para producir acido hept-2-enodioico. Este es un ejemplo adicional
de una condensacion de Knoevenagel y se puede realizar con la amplia gama de disolventes y reactivos cataliticos
asociados con esta reaccion. El acido hept-2-enodioico se reduce luego utilizando hidrogenacion catalitica para
producir acido heptanodioico (acido pimélico). El acido pimélico tiene una amplia variedad de usos, incluido como
monomero en Nylon 5,7; como un suplemento de medios de fermentacién utilizado para mejorar la biosintesis de
biotina; y como plastificante. Los procedimientos de la técnica anterior para la sintesis de acido pimélico son
costosos y de bajo rendimiento. Esto proporciona una nueva sintesis quimica para este importante compuesto que
se puede derivar del acido malénico como se proporciona en la invencion.

Ademas, se puede usar hidrogenacién en fase liquida o vapor para convertir los dialquilmalonatos en 1,3-
propanodiol. Debido a la naturaleza reactiva del carbono nimero dos de los ésteres de malonato y malonato, los
derivados polisustituidos de diversos compuestos pueden producirse usando el malonato proporcionado por la
invencion. En particular, se produce neopentilglicol (2,2-dimetilpropano-1,3-diol), un componente importante de
algunos poliésteres, generando primero malonato de 2,2-dimetil-dialquilo. Este compuesto se puede producir
utilizando una variedad de bases como catalizadores y un haluro de metilo como fuente del grupo metilo. La
posterior hidrogenaciéon de los grupos éster da como resultado la produccion de neopentilglicol y los alcoholes afines
de los grupos éster. Esto representa una ruta novedosa a este importante compuesto industrial. Ademas, debido a la
naturaleza altamente reactiva del carbono numero dos de malonato y compuestos derivados de malonato, se
pueden emplear otros haluros de alquilo para dar como resultado nuevos compuestos con el potencial de nuevas
propiedades cuando se incorporan en polimeros.

La invencion, habiendo sido descrita con detalle, se ilustra con los siguientes ejemplos. Los ejemplos no cubiertos
por el alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de acidos nucleicos recombinantes que codifican EHD3 de tipo salvaje y los
mutantes de EHD3 E124S, E124A, E124A/E308V y E124V malonil-CoA hidrolasas y vectores de expresion
para la produccion de malonato en E. coli

La presente invencién proporciona procedimientos para producir malonato en un huésped de E. coli, asi como las
células huésped de E. coli que producen malonato y expresan una enzima mutante EHD3, incluyendo, pero sin
limitaciones, E124S, E124A y E124V. Este ejemplo describe la construccion de secuencias codificantes de proteinas
para EHD3 y las proteinas EHD3 mutantes Utiles en la invencion, vectores de expresion que contienen esas
secuencias codificantes y células huésped que comprenden esos vectores de expresion. El acido nucleico que
codifica EHD3 de S. cerevisiae de tipo salvaje se amplifico por PCR a partir de levadura de Baker utilizando un par
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de cebadores A93/A94. La mutacion puntual E124A se introdujo utilizando los pares de cebadores A93/A96 y
A95/A94, la mutacion E124V se introdujo utilizando los pares de cebadores A93/A98 y A97/A94, y la mutacion
E124S se introdujo utilizando los pares de cebadores A93/A100 y A99/A94. Los acidos nucleicos resultantes se
clonaron en un vector de expresion de E. coli que contiene el origen de replicacion pSC101, un casete de resistencia
al cloranfenicol y un promotor [aco1 que utiliza técnicas estandar. Los vectores resultantes se transformaron en un
huésped DH10b de E. coli y se colocaron en placas de agar Luria-Bertani (LB) que contenian 50 pg/ml de
cloranfenicol (Cm*) y 2 % p/v de glucosa. Luego se inocularon colonias individuales en 3 ml de medio LB en placas
de 48 pocillos; después de 6 horas de crecimiento, se aislaron los plasmidos y se secuencio la region de codificacion
de la proteina EHD3. Al secuenciar los plasmidos derivados de clones de EHD3 (E124A), se descubrié que una
segunda mutacion puntual, E308V, estabilizé el clon EHD3 (124A); la presencia de un resto de valina sin carga
probablemente estabiliza el plegamiento de proteinas. La cepa EHD3 (E124A, E308V) también se us6 para la
produccion de malonato (véase el Ejemplo 2). Los cebadores A93-A100 son las SEQ ID NO: 13-20,
respectivamente.

Ejemplo 2: Produccion in vivo de malonato en E. coli utilizando mutantes de EHD3 E124S y E124A/E308V

Este ejemplo describe las células huésped y las condiciones de cultivo que dan como resultado la produccién in vivo
de malonato usando una malonil-CoA hidrolasa EHD3 heteréloga en una célula huésped de E. coli. La cepa K12 de
E. coli se transformo6 con vectores que contienen EHD3 de tipo salvaje, EHD3 (E124A), EHD2 (E124V), EHD3
(E124S), EHD3 §E124A, E308V) o un control negativo de vector vacio. Los transformantes se sembraron en placas
de agar LB (Cm®, 2 % de glucosa). Después del crecimiento durante la noche a 37 °C, las colonias individuales se
inocularon en 3 ml de LB (Cm50, 2 % de glucosa) en una placa de 48 pocillos. Los cultivos se incubaron en un
agitador de placas a 37 °C durante 6 horas, punto en el cual a cada cultivo se inocul6 1 % v/v en medio minimo M9
suplementado con cm® y una fuente de carbono mixta (0,5 % de glicerol, 0,05 % de glucosa, 0,2 % de lactosa) en
una placa de 48 pocillos. Los cultivos se incubaron en un agitador de placas a 30 °C y se retir6 una muestra de 500
I del caldo de fermentacion para su analisis después de 48 horas de incubacion.

Las muestras se centrifugaron (x 6000 g, 1 min) y se analizé el sobrenadante para determinar la cuantificacion de
malonato. Los patrones quimicos se prepararon en 20 uM de agua. La separacion de malonato se llevé a cabo en un
Shimadzu Prominence XR UPLC conectado a un detector de indice de refraccion y un detector de rayos UV de
monitorizacion a 210 nm. La separacién del producto se realizé en una columna de monitorizacién de fermentacion
Bio-Rad Aminex HPX-87h. La UPLC se programd para funcionar isocraticamente utilizando H,SO4 5 mM como
eluyente con un caudal de 600 pl por minuto. Se inyectaron 10 pl por muestra y la temperatura de la placa de
muestras se mantuvo a 4 °C. Los patrones de malonato comenzaron a eluir en ~ 19,8 minutos. La adiciéon del patrén
a las muestras que contienen malonato demostré un aumento proporcional en el area del pico de malonato,
confirmando la produccién de malonato. Las concentraciones de malonato (mg/l) se calcularon por comparacion con
una curva estandar preparada a partir de malonato auténtico.

Para los cultivos que albergan el control de vectores vacios, no se observé un pico al mismo tiempo de retenciéon que
el patréon de malonato, y el area del pico integrada estaba por debajo del limite de deteccion del instrumento (es
decir, no se observé produccion de malonato). La produccion de malonato se observd en muestras que albergan
EHD3 de tipo salvaje, EHD3 (E124A), EHD3 (E124V), EHD3 (E124S) y EHD3 (E124A, E308V); las concentraciones
de malonato fueron (media + desviacion estandar; n=3): EHD3 de tipo salvaje, 6,0 + 0,2 mg/l, EHD3 (E124A), 7,6 +
0,7 mg/l, EHD3 (E124V), 0,28 + 0,03 mg/l, EHD3 (E124S), 82,3 + 7,8 mg/l y EHD3 (E124A/E308V), 8,35 £ 2,5 mg/l.
EHD3 (E124V) produjo una disminucién en la produccién de malonato en relacion con la proteina de tipo salvaje,
probablemente debido a la mala unién del sustrato malonil-CoA vy la alta actividad promiscua hacia otras moléculas
enddgenas de acil-CoA. De forma similar, EHD3 (E124A) produjo solo un aumento menor en la produccion de
malonato en relaciéon con EHD3 de tipo salvaje. La EHD3 mutante E124S dio lugar a un significativo (p <0,05,
prueba t) aumento de la produccion de malonato sobre EHD3 de tipo salvaje, EHD3 (E124A) y EHD (E124V),
demostrando la importancia de E124S en el aumento de la unién de sustratos de malonil-CoA y la produccién de
malonato.

Ejemplo 3: Construccion de los mutantes de EHD3 E124 adicionales y vectores de expresion para la
produccion in vivo de malonato en E. coli

El ejemplo 1 describe la construccién de vectores de expresion de E. coli para EHD3 de tipo salvaje y un
subconjunto de mutaciones E124, especificamente E124A, E124V, E124S y E124A/E308V, y el Ejemplo 2 describe
su uso para producir malonato en células de E. coli. Este ejemplo describe la construccion de vectores de expresion
de E. coli para todas las mutaciones puntuales de EHD3 E124, es decir, E124G, E124T, E124C, E124L, E124],
E124M, E124P, E124Y, E124W, E124D, E124N, E124Q, E124H, E124K, E124R y E124F. Estos mutantes de EHD3
se construyeron utilizando un vector de E. coli con origen pSC101 y origen de replicacion Praco1, tal como se
describe en el Ejemplo 1. El cebador directo de PCR comprende la secuencia de acido nucleico (5'-
aattttttactactatatNNNtattctttgaattttcaaatagc-3 '), en el que la secuencia "NNN" son los tres nucleétidos que codifican
la mutacion puntual del aminoacido E124 deseado; asimismo, el cebador inverso de PCR comprende la secuencia
de acido nucleico (5'-ttcaaagaataaNNNat-cagtaaaaaatttgatggacttg-3'), en la que la secuencia "NNN" es
complementaria a los tres nucleétidos que codifican la mutaciéon puntual del aminoacido E124 deseado. El cebador
directo de PCR se uso junto con el cebador de PCR A94 (SEQ ID NO: 14), y el cebador inverso de PCR se usé junto
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con el cebador de PCR A93 (SEQ ID NO: 13) para producir dos fragmentos solapantes del gen de EDH3 que
contienen la mutacion puntual deseada. La amplificacion de los dos fragmentos del gen EHD3 con los cebadores
A93 y A94 produjo el gen EHD3 de longitud completa que contenia la mutaciéon puntual deseada. Los vectores de
expresion se construyeron utilizando protocolos de clonacion estandar y se transformaron en DH10b de E. coli y
posteriormente se aislaron como se describe en el Ejemplo 1 y se verificaron mediante secuenciacion.

Ejemplo 4: Produccion in vivo de malonato en E. coli recombinante utilizando los mutantes de EHD3 E124

Este ejemplo describe la fermentacion de un conjunto de células huésped de E. coli, cada miembro del conjunto
contiene una de las 19 posibles sustituciones de aminoacidos EHD3 E124 y la determinacién de los niveles de
malonato producidos. Las mutaciones puntuales especificas E124 deberian mejorar tedricamente la unién de
malonil-CoA y la produccion de malonato en relacidon con el tipo salvaje; en particular, las mutaciones puntuales
E124T, E124N, E124Q, E124H, E124K y E124R deberian mejorar la producciéon de malonato, en teoria, debido a la
introduccion de aminoacidos que contienen grupos funcionales que mejoran la interaccion con el resto acido
carboxilico terminal del malonato. Las mutaciones puntuales E124S, E124Q y E124K tienen cadenas laterales que
se ubican en el bolsillo de union de EHD3 en las posiciones que teéricamente deberian coordinar mejor la union del
malonato. La produccién de malonato se realiza y cuantifica sustancialmente como se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 5: Construccion de vectores de expresion de YciA malonil-CoA hidrolasa para la produccion in vivo
de malonato en E. coli

Este ejemplo describe el uso de YciA de E. coli para la produccion de malonato en E. coli de acuerdo con la
invencion. La acil-CoA YciA de E. coli de tipo salvaje se amplifica por PCR a partir del genoma del huésped
utilizando los cebadores A120 (SEQ ID NO: 21) y A121 (SEQ ID NO: 22). El acido nucleico resultante se clona
detras del promotor Praco1 €n un plasmido de expresion de E. coli que contiene un origen de replicacion pSC101 y
un gen resistente a la ampicilina. El vector de control comprende un vector vacio sin la insercién del gen yciA detras
del promotor Pac01. Como se describe en el Ejemplo 1, Se cultivan colonias individuales, se aisl6 su plasmido y se
secuencio la region codificante del inserto del gen YciA.

Ejemplo 6: Produccion in vivo de malonato en E. coli recombinante utilizando YciA heteréloga

Este ejemplo describe las células huésped y las condiciones de cultivo que dan como resultado la produccién in vivo
de malonato usando un vector de expresion que codifica una malonil-CoA hidrolasa heterdloga de YciA como se
describe en el Ejemplo 5 en una célula huésped de E. coli. La cepa K12 de E. coli de tipo salvaje se transforma con
vectores que contienen YciA de E. coli; E. coli de tipo salvaje que alberga un vector vacio sirve como control
negativo. La produccion de malonato se realiza y cuantifica como se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 7: Construccion de vectores de expresion de malonil-CoA hidrolasa EHD3 disefiados para la
produccion in vivo de malonato en levadura

La presente invencién también proporciona vectores de expresion, células huésped y procedimientos para la
produccion in vivo de malonato en una célula de levadura. Las células de levadura pueden, en general, tolerar
concentraciones mas altas de acidos organicos en el caldo de fermentaciéon y poseen protocolos de fermentacion
industrial mejor establecidos que E. coli.

Los vectores de expresion de levadura descritos en este ejemplo se generaron en parte a partir del uso de los
vectores de expresion de E. coli descritos en los Ejemplos 1y 3 como moldes de PCR para los genes de EHD3. Los
vectores de expresion de levaduras contienen un origen de replicacion de 2 micrometros, un marcador ura3
auxotrofico y un promotor de TEF; los vectores también contienen un origen de replicacion puc y un casete de
resistencia a la ampicilina o al cloranfenicol para la propagacion del vector en E. coli Los plasmidos se
transformaron en un fondo BY4741 o BY4742 de S. cerevisiae, ambos derivados de la cepa parental S288C.

Se pueden introducir mutaciones adicionales en la secuencia de codificacion de EHD3 para anular el
direccionamiento mitocondrial. Los aminoacidos basicos R3, K7, K14, K18 y R22 en la secuencia de codificacion de
EHD3 son importantes para el direccionamiento mitocondrial, y la mutacion de uno o mas de ellos a A o V disminuye
la expresion de EHD3 mitocondrial y aumenta la expresion de EHD3 citosdlica. Las mutaciones se introducen
mediante amplificacién por PCR de un molde de EHD3 con cebadores directos e inversos que contienen la mutacion
puntual deseada. Las mutaciones se introducen utilizando cebadores que coinciden con el gen de EHD3, con la
excepcion de que la secuencia de nucleotidos en la posicion del aminoacido deseado se altera mutando "gyt" (donde
y es un nucleétido de cisteina o timina en una poblacién mixta de oligonucleétidos cebadores de PCR). Los
fragmentos génicos se clonan primero en un vector de expresion de E. coli que aloja un origen de replicacion
pSC101, un promotor Piaco1 ¥ €l marcador de resistencia al cloranfenicol, y las secuencias del vector confirmadas
como se describe en el Ejemplo 1; después del aislamiento del mutante deseado, el gen EHD3 se amplifica y clona
en un vector de expresion de levadura.
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Ejemplo 8: Produccion in vivo de malonato en levadura recombinante utilizando malonil-CoA hidrolasa de
EHD3 disefada por ingenieria

Las células huésped BY4742 de S. cerevisiae se transforman con un vector de expresion de levadura preparado
sustancialmente como se describe en el Ejemplo 7 que alberga EHD3 heterdloga o un plasmido de control negativo
de vector vacio utilizando protocolos estandar. Los transformantes se siembran por rayado en placas de agar con
medio de desercién completo sintético (SD) que carecen de uracilo y se cultivan a 30 °C; las colonias individuales se
cultivan durante la noche en 3 ml de medio SD durante la noche a 30 °C y posteriormente se diluyen al 1 % v/ven 3
ml de SD sin uracilo. Las cepas se cultivan a 30 °C durante 72 horas; se tomaron alicuotas de 500 pl a los puntos de
tiempo de 24, 48 y 72 horas para la cuantificacion de la produccion de malonato y DOeggo. EI promotor TEF es un
promotor constitutivo.

Ejemplo 9: Aumento de la biosintesis de malonato en levaduras modificadas mediante ingenieria genética
mediante la expresion de acetil-CoA sintetasa heteréloga

Ademas de los procedimientos, vectores y células huésped para la expresion de una malonil-CoA hidrolasa
heterdloga y produccion in vivo de malonato, como se ilustra en los ejemplos 1-8, la invencién también proporciona
procedimientos y células huésped para mejorar el titulo, el rendimiento, y/o la productividad del malonato. En un
aspecto, la produccion de malonato se mejora al aumentar la biosintesis de acetil-CoA. Este ejemplo describe la
expresion heteréloga de enzimas acetil-CoA sintetasa en un huésped recombinante de S. cerevisiae que comprende
una ruta de malonil-CoA hidrolasa y la mejora resultante en la produccion de malonato. Las cinco proteinas acetil-
CoA sintetasa ilustradas son ACS1 y ACS2 de S. cerevisiae, AcsA de E. coli, Acs de Salmonella enterica y AcsA de
Bacillus subtilis. Todos los genes se amplifican por PCR a partir de sus respectivos huéspedes y se clonan en un
vector de expresion de levadura que alberga un origen de replicacion de 2 micrémetros, un marcador ura3
auxotrofico y un promotor de TEF; los vectores también contienen un origen de replicacion puc y un casete de
resistencia a la ampicilina para la propagacioén del vector en E. coli.

Ejemplo 10: Aumento de la biosintesis de malonato en levaduras modificadas por ingenieria genética
mediante la expresion de piruvato deshidrogenasa heteréloga

Mientras que el Ejemplo 9 describe el aumento de la biosintesis de acetil-CoA a través de la expresion de acetil-CoA
sintetasas heteroélogas, este ejemplo describe el aumento de la biosintesis de acetil-CoA a través de la expresion de
enzimas piruvato deshidrogenasa heterélogas. En concreto, las enzimas piruvato deshidrogenasa de S. cerevisiae
PDA1, PDB1, LAT1, LPD1 y PDX1 se expresan de manera heterdloga en S. cerevisiae recombinantes que
comprenden una via de malonil-CoA hidrolasa. Todos los genes se amplifican por PCR a partir del cromosoma de S.
cerevisiae y se clonan en un vector de expresion de levadura que alberga un origen de replicacion de 2 micrometros,
un marcador ura3 auxotréfico y un promotor de TEF; los vectores también contienen un origen de replicacion pucy
un casete de resistencia a la ampicilina para la propagacion del vector en E. col.

Ejemplo 11: Aumento de la biosintesis de malonato en E. coli y S. cerevisiae por expresion heteréloga de
una via catabdlica de etanol

Este ejemplo describe una tercera via para aumentar la biosintesis de acetil-CoA: expresion heteréloga de una via
catabdlica de etanol. Una via catabdlica de etanol comprende dos o tres enzimas. Una alcohol deshidrogenasa y una
acetaldehido deshidrogenasa (acilante) o una alcohol deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa (no acilante) y
una acetil-CoA sintetasa. Las enzimas alcohol deshidrogenasa de ADH2 de S. cerevisiae, AdhP de E. coliy ADH1A
de H. sapiens, ADH1B de H. sapiens y ADH1C de H. sapiens se clonan combinatoriamente con una acetaldehido
deshidrogenasa (acilante) o aldehido deshidrogenasa y acetil-CoA sintetasa. Las enzimas de la acetaldehido
deshidrogenasa (acilante) MhpF de E. coli AdhE de E. coli DmpF de Pseudomonas sp CF600 y Todl de
Pseudomonas putida también se clonan de forma combinatoria. En las vias catabdlicas de etanol que utilizan una
acetaldehido deshidrogenasa (no acilante) se usan ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, y ALD6 de S. cerevisiae. Las
enzimas acetil-CoA sintetasa utilizadas son ACS1 y ACS2 de S. cerevisiae y Acs de E. coli. Todos los genes son
amplificados por PCR a partir de ADN gendmico.

Para las células huésped de E. coli, la ruta catabodlica del etanol se expresa a partir de un esqueleto del vector que
alberga el origen de replicacion p15a, un marcador de resistencia a la ampicilina y un promotor Pisc01. Todas las
combinaciones de las dos y tres vias genéticas se construyen como operones individuales. K12 de E. coli se
cotransforma con un plasmido de expresion de EHD3 y un plasmido catabdlico de etanol y se siembra por rayado en
placas de agar LB (Cmsi, Cb®, 2 % en p/v de glucosa). Las cepas de control albergan vectores vacios. Los cultivos
de produccion y su analisis se llevan a cabo como se describe en el Ejemplo 2, con la notable excepcion de la
adicién del segundo antibidtico, se requiere mantener el segundo plasmido.

Las fermentaciones de S. cerevisiae pueden llevarse a cabo utilizando concentraciones de etanol idénticas a las de
los experimentos de E. coli. Los vectores de expresion de levadura albergan un origen de 2 micrémetros, un
marcador auxotréfico ura3 y un promotor CUP, y todas las combinaciones de las rutas catabdlicas del etanol se
construyen en este esqueleto del vector; un plasmido sin una via catabdlica de etanol sirve como control negativo.
Un plasmido de la ruta catabodlica de etanol se transforma en BY4742 de S. cerevisiae recombinante que comprende
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una via de malonil-CoA hidrolasa de EDH3 disefiada por ingenieria en un cromosoma de levadura. Todas las
fermentaciones se realizan a 30 °C en medios SD sin uracilo. La expresion de la ruta catabdlica del etanol se induce
con sulfato de cobre 100 uM después de 12 o 24 horas de crecimiento. Se tomaron muestras de alicuotas de 500 ul
alas 24, 48 y 72 horas para la cuantificacion de las concentraciones de etanol, acetaldehido, acetato y malonato; las
mediciones de la DOegoo de densidad celular también se registran en cada punto de tiempo. Ademas del titulo de
malonato, se calcula el consumo de etanol.

Ejemplo 12: Aumento de la biosintesis de malonato en S. cerevisiae por expresion heteréloga de una ATP
citrato liasa

Este ejemplo describe un cuarto enfoque para aumentar la biosintesis de acetil-CoA y mejorar la producciéon de
malonato en S. cerevisiae recombinante. La ATP citrato liasa (EC 2.3.3.8) cataliza la formacion de acetil-CoA,
oxaloacetato y ADP en el citosol a partir de citrato. Las enzimas de ATP citrato liasa de las levaduras oleaginosas
Candida curvata, Cryptococcus albidus, Lipomyces lipofer, Rhodospiridium toruloides, Rhodotorula glutanis,
Trichosporon cutaneum, Yarrowia lipolytica, se amplifican por PCR a partir de ADN genémico y se clonan en un
vector de expresion de levadura detras de un promotor CUP; el vector de expresidon contiene un origen de 2
micréometros y un marcador auxotréfico leu2d. Un plasmido que carece de la enzima ATP citrato liasa sirve como
control negativo.

Un plasmido de la ruta de la ATP citrato liasa se transforma en BY4742 de S. cerevisiae recombinante que
comprende una ruta de malonil-CoA hidrolasa de EHD3 disefiada por ingenieria en un cromosoma de levadura.
Todos los experimentos se realizan a 30 °C en medios SD sin uracilo. La expresién de la via de la ATP citrato liasa
se induce con sulfato de cobre 100 uM después de 12 o 24 horas de crecimiento. Algunos cultivos también se
complementan con citrato de 0,5, 1, 2,5 o 5 g/l para proporcionar una demostracion adicional de la actividad de la
via. Se tomaron muestras de alicuotas de 500 pl a las 24, 48 y 72 horas para la cuantificacion de las
concentraciones de citrato (cuando corresponda) y malonato; las mediciones de la DOgpo de densidad celular
también se registran en cada punto de tiempo. Ademas del titulo de malonato, se puede calcular el consumo de
citrato.

Ejemplo 13: Incremento de la biosintesis de malonato en levaduras recombinantes mediante la modificacion
del almacenamiento de acidos grasos de la célula huésped

Este ejemplo describe un quinto enfoque para aumentar la biosintesis de acetil-CoA y mejorar la produccion de
malonato en S. cerevisiae recombinante. Las vias de biosintesis de acidos grasos compiten con la produccion de
malonato para acetil-CoA y malonil-CoA, y la alteracién del anabolismo de los acidos grasos de la célula huésped
puede aumentar la produccién de malonato. La presente invencién proporciona células huésped que comprenden
modificaciones genéticas de uno o mas acidos nucleicos que codifican proteinas que afectan el almacenamiento y
catabolismo de los acidos grasos. En Saccharomyces cerevisiae, las proteinas SNF2, IRA2, PRE9, PHO90, SPT21,
POX1, ANT1, FOX3, EHD3, PAS1, PAS3, ARE1, ARE2, DGA1, LRO1, ACL1, MAE1, GLC3, GLG1, GLG2, PAT1 y
PEX11 se eliminan de forma individual y combinatoria y las cepas resultantes se cultivan para la produccion de
malonato. Todas las cepas de S. cerevisiae construidas comprenden una via de malonil-CoA hidrolasa de EHD3
disefiada por ingenieria para la produccion de malonato. Las fermentaciones se realizan como se describe en el
Ejemplo 8 y el malonato se cuantifica como se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 14: Aumento de la biosintesis de malonato en levaduras recombinantes a través de una mayor
actividad de beta-oxidasa

Este ejemplo describe un sexto enfoque para aumentar la biosintesis de acetil-CoA y mejorar la produccion de
malonato en S. cerevisiae recombinante. Ademas de disminuir el anabolismo de los acidos grasos de la célula
huésped, el aumento del catabolismo de los acidos grasos de la célula huésped puede aumentar la produccion de
malonato. La presente invencion proporciona células huésped modificadas para aumentar la expresion de PAT1 y/o
PEX11. PAT1 y PEX11 se amplifican por PCR a partir del ADN gendémico de S. cerevisiae y se clonan en un vector
de expresion de levadura detras de un promotor CUP; el vector de expresion contiene un origen de 2 micrometros y
un marcador auxotrofico leu2d. Un plasmido sin una enzima beta-peroxidasa sirve como control negativo.

Un plasmido de la via de la beta-oxidasa se transforma en BY4742 de S. cerevisiae recombinante que comprende
una via de malonil-CoA hidrolasa de EHD3 disefiada por ingenieria en un cromosoma de levadura. La malonil-CoA
hidrolasa disefiada por ingenieria se integra en el cromosoma mediante procedimientos de recombinacién estandar.
La cepa resultante sirve como base para probar modificaciones posteriores y su impacto en la produccion de
malonato. Todos los experimentos se realizan a 30 °C en medios SD sin uracilo. La expresion de la via se induce
con sulfato de cobre 100 uM después de 12 o 24 horas de crecimiento. Algunos cultivos también se complementan
con 0,5, 1, 2,5 0 5 g/l de acido palmitico para proporcionar una demostracion adicional de la actividad de la via. Se
tomaron muestras de alicuotas de 500 pl a las 24, 48 y 72 horas para la cuantificacion de las concentraciones de
acido palmitico (cuando corresponda) y de malonato; las mediciones de la DOgoo de densidad celular también se
registran en cada punto de tiempo. Ademas del titulo de malonato, se puede calcular el consumo de acido palmitico.
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Ejemplo 15: Mejora de la biosintesis de malonato en levaduras disefiadas por ingenieria mediante el
aumento de la actividad de la acetil-CoA carboxilasa

Ademas de los procedimientos, vectores y células huésped para la expresion de una malonil-CoA hidrolasa
heteréloga y produccion in vivo de malonato, la invencién también proporciona procedimientos y células huésped
para mejorar el titulo, el rendimiento, y/o la productividad del malonato. En un aspecto, la produccién de malonato se
mejora al aumentar la biosintesis de malonil-CoA. EI malonil-CoA es el penultimo intermedio en la biosintesis de
malonato a partir de acetil-CoA, y en S. cerevisiae, esta reaccion es catalizada por la acetil-CoA carboxilasa (ACC1).

La biosintesis de malonil-CoA se incrementa por la sobreexpresién de ACC1 de S. cerevisiae. Con este fin, el gen
ACCT1 se clona utilizando procedimientos estandar detras del promotor CUP en un plasmido de expresion de S.
cerevisiae que contiene un origen de replicacion de 2 micrometros y un marcador auxotrofico ura3. El vector de
control comprende un vector vacio. Las cepas huésped de S. cerevisiae estan disefiadas por ingenieria con
deleciones cromosodmicas de la proteina quinasa ACC1 y SNF1 responsables de la fosforregulacion de ACC1; las
deleciones cromosémicas se construyen de forma independiente y en combinacion. Las células huésped que
albergan plasmidos de expresién o plasmidos de control se cultivan como se describe en el Ejemplo 8 y la
produccion de malonato se cuantifica como se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 16: Mejora de la biosintesis de malonato en células huésped mediante la suplementacion del caldo
de fermentacion con cerulenina

En este ejemplo, la produccion de malonato en una célula huésped recombinante que expresa una malonil-CoA
hidrolasa derivada de EHD3 se mejora mediante la suplementacion del caldo de fermentacion con cerulenina. El
plasmido de produccién de malonato A4, que comprende EHD3 de S. cerevisiae (E124S) bajo el control de un
promotor P ac01, Se transforma en un huésped de E. coli K12.

Las colonias individuales se inoculan en 3 ml de medio LB (Cmsg, 2 % EN p/v de glucosa) en placas de 48 pocillos y
se cultivan durante 6 horas a 37 °C en un agitador de placas. Las cepas se subcultivan después al 1 % en v/ven 3
ml de medio minimo M9 (Cmso, 0,5 % en p/v de glicerol, 0,05 % en p/v de glucosa, 0,2 % en p/v de lactosa) y se
cultivaron a 30 °C en un agitador de placas. Tras 6 horas de crecimiento, la mitad de los cultivos se suplementan con
10 mg/l de cerulenina. Después de 48 horas de crecimiento, la concentracion de malonato en el sobrenadante se
mide como se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 17: Mejora de la biosintesis de malonato en levadura disefiado por ingenieria mediante la
suplementacion del caldo de fermentacion con diéxido de carbono

En este ejemplo, las condiciones de fermentacion se modifican para aumentar la biosintesis de malonil-CoA. La
conversion enzimatica de acetil-CoA en malonil-CoA por la enzima acetil-CoA carboxilasa requiere una cantidad
estequiométrica de dioxido de carbono y la suplementacion de los medios de crecimiento con diéxido de carbono
aumenta la producciéon de malonato. El diéxido de carbono se afiade al medio de crecimiento como carbonato de
calcio sélido o didxido de carbono gaseoso.

Las células de levadura recombinante que albergan una via biosintética de malonil-CoA se cultivan en un medio
minimo definido suplementado con entre 0,1 y 10 g/l de carbonato de calcio. Los cultivos de control no estan
suplementados con carbono calcio. La produccién de malonato se cuantifica como se describe en el Ejemplo 2 en el
transcurso de un crecimiento de 48 horas.

Ejemplo 18: Mejora de la biosintesis de malonato en levaduras disefiadas por ingenieria mediante la
reduccion del catabolismo de malonato

En este ejemplo, la produccion de malonato aumenta al eliminar el catabolismo endégeno de malonato en la célula
huésped. S. cerevisiae contiene multiples acil-CoA sintetasas, incluyendo FAA1, FAA2, FAA3, FAA4, LSC1y LSC2;
por delecion o modificacion de los acidos nucleicos en el genoma del huésped que codifica estas proteinas, se
puede disminuir el catabolismo del malonato en los medios de crecimiento.

Las cepas defectivas en malonil-CoA se construyen a partir de cada una de las acil-CoA sintetasas de levadura. Las
cepas resultantes se cultivan luego en un medio definido suplementado con 1-5 g/l de malonato de sodio. La
concentracion de malonato en el caldo de fermentacion se controla a lo largo de 48 horas y se cuantifica como se
describe en el Ejemplo 2. Las cepas con multiples deficiencias pueden construirse siguiendo procedimientos
similares.

Ejemplo 19: Mejora de la biosintesis de malonato en levaduras disefiada por ingenieria mediante una mejor
secrecion de malonato de la célula huésped

En este ejemplo, la produccion de malonato se mejora al aumentar la secrecién de malonato de la célula huésped.
Esto se logra mediante la sobreexpresion de una o mas de cada una de las bombas resistentes a S. cerevisiae
pleiotropica, a saber, PDR5, PDR10, PDR11, PDR12, PDR15 y PDR18.
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Ejemplo 20: Mejora de la biosintesis de malonato en levaduras disefiadas por ingenieria mediante la
reduccion de la inhibicién competitiva de la succinato deshidrogenasa por malonato

En este ejemplo, la inhibicion competitiva de succinato deshidrogenasa de S. cerevisiae SDH1 disminuye, lo que
permite obtener titulos mas altos de malonato. En primer lugar, La S. cerevisiae esta genéticamente modificada para
la delecién de la copia cromosémica nativa de la succinato deshidrogenasa (SDH1) utilizando procedimientos
estandar. La cepa resultante se cultiva anaerébicamente para facilitar el crecimiento en ausencia de la proteina
SDH1. La cepa de delecion de SDH1 se transforma posteriormente con un vector que alberga un casete de
expresion de SDH modificado genéticamente que contiene una mutacion E300D, R331K, R331H, R442K, R442H o
una combinacién de estas mutaciones. Estos genes de SDH mutantes se clonan detras de un promotor TEF
constitutivo en un esqueleto de levadura que alberga un origen de 2 micrometros y un marcador auxotréfico ura3.
Los vectores se transforman posteriormente en la cepa de S. cerevisiae que codifica la malonil-CoA hidrolasa en el
cromosoma y las cepas resultantes se cultivan en medios SD que carecen de uracilo. Las cepas transformadas se
cultivan para la produccién de malonato como se describe en el Ejemplo 8 y el malonato se cuantifica como se
describe en el Ejemplo 2 para cuantificar el impacto de estas mutaciones de SDH en la producciéon de malonato.

Ejemplo 21: Biosensor del factor de transcripcion de malonato MdcY utilizando malonato afadido
exogenamente.

El plasmido S14 se us6 para demostrar la respuesta del biosensor al malonato afiadido exdgenamente en una célula
huésped de E. coli. S14 emplea el factor de transcripcion sensible al malonato, MdcY (SEQ ID NO: 3) y el promotor
sensible a MdcY, Pudc. (SEQ ID NO: 6) derivado de Acinetobacter calcoaceticus. Este biosensor de la invencion se
construy6 utilizando un esqueleto de vector de E. coli con marcador de resistencia a la ampicilina y origen de
replicacion de ColE1; el gen de resistencia a la tetraciclina tefA se coloco bajo el control del promotor Pugc. La
transformacion del plasmido S14 en un huésped de E. coli dio como resultado una cepa que expresa el producto del
gen tetA después de la suplementacion del caldo de fermentacion con malonato, y la cepa exhibe un aumento
dependiente de malonato en la resistencia a la tetraciclina.

Los acidos nucleicos que codifican para los productos génicos MdcY y TetA, el promotor PugcL y €l esqueleto del
vector de E. coli se produjeron sintéticamente; los vectores biosensores se construyeron mediante la amplificacion
por PCR de los acidos nucleicos y su posterior clonacion en el esqueleto del vector de E. coli. Los plasmidos se
transformaron en E. coli DH10b quimicamente competente y los clones resultantes se sembraron en placas de agar
LB que contenian 50 pg/ml de carbenicilina (Cb). Las colonias individuales se cultivaron durante la noche en 3 ml
de medio LB suplementado con antibiético y se verificaron las secuencias del plasmido purificado.

La cepa K12 de E. coli se cotransformé con plasmidos S14 g/ las colonias individuales aisladas de placas de agar LB
(Cb®). Las colonias se cultivaron en 25 ml de caldo LB (Cb™) hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (DOgoo)
de aproximadamente 0,50, punto de tiempo en el cual se prepararon las reservas de células y se almacenaron a -80
°C; las reservas celulares fueron 0,5 ml de cultivo celular y 0,5 ml de una solucién de glicerol al 50 % en v/v.

Todas las demostraciones de biosensores se realizaron con malonato. Se descongel6 una parte alicuota de la
reserva de células biosensoras y se utilizo para inocular 50 ml de medio LB (Cb*’) en un matraz Erlenmeyer con
deflector de 250 ml. Los cultivos se incubaron durante 2 horas a 37 °C; posteriormente, se afiadieron 0,6 ml de
cultivo biosensor a las placas de 48 pocillos preparadas con 2,3 ml de medio LB (Cb50) suplementado con
tetraciclina y acido malonato a la concentracion deseada (n = 4). Las placas se cultivaron luego a 30 °C en un
agitador de placas de valoracion orbital. Después de 12 horas de incubacioén, se tomaron muestras de 200 pl para la
medicion de DOggo.

Los cultivos biosensores que albergan S14 mostraron una respuesta dependiente de la dosis para el malonato
(Figura 1). El intervalo dinamico (la diferencia maxima en los valores de DOegyo entre las muestras totalmente
inducidas y las muestras que carecen de suplementacion de malonato) fue de 1,2 unidades de DOeqo, l0 que indica
que el biosensor basado en MdcY-PwgcL era altamente sensible al malonato afiadido exdgenamente. Se observé un
aumento de la DOgoo entre 0,5-1 mM de malonato afiadido exégenamente, proporcionando un intervalo adecuado
sobre el cual se puede cuantificar el malonato usando este procedimiento.

Ejemplo 22. Biosensor del factor de transcripcion del malonato MdcY para detectar el malonato producido
biolégicamente en el caldo de fermentacion

En este ejemplo, se usé un biosensor de factor de transcripciéon de malonato para detectar la produccion de
malonato a partir de una cepa de levadura disefiada como se describe en otros aspectos de la invencién.

El acido maldénico se produjo utilizando una cepa de levadura disefiada genéticamente de la siguiente manera.
Células de levadura BY4741 de S. cerevisiae que albergan un vector para la expresién de malonil-CoA hidrolasa que
comprende un terminador de CYC1, un casete de resistencia a la ampicilina, un origen de replicacion PMB1, se
utilizé un origen de replicacion CEN/ARS y un marcador de seleccion URA3 para la fermentacion. La malonil-CoA
hidrolasa FOPNG8-1 (de la cepa YBT-020 de Bacillus thuringiensis subsp. finitimus; Un iProt ID FOPNGS8, con la
mutacion E91S) y la malonil-CoA hidrolasa F6AA82-2 (de la cepa 12- X de Pseudomonas fulva); UniProt ID F6AA82,
con mutaciones E95S y Q348A) se expresaron cada uno a partir de este plasmido bajo el control del promotor TEF1.
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El medio de cultivo descrito en el Ejemplo 30 se uso6 con 20 g/l de glucosa como fuente de carbono. La produccion
se realizd de la siguiente manera. Dos ml de medio de cultivo en una placa de 48 pocillos se inocularon con 20 pl de
un cultivo iniciador de la cepa productora, por cuadruplicado. La placa se cubrié con una membrana transpirable, se
incubaron en un agitador de placas a 30 °C y se tomaron muestras para HPLC y analisis biosensor del producto
acumulado después de 142 horas de crecimiento. Las células y los restos celulares se eliminaron de los medios de
cultivo mediante centrifugacion y se filtraron a través de una membrana de 0,45 micrometros antes del analisis por
HPLC o biosensor.

Las células de E. coli que albergan el plasmido pS14, que codifica un gen de resistencia a la tetraciclina (tetA) bajo
el control de la expresion del promotor Pmgel sensible al acido maldnico, o plasmido pS27, que codifica un gen lacZ
bajo control de expresion del promotor Pmgc. sensible al acido maldnico, se utilizaron como cepas indicadoras de
biosensores. El vector pS27 se construy6 de la misma manera que se describe para pS14 en el Ejemplo 21, con el
gen lacZ, que codifica una beta-galactosidasa, insertada en lugar del gen tetA. Las cepas biosensoras se prepararon
como se describe en el Ejemplo 21.

Los medios sin levadura obtenidos de las placas de produccién de 96 pocillos se afiadieron a placas de 96 pocillos
que contenian 120 pl de cultivo celular biosensor. Para el biosensor TetA (pS14), se afiadieron 10 pl de solucion
madre de tetraciclina (para proporcionar un intervalo de 20-35 ug/ml) a cada gocillo. Para el biosensor TetA (pS14) y
lacZ (pS27), el volumen restante de cada pocillo se llené con medio LB (Cb*) hasta un volumen final de 600 ul y se
cultivdo como se ha descrito anteriormente. Las muestras (200 ul) se recogieron en placas de 96 pocillos después de
2 h para los cultivos S27 y después de 5-8 h para los cultivos S14, y se midié la DOgo. Se realizé un ensayo de orto-
nitrofenil-B-galactésido (ONPG) en muestras de placas biosensoras S27 (indicador de beta-galactosidasa) de la
siguiente manera. Las células se diluyeron a 1:4 en 25 pl de tampén de lisis y, posteriormente, se afiadieron a cada
pocillo 90 pl de solucion madre de ONPG (10 mg/ml en agua desionizada). Los contenidos de cada pozo se
mezclaron completamente y se dejaron a 30 °C durante 4-16 horas. Las densidades opticas se midieron a 420 nm.

Se observo una respuesta dependiente de la dosis al malonato. Las concentraciones especificas de acido malénico
también se midieron por HPLC, como se describe en el Ejemplo 2, y se ha cuantificado en comparacion con una
curva patron. Analisis de regresion lineal entre la salida cuantificable del biosensor, se calculd que la DO420 (para
pS27) o la DO600 (para pS14) y las concentraciones especificas de acido malénico medidas por HPLC tenian
coeficientes de determinaciéon (R?) de 0,88492 que representaban 37 muestras de DO420 y de 0,89755 que
representaban 18 muestras de DO600.

Un experto en la materia reconocera que estos coeficientes de determinacion muy altos son indicativos de la
correlacion entre la salida del biosensor y la concentracion de malonato en los medios de cultivo. Este aspecto de la
invencion proporciona una ventaja tremenda tanto en coste como en tiempo con respecto al cribado de resultados
diferenciales en la produccién de malonato bioldgico. La dilucidon de los medios de cultivo utilizados para desafiar el
biosensor puede facilitar la extension del intervalo de respuesta dinamica del sensor desde cero a la saturacion
completa de la solucién de malonato. El uso de un tamiz basada en placa permite el analisis de 96 muestras en unos
pocos minutos en comparacion con un requisito de tiempo de 2 a 20 minutos 0 mas por muestra para el analisis de
HPLC. Los ahorros en la inversiéon de capital y el uso y la eliminacion de solventes generados por la limitacién o el
reemplazo de la HPLC también son sustanciales.

Ejemplo 23. Precipitacion de malonato del caldo de fermentacién mediante la adicion de hidréxido de calcio,
carbonato de calcio y cloruro de calcio

En este ejemplo, el acido malénico se purificé del caldo de fermentacion por precipitacion con un cation divalente,
especificamente calcio. Los procedimientos de purificaciéon se demostraron utilizando metabolitos sintéticos afiadidos
exogenamente al caldo de fermentacion. Se cultivo un cultivo de levadura de S. cerevisiae BY4741 en 0,5 | de medio
completo sintético durante 72 h a 30 °C, 200 rpm. Después de 72 h, se usaron partes alicuotas de 25 ml de caldo de
fermentacion de células completas para disolver 0, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 g/l de equivalentes de acido
malénico. Cada muestra de 25 ml se dividid en cinco alicuotas de 5 ml, y el pH de una alicuota de cada
concentracion se ajustoé a 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 o 7,5. Todas las muestras se centrifugaron (x6000 rcf, 5 min, 25 °C) y los
sobrenadantes se transfirieron a un tubo separado. El analisis por HPLC mostré acido maldnico solo en la fraccion
sobrenadante. A continuacién, cloruro de calcio, un catién divalente representativo, se empled para precipitar acido
maloénico de la fracciéon de sobrenadante clarificada por adicion en equivalentes equimolares a 0,5, 1, 5, 10, 25, 50,
75, 100 g/l de acido malénico de cada muestra a 25 °C. La concentracion de malonato restante en el sobrenadante y
el precipitado se midié luego por HPLC como se describe en el Ejemplo 2. A concentraciones inferiores a 5 g/l, la
eficiencia de extraccién fue del 10 % o menos. También fue insignificante una vez que el pH se redujo a 5,5. Sin
embargo, a concentraciones mas altas y valores de pH de 6-7,5, este procedimiento fue bastante eficaz para
purificar malonato. Las respectivas eficiencias de extraccion (porcentaje aislado del caldo de fermentacion) para este
procedimiento a 100 g/l, 75 g/l, 50 g/l, 25 g/l, y 10 g/l son los siguientes: pH 7,5 = 89,8 %, 88,5 %, 83,3 %, 70,1 % y
66,4 %; pH 7,0 = 88,0 %, 86,9 %, 81,8 %, 71,5 % y 63,9 %; pH 6,5 = 80,5 %, 79,0 %, 75,8 %, 65,0 % y 59,0 %; pH
6,0 = 54,4 %, 55,0 %, 52,8 %, 43,0 %, 34,9 %.

Estos resultados demuestran que este procedimiento de la invencion purificé el acido maldénico del caldo de
fermentacion, separandolo de las células de levadura y otras sustancias quimicas disueltas.
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Ejemplo 24: Purificacion del malonato derivado biolégicamente del caldo de fermentacion mediante
extraccion reactiva con etanol y metanol

En este ejemplo, el malonato producido de forma enddgena a partir de cultivos de S. cerevisiae que albergan una via
de biosintesis de malonato se purifica a partir de caldo de fermentacién mediante extracciéon reactiva. Las células
huésped se eliminan primero de 50 ml de caldo de fermentacién mediante centrifugacion (x6000 rcf, 5 min). La
formacion del éster dietilico y dimetilico en el caldo de fermentacién se realiza mediante procedimientos adaptados
de: Gatterman L. y Babsinian VS. "The practical methods of organic chemistry" 32 ed, The Macmillan Company: New
York, pag. 161-162 (1916). En resumen, se afade cloruro de sodio al caldo de fermentacion; posteriormente, se
afaden etanol y acido sulfurico que conducen a la formacion del éster de malonato de dietilo.

Ejemplo 25: Extraccion reactiva de malonato del caldo de fermentacion utilizando aminas terciarias

El caldo de fermentacién de levadura se prepara como se describe en el Ejemplo 23. El acido maldnico se agrega
exdgenamente al caldo de fermentacion hasta una concentracion final de 50 g/l. El pH de la solucion se ajusta a un
valor <4,0 mediante la adicién de un acido.

Se preparan tres soluciones de aminas terciarias (TA) utilizando 1-octanol como diluyente a 0,25, 0,5 y 0,75 mol-
TA/kg de 1-octanol. Las aminas terciarias utilizadas son trietilamina, tripropilamina, tributilamina, tripentilamina,
trinexilamina, triheptilamina, trinonilamina y tridecilamina.

Un volumen igual de disolvente organico que contiene la amina y el diluyente se mezclan con un caldo de
fermentacion que contiene malonato. La reaccién se agita a 1000 rpm, 25 °C, durante 2 horas; posteriormente, las
dos fases se separan por centrifugacion (x6000 rcf, 10 min). La concentracion de malonato en cada fase se puede
medir por HPLC como se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 26: Destilacion reactiva de malonato del caldo de fermentacién usando metanol y etanol

Este ejemplo describe la destilacion reactiva de malonato del caldo de fermentacion usando metanol y etanol; una
resina de intercambio cationico, Amberlyst-15, se utiliza como catalizador sélido. La resina se seca en un horno de
vacio durante 6 horas a 70 grados C antes de su uso. El conjunto consiste en una columna de vidrio empaquetada
con ceramica adherida a un contenedor de recoleccion. La esterificacion se lleva a cabo en un reactor conectado al
fondo de la columna. Se coloca un condensador en la parte superior de la columna para la condensacion de vapores
volatiles bajos. El reactor de esterificacion se alimenta con el caldo de fermentacion y la resina de intercambio ionico,
Amberlyst-15 (2% p/p), se afiade como un catalizador. Se aplica suficiente calor al reactor para vaporizar la mezcla
de reaccion y se afiade metanol o etanol al reactor una vez que se alcanza la temperatura deseada. Las muestras se
extraen de las valvulas de drenaje del reactor de esterificacion y el recipiente de recoleccion. Después de
completarse la reaccién, se miden los volimenes y las masas de las mezclas de reaccion finales del reactor de
esterificacion y los recipientes de recoleccion. El consumo de malonato y la formacién del producto se miden como
se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 27: Conversion sintética de malonato en malonato de dimetilo y malonato de dietilo

El malonato derivado biolégicamente se produce a partir de S. cerevisiae recombinante en matraces de cultivo de 1|
de la siguiente manera: las cepas se siembran por rayado en placas de agar con medio de desercion completa
sintética (SD) sin uracilo y se cultivan a 30 °C; las colonias individuales se cultivan durante la noche en 3 ml de
medio SD durante la noche a 30 °C y posteriormente se diluyen al 1 % v/v en 500 ml de SD sin uracilo. Las cepas se
cultivan a 30 °C durante 72 horas. El caldo de fermentacion resultante se centrifuga (x 6000 g, 10 min) y el
sobrenadante se separa del sedimento celular. El malonato se precipita del caldo de fermentacién utilizando cloruro
de calcio (consulte el Ejemplo 23). El malonato de calcio resultante se convierte luego en malonato de dietilo
afadiendo un exceso de etanol y acido sulfurico equimolar para catalizar una esterificacion de Fischer.

Ejemplo 28: Produccion de acrilato a partir de malonato y formaldehido mediante modificacion de Doebner
de la condensacion de Knoeve-nagel

El acrilato se produjo de acuerdo con la invencion a través de la condensacion de acido maldénico con
paraformaldehido en piridina. La reaccion se llevé a cabo en un matraz de fondo redondo de 3 bocas con un agitador
magnético. Se afiadieron quince ml de piridina y 15 ml de tolueno al matraz, y se afiadieron 10 g de acido maldnico
en polvo en 5 partes iguales; posteriormente, Se afadieron 1,1 equivalentes (3,2 g) de paraformaldehido al
recipiente de reaccion durante un periodo de treinta minutos. La mezcla se agité vigorosamente para promover la
solubilizacion de los componentes. La temperatura de la reaccion se inicio a 0 ° C y luego se incremento6 en el
transcurso de varias horas a 50 ° C hasta la formaciéon de diéxido de carbono, evidenciado por la formacion de
burbujas, fue observado. Después de 2 horas de calentamiento a 50 ° C, Se dejé que el matraz volviera a la
temperatura ambiente y una parte alicuota de la reaccion se diluyé 100 veces en agua y se analizé por HPLC
usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 2. La muestra de acido acilico derivado de malonato coeluyé con un
estandar auténtico en un tiempo de elucion de aproximadamente 17,5 minutos (véase la Figura 2).

Mientras que la modificacion de Doebner de la reaccion de Knoevenagel se ha utilizado para producir muchos

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 698 500 T3

compuestos, Su uso en la produccién de acrilatos es novedoso e importante. Mas de mil millones de kilogramos de
acido acrilico se utilizan anualmente para fabricar una amplia gama de productos, desde pafiales hasta peliculas y
recubrimientos. Actualmente se obtiene en gran parte del petréleo y la produccion utilizando el procedimiento
descrito en la presente invencién proporciona una ruta parcial u opcionalmente totalmente renovable a este producto
quimico, Dependiendo de la fuente de paraformaldehido. Ademas, El acido malénico producido a través de los
procedimientos de la presente invencion sera sustancialmente menos costoso que su homodlogo derivado del
petréleo. Esto facilita la produccion de acido acrilico sostenible o parcialmente sostenible a un costo competitivo con
la ruta petroquimica tradicional.

Ejemplo 29: Produccién de acido pentanodioico a partir de malonato y formaldehido

El malonato derivado biolégicamente se produce a partir de S. cerevisiae recombinantes en matraces de cultivo L
como se describe en el Ejemplo 8. El caldo de fermentacién resultante se centrifuga (x 6000 g, 10 min) y el
sobrenadante se separa del sedimento celular. EI malonato se precipita del caldo de fermentacién usando cloruro de
calcio y se convierte en malonato de dietilo. A continuacién, el malonato de dietilo derivado biolégicamente se hace
reaccionar con formaldehido en piridina y se procesa hasta el acido deseado de acuerdo con los procedimientos de
la literatura (Hedge y col., (1961) JOC 26: 3166-3170).

Ejemplo 30: Produccion biocatalitica de malonato a partir de diversas fuentes de carbono.

De acuerdo con la invencion, las células de levadura BY4741 de S. cerevisiae que albergan un vector de expresion
de malonil-CoA hidrolasa que comprende un terminador CYC1, un gen de resistencia a la ampicilina, un origen de
replicacion PMB1, un origen de replicacion CEN/ARS y un marcador de selecciéon URAS3 se cultivaron en medios de
fermentacion de levadura que comprenden 5 g/l de sulfato de amonio, 1 g/l de fosfato monopotasico, 0,5 g/l de
sulfato de magnesio, 0,1 g/l de cloruro de sodio, 0,1 g/l de cloruro de calcio, 2 mg/l de inositol, 0,5 mg/l de acido
boérico, 0,4 mg/l de pentotenato de calcio, 0,4 mg/l de niacina, 0,4 mg/l de clorhidrato de piridoxina, 0,4 mg/l de
tiamina HCI, 0,4 mg/| de sulfato de cinc, 0,4 mg/l de sulfato de manganeso, 0,2 mg/I de acido p-aminobenzoico, 0,2
mg/l de riboflavina, 0,2 mg/l de molibdato de sodio, 0,2 mg/l de cloruro férrico, 0,1 mg/l de yoduro de potasio, 40 ug/l
de sulfato de cobre, 2 pg/l de acido félico, 2 ug/l de biotina, 10 mg/I de adenina, 50 mg/l de L-arginina HCI, 80 mg/I
de acido L-aspartico, 20 mg/l de L-histidina HCI, 50 mg/I de L-isoleucina, 100 mg/l de L-leucina, 50 mg/I de L-lisina
HCI, 20 mg/I de metionina, 50 mg/l de L-fenilalanina, 100 mg/l de L- treonina, 50 mg/l de L-triptéfano, 50 mg/I de L-
tirosina y 140 mg/l de L-valina (los medios de base). En diferentes fermentaciones, cada uno de los siguientes se
utilizé como unica fuente de carbono: 20 g/l de glucosa, 2 % en v/v de etanol 0 2 % en v/v de glicerol.

En este ejemplo, la malonil-CoA hidrolasa FOPNG8-1 (de Bacillus thuringiensis subsp. finitimus, cepa YBT-020;
UniProt ID FOPNGS, con la mutacion E91S) se usé bajo el control del promotor TEF. Un ml y medio de medio de
base suplementado con 2 % de la fuente de carbono en una placa de 48 pocillos se inoculd con 50 pl de un cultivo
saturado de la cepa productora para el cultivo por triplicado. La placa de cultivo se cubrié con una membrana
transpirable, se incubd en un agitador de placas a 30 °C y se tomaron muestras para el analisis de HPLC de la
acumulacioén del producto después de 138 h de crecimiento.

El analisis de HPLC de la acumulacion de malonato se realiz6 como se describe en el Ejemplo 2. Los resultados
fueron los siguientes: glucosa como fuente de carbono: malonato 4,8 mM +/- 0,2 mM (desviacion estandar); etanol
como fuente de carbono: malonato 7,5 mM +/- 0,8 mM; y glicerol como fuente de carbono: malonato 1,7 mM +/- 0,1
mM. Estos resultados muestran que las fuentes de carbono analizadas fueron todas adecuadas para su uso en la
produccién de malonato de acuerdo con la invencion.

Ejemplo 31: Construccion y expresion de vectores plasmidicos recombinantes que codifican diversas
malonil-CoA hidrolasas y su uso en la produccion de malonato en levaduras

Los acidos nucleicos que codifican diversas malonil-CoA hidrolasas proporcionados por la invencion se amplificaron
por PCR a partir de plasmidos utilizando los cebadores que se enumeran a continuaciéon: cebadores de EHD3
(E124S) Y1-11_A13-R (SEQ ID NO:23)/ Y1-11_A13-F (SEQ ID NO:24); cebadores B91ZZ9-1 YO012 (SEQ ID
NO:25)/YO013 (SEQ ID NO:26); cebadores FOPNG8-1 YO014 (SEQ ID NO:27)/YO015 (SEQ ID NO:28); cebadores
C3ALI3-1 YO018 (SEQ ID NO:29)/YO019 (SEQ ID NO:30); cebadores Q81DR3-1 YO020 (SEQ ID NO:31)/YO021
(SEQ ID NO:32); cebadores A4XS22-1 YO024 (SEQ ID NO:33)/'YO025 (SEQ ID NO:34); cebadores E2XN63-1
Y0026 (SEQ ID NO:35)/YO027 (SEQ ID NO:36); cebadores A5W8H3-1 YO028 (SEQ ID NO:37)/YO029 (SEQ ID
NO:38); y cebadores F6AA82-1 YO030 (SEQ ID NO:39)/YO031 (SEQ ID NO:40). Los productos de PCR purificados
se clonaron aguas abajo del promotor TEF1 y aguas arriba del terminador CYC1 en un vector lanzadera que
contiene un casete de resistencia a la ampicilina, un origen de replicacion PMB1, un origen de replicacion CEN/ARS
y un marcador de seleccion URAS3. Los plasmidos resultantes se transformaron en células huésped competentes de
E. coliy se seleccionaron en placas de agar LB que contenian cb*, Después de la incubacién durante la noche a 37
°C, Las colonias individuales se inocularon en 2 ml de LB-Cb> en una placa de 48 pocillos y se cultivaron durante 5
horas a 37 °C en un agitador antes de aislar los plasmidos y confirmarlos mediante secuenciacion. Al secuenciar la
construccion que contiene la proteina F6AA82 (E95S), se descubrié una mutaciéon puntual no deseada, Q348A,; esta
mutacion se atribuyd a un error durante la amplificacion por PCR. La proteina resultante, FEAA82 (E95S/Q348A),
también se conoce como F6AA82-2 en el presente documento. La mutacion puntual Q348A no se mostré necesaria
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para obtener la actividad de la proteina.

Se usaron células BY4741 de S. cerevisiae como huésped para los vectores para la expresion de las diversas
malonil-CoA hidrolasas. Los vectores plasmidicos se introdujeron individualmente en las células huésped de
levadura utilizando procedimientos estandar. Los transformantes se seleccionaron en placas de agar del medio
descrito en el Ejemplo 30, que contenia 2 % de glucosa como fuente de carbono.

Las ocho cepas de S. cerevisiae que expresan hidrolasa se cultivaron como se describe en el Ejemplo 22 y se
analizaron por HPLC como se describe en el Ejemplo 2. Las concentraciones relativas de malonato en los medios de
fermentacion fueron las siguientes (expresadas como el area integrada bajo el pico de malonato; media + S.D.; n=4):
BY4741 de S. cerevisiae (control negativo) 48,865 + 9,345; EHD3 (E124S) 94,721 + 8,115; B9IZZ9 (E91S) 261,717 £
38,012; FOPNGS8 (E91S) 216,654 + 31,145; F6AA82 (E95S/Q348A) 212,096 + 29,338; E2XN63 (E95S) 198,046 +
35,084; Q81DR3 (E91S) 193,665 + 37,898; Q63BK8 (E91S) 167,477 + 8,110; y ASWB8H3 (E95S) 52,047 + 9,042.
Los identificadores son el ID de Uniprot(http://www.un-_iprot.org/) seguido de la mutacién proporcionada por la
invencion para dar como resultado la producciéon de malonato. No se detecté malonato en muestras que consistian
en un medio no inoculado con células de levadura.

En ejemplos adicionales, C3ALI3 de Bacillus mycoides y A4XS22 de Pseudomonas medocina (cepa ymp) que
contiene las mutaciones E101S y E95S, respectivamente, se utilizaron como malonil-CoA hidrolasas. Debido a que
las condiciones de los medios se variaron ligeramente mediante un tampén a pH 4,0, se incluyeron FOPNG8-1 y
FB6AA82-1 para comparacion; todas otras condiciones de fermentacion, muestreo, y andlisis fueron como se ha
descrito anteriormente. Los resultados fueron los siguientes: C3ALI3 (E101S) 10 + 1 mM, A4XS22 (E95S) 7 £ 1 mM,
FOPNGS8 (E91S) 11 £ 2 mM y F6AA82 (E95S/Q348A) malonato 23 + 2 mM. En ausencia de una proteina malonil-
CoA hidrolasa, las células de S. cerevisiae no produjeron concentraciones detectables de malonato.

Este ejemplo demuestra, de acuerdo con la invencion, que el malonato se puede producir en una célula huésped de
levadura que expresa una enzima que contiene una mutacion X; que confiere actividad malonil-CoA hidrolasa. Las
mutaciones del sitio activo E a S comunes a todas las hidrolasas mutantes utilizadas en este ejemplo pueden
utilizarse en otros miembros de estas clases de enzimas para proporcionar resultados similares.

Ejemplo 32: Precipitacion de acido maldnico de las células y caldo de fermentacion utilizando un catién
monovalente

En este ejemplo, el acido malénico se purifico del caldo de fermentacion por precipitacion con un cation
monovalente. El cation monovalente era sodio. Los procedimientos de purificaciéon se demostraron utilizando acido
maldnico sintético afiadido exdgenamente al caldo de fermentacion. Se cultivd un cultivo de S. cerevisiae BY4741,
se preparo y se sembro con acidos malénicos como se describe en el ejemplo 23. A continuacion, cloruro sédico, un
cation monovalente representativo, se empled para precipitar acido malénico de la fraccién sobrenadante clarificada.
Se afiadieron 2 o 4 equivalentes molares (en comparacion con la concentracion de malonato) de cloruro de sodio a
la fraccion sobrenadante de cada muestra a 25 °C. La concentracion de malonato restante en el sobrenadante y el
precipitado se midi6 luego por HPLC como se describe en el Ejemplo 2. La concentracién de malonato restante en
los medios sembrados con 100 g/l de malonato y tratados dos equivalentes molares de cloruro de sodio varié segun
el pH de la siguiente manera: pH 5,5 = 103 %, pH 6,0 = 96 %, pH 6,5 =71 %, pH 7,0 = 74 %, pH 7,5 = 86 %. La
concentracion de malonato restante en el medio sembrado con 100 g/l de malonato y tratados cuatro equivalentes
molares de cloruro de sodio varié segun el pH de la siguiente manera: pH 5,5 = 92 %, pH 6,0 = 86 %, pH 6,5 = 66 %,
pH 7,0 =81 %, pH 7,5 = 86 %.

Ejemplo 33: Purificacion de malonato de células y caldo de fermentacion con dietilamina

En este ejemplo, el acido malénico se purifico a partir del caldo de fermentacion mediante la adicion de dietilamina.
El procedimiento de purificacion se demostré utilizando acido malénico obtenido comercialmente, anadido
exogenamente al caldo de fermentacion. Se prepararon medios de fermentacion de levadura y se afiadieron
cantidades conocidas de acido malénico como se ha descrito en un ejemplo anterior. Se us6 dietilamina, una amina
disustituida representativa para purificar acido malénico de la fraccién de sobrenadante clarificada. Se afiadieron
entre 0,5 y 100 g/l de dietilamina a la fracciéon sobrenadante de cada muestra a 25 °C. La concentracion de
metabolito que permanece en el sobrenadante y el precipitado se midié como se describid previamente a través de
HPLC, tal como se describe en el Ejemplo 2. La concentracion de malonato restante en el medio sembrado con 100
g/l de malonato tratado con 4 equivalentes de dietilamina por equivalente de malonato varié segun el pH de la
siguiente manera: pH 5,5 = 100 %, pH 6,0 = 86 %, pH 6,5 = 65 %, pH 7,0 = 67 %, pH 7,5 = 57 %.

Ejemplo 34: Sintesis de acido pimélico

Este ejemplo describe la sintesis de acido pimélico a través de la condensacion de semialdehido glutarato con
malonato e hidrogenacion catalitica. En un matraz de fondo redondo de 250 ml se disuelven 10 gramos de
semialdehido glutarato en 40 ml de piridina. Se afiaden nueve gramos de acido malodnico y la mezcla se calienta, con
agitacion a 80 °C durante 5 horas. La piridina se elimina mediante evaporacion rotatoria y el material resultante, que
contiene el acido hept-2-en-1-7-dioico intermedio, se redisuelve en hexanol. Se afiade un catalizador de Pd/C y la
mezcla resultante se agita bajo una atmoésfera de hidrogeno durante 24 horas. El catalizador se elimina por filtracion
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a través de Celite; el disolvente se elimina a presion reducida; y el acido pimélico resultante se purifica mediante
cromatografia ultrarrapida en gel de silice.

El acido pimélico es un componente clave de Nylon 5,7, que se utiliza en la fermentacion para complementar la
auxotrofia de biotina, asi como en la produccién de varios plasticos. Los procedimientos de la técnica anterior para la
sintesis de acido pimélico son costosos y de bajo rendimiento. La invencidn proporciona una nueva sintesis quimica
para este importante compuesto que se puede derivar del acido malénico que proporciona la invencion.

Ejemplo 35: Construccion y expresion de vectores recombinantes que codifican malonil-CoA hidrolasas
adicionales y produccion de malonato en levadura

En este ejemplo, la malonil-CoA de E. coli: FabD ACP transacilasa (SEQ ID NO: 53) se muté para contener uno o
mas de los siguientes cambios de aminoacidos en las posiciones indicadas S92C, H201N, R117D, R117E, R117N,
R117Y, R117G, R117H, Q11D, Q11E, Q11N, Q11Y, Q11G, Q11H, L93A, L93V, L93I, L93F, L93S, L93G y se uso6
como malonil-CoA hidrolasa en S. cerevisiae. El acido nucleico que codifica FabD de E. coli se amplificéd por PCR a
partir de la cepa K12 de E. coli utilizando el cebador F1 (5'-ATGACGCAATTTGCATTTGTGTTCCC -3 ") y F2 (5-
TTAAAGCTCGAGCGCCGCT-3"). El gen amplificado se mutd después utilizando procedimientos estandar y se
insertd en un plasmido de expresion lanzadera bajo el control del promotor TEF1 y aguas arriba del terminador
CYC1. Este vector contiene un casete de resistencia a la ampicilina, un origen de replicacion PMB1, un origen de
replicacion CEN/ARS y un marcador de seleccion URA3. Las combinaciones mutacionales individuales analizadas
se enumeran con los resultados a continuacion.

Las colonias individuales se inocularon en 1 ml de los medios descritos en el Ejemplo 30 que contenian un 2 % de
glucosa como fuente de carbono. Los cultivos se incubaron en un agitador a 30 °C durante 24 h y se utilizaron 20 pl
de estos cultivos para inocular cultivos de produccién de 2 ml del mismo medio. Los cultivos de produccion se
cubrieron con una membrana transpirable, se incubaron con agitaciéon a 30 °C y se tomaron muestras para el
analisis de HPLC de la acumulacién del producto después de 96 h 'y 168 h de crecimiento.

No se detecté malonato en muestras que consistian en un medio no inoculado con células de levadura. La levadura
de tipo salvaje produjo menos de 0,1 mM de malonato después de 168 h de fermentaciéon. La expresion de
cualquiera de las cuatro variantes de FabD produjo malonato a niveles mas altos que las células que no expresan
estas proteinas. La acumulacion de malonato después de 96 y 168 h de fermentacion utilizando diversas enzimas
FabD malonil-CoA-ACP transacilada disefiadas por ingenieria expresadas en S. cerevisiae fue la siguiente: FabD
S92C/1I93V/R117H 96h = 1,01 mM, 168 h = 2,49 mM; FabD L93I/R117Y 96 h = 1,47 mM, 168 h = 2,48 mM; FabD
L93S/R117G 96 h = 1,11 mM, 168 h = 2,89 mM; FabD L93I/R117Y 96 h = 1,64 mM, 168 h = 3,47 mM.

Ejemplo 36: Extraccion reactiva de acido malénico del agua con trialquilaminas en 1-octanol.

En este ejemplo, se purificd acido malénico a partir de agua mediante extraccion reactiva con tres trialquilaminas;
tripropilamina, trihexilamina y trioctilamina. El procedimiento de purificacion se demostr6 usando acido malénico
auténtico afadido a agua destilada. Se afiadié acido maldnico al agua hasta una concentracion final de 100 g/l; El
pH de la solucién fue de aproximadamente 1,5.

Se mezclaron 250 pl de la solucion acuosa de acido malénico con 250 ul de una fase organica que consistia en 25
% en v/v de trialquilamina 'y 75 % en v/v de 1-octanol. Se preparé una muestra sin adicion de la fase organica; esta
muestra proporcioné una medida de la concentracion inicial de acido malénico en cada muestra. Las muestras se
mezclaron por inversion durante 18 horas, se centrifugaron (x 18.000 g) durante 1 minuto y se tomaron muestras de
la fase acuosa para el analisis de la concentraciéon de acido malénico mediante HPLC.

Para el analisis HPLC de acido malénico en la fase acuosa se us6 un sistema Shimadzu XR HPLC equipado con un
detector UV. Se inyectaron 5 pl de cada muestra en el sistema y se separaron con una columna de control de
fermentacion Aminex HPX-87h (Bio-Rad, Hercules, CA). La fase movil fue agua desionizada (pH 1,95 con acido
sulfurico), el caudal fue de 0,6 mil/min, la temperatura del horno era de 50 °C y el detector de rayos UV monitorizd a
210 nm. Las muestras que contenian se monitorizaron para determinar la elucién del acido malénico a ~ 10 minutos
después de la inyeccion.

Se extrajo 33 + 2,6 % del acido maldnico con tripropilamina, Se extrajo 73 * 4,4 % del acido maldnico se extrajo con
trihexilamina y 89 = 11,9 % del acido maldnico se extrajo con trioctilamina (n = 3). Por lo tanto, se prefieren las
trialquilaminas de longitud de cadena larga sobre las trialquilaminas de longitud de cadena corta para aumentar la
eficiencia de extraccion. De las trialquilaminas utilizadas en este ejemplo, se prefiere trioctilamina a la trihexilamina
de longitud de cadena mas corta y tripropilamina.

Ejemplo 37: Disminucién del pH de la fase acuosa para aumentar la extraccion reactiva del acido malénico
utilizando trialquilaminas.

En este ejemplo, se purificd acido maldnico a partir de agua a diferentes valores de pH por extraccion reactiva con
trioctilamina en 1-octanol. Primero se prepard una solucién madre de 100 g/l de acido malénico en agua. La solucion
madre se separ6 luego en muestras de trabajo que se ajustaron al pH deseado. Debido a la adicion de la base
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diluida, la concentracién de acido malénico a cada valor de pH se tomoé tanto la concentracion de acido malénico
antes como después de la extraccion reactiva. El calculo de la diferencia en la concentracion de malonato entre las
muestras pre y postextraccion proporcionoé el porcentaje de rendimiento en cada valor de pH probado.

La extraccion reactiva se realizd de la siguiente manera. Se mezclaron 250 ul de la solucion acuosa de acido
malodnico con 250 pl de una fase organica que consistia en 25 % en v/v de trioctilamina y 75 % en v/v 1-octanol.
Todas las muestras se mezclaron por inversion durante 18 horas, se centrifugaron (x18,000 g) durante 1 minuto, y
se tomaron muestras de la fase acuosa para el analisis de la concentracién de acido malénico por HPLC como se
describe en el Ejemplo 36.

Las eficiencias de extraccion a cada pH fueron las siguientes; pH 1,5, 70 %; pH 2,26, 57 %; pH 2,93, 45 %; pH 4,05,
30 %; pH 4,62, 23 %; pH 5,0, 15 %; pH 5,5, 5 %; pH 6,0, 0 %; y pH 7,0, 3 %.

La eficiencia de extraccion disminuy6 al aumentar el pH, y la mayor eficiencia de extraccion se logré a un pH de 1,5.
Por encima de pH 6,0, las eficiencias de extraccion fueron despreciables. Por lo tanto, se prefiere que el pH del
caldo de fermentacion sea inferior a 2,0 cuando se extrae acido maldénico utilizando una trialquilamina.

Ejemplo 38: Aumento de la concentracion de trialquilamina en una fase organica para aumentar la extraccion
reactiva de acido malénico de una solucién acuosa.

En este ejemplo, el acido maldnico se purificé a partir de agua utilizando una fase organica de trialquilamina/1-
octanol que contiene diferentes concentraciones de trioctilamina. El procedimiento de purificacién se demostrd
utilizando acido maldénico sintético afiadido a agua destilada hasta una concentracién final de 100 g/l; El pH de la
solucion fue de aproximadamente 1,5.

Se mezclaron 250 pl de la solucion acuosa de acido malénico con 250 pl de una fase organica que consiste en la
cantidad indicada de trialquilamina (expresada como la fraccion molar con respecto al acido malodnico en la fase
acuosa) en 1-octanol. Se prepard una muestra sin adicion de la fase organica y se us6 para proporcionar la medicion
de la concentracion inicial de acido malénico en la fase acuosa.

Las muestras se mezclaron por inversion durante 18 horas, se centrifugaron (x18,000 g) durante 1 minuto, y se
tomaron muestras de la fase acuosa para el analisis de la concentracion de acido malénico por HPLC como se
describe en el Ejemplo 36.

Se observé una relacion lineal entre la eficiencia de extraccion y la fracciéon mol de trioctilamina: malonato;
especificamente, la relacién lineal existente entre las fracciones molares de trioctilamina: acido malénico de 0 a 1.
Por encima de una relacién molar de 1, el 100% del acido maldénico se extrajo en la fase organica. Por lo tanto, la
cantidad de trialquilamina en la fase organica debe ser equimolar a la cantidad de acido maldnico en la fase acuosa
(por ejemplo, caldo de fermentacidon) para maximizar el rendimiento de extraccion. Idealmente, se afiadira una
cantidad mayor que la cantidad equimolar de trialquilamina a la fase organica para compensar la disminucioén de las
eficiencias de extraccion debido a otros acidos organicos y aniones en el caldo de fermentacion.

Ejemplo 39: Aumento del rendimiento de extracciéon reactiva de acido maldénico a partir de soluciones
acuosas a diferentes concentraciones ionicas mediante el uso de cantidades equimolares de trioctilamina en
1-octanol.

En este ejemplo, se purificdé acido malénico a partir de agua a diferentes concentraciones ionicas mediante
extraccion reactiva con ftrioctilamina; al aumentar la relacién molar de trioctilamina en la fase organica a acido
maldnico en la fase acuosa a 1:1, se pudo mejorar la eficiencia de extraccion del acido malénico.

Se afadié acido maldnico al agua hasta una concentracion final de 100 g/l. La fuerza i6nica se ajustdé a la
concentracion indicada mediante la adicién de cloruro de sodio. El pH final de todas las muestras después de la
adicién de acido maldnico y cloruro de sodio fue aproximadamente pH 1,5.

Se mezclaron 250 pl de la solucidon acuosa de acido maldnico con 250 pl de una fase organica que consiste en
trioctilamina en 1-octanol. Los volumenes de ftrioctilamina se calcularon de modo que la relacion molar de
triocitilamina:acido malénico fuera la indicada; el resto del volumen fue 1-octanol. Se preparé una muestra sin
adicion de la fase organica; esta muestra proporcioné una medida de la concentracion inicial de acido maldnico. Las
muestras se mezclaron por inversion durante 18 horas a 18 °C, se centrifugaron (x 18.000 g) durante 1 minuto, y se
tomaron muestras de la fase acuosa para el analisis de la concentracion de acido malénico por HPLC como se
describe en el Ejemplo 36.

La fuerza idénica (concentracion mM) afectd la extraccion de acido maldnico utilizando 0,59, 1,07, 1,61 y 2,14
equivalentes molares de trioctilamina de la siguiente manera; a una fuerza ionica de 0, 63,5 %, 98,6 %, 99,5 % y
99,4 % de acido maldnico se recuperaron respectivamente, a una fuerza iénica de 75, 60,3 %, 91,3 %, 93,7 % y
93,6 % de acido malénico se recuperaron respectivamente; a una fuerza ionica de 150, 55,9 %, 85,8 %, 89,5 % y
89,1 % de acido malénico se recuperaron respectivamente; a una fuerza ionica de 225, 52,4 %, 83,5 %, 86,0 % y
85,9 % de acido malénico se recuperaron respectivamente; a una fuerza ionica de 300, 46,5 %, 79,4 %, 83,1 % y
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82,6 % de acido malénico se recuperaron respectivamente; a una fuerza ionica de 375, 44,3 %, 76,7 %, 79,9 % y
80,1 % de acido malénico se recuperaron respectivamente; a una fuerza ionica de 450, 43,3 %, 72,8 %, 77,0 % y
78,1 % de acido maloénico se recuperaron respectivamente; a una fuerza ionica de 500, 43,1 %, 72,2 %, 75,1 % y
76,6 % de acido maldnico se recuperaron respectivamente.

El aumento de la relacion molar de trioctilamina: acido malodnico a 1:1 aumentd la eficacia de extraccion del acido
maldnico de la solucion acuosa a todas las concentraciones ionicas analizadas. No se obtuvieron mejoras
significativas en la eficiencia de la extraccion del acido malénico aumentando la relacion molar de trioctilamina: acido
maldénico por encima de 1:1. Cuando se extrae acido maldnico de soluciones acuosas, es preferente utilizar una
proporcion molar de trioctilamina: acido malénico de al menos 1:1, y si no hay otros acidos organicos, se prefiere una
relacion molar de exactamente 1:1. Si hay acidos organicos contaminantes presentes, se puede preferir una relacion
molar superior a 1:1 para mejorar las eficiencias de extraccion del acido maloénico.

Ejemplo 40: Aumento de los rendimientos de la extraccion de acido malénico de la fase organica de
trialquilamina/1-octanol aumentando la fuerza idnica de la fase acuosa.

En este ejemplo, se demuestran procedimientos para extraer el acido maldnico de una fase organica que consiste en
una trioctilamina en 1-octanol y en una fase acuosa.

Se afiadié acido malénico al agua hasta una concentracion final de 100 g/l y se extrajo en una fase organica que
consiste en trioctilamina (utilizada en una proporcién molar de 1:1 de acido malénico) disuelto en 1-octanol. Se
extrajeron 10 ml de solucion acuosa en 10 ml de fase organica a 18°C durante 18 horas. La fase organica se separé
luego por centrifugacion (x4000 g, 5 min). También se tomaron muestras de la fase acuosa para cuantificar la
concentracién de acido malénico no extraido.

Luego se mezclaron 250 pl de fase organica con 250 pl de soluciones acuosas a la concentracion iénica de cloruro
de sodio o hidréxido de sodio. Las muestras se mezclaron por inversion a 18 °C durante 18 horas. Las muestras se
centrifugaron (x18.000 g, 1 min) y se tomaron muestras de la fase acuosa para el andlisis de la concentracion de
acido maloénico por HPLC como se describe para el Ejemplo 36.

Los datos presentados a continuacion se normalizaron a la concentracion de acido malénico que se extrajo de nuevo
en agua destilada. La adicion de 0,5 molar de cloruro de sodio o hidroxido de sodio aumenté los rendimientos de la
reaccion de retroextraccion en mas de 25 veces. La adicion de cloruro de sodio por encima de 1,5 M disminuy6 de
nuevo los rendimientos de extraccion; sin embargo, con hidroxido de sodio, los rendimientos de extraccion
continuaron mejorando con la adicién adicional de hidroxido de sodio. Los rendimientos de retroextraccion
aumentaran ain mas si se repiten las reacciones de extraccion a una temperatura elevada (es decir, por encima de
18 °C). Concentracion milimolar de NaCl y cantidad de mejora: 0 mM, 1; 0,5 mM, 27,3; 1 mM, 43,1; 1,5 mM, 74,5; 2
mM, 63,4; 2,5 mM, 66,5; 3 mM, 69,4; 3,5 mM, 63,7; 4 mM, 57,8; 4,5 mM, 53,3; y 5 mM, 45,2. Concentraciones
milimolares de NaOH y cantidad de mejora: 0 mM, 1; 0,5 mM, 33,6; 1 mM, 46,5; 1,5 mM, 57,5; 2 mM, 52,7; 2,5 mM,
56,4; 3 mM, 62,6; 3,5 mM, 58,2; 4 mM, 68,5; 4,5 mM, 67; 5 mM, 74,2.

Ejemplo 41: Purificacion del acido malénico a partir de una solucion acuosa mediante esterificacion y
posterior separacion de fases

En este ejemplo, se demostro esterificacion del acido malodnico y el etanol para formar malonato de dietilo y la
posterior separacion de la fase del malonato de dietilo en una fase organica de hexano.

Se prepararon 500 pl de soluciones acuosas que contenian acido malénico a una concentracion de 100 g/l, etanol a
la concentracion indicada y acido sulfdrico a la concentracion indicada. El acido malénico y el etanol fueron los
sustratos para formar malonato de dietilo; el acido sulfurico se anadié como catalizador. Se afadié una capa
organica de 250 pl de hexano a cada una de las muestras, se mezclaron por inversion durante 18 horas a 25 °C y
presién atmosférica, se centrifugaron (x 18.000 g) durante 1 minuto, y se tomaron muestras de la fase acuosa para
el analisis de la concentracion de acido malénico por HPLC como se describe en el Ejemplo 36.

El consumo de acido maldénico se midié por la disminucién de la concentracién de acido maldénico en la fase acuosa.
La concentracion basal de acido maldnico (es decir, 100 % de acido maldnico sin reaccionar) en la fase acuosa se
establecio a partir de una muestra que contenia 0 % en v/v de etanol y 0 % en v/v de acido sulfurico.

La adicion de etanol y acido sulfarico a la mezcla de reaccion fue necesaria para catalizar la esterificacion del acido
maldnico. Las condiciones de reaccion mas preferentes, medidas por el porcentaje de consumo de acido malénico,
se lograron altas concentraciones de etanol y acido sulfdrico. Concretamente, fueron necesarios mas del 40 % en v/v
de etanol (7,14 de relacion molar respecto al acido malénico) y mas del 10 % en v/v de acido sulfdrico (1,94 de
relacion molar con respecto al acido malodnico) para catalizar el consumo casi completo de acido malénico. Los
resultados de esta demostracion son los siguientes: las reacciones de esterificacion se realizaron con etanol al 5, 10,
20, 30, 40 y 50 % (V/V). El 4cido maldnico que quedaba en la fase acuosa era el siguiente: con 5 % (V/V) de acido
sulfarico 78,9 %, 61,6 %, 43,2 %, 43,2 %, 28,2% y 16,6 %; 10 % (V/V) de acido sulfurico 83,5 %, 70,3 %, 49,5 %,
28,6 %, 166% y 85%; 5% (V/V) de acido sulfdrico 71,8 %, 53,2%, 28,1 %, 11,8%, 44 % y 0,6 %,
respectivamente. El control sin acido mostré 95,1 %, 93,2 %, 85,8 %, 69,1 %, 63,0 % y 87,3 % de malonato restante
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en las soluciones respectivas con etanol. La adicién de acido sin etanol presente da como resultado que las
siguientes concentraciones de acido malénico permanezcan en la fase acuosa: 96,1 %, 92,7 % y 84,4 % para acido
sulfurico al 5, 10 y 20 % (V/V), respectivamente.

Ejemplo 42: Mejora de la biosintesis de malonato en levaduras disefiadas por ingenieria mediante el
aumento de la actividad de la acetil-CoA carboxilasa

Ademas de los procedimientos, vectores y células huésped para la expresion de una malonil-CoA hidrolasa
heteréloga y produccion in vivo de malonato, la invencién también proporciona procedimientos y células huésped
para mejorar el titulo, el rendimiento, y/o la productividad del malonato. En un aspecto, la produccién de malonato se
mejora al aumentar la biosintesis de malonil-CoA. ElI malonil-CoA es el penultimo intermedio en la biosintesis de
malonato a partir de acetil-CoA, y en S. cerevisiae, esta reaccion es catalizada por la acetil-CoA carboxilasa (ACC1).

En este ejemplo, el ACC de la levadura Yarrowia lipolytica CLIB122 (secuencia de referencia del NCBI: XP_501721)
se retrotradujo a una secuencia de ADN utilizando tablas de optimizacién de codones estandar para la expresion en
S. cerevisiae. El resultado en la secuencia de ADN de YIACC se incluye a continuacion como SEQ ID NO: 11.

El ADN que codifica 50 nucleétidos del homoélogo FAA1 de S. cerevisiae aguas arriba seguido de 300 pares de
bases de la secuencia del promotor TEF1 de S. cerevisiae seguido de la secuencia YIACC (SEQ ID NO: 11) y
finalmente se sintetizaron 50 nucledtidos de S. cerevisiae FAA1 aguas abajo como una sola pieza de ADN de
oligonucledtidos utilizando protocolos estandar y amplificado por PCR. El producto de la PCR de YIACC flaqueado
resultante y una construccion de ADN lineal que contiene el gen URA3 seleccionable y las secuencias homdlogas de
FAA1 flanqueantes, para dirigir la recombinacion en el sitio FAA1 en el cromosoma, se cotransformaron en BY4741
que contenia 2 copias de malonil-CoA hidrolasa F6AA82-2 proporcionadas por la invencion (cepa LYMO0O04),
utilizando un procedimiento estandar de transformacion con acetato de litio, y se seleccionaron para sembrar en
placas de medio definido sintético que contiene 2 % de glucosa (SD) y que carece de uracilo (-Ura). Los clones y el
ADN genodmico correspondiente se aislaron y verificaron mediante PCR para contener la integracion de YIACC en
FAA1.

Para la produccion de malonato in vivo, se inoculé una colonia individual para cada transformante seleccionado en
una parte alicuota de 50 ul de medio SD-Ura en una placa de 96 pocillos. LYM004 se cultivé para comparar la
levadura que carece de expresion de un YIACC heterdlogo. La placa se incubd en un agitador a 30 °C durante
aproximadamente 4 horas y se utilizaron 25 pl de estos pre-cultivos para inocular las placas de fermentacion. En
este ejemplo, se usaron 2 ml de medio SD en placas de 48 pocillos para la fermentacion. Las placas de fermentacion
se cubrieron con una membrana transpirable, se incubaron en un agitador de placas a 30 °C y se tomaron muestras
para el analisis de HPLC de la acumulacion del producto después de 72 y 120 h de fermentacion. El analisis de
HPLC de la acumulaciéon de malonato en el caldo de fermentacion se realizé como se describe en el ejemplo 36.

No se detecté malonato en muestras compuestas Unicamente de medio. LYM004 que expresa YIACC produjo 1,94 y
2,43 veces mas malonato a las 72 y 120 h, respectivamente, que LYMO04 solo. La concentracion mas alta de
malonato medida en los medios de fermentacién se observd en muestras recolectadas después de 120 h de
fermentacion.

Ejemplo 43: Producciéon de malonato en S. cerevisiae utilizando malonil-CoA hidrolasa FEAA82

En este ejemplo, las veinte mutaciones puntuales de aminoacidos proteogénicos se introdujeron en la posiciéon E95
en la proteina F6AA82 (Q348A). Se creia que la posicion 95 del aminoacido interactuaba con el término de malonil-
CoA, y la mutacién de E95 introduciria actividad malonil-CoA hidrolasa en la proteina.

Los mutantes F6AA82 (Q348A) en la posicion 95 (es decir, todos los aminoacidos) se construyeron utilizando
procedimientos estandar y se clonaron en un plasmido de levadura que contiene un marcador auxotrofico de uracilo,
un origen de replicacion CEN/ARS, un promotor de TEF y terminador de CYC. Los mutantes F6AA82 se clonaron
detras del promotor TEF y directamente aguas arriba del terminador CYC. Todos los plasmidos contenian un
marcador de resistencia a la ampicilina y un origen ColE1 para la propagacion del plasmido en E. coli.

Los plasmidos se transformaron en S. cerevisiae utilizando un procedimiento de acetato de litio y los transformantes
se seleccionaron en placas de agar SD -Uracilo a 30 °C. Doce colonias de cada mutante se inocularon en precultivos
de 500 pl de medio SD -Ura en una placa de 96 pocillos y se incubaron ~ 16 h con agitacion a 30 °C. Se us6 una
parte alicuota de 5 ul de estos precultivos para inocular placas de producciéon de 96 pocillos que contienen 500 ul de
RD4 -Ura (1X YNB, suplemento 3X SC, 2 % de glucosa, tampo6n de acido succinico 75 mM, pH 4,0, sin de uracilo).
Las placas de producciéon se incubaron a 30 °C con agitacién durante 3 dias antes de muestrear el caldo de
fermentacion. Las muestras se clarificaron por centrifugacion y se filtraron en una membrana de 0,45 ym antes del
analisis por HPLC. El analisis de HPLC de la acumulacién de malonato en el caldo de fermentacion se realizé como
se describe en el ejemplo 36.

La produccion de cada mutante F6AA82 (que contiene la mutacion Q348A ademas de las mutaciones E95
descritas), en estas condiciones, fue la siguiente: FGAA82 (E95N) 8,03 + 0,14 mM, F6AA82 (E95S) 4,18 + 0,61 mM,
F6AA82 (E95Y) 3,87 £ 0,30 mM, F6AA82 (E95A) 2,33 + 0,50 mM, FEAA82 (E95K) 1,65 £ 0,23 mM, FEAA82 (E95T)
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1,16 £ 0,62 mM, F6AA82 (E95D) 0,75 + 0,27 mM, F6AA82 (E95F) 0,17 £ 0,13 mM, F6AA82 (E95V) 0,11 £ 0,32 mM,
F6AA82 (E95L) 0,11 £ 0,12 mM, F6AA82 (E95G) 0,00 £ 0,01 mM, F6AA82 (E95P) -0,31 + 0,78 mM, F6AA82 (E95SR)
-0,32 + 0,69 mM, F6AA82 (E95) -0,32 £ 0,40 mM, F6AA82 (E95W) -0,34 + 0,73 mM, F6AA82 (E95Q) -0,37 + 0,74
mM, F6AA82 (E95H) - 0,53 £ 0,70 mM, F6AA82 (E95C) -0,57 £ 0,69 mM, F6AA82 (E95I) -0,64 + 0,81 mM, y F6AA82
(E95M) -0,77 + 0,79 mM. Las concentraciones negativas de malonato se debieron a que los titulos de produccion
cayeron por debajo del nivel detectable de HPLC e indicaron la ausencia de produccion de malonato.

FB6AA82 (Q348A) proteinas que contienen mutaciones E95S, E95Y, E95T, E95N, E96K, E95V y E95D produjeron
significativamente (prueba t, p <0,05) mas malonato que la proteina F6AA82 (Q348A). Las proteinas F6AA82 que
contienen estas mutaciones son adecuadas para la hidrolisis de malonil-CoA y la produccién de malonato. Las
mutaciones de F6AA82 E95S y E95N son preferentes para la hidroélisis de malonil-CoA y la producciéon de malonato.

E95Y, E95T, E95K, E95V y E95D produjeron significativamente (prueba t, p <0,05) mas malonato que la proteina
FB6AA82 de tipo salvaje. Las proteinas F6AA82 que contienen estas mutaciones son adecuadas para la hidrdlisis de
malonil-CoA y la produccién de malonato.

Ejemplo 44: Impacto de la seleccion del promotor en la produccion de malonato en S. cerevisiae

En este ejemplo, un esqueleto plasmidico de expresion que comprende un origen de replicacion CEN/ARS, un
origen de replicacion PMB1, un marcador de resistencia a la ampicilina, un marcador URA3 y un marcador hph se
amplificaron a partir del plasmido Y20. La malonil-CoA hidrolasa F6AA82-2 flanqueada por el terminador CYC1 se
amplificé por PCR a partir del plasmido Y1-F6AA82-2 y se ensambla con el esqueleto utilizando técnicas estandar.
El plasmido resultante, pPLIB0O-Q9I, se us6 como una columna vertebral para la clonaciéon de los diferentes
promotores seleccionados.

Se seleccionaron noventa y seis genes de referencia de la cepa BY4741 de S. cerevisiae. Las secuencias
promotoras de estos genes se generaron mediante amplificacion por PCR, utilizando el ADN genémico de la cepa de
S. cerevisiae BY4741 como molde, fragmentos de acido nucleico correspondientes a aproximadamente 750 pares
de bases inmediatamente aguas arriba de su marco de lectura abierto, incluyendo el coddn de inicio del gen de
interés. Utilizando técnicas de clonacion estandar, estas secuencias promotoras se clonaron inmediatamente aguas
arriba de F6AA82-2 (codon de inicio en 3739 en la SEQ ID NO: 12) en pPLIB0-Q9I. Los plasmidos resultantes se
propagaron en E. coli y la presencia del promotor deseado se verificé mediante secuenciacion.

Los plasmidos descritos anteriormente se utilizaron para transformar S. cerevisiae BY4741 utilizando procedimientos
estandar de acetato de litio. Los transformantes se seleccionaron en placas de agar de medio CSM sin uracilo a 30
°C. Un transformante que alberga cada plasmido se inocul6é en una placa de precultivo que consistia en 300 ul de
medio RD -Ura (2X YNB, 3X SC-U, 2 % de glucosa) en una placa de 96 pocillos. La placa de pre-cultivo se incubd a
30 °C aproximadamente 20 h con agitacion, y se utilizaron 30 yl de estos pre-cultivos para inocular placas de
produccion que consisten en 1,8 ml de medio RD4-Ura (2X YNB, 3X SC-U, 2 % de glucosa, tampdn de succinato 75
mM, pH 4,0) en placas de cultivo de 48 pocillos (1 pocillo de produccién para cada precultivo). Las placas se
incubaron a 30 °°C con agitacion durante 144 h antes de tomar una muestra del caldo de fermentacion. Las
muestras se clarificaron por centrifugacion y se filtraron en una membrana de 0,45 pm antes del analisis por HPLC.

El analisis de HPLC de la acumulacién de malonato en el caldo de fermentacion se realizé como se describe en el
ejemplo 36. La concentracion de malonato milimolar en el caldo de fermentacion después de 144 h de fermentacion
con diferentes promotores que conducen la expresion de F6AA82-2 es la siguiente: HSP150 8.8; PGK1 8.6; PHO5
8.5; SCT1 7.8; PRB1 7.6; TPI1 7.1; ACH1 7; HXK2 6.9; ACO1 6.9; JEN1 6.9; MDH2 6.8; POX1 6.6; CIT1 6.6; ALD4
6.6; ADH1 6.5; TDH3 6.4; ADH2 6.4; SDH1 6.4; TDH1 6.1; MLS1 6.1; RPN6 6; GLK1 5.9; POT1 5.8; HSP26 5.8;
FBA15.7; LPD1 5.7; CYC1 5.5; COX5a 5.5; TEF1 5.5; SHH4 5.5; GND2 5.5; TPS1 5.5; MDH1 5.4; PDC1 5.4; HXK1
5.3; TDH2 5.3; IDH2 5.3; DDR2 5.2; SLT2 5.2; ENO2 5.1; COX6 5; CHO1 4.9; PHO3 4.9; PFK1 4.9; ACS1 4.9;
GUT2 4.8; PHM7 4.8; CIT2 4.7; ACS2 4.7; ALD2 4.5; IDH1 4.5; IDP2 4.5; FBP1 4.3; PHO12 4.3; PDC5 4.2; PFY1
4.1; GDH1 4.1; PEX13 4.1; ICT1 4.1; YSA1 4; KGD2 3.9; GIM5 3.9; GAP1 3.9; DBP5 3.8; STE5 3.7; BIO2 3.7; PDC6
3.6; HXT5 3.6; REG1 3.6; TPS3 3.5; BIO5 3.3; PHO8 3.3; IRC7 3.2; GPM1 3.2; ALA1 3.1; KGD1 3.1; MIG1 3.1;
YKT6 2.9; SNO4 2.8; ARA1 2.8; PDR10 2.7; YBR139W 2.3; ERR2 2.2; CRC1 1.9; TSL1 1.3; ENOI 1.2; PFK2 1.1;
RPL6A 1.1 Como muchos de estos promotores no tienen nombre, el cédigo del nimero de letra delante de cada
numero indica el gen inmediatamente corriente abajo del promotor clonado, en la cepa BY4741 de S. cerevisiae.

Este ejemplo demuestra que se puede usar una amplia variedad de promotores para controlar la expresion de una
malonil-CoA hidrolasa para producir malonato in vivo en levadura. Ademas, 40 promotores diferentes dieron lugar a
titulos de al menos malonato 5 mM y 7 promotores dieron como resultado la produccion de al menos 7 mM en este
experimento.

Ejemplo 45: Integracion de un gen que codifica malonil-CoA hidrolasa en el genoma de S. cerevisiae para la
produccién de malonato.

En este ejemplo, Se uso la cepa BY4741de S. cerevisiae como cepa huésped, para la integracion gendémica de la
malonil-CoA hidrolasa proporcionada por la invencion. Se eligieron tres sitios en el genoma de S. cerevisiae para la
integracion de las construcciones de acidos nucleicos sintéticos en esta cepa y los tres casetes de acidos nucleicos
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lineales que se integraron en cada uno de ellos portaron sitios de homologia Unicos para la integracién objetivo y un
marcador seleccionable Unico codificado corriente arriba del malonil CoA hidrolasa. En los tres casos, el acido
nucleico que codifica la hidrolasa de malonil-CoA F6AA82 (E95S/Q348A) flanqueado por el promotor TEF1 y el
terminador CYC1 se utilizé6 como la porcion de expresion del casete.

En dos casos,las repeticiones largas de un solo terminal YPRCdelta15 y YORWdelta22 ADN no codificante del
cromosoma, fueron el objetivo para la integracion. En el tercer caso, un casete de malonil-CoA hidrolasa
proporcionado por la invencion (F6AA82 (E95S/Q348A)) se integré en lugar del gen BUD21. Las secuencias de
estos casetes de insercion lineal se incluyen a continuacion como SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43.
Los sitios de integracion unicos y los marcadores seleccionables son YPRCdelta15 (HIS3), YORWdelta22 (LEU2) y
BUD21 (URAS3), respectivamente.

Estos casetes de acido nucleico se construyeron y transformaron en S. cerevisiae BY4741 usando protocolos
estandar. Los transformantes se seleccionaron en placas de agar hechas de medio SC con abandonos de
aminoacidos apropiados a 30 °C. Se volvieron a sembrar por rayado varios transformantes para cada construccion
en placas de agar selectivas. Los transformantes se seleccionaron y verificaron por produccion de malonato y por
PCR. Las siguientes cepas resultaron de estas integraciones: LYM002 contiene 1 copia de F6AA82 (E95S/Q348A)
integrada en YPRCdelta15 (HIS3); LYMO0O4 lleva 2 copias de F6AA82 (E95S/Q348A), una en YPRCdelta15 (HIS3) la
segunda en YORWdelta22 (LEU2); LYMOO7 se deriva de LYMOO4 y tiene una tercera copia de FE6AAS82
(E95S/Q348A) integrada en el locus BUD21.

Para la fermentacion y produccion de malonato, S. cerevisiae BY4741 portador del plasmido Y1-F6AA82
(E95S/Q348A) sirvio como control positivo. Los pre-cultivos de 500 pl de medio RD4 en una placa de 96 pocillos se
incubaron 16-20 h con agitacion a 30 °C. Se us6 una parte alicuota de 5 ul de estos pre-cultivos para inocular placas
de produccion de 96 pocillos que contienen 500 pl de medio RD4 (1X YNB, suplemento 3X SC, 2 % de glucosa,
tampon de acido succinico 75 mM pH 4,0). Las placas de produccion se incubaron a 30 °C con agitacion durante
120 h antes del muestreo del caldo de fermentacion. Las muestras se prepararon y analizaron por HPLC como se
describe en el Ejemplo 36.

Se us6 una curva estandar establecida con un estandar auténtico para determinar la concentraciéon de malonato en
el caldo de fermentacion. Los niveles de produccién de acido malénico de estas fermentaciones fueron los siguientes
S. cerevisiae BY4741 + Y1-F6AA82 (E95S/Q348A), 2,6 + 0,4 mM; LYM002, 3,2 £ 0,2 mM; LYMOO4, 4,6 + 0,2 mM;
LYMO0O07, 7,7+ 0,3 mM.

Este ejemplo ilustra los beneficios de la integracion gendmica de un gen que codifica hidrolasa de malonil-CoA
proporcionado por la invencion en que una sola copia integrada del gen da como resultado titulos de acido malénico
mayores que el mismo gen expresado a partir de un plasmido. Este ejemplo también sirve para demostrar la
modulacién del acido malonico por la invencion a través del nimero de genes que codifican malonil-CoA hidrolasa
que estan presentes en la célula.

Ejemplo 46: Expresion de acetil-CoA sintetasas para aumentar la produccion de malonato a partir de una
célula huésped disenada por ingenieria.

Las acetil-CoA sintetasas (ACS) son comunes a muchos organismos. Estas enzimas producen acetil-CoA utilizando
acetato y trifosfato de adenosina (ATP) como sustratos. De acuerdo con la presente invencion, estas enzimas se
pueden usar para convertir el acetato de cualquier fuente, incluyendo el metabolismo enddgeno, hidrdlisis de la
materia prima, o por alimentacién en acetil-CoaA, El penultimo precursor en la biosintesis de malonil-CoA. Al
aumentar los niveles de acetil-CoA, se puede aumentar malonil-CoA, y por lo tanto, malonato, en las células
huésped proporcionadas por la invencion.

Se puede obtener un ACS ilustrativo adecuado para este propdsito a partir de la bacteria Salmonella enterica. Para
expresarla ACS de S. enterica (SeACS) en S. cerevisiae, la secuencia de aminoacidos se tradujo de nuevo a una
secuencia de ADN utilizando tablas de optimizacion de codones y se determind que un resto estaba involucrado en
la disminucion de la actividad enzimatica (L641P). La secuencia de ADN optimizada en codon resultante
proporcionada por la invencién es la SEQ ID NO:44.

Los acidos nucleicos que codifican el SeACS1 (L641P) se sintetizaron de novo a partir de oligonucleétidos y se
insertaron en un plasmido de levadura, Y1, bajo el control del promotor TEF1 de S. cerevisiae utilizando protocolos
estandar. Este plasmido también contiene un origen CEN/ARS y un gen para conferir prototrofia de uracilo. Los
clones de LYMO0O4 que contienen este plasmido se seleccionaron mediante placas en placas de uracilo SD y se
verificd que contenian el gen SeACS1 (L641P) mediante secuenciacion.

Se us6 LYM004 como huésped para la expresion de la acetil-CoA sintetasa SeACS1 (L641P). Para la produccién de
malonato in vivo, se inoculé una colonia individual para cada transformante seleccionado en una parte alicuota de 50
Ml de medio SD-Ura en una placa de 96 pocillos. LYM004 se cultivdé para comparar la levadura que carece de
expresion de una SeACS1 heterdloga (L641P), pero que contiene un vector vacio Y1. La placa se incubd en un
agitador a 30 °C durante aproximadamente 48 h, y se utilizaron 50 ul de estos pre-cultivos para inocular las placas
de fermentacion. En este ejemplo, se usaron 500 ul de medio RD4U en placas de 96 pocillos para la fermentacion.
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Las placas de fermentacion se cubrieron con una membrana transpirable, se incubaron en un agitador de placas a
30 °C y se tomaron muestras para el analisis de HPLC de la acumulaciéon de producto después de 120 h de
fermentacion. El analisis de HPLC se realiz6 como se describe en el Ejemplo 36.

No se detectdé malonato en muestras que consistian en un medio no inoculado con células de levadura. En las
condiciones probadas, LYM004 que expresaba SeACS1 produjo 1,86 veces mas (5,5 + 0,62 mM) de malonato a las
120 h que LYMO0O4 con un control de Y1 vacio solo, ilustrando asi las mejoras en la produccion de malonato
proporcionadas por esta realizacion de la invencion.

Ejemplo 47: Utilizacion de diferentes fuentes de carbono para la producciéon de malonato utilizando una cepa
modificada de Pichia kudriavzevii.

La cepa LPK3003 se derivd de la cepa Y-134 de Pichia kudriavzevii (obtenida de los Servicios de Investigacion
Agricola del USDA, Peoria, IL) por integracion genémica de un casete de acido nucleico que codifica la hph
higromicina fosfotransferasa (que confiere resistencia a la higromicina B) controlada por el promotor PKTEF1, y la
F6AA82 (E95S/Q348A) malonil-CoA hidrolasa dirigida por el promotor PKTDH1.

Los cultivos de siembra de LPK3003 se cultivaron durante 16-20 h en medio YPD con agitacion a 30 °C. Este cultivo
de semilla se utilizé para inocular 1.1X YNB, que luego se dividié en alicuotas a 450 pl por pocillo en una placa de 96
pocillos. Se afadieron 50 ul de soluciones de diversas fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, etanol, glicerol o
acetato de acetato de sodio a cada pocillo (por triplicado) a una concentracion final del 2 % (p/v). La placa se incubé
a 30 °°C con agitacion durante 115 h y se tomaron muestras del caldo de fermentacion. Las muestras se prepararon
y analizaron por HPLC como se describe en el Ejemplo 36.

En este ejemplo, se observd poco o ningun crecimiento para las fuentes de sacarosa o acetato de carbono, y la
acumulacién de malonato fue insignificante en estas muestras. Como se ha descrito anteriormente, las células
huésped pueden modificarse para conferir o mejorar el catabolismo de sacarosa y/o acetato introduciendo una
sacarosa invertasa y/o acetil-CoA sintasa (ACS), respectivamente. Las otras fuentes de carbono probadas en este
ejemplo dieron como resultado la acumulacion de malonato (réplicas promedio + S.D.): 4,6 + 0,5 mM de glucosa,
5,38 + 0,05 mM de glicerol y 3,7 £ 0,3 mM de etanol.

Estos resultados demuestran que se pueden usar diversas fuentes de carbono para producir malonato a partir de
una cepa disefiada por Pichia kudriavzevii que expresa una malonato-CoA hidrolasa. Notablemente, el glicerol
proporciond los titulos mas altos en este ejemplo.

Ejemplo 48: Produccion en biorreactor de malonato.

En este ejemplo, la cepa de levadura LYMO0O04 (véase el Ejemplo 45 para los detalles de construccion) se cultivd en
un control alimentado por lotes en un biorreactor de 0,5 I. Se aislé una colonia unica de LYMO004 de una placa SC y
se cultivd en 5 ml de medio RD4 (véase el Ejemplo 43 para la receta). El cultivo se mantuvo a 30 °C durante la
noche, agitando a 200 rpm. Los 4 ml de cultivo se usaron para inocular 50 ml de medio RD4 fresco en un matraz de
250 ml sin deflector y se cultivaron durante la noche a 30 °C, 200 rpm. La absorbancia DO600 nm a tiempo cero fue
de 0,304. Después del crecimiento durante la noche (16 h), este cultivo se usé para inocular 1 | de medio RD4. Este
cultivo se dividié en 2 partes alicuotas de 500 ml separadas y se afiadié a dos biorreactores separados. Ambas
fermentaciones se mantuvieron a 30 °C, con un solo impulsor que funciona a 400 rpm y una velocidad de rociado de
1 volumen de recipiente por minuto (VVM) utilizando aire comprimido. Los cultivos se cultivaron durante la noche (21
h) para permitir el consumo de glucosa antes de comenzar la fase de alimentacion discontinua. La alimentacion
(receta mas adelante) se liber6 durante 2 segundos, cada 980 segundos. Se tomaron muestras de 0,5 ml
diariamente y se analizaron para determinar la produccion de acido malénico. Después de 4 dias, los cultivos habian
acumulado 34 mM de acido maldnico y alcanzaron una DO 600 nm de 16,2. Después de 9 dias, los cultivos habian
acumulado 116 mM de acido maldnico y alcanzaron una DO 600 nm de 52,1.

El medio de alimentacion discontinua consistio en 17 g/l de Difco YNB; 50 g/l de sulfato de amonio; 49,8 g/l de
suplemento sintético completo (SC) sin histidina, metionina y leucina; 2,57 g/l de metionina; 8,85 g/l de acido
succinico y 20 g/l de glucosa; el pH o se ajusté a 4,0.

Este protocolo se repitid con una cepa, LYM007, que expresaba 3 copias de una malonil-CoA hidrolasa (véase el
Ejemplo 45). En este ejemplo, se accion6 un solo impulsor a 700 rpm y la composicion de la alimentacion fue la
siguiente: 68 g/l de YNB (Sigma), 16,6 g/l de SC-his-met-leu (Sunrise Science), 1,284 g/l de metionina, tampoén de
succinato 75 mM (pH 4,0), 400 g/l de glucosa. La velocidad de alimentacion utilizada fue el ciclo de 5 s cada 980 s.
Se tomaron muestras de 0,2 ml diariamente y se analizaron para determinar la produccion de acido malénico, acido
acético, acido succinico, acido pirtvico a través de HPLC. El crecimiento se controlé midiendo la densidad éptica a
600 nm (DO600). La DO600 y la concentracion de malonato de cada punto de tiempo fueron las siguientes: 18
horas, DO = 6,9, 3,2 mM; 45 horas, DO = 13,8, 14,0 mM; 69 horas, DO = 16,6, 24,2 mM; 88,5 h DO =244, 31,1 mM;
111,8 horas, DO = 36,9, 47,8 mM.

En un ejemplo comparativo, LPK3003 (véase el Ejemplo 47) se cultivé en un control alimentado por lotes en un
fermentador de 0,5 I. Se aislé una colonia Unica de LPK3003 de una placa de YPD y se cultivd en 5 ml de medio
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YPD. El cultivo se cultivdo a 30 °C durante la noche, agitando a 200 rpm. Los 5 ml de cultivo se utilizaron para
inocular 50 ml de medio minimo fresco, que contenia 6,8 g/l de YNB (Difco) y 2 g/l de glucosa y se cultivé durante la
noche a 30 °C, 200 rpm. Este cultivo se us6 luego para inocular 500 ml de 6,8 g/l de medio YNB (Difco), 2 g/l de
glucosa y se cultivé en un fermentador de 1 litro. La temperatura se mantuvo a 30 °C, se acciond un solo impulsor a
700 rpm y la velocidad de rociado se ajusté a 1 volumen de recipiente por minuto (VVM) utilizando aire comprimido.
Los cultivos se cultivaron durante la noche durante 21 h para permitir el consumo de glucosa antes de comenzar la
fase de alimentacion discontinua. Una alimentacion, que contenia 68 g/l de YNB y 400 g/l de glucosa se inicié
configurando la alimentacion del fermentador para que realizara un ciclo cada 980 s durante 5 s. Se tomaron
diariamente muestras de 200 ul y se analizaron para determinar el crecimiento (DO600) y la produccion de acido
maldnico (como se describe en el Ejemplo 36). La formacion de espuma se controlé mediante la adicién de 200 ul de
antiespumante en cada intervalo de muestreo. El pH se midié y se ajusté a 4,5 con NaOH 10N en cada intervalo de
muestreo. La produccion de acido malénico continué mas alla de 111 h, acumulando 36,4 mM de acido maldénico.
Cabe destacar que esta es la primera demostracién de produccién sin adiciéon de aminoacidos, uracilo o adenina. La
DO600, La concentracion de malonato y el pH de cada punto de tiempo fue el siguiente: 18 horas, DO = 2,1, 0,7
mM, pH = 2,3; 45 horas, DO = 12,2, 8,8 mM, pH = 2,0; 69 horas, DO = 12,8, 18,1 mM, pH = 2,0; 88,5 horas, DO =
27,6, 22,9 mM, pH = 2,7; 111,8 horas, DO = 40,1, 36,4 mM, pH = 2,4; 194 horas, DO = 60,6, 94 mM, pH = 3,3.

Mientras que el titulo de malonato fue mayor en LYMOO7, las condiciones bajo las cuales se puede cultivar LPK3003
(medio minimo, pH bajo) y el hecho de que contiene solo una copia de malonil-CoA hidrolasa F6EAA82-2 hacen de
esta una cepa superior para esfuerzos de ingenieria adicionales.

Listado de secuencias

SEQ ID NO: 1. Secuencia de aminoacidos de 3-hidroxipropionil-CoA hidrolasa EHD3 de Saccharomyces cerevisiae
de tipo salvaje.

1- MLRNTLKCAQ LSSKYGFKTT TRTFMTTQPQ LNVTDAPPVL
41- FTVQDTARVI TLNRPKKLNA LNAEMSESMFE KTLNEYAKSD
81- TTINLVILKSS NRPRSFCAGG DVATVAIFNF NKEFAKSIKF
121- FTDEYSLNFQ IATYLKPIVT FMDGITMGGG VGLSIHTPFR
161- IATENTKWAM PEMDIGFFPD VGSTFALPRI VILANSNSQM
201- ALYLCLTGEV VTGADAYMLG LASHYVSSEN LDALQKRLGE
241- ISPPFNNDPQ SAYFFGMVNE SIDEFVSPLP KDYVFKYSNE
281- KLNVIEACFEFN LSKNGTIEDI MNNLRQYEGS AEGKAFAQET
321- KTKLLTKSPS SLQIALRLVQ ENSRDHIESA IKRDLYTAAN
361- MCMNQDSLVE FSEATKHKLI DKQRVPYPWT KKEQLFVSQL
401- TSITSPKPSL PMSLLRNTSN VIWTIQYPYHS KYQLPTEQETI
441- AAYIEKRTND DTGAKVTERE VLNHFANVIP SRRGKLGIQS
481 - T.CRKTVCOFRRKC FEVNDGT.RWK —-500

SEQ ID NO:2. Secuencia de acido nucleico de Haemophilus influenzae de tipo salvaje que codifica YciA acil-CoA
hidrolasa.

1- ATGTTTTACA CTGAAACTTATGATGTIGATTIGTGATCGGTG
41— GTGGTCATGC GGGTACAGAAGCCGCACTTGCACCAGCTCG
81— TATGGGATTT AAAACCCTTTTATTAACACATAATGTAGAT
121- ACTTTAGGGC AAATGTCTTGTAACCCTGCAATTGGTGGGA
l6l- TCGGTAAAGG TCATTTAGTAAAAGAAGTAGATGCAATGGG
201- CGGTTITAATG GCGCATGCTGCAGATAAAGCAGGGATCCAA
241- TTTCGTACTT TAAATAGCAGTAAAGGCCCAGCAGTGCGTG
281- CTACTCGAGC TCAAGCTGACAGAGTTCTATATCGTCAAGC
321- TGTICGTACT GCATTAGAAAATCAACCTAATTTAGATATT
361- TTCCAACAAG AAGCGACCGATATTCTGATTAAGCAAGATC
401- GAGTTACAGG CGTTAGCACAAAAATGGGATTAACTTTTCG
441- TGCTAAATCA GTGGTATTAACTGCGGGTACTTTCTTAGCT
481- GGTAAAATTC ATATTGGTTTGGAAAATTATGAAGGTGGCC
521- GTGCAGGGGA TCCTGCTTCTGTAAATCTTTCACATCGATT
561- AAGAGATCIC GGATTACGTGTAGATCGCCTTAAAACAGGT
601- ACACCGCCGC GTATTGATGCACGTACGATCAATTTTGATA
641- TTTTAGCTAA ACAACACGGTGATGCTGTTTTACCTIGIGTT
681- TTCTTTTATG GGATCAGTTGATGATCACCCTCAACAAATT
721- CCTTGTITATA TAACTCATACCAATGAACAAACCCATGAAG
761- TGATCCGTAA TAACTTGGATCGCAGTCCAATGTATACTGG
801- TGTIGATTGAA GGGATCGGTCCACGTTATTGCCCATCCATT
841- GAAGATAAAG TGATGCGTTTCTCGGATCGTAATTCACATC
881- AAATTTATIT AGAACCAGAAGGCTTAACCAGTAATGAAGT
921- GTATCCAAAC GGGATCTCTACCAGTTITACCGTTTGACGTG
961- CAAATGGGCA TTGTGAATTC TATGAAAGGT TTAGAAAACG
-1000
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SEQ ID NO:3 secuencia de aminoacidos del factor de transcripcion de union a malonato de Acinetobacter

calcoaceticus MdcY.

1- MNSIAELPLS
41- YGASRTPIRE
81- EMFEVMAELE
121- NQNDSENYYE
161- PYRRLQLRVN

201- AHVVIQGQKF
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IQISKKLEDD
ALKLLAAEGL
AMCGRLAARR
ANRLFHFATY
NRMNNSFTEH

TDFISTIESL

IIYGFYLPGT
VEIRPRRGAT
IQPEEKLELQ
QASHNAFLIE
NEILEATIFAG

QPKS

KLDEQELCER
IPTINPLTLC
RLHQLCQDYL
QACTLHKRLH
NEQQAEALLK

-224

SEQ ID NO: 4. Secuencia de aminoacidos del factor de transcripcion de unién a malonato de Rhizobium
5 lequminosarum MatR.

1- MRKVKRMSEN VGRWLRDETIE NSILSNEFSP GERLDETVLA
41- TRFGVSRTPV REALMQLDAT GLIEIRPRRG ATVIDPGPHR
81- VYEMFEVMAE LEGLAGSLAA RRLDKTSREA ITATHGRCEK
121- SAAAGDSDAY YYDNEEFHKA IYAAGRSDFL EEQCLQLHRR
161- LRPDRRLQLR VRNRLSTSFL EHCAIVDAIF AGDGDEARRL
201- LRGHVGIQGE RFSDLVASMA AR -222

SEQ ID NO:5. Secuencia de aminoacidos del factor de transcripcion de unién a malonato de Klebsiella pneumoniae

10

15

MauR.

1- MKDDINQEIT
41- HRALHTLEEG
81- SLMNRGLEAT
121- MKLRRPELEL
161- FNNTAFDVVP
201- KFVSLAEGFA
241- LVQAGVGFAL
281- VYSHHRERDA

FRKLSVFMMF
VGCPLFVHKG
RKVAGVGQGR
DLTMGSNQML
LFEDDIFLAA
TYAGFREAFH
LPGRMKKVYE
DLLALAAEGR

MAKGNIARTA
RNLLPLQAAW
LRIGTLYSLT
LDMLEDDALD
PATERLDASR
IAGFEPEIVT
KDVQLLKLAE
MYARSINR

SEQ ID NO: 6. Promotor Pugc. regulado por MdcY de Acinetobacter calcoaceticus.

1—
41—

AAAAAAATTG
CATTGTACAC

TATACAATTT
TGAATACAGA

ATGTTTATTT
TAGGCTATAA

SEQ ID NO: 7. Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa EHD3 EC 3.1.2.4.

1—

41-

81-

121~
l61-
201-
241-
281-
321-
361-
401~
441-
481~
521-
561-

NALNUJMUJU
GGDVAUOAO+
POOOOMJGIT
FFPDVGUUFA
YOOGOASHYO
JJIFFJOONJU
OUBOUUOBJO
UKSPUSOQOA
+++QJUOOEF
UUOOUPBPUO
BQYOBBBJNB
KOGOJUOOBO

SEQ ID NO: 8. Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa de Bacillus EC 3.1.2.4.

50

AQON+++UUUVOFUOQJUAROOULNRPBKL
OFBULNEYUKSJUUNOOOOBSUNQPRUOCA
NOJBBF--BBUOJFFBUX,YS
MGGGVGOUOHUPFROATENTBWAMPEMDIG
OPBOOUOANUBUQOAOYLCOTGJOOUGJIJA
UBJNOJJLJIBRLGEOBPUJ+0J+—+++UQU
OJEFUUP-OPBJYBFBYUNJBLJVIJBCEJ
OBBLJJO-++-YJGUJJABJFABJOBJBLO
OBOOBJNUBJBOJUAOBBDLOTAUNMCON—
UJAUBBKLOJKQBOPYPWBBB+JJOUOUQO
POULOBNUUNOTWBJYPBBOBYQLPUJUJO
N-——+G—-++OBOUBBJOOBBFUNONJUBBJ
OOJBBCUJJJA+GGOBWB++—+——————

EAMKLSSVSV
TLLEYCQDVI
LETVPRIIMG
ATLTIATNEGE
LADLRDYADR
RVNDIFSMIS
PYOMRQLTIST
-308

GAGTACAAAG
CTATACC

~717

ONFQOATYOK

-598



1

41—
81—

121~
lol-
201-
241-
281-
321-

MTEBVLEFSOU
KEWEBJJBIA
LOBAEBFFJE
TNGABYRIVT
UGBYVALUAU
UONWBBJJJV
HFAFJUOEJI
LKQFOJGBJK
ODKDQNPNYK
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JNGVAUITLN
OIVLKGAGUK
X, YJIDTYOYQ
JBTKWAMPEM
OLKAUDVLFI
BUBLKJOOBU
IBSLEBJQUU
SOEJCFATDL
YBQOUDVUJJ

RPKALNSLSY
GFCAGGDIKT
YBKPIIACLD
NIGFFPDVGA
NAADYFMUUJ
FAUUUUOJUJ
FAOBUBJULL
OLAKNFMRHJ
JVNBFENLLN

JMLQOPIGQKL
LYEARSNEOA
GIVMGGGVGL
AYFLNBAPGY
ULPBFLUJOJ
LUUOOEJONU
SKSPOSLKVT
DFFEGVRSOV
A -351

SEQ ID NO: 9. Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa de Pseudomonas EC 3.1.2.4.

1- MNOBFEJBUUOBGARIGOAULDAJBULNALULPMIJOLGJ
41- BOBAWABJPGOOCVOLRGNGAKAFCAGGJVBBLOJACBJB
BOHUYPKPOOCWGHGBVOGG
121- GMGLOQGAUORIVTPUURLAMPEOUIGLYPDVGASWFLUR
161- OPGBLGLFOGLUGABONABDAODLJLADRFOBJBQQJJLO
201- JJLOQONWQEQUJOQLBSLOBAJIBBABJJOPJAQOLPRR
241- QBODJOLDOAJOAUAWBAOJAOBJBJDPLOABAABBOBJIG
281- CPOUABOVWJQOBRARBLSLAJOFBMEYUOSLNCCRHPJF
321- UEGVRARLODBDBQPBWBWPJOAQOPJAOOJAHEFJIBOWJIG
361- BBPOAJOU++-370

81- PGJOPPLAABFFAJX YRLJB

SEQ ID NO: 10. Secuencia consenso de malonil-CoA hidrolasa de EC 3.1.2.4 bacteriana general.

- to—m to———— M+M—-—-TEHOO
41- FUOSENGOASIULNRPBALNSLUYDMOQPOGQBOBEWENJ
81- EROALOOLB-GAGTBGFCAGGJOBUOYJARSNEPG+ALQH

121- AERFFEJX YE

OJTYOYQYKKPOOACLDGIOMGGGVGLTNG
161- AKYBOOTERUBWAMPEMNIGFFPDVGAAYFLNBA

201- PGYLGRYOALUASIOKASDVOFONAAJYFMTSJSLPAFOT
241- EOESONWHKEDJOHTHLLKE+-+VORTFATAPNLJSEQOAP

281- ————-SLEEONSHFAF---DTOEEIW+AOHSOE--KJQSSF
321- ALKTKETOLSKUPOULBOTLKQFIDGRDKUOEJCFATJLV
361- OAKNFMBB----EJFFEGOBSVOODBJQNPNYBYKQOSDO
401- SJED——————————————— ONRFFNLONAG+H-—-PLADL+
441- —————— -
481- ——————— -505

SEQ ID NO: 11. Secuencia de ADN optimizada por codones YIACC

1 ATGAGATTGC

61 ACTCCAGATG
121 TTCGGTTTGA
181 CATGGTGGIC
241 ARAGAAATTA
301 TCCTTCACTG
361 GCCGATCAAT
421 TTGATCGTTIG
481 GCTTCTGARAA
541 ATTGGTCCAC
601 GCTCAACATG
661 GTTGATAAGT
721 ACTGGTCCAA
781 GCTTCTGAAG
841 GCTIGCTTACC
901 GCTGGTAACG
961 TCTITIGTITIG
1021 CCAGTTACTG
1081 GGTAAATTGG
1141 GACAAGTTCT
1201 ATGGTTACCG
1261 GACAGAATCA
1321 GATTTCGATT
1381 CATACAACTG
1441 GGTACTATGC
1501 GGTAATCAAG
1561 GGTGAARAACA
1621 AGAGGTGATT
1681 GAGGATAACA
1741 GRAAGACCAG
1801 TCAGAAGATT
1861 GACATTTTGA
1921 ACCGCTACCA
1981 ATTGGTGTTA
2041 AACGTTTATT

AGTTGAGAAC
TTGCTCCATT
ACTCTGTTCA
ATACCGTTAT
GGTCTGTTAG
TTATGGCTAC
ACGTTGAAGT
ATGTCGCTGA
ATCCATTATT
CAGGTGCTGC
CTAAGGTTCC
CCACCAACTT
AACAAGGTTT
GTGGTGGTGG
ATCAAGTTGA
CCAGACATTT
GTAGAGATTG
TTGCTGGTICA
TTGGTTATGT
ACTTCTTGGA
GTGTTAATTT
AGGATATTAG
TCTCTGGTGA
CTTGTAGAAT
ACGARATTGAA
GTGGTATCCA
GATCCGCCTC
TCAGAACCAC
CTATTACTAC
ATTCCTTICTT
CTATCGCTAC
AAACTTTGTT
GATCATCCGA
GACCATTGTC
GGAAAGAAGA

51

CTTGACTAGA
GGTTGATCCA
TACTGCTAAG
CAACAAAGTT
AARATGGGCC
ACCTGAAGAT
TCCAGGTGGT
AAGATTTGGT
GCCAGAATCT
TATGAGATCA
ATGTATTCCA
GGTTTCCGTT
GGAAAAGGCT
TAARAGGTATT
AGGTGAAATT
GGAAGTTCAA
CTCCGTTCAA
ACAAACTTTT
TTCTGCCGGT
ATTGAACCCA
GCCAGCTGCT
GTTGTTCTAC
AGATGCTGAC
TACTTCTGAA
CTTTAGGTCC
CTCTTTCICT
AAGARAACAT
TGTTGAATAC
TGGTTGGTTG
GGCTGTTGTT
TTACATGGCT
CCCAGTTGAC
AGATTCTTAC
TGATGGTGGT
AGTTGGCGCT

AGGTTTTTCT CTATGGCTTC
AATATTCATA AGGGTTTGGC
CCATCTAAGG TCAAAGAATT
TTGATTGCCA ACAACGGTAT
TACGAAACTT TTGGTGACGA
TTGGCTGCTA ATGCTGATTA
ACAAACAACA ACAATTACGC
GTTGATGCTG TTTGGGCTGG
TTGGCTGCTT CTCCAAGAAA
TTGGGTGATA AGATTTCTTC
TGGTCTGGTA CTGGTGTTGA
TCTGAAGAAG TTTACACTAA
AAGCAAATTG GTTTCCCAGT
AGAAAGGTTG ARAGGGAAGA
CCAGGTTCCC CAATTTTCAT
TTATTGGCTG ATCAGTACGG
AGAAGGCATC AARAAGATTAT
ACTGCTATGG AAAARAGCTGC
ACTGTCGAAT ACTTIGTACTC
AGATTGCAAG TTGAACATCC
CAATTGCAAA TTGCTATGGG
GGTGTTAACC CACATACCAC
AAAACTCAAA GAAGGCCAGT
GATCCAGGTG AAGGTTTTAA
TCTTCTAATG TTTGGGGTTA
GATTCTCAAT TCGGTCATAT
ATGGTTGTTG CCTTGAAAGA
TTGATCAAAT TATTGGAAAC
GACGAGTTGA TCTCTAACAA
TGTGGTGCTG CTACAAAAGC
TCTTTGGAAA AAGGTCAAGT
TTCATCTACG AAGGTCAAAG
ACTTTGTTCA TCAACGGTTC
ATTTTGTGTT TGGTTGGTGG
ACCAGATTGT CTGTTGATTC

TGGTTCTTCT
CTCTCACTTT
TGTTGCTTCT
TGCTGCCGTA
AAGAGCTATT
CATTAGAATG
TAACGTTGAA
TTGGGGTCAT
GATCGTTTTT
TACCATCGTT
TGAAGTTGTT
GGGTTGTACT
TATGATTAAG
AGATTTCGAA
TATGCAATTG
CAACAACATT
TGAAGAAGCC
CGTCAGATTG
TCATGAAGAT
AACTACTGAA
TATTCCATTG
TACTCCAATT
TCCAAGAGGT
ACCATCTGGT
CTTCTCTGTT
TTTCGCCTTT
ATTGTICCATC
CCCAGACTTC
ATTGACTGCT
TCATAGAGCT
TCCAGCCAGA
ATACARAGTTT
CAGATGCGAT
TAGATCCCAT
TAAAACTTGC



2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361

TTGTTGGAAG
AAGTTICTTGG
GTCATGAAGA
CAACCAGGTT
TCCAAGGTCA
TTGTCTGGTA
TTGTTGGGTT
TTGAGAAATC
AGAATGTCCG
GGTGGTGAAT
GAAGTTGATG
CAAGATGGTT
GATTCTGAAG
AGGGAAGAAA
GTTGGTGCTA
GCTGGTACTG
AGAAAGATTG
ATTTTGATCC
TTGAGATCCT
AGAGCTGACA
CAATTCTTCG
AGGGCTTGTA
CCAGTTATTT
GTTTCTICTG
GATTTCTICTT
GTTCCACATT
AGAGGTGCTG
AGAGATGCTG
GTTATGATCG
CAAGTTATCG
TCATTCGGTA
GAAGAAGATC
AGATTGTCTA
GAAGCTACTG
CCAGGTAGAT
TTGATGTCCG
CACATCTTCA
TTTGGTGGTT
GAAATTAGAA
ATCAACAACG
AAGGGTCAAT
AACACTCCAT
GGTACTACCT
AAAAAGTACG
GAAGATTCTG
GTTGCTTGGA
GTTGCCAACG
TTCAAGGTTA
TCCGGTGCTA
GACGAAACTG
ACCTTGAAAC
GAAAAGAGAC
TTGAGAGGTT
TTGACCTTGG
AGAGCCATTC
TTGTTIGGGTA
AACAACGGTG
CAGTGGTTGT
ACTGATGTTT
AGATGGTTGA
AAGGACTCTT
AGATTGGGTG
ACTCCAGCTG
GTTTGGTATC
GAAGCCTTGC
ATGTACAACG
CAGCCAATTA
GTTGACCCAA
GGTGTTTTGG
ACCATGGCCA
GACTCCGAAG
CAACAAATCT

TCGAAAACGA
TTGAAAACGG
TGTACATGAC
CTACTATTGA
AACATGCTAA
ACAAACCACA
TCGATAACCA
CAGAATTGCC
CTAAGTTGGA
TTCCAGCTAA
CTTTGTTTCA
TGGCCATCCA
CTAGATTICTG
ACAGGGACTC
AAAACAACTT
ATTCTCCAGC
TCGAATTGGA
AATGCGCTTT
CTGTTGTTGA
TCTTGAAAGA
CTCATGATGA
AGGCCTACTC
CTTGGAGATT
GTTCTAAGAC
ACACCGTTGA
TGGATGATTT
GTTTGGCTAT
CTGCTGCAGC
GTAGAGTTGA
AAGATTTCAA
ACTCCAGAGG
CAACCATTAG
ACTTCGACAT
GTAAGAATGC
TGAGAGAAAA
ATATTTTGGA
TTAACTTCTC
TTTTGGAAAG
TGATGGTTTC
TTTCCGGTTA
GGATCTTTAA
ACCCTACCAA
ACTGTTATGA
ATGGTAAGGC
GTGAATTGCA
AATTTGAAGC
ATATTACCTT
CTGAATTGGC
GAATTGGTAT
ATCCATCTAA
CAGATACTGT
ATGTTATTGA
CTGGTTTAAT
TTACCTGTAG
AAATTGAAGG
GAGAAGTCTA
TTTCTCATTT
CTTATATTCC
GGGATAGAGA
TTTCTGGTAG
TCCAAGAAAC
GTATTCCATT
ATCCAGCTAA
CAAATTCTGC
CATTGATGAT
AAGTTTTGAA
TGGTTTACAT
CTATTAACTC
AACCAGAAGG
GATTAGATCC
AATTGAAAGT
CCGTTCAATT

ES 2 698 500 T3

TCCAACTCAA
TGATCACGTT
TTTGACCGCT
AGCCGGTGAT
ACCATTTGAA
TCAAAGATAC
GGTTGTCATG
ATACTTGCAA
TGCTACTTTIG
GCAATTATTG
ACAAACATTG
TGAATTGCAA
CGGTCCAAAC
TTTGAGAAAA
GGTTTTGGCT
TTCTAATGTT
ATCAAGAGCT
GCCATCCTTG
ATCAAGATAC
AGTTGTTGAC
TCCATGGATA
CATTTTGGAT
CAGATTGCCA
TCCAACTTICT
AAGAGATTCT
GGAAGATGCT
TTCTGTTGGT
TGCTTCTTCT
TGAATCCGAT
AGAGGACTTC
TACTTACCCA
ACATATTGAA
CAAGCCAGTT
TGCTTCCGAT
CATCCCAACA
TGCCTTGGAA
CGCTGTTTTT
ATTCGGTAGA
TGATCCAGAA
CGTTGTCCAA
GTCCTTGGGT
AGAATGGTTG
TTTCCCAGAG
TCCAGATGAT
AGAAGTTAAT
TAAGACTCCA
CCAGATTGGT
CAGAAAGTTG
TGCTGATGAA
GGGTTTCAAG
TGTTACCACC
TTACATCGTC
TGCTGGTGCT
ATCAGTTGGT
TCAGCCAATT
CTCCTCTAAC
GACCGCTAGA
AGCTTCAAGA
TGTTACCTTC
GACTTTGGAA
TTTATCTGGT
TGGTGTTATT
TCCAGATTCT
TTTCAAGACC
TTTGGCTAAT
GTACGGCTCC
TCCACCAACT
CGATATGATG
TATGGTTGGT
AGAGTACTCT
TAAGTTGTCC
TGCTGACTTG

52

TTGAGATCAC
AGAGCTAATC
CAAGAAGATG
ATTTTGGGTA
GGTCAGTTGC
GAACATTGCC
AAGTCTACAT
TGGGCTCATC
GCTGGTITTGA
AGAGCCTTGG
GCCCCTTTGT
GTTGCTIGCTG
GTTAGAGATG
GTTGTTATGG
TTGTTGGATG
CATGTTIGCTA
TCCGCTAAGG
AAAGAAAGAA
GGTGAAGTTG
TCCAAGTACA
GTTTTGGCTG
ATTAACTACC
ACTATGTCAT
CCATCIGTTT
GCTCCAGCTA
TTGACCAGAG
GCTTCTAACA
GTTGATACTG
GATGATGATA
GAAGCTTGCT
AAGTACTTTA
CCAGCTTTGG
CATACCGATA
AAGAGATTTT
TCCGAGTACT
GTTATIGGTA
GCTTTGAAGC
AGATTGTGGA
ACTGGTTCTG
TCTGAATTAT
AAACCAGGTT
CAACCTAAAA
TTGTTCAGAC
TTGATGACTT
AGAGAACCAG
GAATATCCAA
TCTTTTGGTC
GGTATTCCAA
TTGGTCGGTA
TACTTGTACT
GAAATTGAAG
GGTGAAAAGG
ACTTCAAGAG
ATTGGTGCTT
ATCTTGACTG
TTGCAATTGG
GATGATTTGA
GGTTTGCCAG
CAACCAGTTA
GATGGTGCTT
TGGGCTAAGG
GGTGTTGAAA
ATTGAAATGT
TCCCAAGCCA
TGGAGAGGTT
TTTATTGTCG
GGTGAATTGA
GAAATGTACG
ATTAAGTACA
TCCTTGAAAA
GTCAGGGAAA
CATGATAGAG

CATCTCCAGG
AACCATACGC
GTATCGTTCA
TTTTGGCTTT
CAGAATTGGG
AAAACGTCTT
TGCAAGAAAT
AAGTTTCTTC
TTGATAAGGC
AAAAAGAAGC
TTGATTTGGC
GTTTGTTGCA
AAGATGTTAT
CCCAATTGTIC
AGTACAAGGT
AATACTTGAG
TTTCTTTGAA
CTGATCAATT
GTTTGGAACA
TCGTGTTCGA
CTTTGGAGTT
ACCAAGACTC
CTGCCTTGTA
CAAGAGCTGA
GAACTGGTGC
TCTTGGAAAA
AATCAGCTGC
GTTTGTCTAA
CCTTGATCGC
CCTTGAGAAG
CTTTTAGAGG
CCTTTCAATT
ACAGAAACAT
TCACCAGAGG
TGATTTCTGA
CTACCAACTC
CAGAAGAAGT
GATTGAGAGT
CTTTTCCATT
ACGCTGAAGC
CAATGCATAT
GATACAAGGC
AGTCCATTGA
GCAACGAATT
GTGCTAACAA
GGGGTAGAAG
CAGCTGAAGA
GAATCTACTT
AGTACAAAGT
TCACTCCAGA
AAGAAGGTCC
ATGGTTTGGG
CTTACAAGGA
ACTTGGTTAG
GTGCTCCAGC
GTGGTACTCA
ACGGTGTTCA
TTCCAGTTTT
GAGGTGAACA
TTGAATCTGG
GTGTTGTTGT
CTGCCACTGT
CTACTTCCGA
TTAACGATTT
TTTCCGGTGG
ATGCTTTGGT
GAGGTGGTTC
CCGATGTTGA
GAAGAGACAA
AACAATTGGA
AGTCTTTGAT
CTGGTAGAAT

TAAGTTGGTT
TGAAATCGAA
ATTGATGAAG
GGATGATCCA
TCCACCAACA
GCACAACATT
GGTCGGTTTG
ATTGCATACA
TARACAAAGG
TTCATCTGGC
TAGAGAATAT
AGCTTATTAT
CTTGAAGTTG
CCATTCAAGA
TGCTGATCAA
GCCAGTCTTG
GGCTAGAGAA
GGAACACATC
TAGAACTCCA
TGTTTTGGCT
GTATATTAGA
TGATTTGCCA
CAACTCTGTT
TTCIGTTTCC
TATAGTTGCT
TTTGCCAAAA
TGCTTICTGCT
CATCTGCAAC
CAGAATTTCC
AATTACTTTC
TCCAGCCTAT
GGAATTGGCT
CCATGTTTAC
TATAGTTAGA
AGCTGATAGA
TGATTTGAAC
TGAAGCTGCT
TACTGGTGCC
GAGAGCTATG
CAAGAATGAT
GAGATCCATT
CCATTTGATG
ATCTGATTGG
GATCTTGGAC
CGTTGGTATG
TTTTATCGTT
TCAATTCTTC
GTCTGCTAAT
TGCTTGGAAT
ATCATTGGCT
AAACGGCGTT
TGTTGAATGT
TATTTTCACC
ATTGGGTCAA
TATTAACAAG
AATCATGTAC
TAAGATCATG
GCCACATAAG
ATATGATGTC
TTTGTITCGAT
TGGTAGAGCT
TGATAACACT
AGCTGGTCAA
TAATCATGGT
TCAAAGAGAT
TGATTACAAG
TTGGGTTGTT
AAGTAGAGGT
GTTGTTAGAT
AGAGTCCCCA
GCCAATCTAC
GGAAGCTAAA



6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781

GGTGTTATTA
AGAAGAAGGT
ACCAGATTIGG
TCTGATAGAG
TCTGAATTGA
CAAGGTACAT
GAATTATTGA

ES 2 698 500 T3

GAGAAGCCTT
TGGTCGAGGA
AATGTTTGGC
GTGTTGCTGA
AAAAAGATGC
TGCAGGGTAT
AGGGCTTGTA

GGTTTGGAAG
ATATTTGATC
TAGAATCAAA
ATGGTTTGAC
TTCTGCTCAG
GAAGCAAGCT
A

GATGCTAGAA
ACCAAGATCA
TCTTGGAAGC
GAAAATTCTG
TCCTTCGCTT
TTGGCTTICTT

SEQ ID NO: 12. Plasmido basado en el estudio del promotor

tcgecgegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accacgcecttt
tttgaaattt
gacttagatt
tcttaaccca
ctacatataa
tcatgcacga
tactggagtt
tcttgactga
acaatttttt
agtactctgce
tggtgggcce
ctagaggcct
atactaaggg
ctcaaagaga
tgggtttaga
tctctacagg
ctaaggtaga
gccagcaaaa
gagcttcaat
aaggagaaaa
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgctge
cgccattcgce
ctattacgcc
gggttttcce
tagggcgaat
catcgatgaa
cagtatagcg
cttcgcatct
ttaaaataga
aatcttttta
tttccactat
gcgatttgtg
tgcgcccaag
ccaatgcgga
tcgaagtage
gcgacctegt
cggccattgt
tcggggcagt
acggtgtcgt
aaatcacgcc
gtctggctaa
gcgggcagtt
caataggtca
gccgatgcaa
acccgcagga
tccgagagcet
gacgtcgegg
aactgtatcc
cctaaccttt
ggggagcegtt
tgcggccatce
acgggcgaca
tctgggeccte
tCCCGGGtaG

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
tcaattcaat
ttttgattcg
ggtatatata
actgcacaga
ggaacgtgct
aaagcaaaca
agttgaagca
tttttccatyg
actcttcgaa
gggtgtatac
aggtattgtt
tttgatgtta
tactgttgac
catgggtgga
tgacaaggga
atctgacatt
gggtgaacgt
ctaaaaaact
ttaattatat
taccgcatca
aaatcagctc
aatagaccga
acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
cattcaggct
agctggcgaa
agtcacgacg
tggagctcca
ttcgagctcg
accagcattc
gggcagatga
acaactacaa
ttgtcagtac
cggcgagtac
tacgcccgac
ctgcatcatc
gcatatacgc
gcgtctgetyg
attgggaatc
ccgtcaggac
cctcggcecca
ccatcacagt
atgtagtgta
gatcggcecge
cggtttcagg
ggctctcget
agtgccgata
catatccacg
gcatcaggtc
tgagttcagg
tagcaagatt
tatatttctce
tccectgeteg
aaaatgtatg
gtcacatcat
catgtcgctg
TTTaaacaAT

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
tcatcatttt
gtaatctccg
cgcatatgta
acaaaaacct
gctactcatc
aacttgtgtg
ttaggtccca
gagggcacag
gacagaaaat
agaatagcag
agcggtttga
gcagaattgt
attgcgaaga
agagatgaag
gacgcattgg
attattgttg
tacagaaaag
gtattataag
cagttattac
ggaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
ccccecgattt
agcgaaagga
cacacccgec
gcgcaactgt
ggggggatgt
ttgtaaaacg
ccgeggtgge
ttttcgacac
acatacgatt
tgtcgaggcyg
tataaaaaaa
tgattattcc
ttctacacag
agtcccggcet
gaaattgccg
ccggagcecgce
ctccatacaa
cccgaacatc
attgttggag
aagcatcagc
ttgccagtga
ttgaccgatt
agcgatcgca
caggtcttgce
gaattcccca
aacataacga
ccctectaca
ggagacgctg
ctttttaccc
ttaaaaggaa
tacaggggcg
caggtctgca
gatgcaaatg
gccecctgage
gccgggtgac
GAATGTCACC
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tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
ttttttatte
aacagaagga
gtgttgaaga
gcaggaaacqg
ctagtcctgt
cttcattgga
aaatttgttt
ttaagccgcet
ttgctgacat
aatgggcaga
agcaggcggce
catgcaaggg
gcgacaaaga
gttacgattg
gtcaacagta
gaagaggact
caggctggga
taaatgcatg
cctgcggtgt
aacgttaata
caataggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggegceta
gcgcttaatyg
tgggaagggce
gctgcaaggce
acggccagtg
ggccgcatag
tggatggcgg
gacgcatgat
aaaaaaaata
ctatacaaat
tttgcccteg
ccatcggtcc
ccggatcgga
tcaaccaagc
ggcgatcctg
gccaaccacg
gcctegetce
ccgaaatccg
tcatcgagag
tacacatggg
ccttgcggtce
tccatggect
aacgtgacac
atgtcaagca
tctttgtaga
tcgaagctga
tcgaactttt
atggttgttt
gtatatgaaa
cggcgtgggyg
gcgaggagcce
attatacatg
tgcgcacgte
ccggcgggga
TTTGAAGAAA

GATTTTTCTT
ACTCCATTTT
CAGCTACTTT
ATGCTGTTTC
CCCAATTGAG
TGTCTGAAGC

gcagctcccg
tcagggcgceg
gcagattgta
ttttttttga
agaacgaagg
aacatgaaat
aagataaatc
tgctgccaag
tgttcgtacc
actaaaaaca
aaaggcatta
tggtaataca
cattacgaat
agaagaagta
ctccctatct
ttttgttatc
gttgattatg
tagaaccgtg
atttgcaaag
agcatatttg
tatactaaac
gaaataccgc
ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgccg
ggggaaagcc
gggcgetgge
cgccgctaca
gatcggtgeg
gattaagttg
aattgtaata
gccactagtg
cgttagtatc
attactttct
taaatcacgce
gacaagttct
gacgagtgct
agacggccgc
cgattgcgtc
tctgatagag
caagctccgg
gcctceccagaa
agtcaatgac
cgtgcacgag
cctgcgecgac
gatcagcaat
cgaatgggcc
ccgcgaccgg
cctgtgcacyg
cttccggaat
aaccatcggc
aagcacgaga
cgatcagaaa
atgttcggat
gaagaacctc
acaattcaac
gtaatttttg
gggatgtatg
aagactgtca
cGaggcaagc
GAGCCAGTTT

TTGGAGGATC
GCCATCTTGT
GGATCAAGGT
TGCCAGGTTG
ARAAAGATAGA
TGAAAGAGCT

gagacggtca
tcagcgggtyg
ctgagagtgc
tttcecggttte
aaggagcaca
tgcccagtat
atgtcgaaag
ctatttaata
accaaggaat
catgtggata
tccgccaagt
gtcaaattgce
gcacacggtg
acaaaggaac
actggagaat
ggctttattg
acacccggtg
gatgatgtgg
ggaagggatg
agaagatgcg
tcacaaatta
acagatgcgt
attcgcgtta
aatcccttat
caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggcgegteg
ggcctcecttecg
ggtaacgcca
cgactcacta
gatctgatat
gaatcgacag
gcgcacttaa
taacatttga
tgaaaacaag
ggggcgtcegg
gcttctgecgyg
gcatcgaccc
ttggtcaaga
atgcctccgce
gaagatgttg
cgctgttatg
gtgccggact
ggacgcactg
cgcgcatatg
gaacccgctce
ctgcagaaca
gcgggagatg
cgggagcgcg
gcagctattt
ttcttegecce
cttctcgaca
gtgatgtgag
agtggcaaat
gcgtctgtga
cttcgcgeccyg
ggctaaatgt
aggagggtat
taaacagatc
ACACGGTTAC



3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861

AGAATCGGTA
ATTGATGCTT
TTGTTACGTG
AAGAAATGTT
AGTTACAGAT
GGTCACGTTT
CCATCTTCAA
TCCCATTICT
CCATTGAATG
CAACAAGACG
CAATTGCATT
CAATGGTTGC
TCTTGGCAAG
AAGACTATGT
GCTAGACACT
TGCAGACATC
CCACATTGGC
GCACCATTAG
tatgtcacgc
tagacaacct
gttatttata
tatactgaaa
ctagcagcectt
agctgtttcce
gcataaagtg
gctcactgec
aacgcgceggg
cgctgecgete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cccecegttcea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgyg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgttc
gcttaccatc
atttatcagc
tatccgccecte
ttaatagttt
ttggtatggce
tgttgtgaaa
ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgcggcgacc
gaactttaaa
taccgectgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
cacgtgctat
agaaagtaaa
tctaggggga
atgccgaatt
cattttactt
tatatatgta
tcattccgta
aaataaataa
tgtaagttac
aaaaataggc

TCGCATCCTT
TACAAGACAG
GTAATGGTTIC
TGGCCTCCCC
TAGATCATTA
TAGGTGGTGG
GATTGGCAAT
TAAGTAGATT
CCAGAGATGC
CATTGATCGA
CCTTIGTTAAA
CTAGAAGAGA
CCTTAGCTTIC
TGGGTGGTTC
TATCTTTGGC
CAGAATTTGC
ACTGGCCTGA
ATGACCACCC
ttacattcac
gaagtctagg
tttcaaattt
accttgcecttyg
ttgttccett
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttceccag
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gttcceccect
cctgtcegcece
tctcagttcg
gcccgacegce
cttatcgecca
tgctacagag
tatctgcget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagc
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtyg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg
aaaaataatt
aaaagaaatt
tcgccaacaa
gtttcatctt
atcgttaatc
aagtacgctt
actcttctac
acacagagta
aggcaagcga
gtatcacgag

ES 2 698 500 T3

AGACGCCCCA
ATTGAGAGCT
TAAAGCATTT
AGGTGAAGCC
TTTGCACACA
TATGGGTTTG
GCCTGAAATC
GCCTGGTAAA
TTTGGACTTA
TGGTTTGATC
GGCTTTAGAA
AAGATTAGAC
ATTGGAAAAC
ACCTTTAACA
ACAAGTATTT
AGAAGGTGTA
CGTAAACCAA
TTTAGCTGAT
gceccteccece
tccctattta
ttettttttt
agaaggtttt
tagtgagggt
tgttatccge
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gcegegttge
cgctcaagtce
ggaagctccce
tttctcecectt
gtgtaggtcg
tgcgccecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gccectgactge
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tceggttcecece
agctcecctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgcccggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
ataatttaaa
aaagaaaaaa
atactacctt
gtctgtgtag
gaatgtatat
tttgttgaaa
cttctttatt
aattcccaaa
tccgtcctaa
gcecctttegt
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GCATCCTTGA
TGGGCAGAAG
TGCGCAGGTG
CCTGAATTGG
TACCCAAAGC
TTACAAGGTG
TCTATTGGTT
TTGGGTTTAT
AACTTGGCTG
CAATTGAACT
CAACAAGCAA
GCCTTGTTAG
GATGAAGACG
GGTCATTTGG
CAAATGGAAT
AGAGCCAGAT
GTTCCTGAAG
TTGGCATAAgG
cacatccgcet
tttttttata
tctgtacaga
gggacgctcg
taattTcgag
tcacaattcc
gagtgaggta
tgtcgtgcca
ggcgctette
cggtatcagce
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggcg
tcgtgecgcetce
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggce
ccgtegtgta
taccgcgaga
gggccgagcg
gccgggaagce
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctccecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcecggg
ccactecgtgce
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaadt
ttttttaata
tagtttttgt
ttatcttgcet
aagaccacac
ctatttaatc
ttttttaaac
tactttctaa
ttattccatc
gaaaccatta
c /l

ACGCTTTGTC
ATGCAGACAT
GTGACGTTGT
CTGAAAGATT
CTTIGATATG
CTGGTATTAG
TATTTCCAGA
TTTTCGGTTT
ATAGATTCTT
GGAGAGAACA
GAAGTGAATT
ATCAAGCTAC
CATTIGTTAGC
TCTGGGGTCA
ACGGCATGTC
TAATCGATAA
CCGITATTGC
tttAAACtca
ctaaccgaaa
gttatgttag
cgcegtgtacyg
aaggctttaa
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttceteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctce
aaacccgaca
tcctgtteccg
ggcgctttet
gctgggctgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttgce
cttttctacyg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgadgttaca
cgttgtcaga
ttctcttact
gtcattctga
taataccgeg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttcettttt
atttgaatgt
gccacctggg
taaatatata
tttccgaaga
cttcectgete
acgaaaatcc
tgcttttett
ctttgtttat
aatccaaata
attaaaagat
ttatcatgac

CTTACCAATG
AGCCTIGTGTC
CCAATTAGCT
TTTCGCTAGA
CTGGGCTCAT
AATAGTCACC
TGTTGGTGGT
AACCGCTTCA
GTTAGATACT
ACCAGATTTIG
ACCAGCTGCA
TTTACCATTG
CAAAGCCGCT
AATTAGAAGA
ATTGAATTGT
AGACCACGCT
AGCCCATTTT
tgtaattagt
aggaaggagt
tattaagaac
catgtaacat
tttgcggect
tcatggtcat
ggagccggaa
attgcgttgce
tgaatcggecc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
ggccceccctg
ggactataaa
accctgcegce
caatgctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtaget
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
ccggctcececag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctegtegt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
tccttttcat
aattaaaaat
tgtaaaagac
tcaggtatta
tgtgatttta
gtctaataaa
ttttttttet
caaaacataa
acgaggcgcg
attaacctat
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SEQ ID NO: 13. Cebador A93
CCAATATATAATAAAATATGGAGGAATGCGATGCTCAGAAATACGCTAAAATGTGCCCAA
SEQ ID NO: 14. Cebador A94
TGCCTGGAGATCCTTACTCGAGTTGGATCCTTATTTCCATCTTAAGCCATCGTTAACTTC
SEQID NO: 15. Cebador A95
TTTTACTGATGCGTATTCTTTGAATTTTCAAATAGCA
SEQ ID NO: 16. Cebador A96
TCAAAGAATACGCATCAGTAAAAAATTTGATGGA
SEQID NO:17. Cebador A97

TTTTACTGATGTTTATTCTTTGAATTTTCAAATAGCAACTT
SEQ ID NO: 18. Cebador A98

TCAAAGAATAAACATCAGTAAAAAATTTGATGGACTTGG

SEQ ID NO: 19. Cebador A99

TTTTACTGATTCGTATTCTTTGAATTTTCAAATAGCAAC

SEQ ID NO: 20. Cebador A100
TCAAAGAATACGAATCAGTAAAAAATTTGATGGACT
SEQ ID NO: 21. Cebador A120

CCAATATATAATAAAATATGGAGGAATGCGATGTCTACAACACATAACGTCCCTC
SEQ ID NO: 22. Cebador A121

TGCCTGGAGATCCTTACTCGAGTTGGATCCTTACTCAACAGGTAAGGCGCGAG
SEQ ID NO: 23. Cebador Y1-11 A13-R

CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTATTTCCATCTTAAGCCATCGTTAACTTC

SEQ ID NO: 24. Cebador Y1-11_A13-F

CATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGACTACTCAACCCCAGCTAAA
TG

SEQ ID NO: 25. Cebador YO012
GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGACCGAACAAGTCTTATTCTCAGTA
SEQ ID NO: 26. Cebador YO013
CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTAAGCGTTCAACAAATTGAAAAATCTG
SEQ ID NO: 27. Cebador YO014
GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGACCGAACATGTATTATTCTCAG
SEQ ID NO: 28. Cebador YO015

CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTAAGCGTTTAACAAATTGAAAAATC
SEQ ID NO: 29. Cebador YO018

GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGAGAAGATACATCAGAGGTGGT

55



10

15

20

ES 2 698 500 T3

SEQ ID NO: 30. Cebador YO019
CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTATGCAGCGTTCAACAAATTGAAAA
SEQ ID NO: 31. Cebador YO020
GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGACCGAACAAGTCTTATTCTCAG
SEQ ID NO: 32. Cebador YO021
CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTAAGCGTTCAACAAATTGAAAAATCT
SEQ ID NO: 33. Cebador YO024
GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGAACTTACAATTTGAAGAAAGACCA
SEQ ID NO: 34. Cebador YO025
CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTACAAATCAGCTAAAGGGTGTTCAC
SEQ ID NO: 35. Cebador YO026
GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGAACTTACACTTTGAAGAATTGAC
SEQ ID NO: 36. Cebador YO027

CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTAGTAGTCAGACAAATCTGCTAAAG
SEQ ID NO: 37. Cebador YO028

GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGACAATCCACTGTGAAGTATTAAC
SEQ ID NO: 38. Cebador YO029
CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTAACCAACGTCAGCCAAAGGGTG
SEQ ID NO: 39. Cebador YO030
GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGTTTAAAACAATGAATGTCACCTTTGAAGAAAGAG
SEQ ID NO: 40. Cebador YO031

CTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGTTATGCCAAATCAGCTAAAGGGTG

SEQ ID NO: 41. Fragmento de recombinacion lineal para la integracion genodmica de F6AA82-2 en el sitio

YPRCdelta15 de la cepa BY4741 de S. cerevisiae
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1 CGAAACCCTA TGCTCTGTTG TTCGGATTTG AAATTTTAAA ACTACATTAA TGTGTTAGTT

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

TTTCTITTICTT
TTCATCTGAC
TAGAGGGAAA
ATCATTTTCT
GTTTACACAG
GGATTAATAG
GTAAGCACTA
ATTTTIGTCTC
TTTTACATGC
CAGTTTACGA
AATTATATGA
AGTCACTGCC
TCCCGCAATT
TGCCTCGGTA
AGCGATTGGC
AGAATATACT
CCCTAGTAAA
GTCCCCTAGC
AGGCCACACA
TACATGCTCT
ACATAGACGA
AGGCCCTACT
CACTTTCCAG
TGCAAAGGGA
TTGCAGAGGC
ACCGTAGTGA
ATGGTACCAA
AAGCTGCAGC
TATGTATACG
ATTCTGAACG
CTCGACGGAT
AGGAAATTGT
CATTTTTTAA
GATTTTCTCG

TCTTICTTTG
CCAATATTCC
AAAATGATGA
ATTTTTAATA
TATATCCAAT
TAAAACTTCT
TCCAGCTTTT
AAGCCGTTAG
CTTTTTTCAC
TAGTGAGTAT
TATAAAGGCG
AGGTATCGTT
TTCTTTTTICT
ATGATTTTCA
ATTATCACAT
AAAAAATGAG
GCGTATTACA
GATAGAGCAC
ATCGCAAGTG
GGCCAAGCAT
CCATCACACC
GGCGCGTGGA
AGCGGTGGTA
GAAAGTAGGA
TAGCAGAATT
GAGTGCGTTC
CGATGTTCCC
ATACGATATA
AACAGTATGA
AGGCGCGCTT
CTATGCGGTG
AAACGTTAAT
CCAATAGGCC
GACTCCGCGC

TCTTGACGTG
TTTTGGTTTT
AGAGTAATGC
GAATAAGAAG
AACTCCAATA
GTACTTCICT
TGCTATTACA
TCTTGAAACC
TGCAAAAARAA
GCAGAATAGT
CCTGGCAAAT
TGAACACGGC
ATTACTCTTG
TTTTTITTTTT
AATGAATTAT
CAGGCAAGAT
AATGAAACCA
TCGATCTTCC
ATTAACGTCC
TCCGGCTGGT
ACTGAAGACT
GTAAAAAGGT
GATCTTTCGA
GATCTCTICTT
ACCCTCCACG
AAGGCTCTTG
TCCACCAAAG
TATACATGTG
TACTGAAGAT
TCCTTTTTTC
TGAAATACCG
ATTTTIGTTAA
GATAGCTTCA
ATCGCCGTAC

57

ATTTGGACTT
GTTATCCTTA
CAAAATATAA
AGCATCTTAA
AACTACTTTC
AATTCACCAA
CATATGGCTT
ACAGGCGGAG
ATGAAATACA
TAACACCTTT
TCCCGTTTTA
ATTAGTCAGG
GCCTCCTCTA
TCCCCTAGCG
ACATTATATA
AAACGAAGGC
AGATTCAGAT
CAGAAAAAGA
ACACAGGTAT
CGCTAATCGT
GCGGGATTGC
TTGGATCAGG
ACAGGCCGTA
GCGAGATGAT
TTGATTGTCT
CGGTTGCCAT
GTGTTCTTAT
TATATATGTA
GACAAGGTAA
TTTTTGCTTT
CACAGATGCG
AATTCGCGTT
AAATGTTTCT
CACTTCAAAA

CTGTICTTGCA
TAAAAAGAAA
ATAAATAAAT
GATTACAATT
CTATACAAAT
GAAATTAAGG
TTCTGCAATC
TAGAGTTACT
TATTTACACG
GTTTTATCCT
AGAGCTTGGT
GAAGTCATAA
GTACACTCTA
GATGACTCTT
AAGTAATGTG
AAAGATGACA
TGCGATCTCT
GGCAGAAGCA
AGGGTTTCTG
TGAGTGCATT
TCTCGGTCAA
ATTTGCGCCT
CGCAGTTGTC
CCCGCATTTT
GCGAGGCAAG
AAGAGAAGCC
GTAGTGACAC
TACCTATGAA
TGCATCATTC
TTCTTTTTTT
TAAGGAGAAA
AAATTTTTGT
ACTCCTTTTT
CACCCAAGCA

TTCGCGTCCA
GGAAGCTTCT
AAATATGAARA
TCAAGAAATA
TTCTATGGTG
TAAACATCTG
ATTTCTTCCC
TGATGCGGTA
ATTTGCAGGA
TTTGIGTCTT
GAGCGCTAGG
CACAGTCCTT
TATTTITTTTA
TTTTTITTICTT
ATTTCTTCGA
GAGCAGAAAG
TTAAAGGGTG
GTAGCAGAAC
GACCATATGA
GGTGACTTAC
GCTTTTAAAG
TTGGATGAGG
GAACTTGGTT
CTTGAAAGCT
AATGATCATC
ACCTCGCCCA
CGATTATTTA
TGTCAGTAAG
TATACGTGTC
TTCTCTTGAA
ATACCGCATC
TAAATCAGCT
TACTCTTCCA
CAGCATACTA



2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381

AATTTCCCCT
GAAAAAAGAG
ACGTTTCTTT
GATATTTAAG
TATTACAACT
TTAAAACAAT
TCGCATCCTT
TACAAGACAG
GTAATGGTTC
TGGCCTCCCC
TAGATCATTA
TAGGTGGTGG
GATTGGCAAT
TAAGTAGATT
CCAGAGATGC
CATTGATCGA
CCTTGTTAAA
CTAGAAGAGA
CCTTAGCTTC
TGGGTIGGTTC
TATCTTTGGC
CAGAATTTGC
ACTGGCCTGA
ATGACCACCC
TTATGTCACG
TTAGACAACC
CGTTATTTAT
TTATACTGAA
ATAAAGCAGC
AGTTAAACTA
GATTCAGGCC
GAATGAAAGT
TGCGGTGTAA
ATCGATAATG
TATGTAGAAA
AATCTGTATA
ATTCACCAAT
TTAGTATCGT
TTCTGTATTG

SEQ ID NO: 42. Fragmento
YORWOdelta22 de la cepa BY4741 de S. cerevisiae

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ACCGGAGCTT
ACCGTTGGAG
TTATTGTAGT
TTCTIGGTTT
TTCATCCTGA
TGCAAGAGTG
TTAGGCGATT
TCTTTTAAAT
TCCCTCAGTA
TAACAAAGCG
CCAAACGTAC
AGTATAATCC
CTTCTAGTAT
ACATCAAAAT
TCAAAAACGT
TGGCCGAGCG
ATACTCAGGT
CAACATAACG
TTTTIGTTAA
AAAAAGGAAA
CTAARATGCTT
TCCAATAGGT
AATATATATA
AGAAGATCGT
AGGTTICTTAA
TAATTGGTGG
CCTCCAAGAA
GTAGTGTTAG
ACTTAAGACC
AATTTGCTAA

ES 2 698 500 T3

CTTICTITCCT
ACCGCCTCGT
TTCTTGAAAA
TTAATAAACG
TTTTTTACTT
GAATGTCACC
AGACGCCCCA
ATTGAGAGCT
TAAAGCATTT
AGGTGAAGCC
TTTGCACACA
TATGGGTTTG
GCCTGAAATC
GCCTGGTAAA
TTTGGACTTA
TGGTTTGATC
GGCTTTAGAA
AAGATTAGAC
ATTGGAAAAC
ACCTTTAACA
ACAAGTATTT
AGAAGGTGTA
CGTAAACCAA
TTTAGCTGAT
CTTACATTICA
TGAAGTCTAG
ATTTCAAATT
AACCTTGCTT
CGCTACCAAA
CCCAAACTTA
TCATATAGAT
CTAAAATGTC
CGTGGGGACA
TAATAGGAAT
TACCGATTCA
CATAATATTA
TAATCACAAG
CAAAACACTC
TTCTTCTTAG

de recombinacién lineal para la integraciéon gendmica de F6AA82-2 en el sitio

GGATATGATA
GCAGAAACAA
CTCGCTTTCT
TTTTTAAAGG
TTCTCTATTT
TATCTCGGGA
TCTAGCATAT
ACTTATTAAC
TGACAATACA
AACAAAATGG
GAATGCCTGA
ATATTTTATA
ATCCACATAC
CCACATTICTIC
TATATTTATA
GTCTAAGGCG
ATCGTAAGAT
AGAACACACA
TTTCAGAGGT
GGTGAGAGGC
GCATCACAAT
GGTTAGCAAT
TATATTTCAA
CGTTTTGCCA
AGCTATTTCT
TGCTGCTATC
GGTTGATGCC
ACCTGAACAA
ATGTAACTTT
AGGTACTGAC

CTAGGGTGTC
TTCTTTTTICT
TTTTTITTTTT
GTCTTCAATT
CTTGCTCATT
TTTGAAGAAA
GCATCCTTGA
TGGGCAGAAG
TGCGCAGGTG
CCTGAATTGG
TACCCAAAGC
TTACAAGGTG
TCTATTGGTT
TTGGGTTTAT
AACTTGGCTG
CAATTGAACT
CAACAAGCAA
GCCTTGTTAG
GATGAAGACG
GGTCATTTGG
CAAATGGAAT
AGAGCCAGAT
GTTCCTGAAG
TTGGCATAAC
CGCCCTCCCC
GTCCCTATTT
TTTICTTTTTT
GAGAAGGTTT
CAGACAAGAT
TTAAAGCTTG
TAGATATAGG
ATCTATTCGG
TAAAACAGAC
GAAACATATA
ATTTTIGGGGA
TAGGCTTTAC
TTGGTAATGA
GGTTTTACTC
TGCTTGTATA

AACGAAATAT
TTTTGTCACA
TTTATGCTGG
TGTGGTTTCG
TAAACGCTTC
ACAGTCATTT
ATCAAATACC
GTACTCAAAC
TCATTCTAAA
GCAACATGAG
ACAATTAGTT
TAATATATAG
CTAATATTAT
TTCAAAATCA
GGATAATTAT
CCTGATTCAA
GCAAGAGTTC
GGGGCGCTAT
CGCCTGACGC
CGGAACCGGC
ACTTGAAGTT
CGTCTTACTT
GGATATACCA
GGTGACCACG
GATGTTCGTT
GATGCTACAG
GTTTTGTTAG
GGTTTACTAA
GCATCCGACT
TTCGTTGTTG

58

GTTAATTACC
TCGTCGAAAA
GATTTTTTTIC
TCTCAAGTTT
AGAAAGAAAG
GAGCCAGTTT
ACGCTTTGTC
ATGCAGACAT
GTGACGTTGT
CTGAAAGATT
CTTTGATATG
CTGGTATTAG
TATTTCCAGA
TTTTCGGTTT
ATAGATTCTT
GGAGAGAACA
GAAGTGAATT
ATCAAGCTAC
CATTGTTAGC
TCTGGGGTCA
ACGGCATGTC
TAATCGATAA
CCGTTATTGC
GATACCGTCG
CCACATCCGC
ATTTTTTTAT
TTCTGTACAG
TGGGACGCTC
TCAGTATGTA
ATAAATTACT
GTACGTAACA
TAGCACTCAT
ATCAAATATA
AAACGAAAGG
TTCTITATATT
CAACAATGGA
GTTTGATAAC
GAGCTTIGTAG
TGCTCATCCC

TCTTGAATCG
AGATGGGCAT
ACAAATGAGA
GCATTATCCT
AGCCTATCAG
ATTCCGCAAC
GTTCGCGATT
AACTACACTT
CGTTCGTAAA
ATGAAACTCC
TAGATCCGAG
GATAAGTAAC
TGCCTTATTA
ATTGTCCTGT
ACTCTATTTC
GAAATATCTT
GAATCICTTA
CGCACAGAAT
ATATACCTTT
TTTTCATATA
GACAATATTA
TCTAACTTTT
TTCTAATGTC
TTGGTCAAGA
CCAATGTCAA
GTGTCCCACT
GTGCTGTGGC
AAATCCGTAA
CTICTITTITAGA
TCAGAGAATT

CGTACTAAAG
AGGCAATAAA
TCTTTCGATG
CAGTTTCATT
CATAGCAATC
ACACGGTTAC
CTTACCAATG
AGCCTGTGTC
CCAATTAGCT
TTTCGCTAGA
CTGGGCTCAT
AATAGTCACC
TGTTGGTGGT
AACCGCTTCA
GTTAGATACT
ACCAGATTTG
ACCAGCTGCA
TTTACCATTG
CAAAGCCGCT
AATTAGAAGA
ATTGAATTGT
AGACCACGCT
AGCCCATTTT
ACCTCGAGTC
TCTAACCGAA
AGTTATGTTA
ACGCGTGTAC
GAAGGCTTTA
AGGTAAATAC
GAAATTCCAC
TTCTGTCAAC
GTTACTAGTA
ATGGAAGCTG
AGAAGTAATG
CTCGAGAGAA
ATTTCGACAA
AAGTTACTTT
CACAATAATA
GACCTTCCAT

TGAGATCGCC
TCTACCCCAT
CTACTGCACA
GCCGCACGTT
GATTTGGTTT
AAACTTAATT
TCTTCTGGGT
CGTTGTATCT
ACACATATGA
GCGTCCCTTA
ATTCCGCGCT
AGCCCGCGAA
AAAATGGAAT
ACTTCCTTGT
TCAACAAGTA
GACCGCAGTT
GCAACCATTA
CAAATTCGAT
TTCAACTGAA
GAATAGAGAA
TTTAAGGACC
CTTACCTTTT
TGCCCCTATG
AATCACAGCC
GTTCGATTTC
TCCAGATGAG
TGGTCCTAAA
AGAACTTCAA
CTTATCTCCA
AGTGGGAGGT

GTTTGGAAAA
AATTTTTATC
ACCTCCCATT
TTTCTITGTTC
TAATCTAAGT
AGAATCGGTA
ATTGATGCTT
TTGTTACGTG
AAGAAATGTT
AGTTACAGAT
GGTCACGTTT
CCATCTTCAA
TCCCATTTCT
CCATTGAATG
CAACAAGACG
CAATTGCATT
CAATGGTTGC
TCTTGGCAAG
AAGACTATGT
GCTAGACACT
TGCAGACATC
CCACATTGGC
GCACCATTAG
ATGTAATTAG
AAGGAAGGAG
GTATTAAGAA
GCATGTAACA
ATTTGCGGCC
CTTTTTGCAC
CTTTCAGTTA
CAAGTTGTTG
TACTGTCACA
AAATGCAAAG
GTAATATTAG
TTTCTAGTAT
TTATCATATT
CTTAACAACG
CCGTGTAGAG
T

TGTTTITCAAA
CCTTGCTGTA
TTTTTATACG
TCTTGGATAA
TGATACATAC
GCGGAACGCG
TCGTCTCTTT
CAGAATGAGA
AACAACTTTA
GCTGAACTAC
TCCATCATTT
TCGAGGAGAA
CCCAACAATT
TCATGTGTGT
ATTGGTTGTT
AACTGTGGGA
TTTTTITTCCT
GACTGGAAAT
AAATTGGGAG
GCGTTCATGA
TATTGTTTTT
ACATTTCAGC
TCTGCCCCTA
GAAGCCATTA
GAAAATCATT
GCGCTGGAAG
TGGGGTACCG
TTGTACGCCA
ATCAAGCCAC
ATTTACTTTG



1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341

GTAAGAGAAA
CAGAAGTGCA
TGCCTATTTG
CTGTGGAGGA
ATTCTGCCGC
GCAACATGTT
TGTTGCCATC
AACCATGCCA
TCTTGTCTGC
TTGAAGATGC
CCAACAGTAC
AAAAAGATTC
GAAACGACAC
ATCTACATAC
AATTGATACT
ACAAGGAGGA
CCTAATTTGA
TCAATGACCT
TGGTGAAAGT
TCTACTCCTT
AAACACCCAA
ACCCGTACTA
AAAAGGCAAT
TTCTCTTTCG
TTTCAGTTIC
AAGCATAGCA
TTTACACGGT
GTCCTTACCA
CATAGCCTGT
TGTCCAATTA
ATTTTTCGCT
ATGCTGGGCT
TAGAATAGTC
AGATGTTGGT
TTTAACCGCT
CTTGTTAGAT
ACAACCAGAT
ATTACCAGCT
TACTTTACCA
AGCCAAAGCC
TCAAATTAGA
GTCATTGAAT
TAAAGACCAC
TGCAGCCCAT
TCGACCTCGA
CGCTCTAACC
TATAGTTATG
CAGACGCGTG
CTCGAAGGCT
ATGAGATCTG
ACTATTAATT
TCAATATCAT
CAAAGAACGT
GCCCAGAATA
ATATTGCCGT
ATTATTACGT
AATTATAAAA
CCTAATGGTT
TGTTCCCAGT
GCGATCGTTT

ES 2 698 500 T3

GGAAGACGAT
AAGAATCACA
GTCCTTGGAT
AACCATCAAG
CATGATCCTA
TGGTGATATC
TGCGTCCTTG
CGGTTCTGCT
TGCAATGATG
AGTTAAAAAG
CACCGAAGTC
TCTTTITTTTA
GAAATTACAA
ATTTATCAAG
AATGGCTCAA
GGGCACCACA
TATTGGAGGA
GACCATTTGA
TCCCTCAAGA
TTTTACTCTT
GCACAGCATA
AAGGTTTGGA
AAAAATTTTT
ATGACCTCCC
ATTTTTICTIG
ATCTAATCTA
TACAGAATCG
ATGATTGATG
GTCTTGTTAC
GCTAAGAAAT
AGAAGTTACA
CATGGTCACG
ACCCCATCTT
GGTTCCCATT
TCACCATTGA
ACTCAACAAG
TTGCAATTGC
GCACAATGGT
TTGTCTTGGC
GCTAAGACTA
AGAGCTAGAC
TGTTGCAGAC
GCTCCACATT
TTTGCACCAT
GTCATGTAAT
GAAAAGGAAG
TTAGTATTAA
TACGCATGTA
TTAATTTGCG
TGAATGGGCA
CCTTCGCTTT
TTGTTACTTT
CAAAAAGAAA
TCGCTGGAGC
TATCATAAAT
TCCTCTTTTT
AAGAATAAAT
AAAATTCAGA
CAATCAAAAG
ATCACG

GGTGATGGTG
AGAATGGCCG
AAAGCTAATC
AACGAATTCC
GTTAAGAACC
ATCTCCGATG
GCCTCTTTIGC
CCAGATTTIGC
TTGAAATTGT
GTTTTGGATG
GGTGATGCTG
TGATATTTGT
AATGGAATAT
AAGGAGAAAA
CGTGATAAGG
CAAAAAGTTA
TTTITCTCTAA
TGGAGTTTAA
ATTTTACTCT
CCAGATTTIC
CTAAATTTICC
AAAGAAAAAA
ATCACGTTTC
ATTGATATTT
TTCTATTACA
AGTTTAAAAC
GTATCGCATC
CTTTACAAGA
GTGGTAATGG
GTTTGGCCTC
GATTAGATCA
TTTTAGGTGG
CAAGATTGGC
TCTTAAGTAG
ATGCCAGAGA
ACGCATTGAT
ATTCCTTGTT
TGCCTAGAAG
AAGCCTTAGC
TGTTGGGTGG
ACTTATCTTT
ATCCAGAATT
GGCACTGGCC
TAGATGACCA
TAGTTATGTC
GAGTTAGACA
GAACGTTATT
ACATTATACT
GCCGGACCAA
AGATAAAAAA
CGGCGGTCAC
ATTTGAAAGT
CAAGATAATT
TCAGTGTAAG
ACTAGTTGTA
CCGTTTCATG
CCGCAATAAT
GGAACCTTICG
TTGATACTAT

TCGCTTGGGA
CTTTCATGGC
TTTTGGCCTC
CTACATTGAA
CAACCCACCT
AAGCCTCCGT
CAGACAAGAA
CAAAGAATAA
CATTGAACTT
CAGGTATCAG
TCGCCGAAGA
ACATAAACTT
GTTCATAGGG
AGGAGGATAG
AAAAAGAATT
GGTGTAACAG
AAAAARAAARA
GTCAATACCT
GTCAGAAACG
TCGGACTCCG
CCTCTTICTT
GAGACCGCCT
TTTTTCTTGA
AAGTTAATAA
ACTITTTTTA
AATGAATGTC
CTTAGACGCC
CAGATTGAGA
TTCTAAAGCA
CCCAGGTGAA
TTATTTGCAC
TGGTATGGGT
AATGCCTGAA
ATTGCCTGGT
TGCTTTGGAC
CGATGGTTTG
AAAGGCTTTA
AGAAAGATTA
TTCATTGGAA
TTCACCTTTA
GGCACAAGTA
TGCAGAAGGT
TGACGTAAAC
CCCTTTAGCT
ACGCTTACAT
ACCTGAAGTC
TATATTTCAA
GAAAACCTTG
CTATCATCCG
CAAAAATTGA
AGAATTTGCG
CTGTATTACT
TTTGTGCTTA
TGGCATGAAC
CTTGTCAATG
TTTCCAGAAT
TTTAGGCTAA
ACGTAGTCTG
AATAGCTGCC

TAGTGAACAA
CCTACAACAT
TTCAAGATTA
GGTTCAACAT
AAATGGTATT
TATCCCAGGT
CACCGCATTT
GGTTGACCCT
GCCTGAAGAA
AACTGGTGAT
AGTTAAGAAA
TATAAATGAA
TAGACGAAAC
TAAAGGAATA
GCACTTTAAC
AAAATCATGA
ATACAACAAA
TCTTGAAGCA
GCCTATAGCT
CGCATCGCCG
CCTCTAGGGT
CGTTTCTTTT
AAATTTTTTT
ACGGTCTTCA
CTICTTGCTC
ACCTTTGAAG
CCAGCATCCT
GCTTGGGCAG
TTTTGCGCAG
GCCCCTGAAT
ACATACCCAA
TTGTTACAAG
ATCTCTATTG
AAATTGGGTT
TTAAACTTGG
ATCCAATTGA
GAACAACAAG
GACGCCTTGT
AACGATGAAG
ACAGGTCATT
TTTCAAATGG
GTAAGAGCCA
CAAGTTCCTG
GATTTGGCAT
TCACGCCCTC
TAGGTCCCTA
ATTTTTCTTT
CTTGAGAAGG
CTAATTACTG
AATGTTTGAC
TGTAGCTGAC
GCGCCTATTG
CACCATTTAT
ACAACTCTGA
CGACGAATGG
GCTATTGAAT
TTGTTGTACT
ATCGCTACTT
ATTTATACCT

TACACCGTTC
GAGCCACCAT
TGGAGAAAAA
CAATTGATTG
ATAATCACCA
TCCTTGGGTT
GGTTTGTACG
ATCGCCACTA
GGTAAGGCCA
TTAGGTGGTT
ATCCTTGCTT
ATTCATAATA
TATATACGCA
CAGGTAAGCA
ATTAATATTG
AACTACGATT
TAAAAAACAC
TTTCCCATAA
TCAAAATGTT
TACCACTTCA
GTCGTTAATT
TCTTCGTCGA
TTTGATTTTT
ATTTCTCAAG
ATTAGAAAGA
AAAGAGCCAG
TGAACGCTTT
AAGATGCAGA
GTGGTGACGT
TGGCTGAAAG
AGCCTTTGAT
GTGCTGGTAT
GTTTATTTCC
TATTTTTCGG
CTGATAGATT
ACTGGAGAGA
CAAGAAGTGA
TAGATCAAGC
ACGCATTGTT
TGGICTGGGG
AATACGGCAT
GATTAATCGA
AAGCCGTTAT
AACGATACCG
CCCCCACATC
TTTATTTTTT
TTTTICTIGTA
TTTTGGGACG
ACATTACCAA
GTTATGTAAA
TCTTGTTCAA
TCATCCGTAC
AGATCACTGA
CTGATCGCAC
CATCATGCCT
CTAACACTTC
GTCAAGCGAA
CTATATCTTA
GTTAGTTATG

SEQ ID NO: 43. Fragmento de recombinacion lineal para la integracion gendmica de F6AA82-2 en el gen BUD21 de
la cepa BY4741 de S. cerevisiae
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61
121
181
241
301
361
421
481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

AACTCAATCG
TTAGCGGGGA
ATAAAAAGAA
TTTTTCTTTT
AGGCAGTACG
ATCATTTTTIT
AATCTCCGAA
CATATGTAGT
AAAAACCTGC

TACTCATCCT
CTTGTGTGCT
AGGTCCCAAA
GGGCACAGTT
CAGAAAATTT
AATAGCAGAA
CGGTTTGAAG
AGAATTGTCA
TGCGAAGAGC
AGATGAAGGT
CGCATTGGGT
TATTGTTGGA
CAGAAAAGCA
ATTATAAGTA
GTTATTACCC
GGATAGCTTC
CATCGCCGTA
TCTAGGGTGT
TTTCTTTTTIC
ATTTTTTTTT
GGTCTTCAAT
TCTTGCTCAT
CTTTGAAGAA
AGCATCCTTG
TTGGGCAGAA
TTGCGCAGGT
CCCTGAATTG
ATACCCAAAG
GTTACAAGGT
CTCTATTGGT
ATTGGGTTTA
AAACTTGGCT
CCAATTGAAC
ACAACAAGCA
CGCCTTIGTTA
CGATGAAGAC
AGGTCATTTG
TCAAATGGAA
AAGAGCCAGA
AGTTCCTGAA
TTTGGCATAA
ACGCCCTCCC
GGTCCCTATT
TTTICTTTTT
TGAGAAGGTT
CATAATGTTC
TTCTTCAGAG
GGATTCATCA
TCCACCAACA
ATTTCCACTT
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TGCTAAGCGA
TAGCACTCTG
AAAGAAGGTT
CAAGCGATGA
AATTGATACC
TTTTATTCTT
CAGAAGGAAG
GTTGAAGAAA
AGGAAACGAA

AGTCCTGTTG
TCATTGGATG
ATTTGTTTAC
AAGCCGCTAA
GCTGACATTG
TGGGCAGACA
CAGGCGGCAG
TGCAAGGGCT
GACAAAGATT
TACGATTGGT
CAACAGTATA
AGAGGACTAT
GGCTGGGAAG
AATGCATGTA
TATGCGGTGT
AAAATGTTTC
CCACTTCAAA
CGTTAATTAC
TTCGTCGAAA
TGATTTTTTT
TTCTCAAGTT
TAGAAAGAAA
AGAGCCAGTT
AACGCTTTGT
GATGCAGACA
GGTGACGTTG
GCTGAAAGAT
CCTTTGATAT
GCTGGTATTA
TTATTTCCAG
TTTTTCGGTT
GATAGATTCT
TGGAGAGAAC
AGAAGTGAAT
GATCAAGCTA
GCATTGTTAG
GTCTGGGGTC
TACGGCATGT
TTAATCGATA
GCCGTTATTG
CGATACCGTC
CCCACATCCG
TATTTITTTTA
TTTCTIGTACA
TTGGGACGCT
ATTTATCTAT
ATGCAGTACG
TGAGGTAAAA
AATGCTGTGA
AT

CAAACTGAAA
AAACGTGTTC
CCTCCACGGA
GGTTAGCGAA
CTGAACTGTT
TTTTTTGATT
AACGAAGGAA
CATGAAATTG
GATAAATCAT

CTGCCAAGCT
TTCGTACCAC
TAAAAACACA
AGGCATTATC
GTAATACAGT
TTACGAATGC
AAGAAGTAAC
CCCTATCTAC
TTGTTATCGG
TGATTATGAC
GAACCGTGGA
TTGCAAAGGG
CATATTTGAG
TACTAAACTC
GAAATACCGC
TACTCCTTTT
ACACCCAAGC
CCGTACTAAA
AAGGCAATAA
CTCTTTCGAT
TCAGTTTCAT
GCATAGCAAT
TACACGGTTA
CCTTACCAAT
TAGCCTGTGT
TCCAATTAGC
TTTTCGCTAG
GCTGGGCTCA
GAATAGTCAC
ATGTTGGTGG
TAACCGCTTC
TGTTAGATAC
AACCAGATTT
TACCAGCTGC
CTTTACCATT
CCAAAGCCGC
AAATTAGAAG
CATTGAATTG
AAGACCACGC
CAGCCCATTT
GACCTCGAGT
CTCTAACCGA
TAGTTATGTT
GACGCGTGTA
CGAAGGCTTT
AATCAAACAA
ATATCACCAA
CGACTTCCTG
AAGACGCATA

60

AGGTATATCA
AAGTCACCTT
AAGATGGTAT
GTTGTTCGAA
ACTACATACC
TCGGTTTICTT
GGAGCACAGA
CCCAGTATTC
GTCGAAAGCT

ATTTAATATC
CAAGGAATTA
TGTGGATATC
CGCCAAGTAC
CAAATTGCAG
ACACGGTGTG
AAAGGAACCT
TGGAGAATAT
CTTTATTGCT
ACCCGGTGTG
TGATGTGGTC
AAGGGATGCT
AAGATGCGGC
ACAAATTAGA
ACAGATGCGT
TTACTCTTCC
ACAGCATACT
GGTTTGGAAA
AAATTTTTAT
GACCTCCCAT
TTTTCTTGTT
CTAATCTAAG
CAGAATCGGT
GATTGATGCT
CTTGTTACGT
TAAGAAATGT
AAGTTACAGA
TGGTCACGTT
CCCATCTTICA
TTCCCATTTIC
ACCATTGAAT
TCAACAAGAC
GCAATTGCAT
ACAATGGTTG
GTCTTGGCAA
TAAGACTATG
AGCTAGACAC
TTGCAGACAT
TCCACATTGG
TGCACCATTA
CATGTAATTA
ARAGGAAGGA
AGTATTAAGA
CGCATGTAAC
AATTTGCGGC
TGAGAATATA
CGGTATGCAG
TTCAACGCTG
TAGTAAACTG

ACCAGAGATG
CCACGGGAAT
CAAGTTCCGT
CAAGCCCAAA
ACAGCTTTTC
TGAAATTTTT
CTTAGATTGG
TTAACCCAAC
ACATATAAGG

ATGCACGAAA
CTGGAGTTAG
TTGACTGATT
AATTTTTTAC
TACTCTGCGG
GTGGGCCCAG
AGAGGCCTTT
ACTAAGGGTA
CAAAGAGACA
GGTTTAGATG
TCTACAGGAT
AAGGTAGAGG
CAGCAAAACT
GCTTCAATTT
AAGGAGAAAA
AGATTTTCTC
AAATTTCCCC
AGAAAAAAGA
CACGTTTICTT
TGATATTTAA
CTATTACAAC
TTTAAAACAA
ATCGCATCCT
TTACAAGACA
GGTAATGGTT
TTGGCCTCCC
TTAGATCATT
TTAGGTGGTG
AGATTGGCAA
TTAAGTAGAT
GCCAGAGATG
GCATTGATCG
TCCTTGTTAA
CCTAGAAGAG
GCCTTAGCTT
TTGGGTGGTT
TTATCTTTGG
CCAGAATTTG
CACTGGCCTG
GATGACCACC
GTTATGTCAC
GTTAGACAAC
ACGTTATTTA
ATTATACTGA
CGTACAATCA
TACTGAAGTT
ACACCTATCA
AGATCGTGAT
CCACCACTCA

AAATCGGAAA
GGTCGGGTAA
TGATTGAAAA
TATGTTTAGA
AATTCAATTC
TTGATTCGGT
TATATATACG
TGCACAGAAC
AACGTGCTGC

AGCAAACAAA
TTGAAGCATT
TTTCCATGGA
TCTTCGAAGA
GTGTATACAG
GTATTGTTAG
TGATGTTAGC
CTGTTGACAT
TGGGTGGAAG
ACAAGGGAGA
CTGACATTAT
GTGAACGTTA
AAAAAACTGT
AATTATATCA
TACCGCATCA
GGACTCCGCG
TCTTTCTTCC
GACCGCCTICG
TTTCTTGAAA
GTTAATAAAC
TTTTTTTACT
TGAATGTCAC
TAGACGCCCC
GATTGAGAGC
CTAAAGCATT
CAGGTGAAGC
ATTTGCACAC
GTATGGGTTT
TGCCTGAAAT
TGCCTGGTAA
CTTTGGACTT
ATGGTTTGAT
AGGCTTTAGA
AAAGATTAGA
CATTGGAAAA
CACCTTTAAC
CACAAGTATT
CAGAAGGTGT
ACGTAAACCA
CTTTAGCTGA
GCTTACATTC
CTGAAGTCTA
TATTTCAAAT
AAACCTTGCT
CAAAATTAAT
TGGTAGGTTA
AAACATAAAC
CATGAGAATC
TAAGCAGAAG



SEQID NO: 44.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141

1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

SEQID NO: 45.

1

MNLQFEERPSLHGYRIGIASLDAEKSLNALTLPMIQALDARLQAWAEDPTIACVMLRGNG

61

PKAFCAGGDVVQLVQQCREHPGEVPPLARRFFADX YRLDHRIHSYPKPFICWAHGHVLGG

121

GMGLMQGAGVRIVTPSSRLGMPEINIGLYPDVGGSWFLARLPGRLGLFLGLTAASINARD

181

ALDLNLADRFLRDDQODALLEGLVQLNWREQPAAQLHSLLRALENEARGELPAAQWLPRR

241

ERIDELLDVADLPAAVQATSALQODDDALLARAAKTLAHGCPLTAHLVWQQOIRRARHLSL

301

AEVFRMEYAMSLNCCRHPDFPEGVRARLIDKDQTPHWHWPDVAAIPEAVIEAHFAPAWEG
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Codon de secuencia de ADN SeACS (L641P) optimizado para la expresion en S. cerevisiae

ATGTCCCAAA
CCAGAACAAT
GAACAAGGTA
GCTCCAGGTA
TGTTTGGATA
GATGCCTCTC
GCTAACACTT
ATGGTTCCTIG
GTTATTTTICG
AGATTGGTTA
AACGTTGATG
AAGAGAACCG
ATTGAAAAGG
ATCTTGTACA
TATTTGGTTT
TATTGGTGTA
TTAGCTTGTG
AGAATGTGTC
ATTAGAGCTT
AGAATCTTGG

AAAATTGGTA
TTTATGATTA
TTTTTTGGTG
GAAGGTAATT
CACGAAAGAT
GGTGCTAGAA
AATGTTTCTIG
AAGATTGCTG
GCTTACGTTA
AACTGGGTCA
TCTTTGCCAA
GGTGATACTT
CCATTAGAAG

UniProt ID A4XS22 derivado de malonil-CoA hidrolasa de Pseudomonas mendocina (cepa ymp)

361 EHPLADL

CTCATAAGCA
ACGAAACTAA
AGATTTTGGA
ACGTTTCCAT
GACACTTGCA
AATCCAAACA
TGTTGGATTT
AAGCTGCTGT
GTIGGTTTTTIC
TCACCGCTGA
ACGCCTTGAA
ATTCTGATAT
CTTCTCCAGA
CTTCTGGTTC
ACGCTGCTAC
CTGCTGATGT
GTGCTACTAC
AAGTTGTTGA
TGATGGCTGA
GTTCTGTTIGG

AAGAARAGTG
CTCCATTGCC
TTCAACCAGC
TGGTTATTAC
TCGAACAAAC
GAGATGAAGA
GTCACAGATT
AAGCAGCAGT
CCTTGAATCA
GAAAAGAAAT
AGACCAGATC
CTAACTTGGG
AAAAGCAAGC

CGCTATTCCA
GTACAAGCAA
TTGGATTACC
CAAATGGTAT
AGAAAACGGT
TATCTCTTAC
GGGTATTAAG
TGCTATGTTG
ACCAGAAGCT
TGAAGGTGTT
GAACCCAAAT
TGACTGGCAA
ACATCAACCA
TACTGGTAAG
TACTTTCAAG
TGGTTGGGTT
CTTGATGTTC
CAAACACCAA
AGGTGATAAG
TGAACCTATT

CCCAGTTIGTT
AGGTGCTATT
CTTGGTTGAT
TGATTCTTGG
CTACTTTTCC
TGGTTACTAT
GGGTACAGCC
TGTTGGTATT
TGGTGAAGAA
TGGTCCATTG
AGGTAAGATC
TGATACCTICT
CATTGCCATG

61

GCTAATATTG
TCCATCAACG
CCATACCAAA
GAAGATGGTA
GATAGAACCG
AGAGAATTGC
AAGGGTGACG
GCTTGTIGCTA
GTTGCCGGTA
AGAGCTGGTA
GTTACTTCTG
GAAGGTAGAG
GAAGCAATGA
CCAAAAGGTG
TACGTTTTCG
ACTGGTCATT
GAAGGTGTTC
GTCAACATCT
GCTATTGAAG
AACCCTGAAG

GATACTTGGT
GAATTGAAAG
AATGAAGGTC
CCAGGTCAAG
ACCTTCAAGA
TGGATTACCG
GAAATTGAAT
CCACATGCTA
CCATCCCCAG
GCTACTCCAG
ATGAGAAGAA
ACTTTGGCTG
CCATCTTAA

CTGATAGATG
ATCCAGATAC
AGGTCAAGAA
CTTTGAACTT
CTATTATTTG
ACAGAGATGT
TTGTTGCTAT
GAATTGGTGC
GAATTATCGA
GATCAATTCC
TTGAACACGT
ATTTGTGGTG
ACGCTGAAGA
TTTTACACAC
ATTATCATCC
CTTATTTGTT
CAAATTGGCC
TGTATACTGC
GTACTGATAG
CTTGGGAATG

GGCAAACTGA
CTGGTTCTGC
ATCCACAAGA
CTAGAACTTT
ACATGTACTT
GTAGAGTTGA
CTGCTTTGGT
TTAAGGGTCA
AATTATACGC
ATGTTTTACA
TCTTGAGAAA
ATCCAGGTGT

CTTGATCAAC
TTTTTGGGGT
TACTTCTTTT
GGCTGCTAAC
GGAAGGTGAT
CTGTAGATTC
CTATATGCCA
TGTTCATTCT
TTCTTCATCC
ATTGAAAAAG
CATCGTTTTG
GAGAGATTTG
TCCTTTGTTT
TACTGGTGGT
AGGTGACATC
GTATGGTCCA
AACTCCAGCT
TCCAACTGCT
ATCCTCCTTG
GTACTGGAAG

AACAGGTGGT
TACTAGACCA
AGGTGCTACT
GTTTGGTGAT
TTCTGGTGAT
TGATGTCTTG
TGCTCATCCA
AGCAATCTAC
TGAAGTTAGA
TTGGACAGAT
AATTGCTGCC
TGTTGAAAAG
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SEQ ID NO: 46. malonil-CoA hidrolasa derivada de UniProt ID B9IZZ9 de Bacillus cereus (cepa Q1)

1
MTEHVLFSVSENGVASITLNRPKALNSLSYDMLQPIGQKLKEWENDERIALTIVLKGAGTK
61l

GFCAGGDIKTLYEARSNEAALQHAERFFEEX YEIDTYIYQYKKPITIACLDGIVMGGGVGL
121
TNGAKYRIVTERTKWAMPEMNIGFFPDVGAAYFLNKAPGYAGRYVALTASILKASDVLFEI
181
NAADYFIASDSLPNFLTELESVNWSKEDDVHTHLKEVIRTFATAPTLESELAPSLEEINS
241
HFAFDTIEEITIHSLEKDQSSEFSLKAKETLLSKSPISLKVILKQFIDGONKSVEECFATDL
301 VLAKNFMRHEDFFEGVRSVVVDKDONPNYKYKQLSDVSEEDVNRFEFNLLNA

SEQ ID NO: 47. malonil-CoA hidrolasa derivada de UniProt ID C3ALI3 de Bacillus mycoides Rockl-4

1
MRRYIRGGFKMTENVLFSTIHENGVASITLNRPKALNSLSYDMLHPIGOQKLKEWEKDDRIA
61

VVILKGAGTKGFCAGGDIKTLYEARSNEVALQHAEHFFEEX YEIDTYIYHYPKPITIACLD

121
GIVMGGGVGLTNGAKYRIVIDRTKWAMPEMNIGFFPDVGAAYFLNKAPGQTGRYVALTAS
181
VLKAADVLYIKAADHYMPSETLPTFLDATEKVNWHDONIHITLKELINKYETAPSVESEL
241
VSLLEEIDQHFSFHTVEDIIHSLDNADGSFASKTKETLLSKSPEFSLKVTLKQLIDGKEKS

301
IEECFATDLVLAKNFMRHEDFFEGVRSVVVDKDONPKYKYKQLSDVSDEDVNRFEFNLLNA

SEQ ID NO: 48. malonil-CoA hidrolasa derivada de UniProt ID E2XN63 de Pseudomonas fluorescens WH6
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1
MNLHFEELTGSDGARIGIASLDAEKSLNALSLPMILALGDRLDAWAKDPNIVCVLLRGNG
61l

PKAFCAGGEVRSLALACREQPGEVPALAAQFFAAX YRLDYRLHTFPKPLICWGHGYVLGG
121
GMGLLQOSAAVRIVTPSSRLAMPEISIGLYPDVGASWEFLSRLPGKLGLFLGLTGAHVNGRD
181
ALDLGLADRFLRDDQODELIEGLLOLNWQEQTAMOLNSLFKALAQEAVDQLPEAQWLPRR
241
AQIDEWLDVGDVRSAWRALSQLRDHADPLFSRAGKTLSEGCPLTAHLVWEQIQRARHLSL
301
AQVFOMEYTLSLNCCRHPEFSEGVRARLIDKDQTPRWHWPDVHTLPDAVVQAHFNKAWEG
361 RHPLADLSDY

SEQ ID NO: 49. malonil-CoA hidrolasa derivada de UniProt ID FOPNG8 de Bacillus thuringiensis subsp. finitimus

(cepa YBT-020)
1
MTEHVLEFSVSENGVASTITLNRPKALNSLSYDMLOPIGQKLKEWEHDERTIALIVLKGAGTK
6l
GFCAGGDIKTLYEARSNEAALQHAERFFEEX YEIDTYIYQYKKPIIACLDGIVMGGGVGL
121
TNGAKYRIVTERTKWAMPEMNIGFFPDVGAAYFLNKAPGYAGRYVALTASTLKAADVLET
181
NAADYFIASDSLPNFLTELESVNWPKKDDVHTHLKEVIRTFATAPTLESELAPSLEEINS
241
HFAFDTIEEITHSLEKDQSSFALKAKETLLSKSPISLKVTLKQFIDGONKSVEECFATDL
301 VLAKNFMRHEDFFEGVRSVVVDKDONPDYKYKQLSDVSEEDVNRFFNLLNA

SEQ ID NO: 50. malonil-CoA hidrolasa derivada de UniProt ID F6AA82 de Pseudomonas fulva (cepa 12-X

1
MNVTFEERASLHGYRIGIASLDAPASLNALSLPMIDALQDRLRAWAEDADIACVLLRGNG

61
SKAFCAGGDVVQLAKKCLASPGEAPELAERFFARX YRLDHYLHTYPKPLICWAHGHVLGG
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121
GMGLLQGAGIRIVIPSSRLAMPEISIGLFPDVGGSHFLSRLPGKLGLFFGLTASPLNARD
181
ALDLNLADRFLLDTQODALIDGLIQLNWREQPDLOLHSLLKALEQQARSELPAAQWLPRR
241
ERLDALLDQATLPLSWQALASLENDEDALLAKAAKTMLGGSPLTGHLVWGQIRRARHLSL
301
AQVFQOQMEYGMSLNCCRHPEFAEGVRARLIDKDHAPHWHWPDVNQVPEQVIAAHFAPLDDH
361 PLADLA

SEQ ID NO: 51. malonil-CoA hidrolasa derivada de UniProt ID Q63BK8 de Bacillus cereus (cepa ZK/E33L)

1
MTEHVLEFSVSENGVASITLNRPKALNSLSYEMLOPIGKKLKEWENDEQIALTVLKGAGTK
61l

GFCAGGDIKTLYEARSNEIALQHAERFFEEX YEIDTYIYQYKKPITACLDGIVMGGGVGL
121
TNGAKYRIVTERTKWAMPEMNIGFFPDVGAAYFLNKAPGFAGRYVALTASILKASDVLET
181
NAADYFMTSDSLPKFLTELESVNWHKGDDVHIHLKEVIRTFATTSNLESELAPLLEEINA
241
HFAFDTIEEIIHSLEKDQSSFALKTKKTLLSKSPISLKVILKQFIDGHDKSVEECFATDL
301 VLAKNFMRHEDFFEGVRSVVVDKDQNPNYKYKQLSDVSDEDVNRFFNLLNA

SEQ ID NO: 52. malonil-CoA hidrolasa derivada de UniProt ID Q81DR3 de Bacillus cereus (cepa ATCC 14579/DSM

31)

1
MTEQVLESVSENGVATITLNRPKALNSLSYDMLOQPIGQKLKEWEHDERIALIVLKGAGTK
61l

GFCAGGDIKTLYEARSNEVALQHAERFFEEX YEIDTYIYQYTKPITACLDGIVMGGGVGL
121
TNGAKYRIVTERTKWAMPEMNIGFFPDVGAAYFLNKAPGYTGRFVALTASILKASDVLET
181
NAADYFMTSDSLPEFLTELESVNWHKEDDVHTNLKEVIRTFATAPNLESELAPSLEVINS
241
HFAFDTIEEITIHSLEKDESSFALKTKEILLSKSPISLKVILKQFIDGQDKSVEECFATDL
301 ILAKNFMRHEDFFEGVRSVVVDKDONPNYKYKQLSDVSEEDVNRFFNLLNA

SEQ ID NO: 53. FabD de tipo salvaje de E. coli
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61
121
181
241
301

MTQFAFVEPG
QTQPALLTAS
MQEAVPEGTG
AACKAAGAKR
DAIRDALVRQ
SAMAAALEL
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QGSQTVGMLA
VALYRVWQQQ
AMAAIIGLDD
ALPLPVSVPS
LYNPVQWTKS

DMAASYPIVE
GGKAPAMMAG
ASIAKACEEA
HCALMKPAAD
VEYMAAQGVE

65

ETFAEASAAL
HSLGEYSALV
AEGQVVSPVN
KLAVELAKIT
HLYEVGPGKV

GYDLWALTQQ
CAGVIDFADA
FNSPGQVVIA
FNAPTVPVVN
LTGLTKRIVD

GPAEELNKTW
VRLVEMRGKF
GHKEAVERAG
NVDVKCETNG
TLTASALNEP
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REIVINDICACIONES

1. Una célula huésped recombinante que comprende una malonil-CoA hidrolasa heterdloga, en la que dicha malonil-
CoA hidrolasa heterdloga se selecciona de:

(a) SEQ ID No: 46, 49, 51 y 52, en las que Xaa se seleccionade A,D,R, H, K, S, T,N,QeY;
(b) SEQ ID No: 45, 48 y 50, en las que Xaa se seleccionade A,D,R,H,K,S, T,N,QeY;y
(c) SEQ ID NO. 47, en la que Xaa es S.

2. La célula huésped recombinante de la reivindicacién 1, que se selecciona de una levadura; una especie de
Candida, Cryptococcus, Komagataella, Lipomyces, Pichia, Rhodospiridium, Rhodotorula, Saccharomyces,
Trichosporon o Yarrowia; y una especie de Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Escherichia, Pseudomonas o
Streptomyces.

3. La célula huésped recombinante de la reivindicacion 2, que es una especie de Pichia, Saccharomyces o
Escherichia.

4. La célula huésped recombinante de la reivindicacién 3 que es Pichia kudriavzevii.

5. La célula huésped recombinante de la reivindicacion 3 que es Saccharomyces cerevisiae.

6. La célula huésped recombinante de la reivindicacién 3 que es Escherichia coli.

7. La célula huésped recombinante de la reivindicacion 1, que comprende ademas uno o mas de los siguientes:

una acetil-CoA sintetasa heterdloga seleccionada de ACS1 de S. cerevisiae, ACS2 de S. cervisiae, Acs de
Salmonella enterica, AcsA de Escherichia coliy AcsA de Bacillus subtilis;

una enzima compleja heteréloga piruvato deshidrogenasa de S. cerevisiae seleccionada de PDA1, PDB1, LAT1,
LPD1y PDX1;

una enzima heterdloga de la via catabdlica del etanol;

una ATP citrato liasa heterdloga;

una acetil-CoA carboxilasa heteréloga;

una modificaciéon genética que disminuye el catabolismo del malonato;

una proteina de transporte heteréloga seleccionada de PDR5, PDR10, PDR11, PDR12, PDR15 y PDR18;

una modificaciéon genética que aumenta la tolerancia de la célula huésped al malonato; y

una modificacién genética que mejora el catabolismo de la célula huésped de las fuentes de carbono
seleccionadas de etanol, acetato y sacarosa.

8. La célula huésped recombinante de la reivindicacién 5, que comprende ademas una acetil-CoA carboxilasa que es
acetil-CoA carboxilasa ACC de Yarrowia lipolytica.

9. Un procedimiento de producciéon de malonato que comprende las etapas de cultivar una célula huésped de la
reivindicacion 1 en condiciones que dan como resultado la produccién de malonato; y separar el malonato del caldo
de fermentacion de la célula huésped, en el que dicha separacion se logra ya sea por:

la adicion de una sal de calcio al caldo de fermentacion para precipitar el malonato de calcio, y separar el
malonato precipitado del caldo de fermentacién para proporcionar malonato, o bien

el ajuste del pH del caldo de fermentacién a 2,0 o inferior, la adicién de una amina alifatica al caldo de
fermentacioén, la transferencia de acido maldnico del caldo de fermentacién por transferencia de fase a un
disolvente organico o la combinacion de disolventes organicos y eliminacion de la amina alifatica y el disolvente
organico para proporcionar acido malonico purificado.

10. Un procedimiento de produccién de acrilato, que comprende las etapas de

cultivar una célula huésped de la reivindicaciéon 1 en condiciones que dan como resultado la produccién de malonato;
recuperar el malonato del caldo de fermentacion; y

hacer reaccionar el malonato y el paraformaldehido en una base que contiene un disolvente organico a una
temperatura entre 50 °C y 90 °C.
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