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DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion comprende un procedimiento para la bioconversion de una fuente de carbono fermentable
en 1,3-propanodiol a través de un solo microorganismo.

ANTECEDENTES

1,3-Propanodiol es un monémero que tiene una utilidad potencial en la produccion de fibras de poliéster y
en la fabricacion de poliuretanos y de compuestos ciclicos.

Se conoce una variedad de rutas quimicas para el 1,3-propanodiol. Por ejemplo, el 6xido de etileno se pue-
de convertir en 1,3-propanodiol sobre un catalizador, en presencia de fosfina, agua, monéxido de carbono, hidrége-
no y un acido, mediante la hidratacion catalitica de la fase de solucion de acroleina, seguida por reduccion, o partir
de compuestos tales como glicerol, hecho reaccionar en presencia de monéxido de carbono y de hidrogeno sobre
catalizadores que tienen atomos procedentes del grupo VIII de la tabla periédica. Aunque es posible generar 1,3-
propanodiol por estos métodos, son costosos y generan corrientes residuales que contienen contaminantes ambien-
tales.

Desde hace un siglo se conoce que el 1,3-propanodiol se puede producir a partir de la fermentacién de gli-
cerol. Las cepas bacterianas capaces de producir 1,3-propanodiol se han encontrado, por ejemplo, en los grupos
Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, llyobacter, Klebsiella, Lactobacillus y Pelobacter. En cada caso estudiado, el
glicerol se convierte en 1,3-propanodiol en una secuencia en dos etapas de reaccion catalizada con enzimas. En la
primera etapa, una deshidratasa cataliza la conversién de glicerol a 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA) y agua, Ecua-
cién 1. En la segunda etapa, 3-HPA se reduce a 1,3-propanodiol a través de una oxidorreductasa ligada a NAD",
Ecuacion 2. El 1,3-propanodiol no se metaboliza adicionalmente y, consecuentemente,

Glicerol — 3-HPA + H,0 (Ecuacion 1)
3-HPA + NADH + H" — 1,3-Propanodiol + NAD" (Ecuacion 2)

se acumula en el medio. La reaccion global consume un equivalente reductor en forma de cofactor, dinucleotido de
B-nicotinamida y adenina reducido (NADH), que se oxida a dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD™).

En Klebsiella pneumonia, Citrobacter freundii y Clostridium pasteurianum, los genes que codifican las tres
subunidades estructurales de la deshidratasa de glicerol (dhaB1-3 o dhaB, C y E) estan situadas adyacentes a un
gen que codifica una oxidorreductasa de 1,3-propanodiol (dhaT). Aunque la organizacion genética difiere algo entre
estos microorganismos, estos genes estan reunidos en un grupo que también comprende orfX y orfZ (genes que
codifican un factor para la reactivacion de la deshidratasa para la deshidratasa de glicerol), asi como orfY y orfW
(genes de funcién desconocida). Las oxidorreductasas especificas de 1,3-propanodiol (dhaTs) de estos microorga-
nismos se sabe que pertenecen a la familia de las deshidrogenasas de alcohol de tipo Ill; cada una muestra un moti-
vo conservado que se une a hierro y tiene preferencia hacia la interconversion ligada a NAD'/NADH, de 1,3-
propanodiol y 3-HPA. Sin embargo, la interconversién ligada a NAD/NADH, de 1,3-propanodiol y 3-HPA también
esta catalizada por deshidrogenasas de alcohol que no estan ligadas especificamente a enzimas deshidratasas (por
ejemplo, las deshidrogenasas de alcohol del higado de caballo y de la levadura de Baker (E.C. 1.1.1.1)), no obstante
con parametros cinéticos menos eficaces. La deshidratasa de glicerol (E.C. 4.2.1.30) y la deshidratasa de diol[1,2-
propanodiol] (E.C. 4.2.1.28) son enzimas relacionadas pero diferentes que estan codificadas por distintos genes. Los
genes de la deshidratasa de diol procedentes de Klebsiella oxytoca y Salmonella typhimurium, son similares a los
genes de la deshidratasa de glicerol y estan agrupados en un grupo que comprende genes analogos a orfX y orfZ
(Daniel y otros, FEMS Microbiol. Rev. 22, 553 (1999); Toraya y Mori, J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999); GenBank
AF026270).

La produccién de 1,3-propanodiol a partir de glicerol se realiza generalmente bajo condiciones anaerobias
usando glicerol como la Gnica fuente de carbono y en ausencia de otros aceptores exdgenos reductores equivalen-
tes. Bajo estas condiciones, p. ej., en las cepas de Citrobacter, Clostridium y Klebsiella, una ruta paralela para el
glicerol actua de forma que en primer lugar implica la oxidacion de glicerol a dihidroxiacetona (DHA) a través de una
deshidrogenasa de glicerol ligada a NAD" (0 a NADP"), Ecuacién 3. La DHA, después de la fosforilacién a fosfato de
dihidroxiacetona (DHAP) a través de una cinasa de DHA (Ecuacion 4),

Glicerol + NAD"- DHA + NADH + H* (Ecuacién 3)
DHA + ATP- DHAP + ADP (Ecuacion 4)

esta disponible para la biosintesis y para auxiliar en la generacion de ATP a través de, p. €j., la glicolisis. En contra-
posicion con la ruta del 1,3-propanodiol, esta ruta puede proporcionar carbono y energia a la célula y produce mas
NADH del que consume.

En Klebsiella pneumoniae y Citrobacter freundii, los genes que codifican las actividades ligadas funcional-
mente de la deshidratasa de glicerol (dhaB), oxidorreductasa de 1,3-propanodiol (dhaT), deshidrogenasa de glicerol
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(dhaD) y cinasa de dihidroxiacetona (dhakK), estan incluidos en el regulén dha. El regulén dha, en Klebsiella pneu-
moniae y Citrobacter freundii también incluye un gen que codifica una proteina activadora de la transcripcion (dhaR).
Los regulones dha procedentes de Citrobacter y Klebsiella se han expresado en Escherichia coli y se ha observado
que convierten el glicerol en 1,3-propanodiol.

Ni los métodos quimicos ni los biolégicos descritos anteriormente para la produccién de 1,3-propanodiol,
estan bien adecuados para la produccioén a escala industrial ya que los procesos quimicos requieren mucho gasto de
energia y los procesos biologicos estan limitados a titulos relativamente bajos, a partir de un material de partida
costoso, el glicerol. Estos inconvenientes se podrian superar con un método que requiera un bajo aporte de energia
y un material de partida econémico, tal como hidratos de carbono o azlcares, o aumentando la eficacia metabdlica
de un proceso con glicerol. El desarrollo de cualquier método requerira la capacidad de manipular la maquinaria
genética responsable de la conversién de azlcares en glicerol y de glicerol en 1,3-propanodiol.

Los procesos biologicos para la preparacion de glicerol son conocidos. La inmensa mayoria de productores
de glicerol son levaduras, pero también se conocen algunas bacterias u hongos, y algas. Las bacterias y las levadu-
ras producen glicerol convirtiendo la glucosa u otros hidratos de carbono a través de la ruta de la fructosa-1,6-
bifosfato en la glicolisis, o la ruta de Embden Meyerhof Parnas. El fosfato de dihidroxiacetona se convierte en glice-
rol-3-fosfato por la accion de la deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato, y el glicerol-3-fosfato se convierte en glicerol
por la accion de la glicerol-3-fosfatasa.

El gen que codifica la deshidrogenasa del glicerol-3-fosfato (DAR1, GPD1) se ha clonado y secuenciado a
partir de S. diastaticus (Wang y otros, J. Bact. 176, 7091-7095 (1994)). El gen DARL1 se clon6 en un vector transpor-
tador y se utiliz6 para transformar E. coli, en donde la expresién producia la enzima activa. Wang y otros (supra)
reconocieron que DARL1 esta regulado por el entorno osmético celular pero no sugirieron como se podia utilizar el
gen para mejorar la produccién de 1,3-propanodiol en un microorganismo recombinante.

Se han aislado otras enzimas deshidrogenasas del glicerol-3-fosfato: por ejemplo, la deshidrogenasa de sn-
glicerol-3-fosfato se ha clonado y secuenciado a partir de Saccharomyces cerevisiae (Larason y otros, Mol. Micro-
biol. 10, 1101 (1993)) y Albertyn y otros. (Mol. Cell. Biol. 14, 4135 (1994)) instruyen sobre la clonacién de GPD1 que
codifica una deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato procedente de Saccharomyces cerevisiae. Como Wang y otros.
(supra), tanto Albertyn y otros como Larason y otros, reconocen la osmosensibilidad de la regulacion de este gen,
pero no sugieren cémo se podria utilizar el gen en la produccién de 1,3-propanodiol en un microorganismo recombi-
nante.

Igual que con G3PDH, la glicerol-3-fosfatasa se ha aislado a partir de Saccharomyces cerevisiae y se ha
identificado que la proteina esta codificada por los genes GPP1 y GPP2 (Norbeck y otros, J. Biol. Chem. 271, 13875
(1996)). De forma similar a los genes que codifican G3PDH, parece que GPP2 es osmosensible.

En el documento de patente WO 9634961 y Hernandez-Montalvo y otros. (Appl. Microbiol. Biotechnol.
57:186-191 (2001)) se describen cepas de E. coli que tienen fenotipos “PTS” negativo/glucosa positivo. En el docu-
mento de patente EP 1170376 Al se describe la deleciéon de un gen de la deshidratasa Il de NADH, para mejorar el
rendimiento energético. En el documento de patente WO 2001016346 se describe la utilidad de la "deshidrogenasa
de aldehido A" y de la “deshidrogenasa de aldehido B" para la produccion de acido 3-hidroxipropiénico.

En el documento de patente WO 9635796 (US 5.686.276, E. |. du Pont de Nemours and Company (“Du-
Pont”)) se describe un método para la produccion de 1,3- propanodiol a partir de un sustrato de carbono distinto del
glicerol o de la dihidroxiacetona (especialmente, p. €j., glucosa), empleando un solo microorganismo que comprende
una actividad deshidratasa. En el documento de patente WO 9928480 (DuPont) se describe un método similar con
las ventajas derivadas de expresar actividades exdégenas de una o de ambas, deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato y
fosfatasa de glicerol-3-fosfato que alteran una o ambas actividades endogenas, cinasa de glicerol y deshidrogenasa
de glicerol. En el documento de patente WO 9821339 (US 6.013.494, DuPont) se describe un procedimiento para la
produccién de 1,3-propanodiol usando un solo microorganismo que comprende deshidrogenasa exdgena de glicerol-
3-fosfato, fosfatasa de glicerol-3-fosfato, deshidratasa y oxidorreductasa de 1,3-propanodiol (p. ej., dhaT). En el
documento de patente WO 9821341 (US 6.136.576, DuPont) se describe un método para la produccion de 1,3-
propanodiol que comprende un microorganismo recombinante que comprende ademas una deshidratasa y una pro-
teina X (identificada posteriormente por ser un péptido del factor de reactivacion de la deshidratasa). En el documen-
to de patente WO 2001012833 (DuPont) se describe una mejora para el procedimiento en el que se obtiene un au-
mento significativo en el titulo (gramos de producto por litro) en virtud de una actividad catalitica no especifica (que
se distingue de la oxidorreductasa de 1,3-propanodiol, codificada por dhaT) para convertir 3-hidroxipropionaldehido
en 1,3-propanodiol. El documento de patente de EE.UU. 10/420587 (2003) (US 60/374931 (2002) DuPont)) describe
vectores y plasmidos utiles para la produccion de 1,3-propanodiol. Las solicitudes de DuPont se incorporan como
referencia en la presente memoria descriptiva, tal y como si se expusieran en su totalidad en esta memoria.

La produccién biolégica de 1,3-propanodiol requiere glicerol como sustrato intermedio para una reaccion
secuencial en dos etapas, en la cual una enzima deshidratasa (tipicamente una deshidratasa dependiente de la
coenzima Bi2) convierte glicerol en 3-hidroxipropionaldehido, que entonces se reduce a 1,3-propanodiol a través de
una oxidorreductasa dependiente de NADH- (o NADPH-). La complejidad de los requisitos del cofactor requiere el
uso de un catalizador de célula completa para un proceso industrial que utilice esta secuencia de reaccion para la
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produccioén de 1,3-propanodiol.

Una deficiencia especifica en los procesos biolégicos que conducen a la produccién de 1,3-propanodiol a
partir de glucosa, ha sido el bajo rendimiento del producto conseguido a través de la fermentacion. En el documento
de patente WO 2001012833 (DuPont) se describen los rendimientos en peso de 1,3-propanodiol a partir de glucosa
dentro del intervalo de 24% y 35%. El problema que sigue sin resolverse es como producir 1,3-propanodiol biol6gi-
camente, con un rendimiento elevado y con un solo microorganismo, a partir de un sustrato econémico de carbono,
tal como glucosa u otros azlcares.

SUMARIO DE LA INVENCION

Los solicitantes han resuelto el problema indicado. La presente invencion proporciona la bioconversion de
una fuente de carbono fermentable en 1,3-propanodiol, con un rendimiento mas elevado que el obtenido previamen-
te y con el uso de un solo microorganismo. El rendimiento obtenido es superior al 35% y preferiblemente superior al
40%. La glucosa se utiliza como sustrato modelo y Escherichia coli se utiliza como el microorganismo hospedador
modelo, con las modificaciones y las alteraciones genéticas Utiles detalladas en esta memoria.

Los solicitantes han proporcionado una cepa de E. coli que comprende:

a) un sistema enddgeno alterado de fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-glucosa que evita la expresion de
las proteinas activas del sistema de la fosfotransferasa PEP-glucosa;

b) un gen enddgeno galP regulado por aumento que codifica el cotransporte unidireccional (de aqui en ade-
lante, simportador) activo de galactosa-proton;

c¢) un gen glk endégeno regulado por aumento que codifica una glucocinasa activa; y

d) un gen gapA enddgeno regulado por disminucion que codifica una deshidrogenasa de glicerolaldehido-3-
fosfato activa;

en donde el sistema enddgeno alterado de la fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-glucosa comprende uno o varios
entre

al) un gen enddgeno alterado ptsH que evita la expresion de una proteina fosfotransportadora activa;

a2) un gen enddgeno alterado ptsl que evita la expresion de una fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-proteina
activa; y

a3) un gen enddgeno alterado crr que evita la expresién de un componente activo IIA especifico de glucosa;
en donde dicha cepa de E. coli comprende adicionalmente

(i) una deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato;

(i) una glicerol-3-fosfatasa;

(i) una deshidratasa; y

(iv) un factor de reactivacion de la deshidratasa.

Las realizaciones de E. coli descritas anteriormente pueden comprender ademas uno o varios entre

€) un gen endoégeno alterado arcA que evita la expresion de una proteina activa para el control de la respi-
racion aerobia;

f) un gen enddégeno ppc regulado por aumento que codifica una carboxilasa de fosfoenolpiruvato activa;

g) un gen enddgeno btuR regulado por aumento que codifica una adenosiltransferasa de cob(l)alamina ac-
tiva; y

h) un gen yghD regulado por aumento que codifica una deshidrogenasa de alcohol activa.

Las realizaciones de E. coli descritas anteriormente pueden comprender uno o varios entre

i) un gen enddgeno alterado mgsA que evita la expresion de una sintasa de metilglioxal activa;

j) un gen enddgeno alterado ackA que evita la expresion de una cinasa de acetato activa;

k) un gen enddgeno alterado pta que evita la expresion de una fosfotransacetilasa activa;

1) un gen endégeno alterado aldA que evita la expresion de una deshidrogenasa A de aldehido activa; y

m) un gen enddgeno alterado aldB que evita la expresién de una deshidrogenasa B de aldehido activa.

Las realizaciones de E. coli descritas anteriormente pueden comprender uno o varios entre:

4
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n) un gen enddgeno alterado edd que evita la expresion de una deshidratasa de fosfogluconato activa;
0) un gen endogeno alterado glpK que evita la expresion de una cinasa de glicerol activa; y

p) un gen enddégeno alterado gldA que evita la expresion de una deshidrogenasa de glicerol activa, depen-
diente de NADH.

El 1,3-propanodiol se bioproduce poniendo en contacto una cepa de E. coli descrita en esta memoria, con
un sustrato adecuado de carbono, tal como glucosa, bajo condiciones adecuadas para la fermentacion. El 1,3- pro-
panodiol se bioproduce poniendo en contacto una cepa de E. coli descrita en esta memoria, comprendiendo la cepa
de E. coli una:

(i) deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato activa;
(ii) glicerol-3-fosfatasa activa;
(iii) deshidratasa activa; y
(iv) deshidratasa activa que reactiva la actividad,;
con un sustrato adecuado de carbono, bajo condiciones adecuadas.

Ademas, cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente también puede incluir las estructuras artifi-
ciales pSYCO101, pSYCO0103, pSYCO0106, pSYCO109 o sus secuencias de nucleétidos correspondientes SEQ ID
NOs:65, 66, 67 0 68.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

DESCRIPCIONES DE LA SECUENCIA Y DEPOSITOS BIOLOGICOS

La invencién se puede entender mas profundamente a partir de la siguiente descripcion detallada, de la Fi-
gura 1, del listado de secuencias acompafante y de las descripciones y de los depdsitos biolégicos que forman parte
de esta solicitud.

La Figura 1 muestra la produccion de 1,3-propanodiol comparada entre dos fermentaciones, que se realizan
esencialmente tal y como se describe en los METODOS GENERALES. En un caso, la cepa utlizada era
FMP’::Km/pSYCO103. En el otro caso, la cepa utilizada era FMP/pSYCO103.

Las descripciones de 68 secuencias y el listado de secuencias unido a las mismas cumplen con las normas
gue regulan las descripciones de secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos en solicitudes de patentes, segun lo
dispuesto en 37 C.F.R. §1.821-1.825 (“Requisitos para Solicitudes de Patente que Contienen Secuencias de Nucleo-
tidos y/o de Aminoacidos — Las Normas de las Secuencias”) y seran compatibles con la Norma ST2.5 (1988) de la
Organizacion Mundial de la Propiedad Industrial (WIPO) y los requerimientos para el listado de patentes de la EPO y
PCT (Normas 5.2 y 49.5 (a-bis) y Seccién 208 y Anexo C de las Instrucciones de Administracion). Las Descripciones
de las Secuencias contienen el cddigo de una letra para los caracteres de la secuencia de nucleétidos y los cédigos
de tres letras para los aminoéacidos, tal y como se define conforme a las normas de IUPAC-IYUB descritas en “Nu-
cleic Acids Res. 13, 3021-3030 (1985)" y “ Biochemical Journal 219, 345-373 (1984)” que se incorporan en esta
memoria como referencia.

SEQ ID NO:1 es la secuencia de nucleétidos parcial de pLoxCat27 que codifica el casete loxP511-Cat-
loxP511.

SEQ ID NOs:2-3 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para construir la alteracion de arcA.
SEQ ID NOs:4-5 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para confirmar la alteracion de arcA.
SEQ ID NO:6 es la secuencia parcial de nucleétidos de pLoxCatl que codifica el casete loxP-Cat-loxP.

SEQ ID NOs:7-8 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para construir pR6KgalP, el plasmido molde
para la sustitucion con el promotor trc, del promotor cromosémico galP.

SEQ ID NOs:9-10 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para construir pR6Kglk, el plasmido molde
para la sustitucion con el promotor trc, del promotor cromosémico glk.

SEQ ID NO:11 es la secuencia de nucleétidos del casete del loxP-Cat-loxP-Trc.

SEQ ID NOs:12-13 son cebadores de oligonucledtidos utilizados para confirmar la integracién de SEQ ID
NO:11 para la sustitucion del promotor cromosémico galP.

SEQ ID NOs:14-15 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para confirmar la integracion de SEQ 1D
NO:11 para la sustitucion del promotor cromosémico glk.

SEQ ID NOs:16-17 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para construir la alteracion edd.
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SEQ ID NOs:18-19 son cebadores oligonucle6tidos utilizados para confirmar la alteracion de edd.

SEQ ID NO:20 es la secuencia de nucleétidos para el promotor trc seleccionado que controla la expresién
de glk.

SEQ D NO: 21 es la secuencia de nucleétidos parcial para el promotor convencional trc.
SEQ ID NOs:22-23 son los cebadores de oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de gapA.

SEQ ID NOs:24-25 son los cebadores de oligonucleétidos utilizados para alterar el codén de iniciacion de
gapA a GTG.

SEQ ID NOs:26-27 son los cebadores de oligonucleétidos utilizados para alterar el codén de iniciaciéon de
gapAaTTG.

SEQ ID NO:28 es la secuencia de nucleétidos para el promotor corto 1.5 Gl.

SEQ ID NOs:29-30 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para la sustitucién del promotor cromos6-
mico gapA por el promotor corto 1.5 GI.

SEQ ID NO:31 es la secuencia de nucledtidos para el promotor corto 1.20 Gl.
SEQ ID NO:32 es la secuencia de nucledtidos para el promotor corto 1.6 Gl.

SEQ ID NOs:33-34 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para la sustitucién del promotor cromosé-
mico gapA por el promotor corto 1.20 GlI.

SEQ ID NO:35 es el cebador oligonucleétido con SEQ ID NO 33 que se utiliza para la sustitucion del promo-
tor cromos6mico gapA por el promotor corto 1.6 GlI.

SEQ ID NOs:36-37 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para construir la alteracién de mgsA.
SEQ ID NOs:38-39 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para confirmar la alteracion de mgsA.

SEQ ID NO:40-41 son cebadores de oligonucledtidos utilizados para la sustitucion del promotor cromosémi-
co ppc por el promotor corto 1.6 GI.

SEQ ID NO:42 es un cebador de oligonucledtidos utilizado para confirmar la sustitucion del promotor ppc.

SEQ ID NOs:43-44 son cebadores de oligonucledtidos utilizados para la sustitucion del promotor cromos6-
mico yciK-btuR por el promotor corto 1.6 Gl.

SEQ ID NOs:45-46 son cebadores de oligonucledtidos utilizados para confirmar la sustitucion del promotor
yciK-btuR.

SEQ ID NOs:47-48 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para la sustitucion del promotor cromosé-
mico yghD por el promotor corto 1.6 GlI.

SEQ ID NO:49 es un cebador oligonucleétido utilizado para confirmar la sustitucién del promotor yghD.
SEQ ID NOs:50-51 son cebadores de oligonucleétido utilizados para construir la alteracion de pta-ackA.
SEQ ID NOs:52-53 son cebadores de oligonucleétido utilizados para confirmar la alteraciéon de pta-ackA.
SEQ ID NOs:54-55 son cebadores de oligonucleétido utilizados para construir la alteracion de ptsHicrr.
SEQ ID NO:56 es un cebador de oligonucleétido utilizado para confirmar la alteracion de ptsHicrr.

SEQ ID NOs:57-58 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para construir la alteracion de aldA.
SEQ ID NOs:59-60 son cebadores de oligonucle6tidos utilizados para confirmar la alteracion de aldA.
SEQ ID NOs:61-62 son cebadores de oligonucleétidos utilizados para construir la alteracion de aldB.
SEQ ID NOs:63-64 son cebadores de oligonucle6tidos utilizados para confirmar la alteracion de aldB.
SEQ ID NO:65 es la secuencia de nucledtidos para el plasmido pSYCO101.

SEQ ID NO:66 es la secuencia de nucleoétidos para el plasmido pSYCO103.

SEQ ID NO:67 es la secuencia de nucleétidos para el plasmido pSYCO106.

SEQ ID NO:68 es la secuencia de nucleétidos para el plasmido pSYCO109.

Los solicitantes han realizado los siguientes depositos bioldgicos bajo los términos del Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de
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Referencia de ldentificacion
del Depositante

Designacién del

Deposito Internacional

Fecha del Depésito

DH5a transformada de E. coli
gue contiene una porcion del
genoma de Klebsiella que codifi-
ca la enzima deshidratasa de
glicerol

ATCC 69789

18 de Abril de 1995

DH5a transformada de E. coli
gue contiene un césmido pKP4
gue contiene una porcién del
genoma de Klebsiella que codifi-
ca una enzima deshidratasa de
diol

ATCC 69790

18 de Abril de 1995

MSP33.6 de E. coli

ATCC 98598

25 de Noviembre de 1997

RJF 10m de E. coli mutante glpK

ATCC 98597

25 de Noviembre de 1997

Escherichia coli: RJ8n

ATCC PTA4216

9 de Abril de 2002

Escherichia coli: FMP’::Km

ATCC PTA-4732

28 de Septiembre 2002

El(los) deposito(s) se mantendran en el depésito internacional indicado durante al menos 30 afios y estaran
a disposicion del publico desde que se conceda una patente que lo describa. La disponibilidad de un depdsito no
constituye una licencia para la puesta en practica de la presente invencidn, en derogacién de los derechos de la
patente concedidos por accién del gobierno.

Tal y como se emplea en esta memoria, “ATCC” se refiere al depdsito internacional de la “American Type
Culture Collection”, localizado en 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 EE.UU. El "nimero de la
ATCC” es el numero de orden dado a cultivos depositados en la ATCC.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un procedimiento mejorado para la bioconversion de una fuente de car-
bono fermentable, directamente a 1,3-propanodiol, usando un solo microorganismo. El método se caracteriza por un
rendimiento mejorado en 1,3- propanodiol a niveles no obtenidos previamente.

Las cepas hospedadoras descritas para la produccion han sido manipuladas genéticamente para aumentar
la eficacia metabdlica de la ruta, incorporando diferentes mutaciones por delecién que evitan la desviacién del car-
bono a compuestos no productivos. Se contempla que las transformaciones y las mutaciones se pueden combinar
de modo que se controlen actividades enziméticas concretas para la mejora de la produccién de 1,3-propanodiol.
Por tanto, dentro del alcance de la presente invencion se encuentra el anticipar modificaciones de un catalizador de
la célula completa, que conducen a una produccién incrementada de 1,3-propanodiol.

Términos y definiciones

La invencion se puede entender de forma mas extensa, haciendo referencia a los siguientes términos y de-
finiciones utilizados en las reivindicaciones y en la memoria descriptiva.

Genes gue se han delecionado:

Las expresiones “deshidrogenasa |l de NADH”, “NDH 1I” y "Ndh” se refieren a la deshidrogenasa de NADH
de tipo I, una proteina que cataliza la conversién de ubiquinona-8 + NADH + H* a ubiquinol-8 + NADH". Tipica de la
deshidrogenasa Il de NADH es EC 1.6.99.3. La deshidrogenasa Il de NADH esta codificada por ndh en E. coli.

Las expresiones “proteina de control de la respiracion aerébica” y “ArcA” se refieren a una proteina regula-
dora global. La proteina de control de la respiracion aerébica esta codificada por arcA en E. coli.

Las expresiones “deshidratasa de fosfogluconato” y "Edd" se refieren a una proteina que cataliza la conver-
sion de 6-fosfo-gluconato a 2-ceto-3-desoxi-6-fosfo-gluconato + H»0. Tipica de la deshidratasa de fosfogluconato es
EC 4.2.1.12. La deshidratasa de fosfogluconato esta codificada por edd en E. coli.

Las expresiones “proteina fosfotransportadora HPr” y “PtsH” se refieren a la proteina fosfotransportadora
codificada por ptsH en E. coli. Las expresiones “fosfotransferasa de la proteina fosfoenolpiruvato” y “Ptsl” se refieren
a la fosfotransferasa, EC 2.7.3.9, codificada por ptsl en E. coli. Las expresiones “sistema PTS”, “componente IIA
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especifico de glucosa”, y “Crr” se refieren a EC 2.7.1.69, codificada por crr en E. coli. PtsH, Ptsl y Crr comprenden el
sistema PTS.

La expresion “sistema de fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-azucar”, “sistema PTS”, o “PTS” se refiere al
sistema de absorcién de azlcar dependiente de fosfoenolpiruvato.

Las expresiones “sintasa de metilglioxal” y “MgsA” se refieren a una proteina que cataliza la conversion de
dihidroxi-acetona-fosfato a metilglioxal + fosfato. Tipica de sintasa de metilglioxal es EC 4.2.3.3. La sintasa de metil-
glioxal esta codificada por mgsA en E. coli.

Las expresiones “deshidrogenasa A de aldehido” y “AldA” se refieren a una proteina que cataliza la conver-
sién de H20 + NAD" + aldehido a NADH + alcohol. Tipica de la deshidrogenasa A de aldehido es EC 1.2.1.22. La
deshidrogenasa A de aldehido estéa codificada por aldA en E. coli.

Las expresiones “deshidrogenasa B de aldehido” y “AldB” se refieren a una proteina que cataliza la conver-
sién H,0 + NAD" + aldehido a NADH + alcohol. Tipica de la deshidrogenasa B de aldehido es EC 1.2.1.22. La des-
hidrogenasa B de aldehido esta codificada por aldB en E. coli.

Genes cuya expresion se ha modificado:

Las expresiones “simportador galactosa-protéon” y “GalP” se refieren a una proteina que cataliza el transpor-
te de un azicar y de un protén desde el periplasma al citoplasma. La D-glucosa es un sustrato preferido para GalP.
El simportador galactosa-protén esté codificado por galP en E. coli.

Los términos "glucocinasa”" y "GIk" se refieren a una proteina que cataliza la conversion de D-glucosa +
ATP a glucosa-6-fosfato + ADP. Tipica de la glucocinasa es EC 2.7.1.2. La glucocinasa esté codificada por glk en E.
coli.

Las expresiones "deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato" y “GapA” se refieren a una proteina que cata-
liza la conversién de gliceraldehido-3-fosfato + fosfato + NAD" a 3-fosfo-D-glicerol-fosfato + NADH + H*. Tipica de la
deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato es EC 1.2.1.12. La deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato esta
codificada por gapA en E. coli.

Las expresiones "carboxilasa de fosfoenolpiruvato" y "Ppc" se refieren a una proteina que cataliza la con-
version de fosfoenolpiruvato + H,O + CO; a fosfato + acido oxalacético. Tipica de la carboxilasa de fosfoenolpiruvato
es EC 4.1.1.31. La carboxilasa de fosfoenolpiruvato esta codificada por ppc en E. coli.

El término "YciK" se refiere a una enzima putativa codificada por yciK que estéa acoplada en la traduccion a
btuR, el gen que codifica la adenosiltransferasa de Cob(l)alamina en Escherichia coli.

La expresion "adenosiltransferasa de Cob(l)alamina" se refiere a una enzima responsable de la transferen-
cia de un resto desoxiadenosilo desde el ATP al corrinoide reducido. Tipica de la adenosiltransferasa de Co-
b(l)alamina es EC 2.5.1.17. La adenosiltransferasa de Cob(l)alamina esta codificada por el gen “btuR” (GenBank
M21528) en Escherichia coli, “cobA” (GenBank L08890) en Salmonella typhimurium y “cobO” (GenBank M62866) en
Pseudomonas denitrificans.

Definiciones adicionales:

La expresion “promotor corto 1.20 GI” se refiere a SEQ ID NO:31. La expresion "promotor corto 1.5 GI" se
refiere a SEQ ID NO:28. Las expresiones “promotor corto 1.6 GI" y “promotor corto de tipo silvestre” se emplean de
forma intercambiable y se refieren a SEQ ID NO:32.

Las expresiones "deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato" y "G3PDH" se refieren a un polipéptido responsable
de una actividad enzimatica que cataliza la conversion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en glicerol-3-fosfato
(G3P). G3PDH in vivo puede ser NADH; NADPH; o dependiente de FAD. Cuando se refiere especificamente a una
deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato especifica de un cofactor, se utilizaran las expresiones “deshidrogenasa de
glicerol-3-fosfato dependiente de NADH”, “deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato dependiente de NADPH” y “des-
hidrogenasa de glicerol-3-fosfato dependiente de FAD”. Ya que generalmente en el caso de la deshidrogenasa de
glicerol-3-fosfato dependiente de NADH y dependiente de NADPH, las deshidrogenasas son capaces de emplear el
NADH y el NADPH de forma intercambiable (por ejemplo, a través del gen codificado por gpsA), las expresiones
deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato dependiente de NADH y dependiente de NADPH se utilizaran de forma inter-
cambiable. La enzima dependiente de NADH (EC 1.1.1.8) esta codificada, por ejemplo, por diversos genes que
incluyen GPD1 (GenBank Z74071x2) o GPD2 (GenBank Z235169x1) o GPD3 (GenBank G984182) o DARL1 (Gen-
Bank Z74071x2). La enzima dependiente de NADPH (EC 1.1.1.94) esta codificada por gpsA (GenBank U321643,
(cds 197911-196892) G466746 y L45246). La enzima dependiente de FAD (EC 1.1.99.5) esta codificada por GUT2
(GenBank Z47047x23) o glpD (GenBank G147838) o glpABC (GenBank M20938) (véase el documento de patente
WO 9928480 y las referencias en el mismo, que se incorporan en esta memoria como referencia).

Las expresiones "glicerol-3-fosfatasa”, “sn-glicerol-3-fosfatasa” o "d,l-glicerol fosfatasa” y "G3P fosfatasa" se
refieren a un polipéptido responsable de una actividad enzimatica que cataliza la conversion de glicerol-3-fosfato y
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agua en glicerol y fosfato inorganico. La G3P fosfatasa esta codificada, por ejemplo, por GPP1 (GenBank
Z47047x125) o GPP2 (GenBank U18813x11) (véase el documento de patente WO 9928480 y las referencias en el
mismo que se incorporan en esta memoria como referencia).

La expresion "cinasa de glicerol" se refiere a un polipéptido responsable de una actividad enzimatica que
cataliza la conversion de glicerol y ATP a glicerol-3-fosfato y ADP. El donante de fosfato de gran energia, ATP, se
puede sustituir por sustitutos fisiolégicos (p. €j., fosfoenolpiruvato). La cinasa de glicerol esta codificada, por ejemplo,
por GUT1 (GenBank U11583x19) y glpK (GenBank L19201) (véase el documento de patente WO 9928480 y las
referencias en el mismo que se incorporan en esta memoria como referencia).

La expresién "deshidrogenasa de glicerol" se refiere a un polipéptido responsable de una actividad enzima-
tica que cataliza la conversion de glicerol a dihidroxiacetona (E.C. 1.1.1.6) o glicerol a gliceraldehido (E.C. 1.1.1.72).
Un polipéptido responsable de una actividad enzimatica que cataliza la conversion de glicerol a dihidroxiacetona
también se denomina "reductasa de dihidroxiacetona". La deshidrogenasa de glicerol puede ser dependiente de
NADH (E.C. 1.1.1.6), NADPH (E.C. 1.1.1.72) u otros cofactores (p. €j., E.C. 1.1.99.22). Una deshidrogenasa de
glicerol dependiente de NADH esté codificada, por ejemplo, por gldA (GenBank U00006) (véase el documento de
patente WO 9928480 y las referencias en el mismo que se incorporan en esta memoria como referencia).

La expresion "enzima deshidratasa" o “deshidratasa” se refiere a cualquier actividad enzimatica que catalice
la conversién de una molécula de glicerol al producto 3-hidroxipropionaldehido. Para los fines de la presente inven-
cion, las enzimas deshidratasas incluyen una deshidratasa de glicerol (E.C. 4.2.1.30) y una deshidratasa de diol
(E.C. 4.2.1.28) que tienen sustratos preferidos de glicerol y 1,2-propanodiol, respectivamente. Los genes para las
enzimas deshidratasas se han identificado en Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Clostridium pasteurianum,
Salmonella typhimurium, y Klebsiella oxitoca. En cada caso, la deshidratasa estd compuesta por tres subunidades:
la subunidad grande o “a”, la subunidad mediana o “B” y la subunidad pequefa o “y”. Debido a la amplia variacién en
la nomenclatura de genes utilizados en la bibliografia, en la Tabla 1 se proporciona un diagrama comparativo para
facilitar la identificacion. Los genes también se describen, por ejemplo, en Daniel y otros (FEMS Microbiol. Rev. 22,
553 (1999)) y Toraya y Mori (J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999)). Haciendo referencia a la Tabla 1, los genes que codi-
fican la subunidad grande o “0”, de la deshidratasa de glicerol, incluyen dhaB1, gldA y dhaB; los genes que codifican
la subunidad mediana o “B”, incluyen dhaB2, gldB y dhaC; los genes que codifican la subunidad pequefa o “y”, in-
cluyen dhaB3, gldC y dhaE. También haciendo referencia a la Tabla 1, los genes que codifican la subunidad grande
0 “a” de la deshidratasa de diol incluyen pduC y pddA; los genes que codifican la subunidad mediana o “B” incluyen

pduD y pddB; los genes que codifican la subunidad pequefia o “y” incluyen pduE y pddC.

Tabla 1: Diagrama comparativo de los nombres de los genes y de las referencias de GenBanK para las fun-
ciones de deshidratasa y las funciones ligadas a la deshidratasa.

FUNCION GENICA:

reguladora desconocida reactivacion 1,3-PD desconocida
deshidrogenasa
gen pb gen pb gen pb gen pb gen pb
ORGANISMO
(Ref. de Gen-
Bank)
K. pneumoniae dhaR | 2209- orfW | 4112- OrfX | 4643- dhaT | 5017- orfY | 6202-
4134 4642 4996 6108 6630
(SEQ ID NO:1)
K. pneumoniae orf2c | 7116- orf2b | 6762- dhaT | 5578- orf2a | 5125-
7646 7115 6741 5556
(U30903)
K. pneumoniae GdrB
(U60992)
C. freundii dheR | 3746- orfW | 5649- OrfX | 6180- dhaT | 6550- orfY | 7736-
5671 6179 6533 7713 8164
(U09771)
C. pasteurianum
(AF051373)
C. pasteurianum orfW | 210-731 | OrfX | 1-196 dhaT | 1232- orfY | 746-
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reguladora

desconocida

reactivacion

1,3-PD

deshidrogenasa

desconocida

(AF006034)

2389

1177

S. typhimurium
(AF026270)

PduH

8274-
8645

K. oxytoca

(AF017781)

DdrB

2063-
2440

K. oxytoca

(AF051373)

FUNCION GENICA:

deshidratasa a

deshidratasa

deshidratasa y

reactivacion

gen

pb

gen

pb

gen

pb

gen

pb

ORGANISMO

(Ref. de Gen-

Bank)

K. pneumoniae

(SEQ ID NO:1)

dhaB1

7044-8711

dhaB2

8724-9308

dhaB3

9311-9736

orfZ

9749-11572

K. pneumoniae

(U30903)

dhaB1

3047-4714

dhaB2

2450-2890

dhaB3

2022-2447

dhaB4

186-2009

K. pneumoniae

(U60992)

gldA

121-1788

gldB

1801-2385

GldC

2388-2813

gdrA

C. freundii
(U09771)

dhaB

8556-
10223

dhaC

10235-
10819

DhaE

10822-
11250

orfZ

11261-
13072

C. pasteurianum

(AF051373)

dhaB

84-1748

dhaC

1779-2318

DhaE

2333-2773

orfZ

2790-4598

C. pasteurianum

(AF006034)

S. typhimurium
(AF026270)

pduC

3557-5221

pduD

5232-5906

PduE

5921-6442

pduG

6452-8284

K. oxytoca

(AF017781)

ddrA

241-2073

K. oxytoca

(AF051373)

pddA

121-1785

pddB

1796-2470

PddC

2485-3006

Las deshidratasas de glicerol y de diol estan sometidas a una inactivacion basada en un mecanismo suicida
a través de glicerol y algunos otros sustratos (Daniel y otros, FEMS. Microbiol. Rev. 22, 553 (1999)). La expresion
"factor de reactivaciéon de la deshidratasa” se refiere a las proteinas responsables de reactivar la actividad deshidra-
reactivando la actividad deshidratasa” o "regene-
rando la actividad deshidratasa", se refieren al fenédmeno de convertir una deshidratasa que no es capaz de catalizar
un sustrato, a una que es capaz de catalizar un sustrato o al fenémeno de inhibir la inactivacién de una deshidratasa

tasa. Las expresiones "actividad reactivadora de la deshidratasa
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o al fenébmeno de extender la semi-vida Util de la enzima deshidratasa in vivo. Se han identificado dos proteinas que
estan implicadas como el factor de reactivacién de la deshidratasa (véase el documento de patente WO 9821341
(US 6013494) y las referencias del mismo que se incorporan en esta memoria como referencia; Daniel y otros, su-
pra; Toraya y Mori, J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999); y Tobimatsu y otros, J. Bacteriol. 181, 4110 (1999)). Haciendo
referencia a la Tabla 1, los genes que codifican una de las proteinas, incluyen orfZ, dhaB4, gdrA, pduG y ddrA.
También haciendo referencia a la Tabla 1, los genes que codifican la segunda de las dos proteinas, incluyen orfX
orf2b, gdrB, pduH y ddrB.

Las expresiones "oxidorreductasa de 1,3-propanodiol”, “deshidrogenasa de 1,3-propanodiol" o "DhaT", se
refieren al(los) polipéptido(s) responsable(s) de una actividad enzimatica que sea capaz de catalizar la interconver-
sion de 3-HPA y 1,3-propanodiol, con la condicion de que el(los) gen(es) que codifican tal actividad, esté ligado fisica
o transcripcionalmente a una enzima deshidratasa en su entorno natural (es decir, de tipo silvestre); por ejemplo, el
gen se encuentra dentro de un reguléon de dha como en el caso de dhaT procedente de Klebsiella pneumoniae.
Haciendo referencia a la Tabla 1, los genes que codifican una oxidorreductasa de 1,3-propanodiol incluyen dhaT
procedente de Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii y Clostridium pasteurianum. Cada uno de estos genes
codifica un polipéptido que pertenece a la familia de las deshidrogenasas de alcohol de tipo Ill, muestra un motivo
conservado que se une a hierro, y tiene una preferencia hacia la interconversién ligada a NAD*/NADH de 3-HPA y
1,3-propanodiol (Johnson y Lin, J. Bacteriol. 169, 2050 (1987); Daniel y otros, J. Bacteriol. 177, 2151 (1995); y Leurs
y otros, FEMS. Microbiol. Lett. 154, 337 (1997)). Las enzimas con propiedades fisicas similares, se han aislado a
partir de Lactobacillus brevis y Lactobacillus buchneri (Veiga da Dunha y Foster, Appl. Environ. Microbiol. 58, 2005
(1992)).

La expresion "regulon dha" se refiere a un conjunto de genes asociados o marcos de lectura abiertos que
codifican diferentes actividades bioldgicas, incluyendo, pero sin estar limitadas a las mismas, una actividad deshidra-
tasa, una actividad de reactivacion y una oxidorreductasa de 1,3-propanodiol. Tipicamente, un reguléon dha com-
prende los marcos de lectura abiertos dhaR, orfY, dhaT, orfX, orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3 y orfZ, tal y como se des-
criben en esta memoria.

La expresion "actividad catalitica no especifica" se refiere al(los) polipéptido(s) responsable(s) de una acti-
vidad enzimatica que es suficiente para catalizar la interconversion de 3-HPA y 1,3-propanodiol y excluye especifi-
camente la(s) oxidorreductasa(s) de 1,3-propanodiol. Tipicamente, estas enzimas son deshidrogenasas de alcohol.
Tales enzimas pueden utilizar cofactores diferentes de NAD*/NADH, incluyendo pero no estando limitados a los
mismos, flavinas tales como FAD o FMN. Un gen para una deshidrogenasa de alcohol no especifica (yghD) se en-
cuentra, por ejemplo, que se codifica de forma enddégena y se expresa funcionalmente expresado dentro de cepas
K12 de E. coli.

Las expresiones "funcién” o "funcién de la enzima" se refieren a la actividad catalitica de una enzima para
alterar la energia requerida para realizar una reaccion quimica especifica. Se entiende que tal actividad se puede
aplicar a una reaccion en equilibrio, en donde la produccién del producto o del sustrato se puede conseguir bajo
condiciones adecuadas.

Los términos "polipéptido" y "proteina” se utilizan de forma intercambiable.

Las expresiones "sustrato de carbono" y "fuente de carbono" se refieren a una fuente de carbono capaz de
ser metabolizada por los microorganismos hospedadores de la presente invencidn y particularmente las fuentes de
carbono seleccionadas a partir del grupo consistente en monosacaridos, oligosacaridos, polisacaridos y sustratos de
un carbono o mezclas de los mismos.

Las expresiones "célula hospedadora” o "microorganismo hospedador” se refieren a un microorganismo ca-
paz de recibir genes extrafios o heterélogos y de expresar esos genes para producir un producto génico activo.

Las expresiones "gen extrano", “ADN extrafio”, “gen heterélogo” y “ADN heterdlogo” se refieren a material
genético natural en un organismo que se ha colocado dentro de un microorganismo hospedador a través de diferen-
tes medios. El gen de interés puede ser un gen presente en la naturaleza, un gen mutado o un gen sintético.

Los términos "transformacion” y "transfecciéon" se refieren a la adquisiciéon de nuevos genes en una célula,
después de la incorporacion de acido nucleico. Los genes adquiridos se pueden integrar en el ADN cromosémico o
se pueden introducir como secuencias de replicacion extracromosémicas. El término “transformante” se refiere al
producto de una transformacion.

La expresién “alterado genéticamente” se refiere al procedimiento de cambiar material hereditario mediante
transformacion o mutacion.

Las expresiones "microorganismo recombinante" y "hospedador transformado” se refieren a cualquier mi-
croorganismo que tiene que ser transformado con genes heterélogos o genes extrafios o copias extra de genes
homélogos. Los microorganismos recombinantes de la presente invencidn expresan genes extrafios que codifican la
deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato (GPD1), la glicerol-3-fosfatasa (GPP2), la deshidratasa de glicerol (dhaB1,
dhaB2 y dhaB3), el factor de reactivacion de la deshidratasa (orfZ y orfX) y, opcionalmente, la oxidorreductasa de
1,3-propanodiol (dhaT) para la produccién de 1,3-propanodiol a partir de sustratos de carbono adecuados. Una reali-
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zacion preferida es una E. coli transformada con estos genes pero que carece de un dhaT funcional. Un microorga-
nismo hospedador, distinto de E. coli, también se puede transformar para contener los genes descritos y el gen para
la actividad catalitica no especifica para la interconversion de 3-HPA y 1,3-propanodiol, excluyendo especificamente
la(s) oxidorreductasa(s) de 1,3-propanodiol (dhaT).

“Gen” se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, que incluye las se-
cuencias reguladoras que preceden (5’ no codificadoras) y que siguen (3' no codificadoras) a la regién codificadora.
Los términos "natural" y de "tipo silvestre", se refieren a un gen tal y como se encuentra en la naturaleza con sus
propias secuencias reguladoras.

Los términos "que codifica" y "codificante" se refieren al procedimiento por el cual un gen, a través de los
mecanismos de transcripcién y de traduccion, produce una secuencia de aminoacidos. Se entiende que el procedi-
miento de codificar una secuencia especifica de aminoacidos incluye secuencias de ADN que pueden implicar cam-
bios de bases que no causan un cambio en el aminoéacido codificado, o que implican cambios de bases que pueden
alterar unos o varios aminoacidos, pero que no afectan a las propiedades funcionales de la proteina codificada por la
secuencia de ADN. Por lo tanto, se entiende que la invencion abarca més que las secuencias ejemplares especifi-
cas.

El término "aislado" se refiere a una proteina o a una secuencia de ADN que se elimina de, por lo menos,
un componente con el cual estad asociada naturalmente.

Una "molécula de &cido nucleico aislada" es un polimero de ARN o de ADN que es monocatenario o bica-
tenario, opcionalmente que contiene bases de nucleétidos sintéticas, no naturales o alteradas. Una molécula de
acido nucleico aislada en forma de un polimero de ADN, puede comprender uno o varios segmentos de ADNc, ADN
gendmico o ADN sintético.

“Sustancialmente similar” se refiere a moléculas de 4cido nucleico en donde cambios en una o varias bases
de nucleétidos dan como resultado la sustitucion de uno o de varios aminoacidos, pero no afecta a las propiedades
funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN. “Sustancialmente similar” también se refiere a molé-
culas de acido nucleico en donde cambios en una o en varias bases de nucleétidos no afectan a la capacidad de la
molécula de &cido nucleico para mediar en la alteracion de la expresion génica mediante tecnologia de tipo comple-
mentario o cosupresion. “Sustancialmente similar’ también se refiere a modificaciones de las moléculas de acido
nucleico de la presente invencion (tales como delecidn o insercion de una o de varias bases de nucle6tidos) que no
afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcrito resultante, en relacién con la capacidad para
mediar en la alteracion de la expresion génica por tecnologia complementaria o cosupresion, o alteracion de las
propiedades funcionales de la molécula proteica resultante. La invencion abarca otras secuencias ademas de las
secuencias ejemplares especificas.

Por ejemplo, se conoce bien en la técnica que alteraciones en un gen que dan como resultado la produc-
cion de un aminoacido quimicamente equivalente en un sitio dado, pero que no tienen efecto sobre las propiedades
funcionales de la proteina codificada, son comunes. Para los fines de la presente invencion, se han definido las
sustituciones como intercambios dentro de uno de los siguientes grupos:

1. Pequenios residuos alifaticos, no polares o levemente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly);
2. Residuos polares, cargados negativamente y sus amidas: Asp, Asn, Glu, GIn;

3. Residuos polares, cargados positivamente: His, Arg, Lys;

4. Residuos alifaticos largos, no polares: Met, Leu, lle, Val (Cys); y

5. Residuos aromaticos largos: Phe, Tyr, Trp.

Asi, un codén para el aminoacido alanina, un aminoacido hidréfobo, puede estar sustituido por un codon
gue codifica otro residuo menos hidrofébico (tal como glicina) o un residuo mas hidréfobo (tal como valina, leucina o
isoleucina). De forma similar, cambios que dan como resultado la sustitucion de un residuo cargado negativamente
por otro (tal como acido aspartico por acido glutdmico) o un residuo cargado positivamente por otro (tal como lisina
por arginina), también se puede esperar que produzcan un producto funcionalmente equivalente.

En muchos casos, los cambios de nucleétidos que dan como resultado la alteracion de las porciones N-
terminal y C-terminal de la molécula de proteina, tampoco se esperaria que alteraran la actividad de la proteina.

Cada una de las modificaciones propuestas esta en conformidad con las técnicas convencionales en la ma-
teria, tal como la determinacion de la retencion de la actividad bioldgica de los productos codificados. Por otra parte,
el técnico experto reconoce que secuencias sustancialmente similares, incluidas en esta invencion, también se defi-
nen por su capacidad para hibridarse, bajo condiciones rigurosas (0,1 X SSC, 0,1% de SDS, 65°C y lavado con 2X
SSC, 0,1% de SDS seguido por 0,1 X SSC, 0,1% de SDS), con las secuencias ejemplificadas en esta memoria. Los
fragmentos de acido nucleico sustancialmente similares preferidos de la presente invencién, son los fragmentos de
acido nucleico en los que sus secuencias de ADN son idénticas en al menos un 80% a la secuencia de ADN de los
fragmentos de acido nucleico descritos en esta memoria. Los fragmentos de acido nucleico mas preferidos son idén-
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ticas en al menos un 90% a la secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico descritos en esta memoria.
Los fragmentos de acido nucleico mas preferidos son al menos 95% idénticos a la secuencia de ADN de los frag-
mentos de acido nucleico descritos en esta memoria.

Un fragmento de acido nucleico es "hibridable" con otro fragmento de acido nucleico, tal como ADNc, ADN
gendémico o ARN, cuando una forma monocatenaria del fragmento de acido nucleico se puede reasociar con el otro
fragmento de acido nucleico, bajo condiciones apropiadas de temperatura y de fuerza iénica de la solucién. Las
condiciones de hibridacién y de lavado se conocen bien y se ejemplifican en Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis,
T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor (1989), particularmente el capitulo 11 y la Tabla 11.1 en el libro (incorporado en esta memoria en su totalidad
como referencia). Las condiciones de temperatura y la fuerza iénica determinan el "rigor" de la hibridacion. Para el
escrutinio preliminar de acidos nucleicos homélogos, se pueden utilizar condiciones de hibridaciéon poco rigurosas,
que se corresponden a una Tm de 55°, p. e]., 5X SSC, 0,1% de SDS, 0,25% de leche y sin formamida; o 30% de
formamida, 5X SSC, 0,5% SDS. Unas condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas se corresponden a una
Tm mas elevada, p. €j., 40% de formamida, con 5X o 6X SSC. La hibridacion requiere que los dos acidos nucleicos
contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo de lo rigurosa que sea la hibridacion, son posibles
emparejamientos incorrectos entre las bases. El rigor apropiado para hibridar los acidos nucleicos depende de la
longitud de los &cidos nucleicos y del grado de complementacion, variables que son bien conocidas en la técnica.
Cuanto mayor es el grado de similitud o de homologia entre dos secuencias de nucleétidos, mayor sera el valor de
Tm para los hibridos de los &cidos nucleicos que tienen esas secuencias. La estabilidad relativa (que se correspon-
de a una Tm mas elevada) de la hibridacion de los acidos nucleicos disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN,
ADN:ARN, ADN:ADN. Para los hibridos con més de 100 nucleétidos de longitud, se han obtenido ecuaciones para
calcular la Tm (véase Sambrook y otros, supra, 9.50-9.51). Para la hibridaciéon con &cidos nucleicos mas cortos, es
decir, oligonucledtidos, la posicion de los emparejamientos incorrectos se vuelve mas importante, y la longitud del
oligonucleétido determina su especificidad (véase Sambrook y otros, supra, 11.7-11.8). En una realizacion, la longi-
tud de un &cido nucleico hibridable es por lo menos aproximadamente 10 nucle6tidos. Preferiblemente una longitud
minima para un acido nucleico hibridable es de por lo menos aproximadamente 15 nucleétidos; méas preferiblemente
de por lo menos aproximadamente 20 nucledtidos; y lo mas preferible la longitud es de por lo menos 30 nucledtidos.
Ademas, el experto en la técnica reconocera que la temperatura y la concentracion en sales de la solucién de lava-
do, se pueden ajustar seglin sea necesario segun factores tales como la longitud de la sonda.

Una "porcion sustancial" se refiere a un amino4cido o a una secuencia de nucleétidos que comprende la
secuencia de aminoacidos de un polipéptido o la secuencia de nucle6tidos de un gen, suficiente para permitir la
identificacion putativa de ese polipéptido o gen, mediante evaluacion manual de la secuencia a través de una perso-
na experta en la técnica, o por comparacion de secuencias de forma automatizada por ordenador e identificacion
usando algoritmos tales como BLAST (del inglés, “Basic Local Alignment Search Tool”, herramienta local basica de
basqueda de alineacion; Altschul y otros, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1993); véase también
www.nchbi.nim.nih.gov/BLAST/). Generalmente, una secuencia de diez o0 mas aminoécidos contiguos o treinta 0 mas
nucleétidos es necesaria para identificar putativamente un polipéptido o una secuencia de &acido nucleico, como
homélogo de una proteina o un gen conocido. Por otra parte, con respecto a secuencias de nucleétidos, las sondas
de oligonucledtidos especificas del gen que comprenden 20-30 nucleétidos contiguos, se pueden utilizar en métodos
dependientes de la secuencia para la identificacion de genes (p. €j., hibridacion de tipo Southern) y aislamiento (p.
ej., hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas de bacteriéfago). Ademas, oligonucleétidos cortos de 12-15
bases se pueden utilizar como cebadores de la amplificacion en la PCR, para obtener una molécula de acido nuclei-
co particular, que comprende los cebadores. Por consiguiente, una "porcion sustancial” de una secuencia de nucle6-
tidos comprende una parte suficiente de la secuencia para permitir la identificacion especifica y/o el aislamiento de
una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia. La presente memoria descriptiva describe secuencias
de aminoéacidos y de nucledtidos parciales o completas que codifican una o varias proteinas particulares. El técnico
experto, que tiene la ventaja de las secuencias tal y como se han descrito en esta memoria, puede usar ahora todas
0 una porcion sustancial de las secuencias descritas, para el fin conocido por los expertos en la materia. Por consi-
guiente, la presente invencion comprende las secuencias completas tal y como se describen en el Listado de Se-
cuencias acompafiante, asi como las porciones sustanciales de las secuencias, tal y como se han definido anterior-
mente.

El término "complementario” describe la relacién entre las bases de nucleétidos que son capaces de hibri-
darse entre si. Por ejemplo, con respecto al ADN, la adenosina es complementaria de la timina y la citosina es com-
plementaria de la guanina. Por consiguiente, la presente invenciéon también incluye moléculas de acido nucleico
aisladas que son complementarias a las secuencias completas, tal y como se describen en el Listado de Secuencias
acompafiante, asi como las secuencias de acido nucleico sustancialmente similares.

La expresion "porcentaje de identidad”, tal y como se conoce en la técnica, es una relaciéon entre dos o va-
rias secuencias polipeptidicas o dos o varias secuencias polinucleotidicas, tal y como se determina comparando las
secuencias. En la técnica, “identidad” también significa el grado de asociacion entre las secuencias polipeptidicas o
las secuencias polinuclectidicas, de acuerdo con las circunstancias, segun se determina por los emparejamientos
entre las cadenas de tales secuencias. La “identidad” y la "similitud" se pueden calcular facilmente por métodos
conocidos, que incluyen pero no estan limitados a los descritos en: “Computational Molecular Biology”; Lesk, A. M.,
compilador; Oxford University Press: Nueva York, 1988; “Biocomputing: Informatics and Genome Projects”; Smith, D.
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W., compilador; Academic Press: Nueva York, 1993; “Computer Analysis of Sequence Data”, parte I; Griffin, A. M. y
Griffin, H. G., compiladores; Humana Press: New Jersey, 1994; “Sequence Analysis in Molecular Biology”, von Hein-
je, G., compilador; Academic Press: Nueva York, 1987; y “Sequence Analysis Primer”, Gribskov, M. y Devereux, J.,
compiladores; Stockton Press: Nueva York, 1991. Los métodos preferidos para determinar la identidad se disefian
para proporcionar el mayor emparejamiento entre las secuencias sometidas a ensayo.

Los métodos para determinar la identidad y la similitud estan codificados en programas informaticos dispo-
nibles al publico. Los métodos preferidos de programas informaticos para determinar la identidad y la similitud entre
dos secuencias incluyen, pero no estan limitados a los mismos, el programa de GCG Pileup que se encuentra en el
paquete del programa GCG, usando el algoritmo de Needleman y Wunsch con sus valores por defecto normalizados
para la penalizacion por creacién de espacios=12 y la penalizacion por la extension de espacios=4 (Devereux y
otros, Nucleic Acids Res. 12:387-395 (1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA (Pearson y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:2444-2448 (1988). El programa BLASTX esta disponible al publico en el NCBI y a través de otras fuentes
(Manual de BLAST, Altschul y otros, Natl. Cent. Biotechnol. Inf., Natl. Library Med. (NCBI NLM) NIH, Bethesda, Md.
20894; Altschul y otros, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul y otros, “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)). Otro método preferido
para determinar el porcentaje de identidad es por el método del protocolo de alineacion de proteinas DNASTAR,
usando el algoritmo de Jotun-Hein (Hein y otros, Methods Enzymol. 183:626-645 (1990)). Los parametros por defec-
to para el método de Jotun-Hein para alineaciones son: para las alineaciones mudiltiples, penalizacion por espa-
cio=11, penalizacion por longitud del espacio=3; para alineaciones en parejas k-tuples=6. A modo de ilustracion, a
través de un polinucledtido que tiene una secuencia de nucledtidos que tiene al menos, por ejemplo, una “identidad”
del 95% con una secuencia de nucleétidos de referencia, se pretende que la secuencia de nucleétidos del polinu-
cledtido sea idéntica a la secuencia de referencia, salvo que la secuencia polinucleotidica pueda incluir hasta cinco
mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. Es decir, para obtener
un polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos que tenga una identidad de al menos 95% con una se-
cuencia de nucleétidos de referencia, hasta el 5% de los nucledtidos en la secuencia de referencia pueden estar
delecionados o sustituidos por otros nucleétidos, o una cantidad de nucleétidos de hasta el 5% de los nucle6tidos
totales en la secuencia de referencia, pueden estar insertados en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la
secuencia de referencia pueden ocurrir en las posiciones 5' o 3'-terminales de la secuencia de nucleétidos de refe-
rencia o en cualquier sitio entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los nucledtidos en la
secuencia de referencia 0 en uno o varios grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. De forma analoga,
con un polipéptido que tiene una secuencia de amino4cidos que tiene al menos, por ejemplo, una identidad del 95%
con una secuencia de aminoacidos de referencia, se pretende que la secuencia de aminoacidos del polipéptido sea
idéntica a la secuencia de referencia, salvo que la secuencia polipeptidica puede incluir hasta cinco alteraciones de
aminoacidos por cada 100 aminoacidos del aminoacido de referencia. Es decir, para obtener un polipéptido que
tenga una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 95% con una secuencia de aminoacidos de
referencia, hasta el 5% de los residuos de aminoacidos en la secuencia de referencia puede estar delecionado o
sustituido por otro aminoacido, o un nimero de aminoacidos de hasta el 5% de los residuos de aminoacidos totales
en la secuencia de referencia, se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia
de referencia pueden tener lugar en las posiciones del amino o del carboxi terminal de la secuencia de aminoacidos
de referencia o en cualquier lugar entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los residuos
en la secuencia de referencia o en uno o varios grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.

El término "homologo" se refiere a una proteina o a un polipéptido natural o presente en la naturaleza en
una célula hospedadora dada. La invencién incluye microorganismos que producen proteinas homélogas a través de
tecnologia de ADN recombinante.

La expresion "porcentaje de homologia" se refiere al grado de identidad en la secuencia de aminoéacidos en-
tre los polipéptidos. Cuando una primera secuencia de aminoacidos es idéntica a una segunda secuencia de ami-
noacidos, entonces la primera y la segunda secuencia de aminoacidos muestran una homologia del 100%. La homo-
logia entre dos polipéptidos cualquiera, es una funcién directa del nimero total de aminoécidos emparejados en una
posicion dada, en cualquiera de las dos secuencias, p. €j., si la mitad del nimero total de aminoacidos en cualquiera
de las dos secuencias es el mismo, entonces se dice que las dos secuencias muestran una homologia del 50%.

La “degeneracion del codon” se refiere a la divergencia en el codigo genético que permite la variacion de la
secuencia de nucledtidos sin afectar a la secuencia de aminoacidos de un polipéptido codificado. El técnico experto
es bien consciente de la “preferencia por un coddn” mostrada por una célula hospedadora especifica, en el uso de
codones de nucledtidos para especificar un aminoacido dado. Por lo tanto, al sintetizar un gen para la expresién
mejorada en una célula hospedadora, es deseable disefiar el gen de modo que su frecuencia de uso de coddn se
aproxime a la frecuencia de uso del coddn preferido de la célula hospedadora.

Modificaciones de la secuencia, tales como deleciones, inserciones o0 sustituciones en la secuencia que
producen cambios silenciosos que no afectan sustancialmente a las propiedades funcionales de la molécula de
proteina resultante, también se contemplan. Por ejemplo, se contempla la alteraciéon de la secuencia del gen que
refleja la degeneracion del codigo genético, o que da como resultado la produccién de un aminoacido quimicamente
equivalente, en un sitio dado. Asi, un codén para el aminoéacido alanina, un aminoacido hidréfobo, se puede sustituir
por un codoén que codifica otro residuo menos hidréfobo, tal como glicina, o un residuo mas hidréfobo, tal como vali-
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na, leucina o isoleucina. De forma similar, cambios que dan como resultado la sustitucién de un residuo cargado
negativamente por otro, tal como acido aspartico por acido glutamico, o un residuo cargado positivamente por otro,
tal como lisina por arginina, también se puede esperar que produzcan un producto biolégicamente equivalente.
Cambios de nucleétidos que dan como resultado la alteracion de las porciones N-terminales y C-terminales de la
molécula de proteina, tampoco se esperaria que alteren la actividad de la proteina. En algunos casos, puede ser de
hecho deseable producir mutantes de la secuencia para estudiar el efecto de la alteracion sobre la actividad biologi-
ca de la proteina. Cada una de las modificaciones propuestas esta dentro de la técnica convencional, al igual que la
determinacién de la conservacion de la actividad bioldgica en los productos codificados. Por otra parte, el técnico
experto reconoce que las secuencias abarcadas por esta invencion, también se definen por su capacidad de hibrida-
cion, bajo condiciones rigurosas (0,1X SSC, 0,1% de SDS, 65°C), con las secuencias ejemplificadas en esta memo-
ria.

El término "expresion” se refiere a la transcripcion y a la traduccién en un producto génico a partir de un gen
gue codifica la secuencia del producto génico.

Los términos "plasmido”, “vector” y "casete", se refieren a un elemento extracromosémico que es portador
frecuentemente de genes que no forman parte del metabolismo central de la célula, y generalmente esta en forma
de moléculas de ADN circulares bicatenarias. Tales elementos pueden ser secuencias que se replican de forma
auténoma, secuencias que integran el genoma, secuencias de fagos o nucledtidos, de ADN o ARN lineal o circular,
mono o bicatenario, obtenidas a partir de cualquier fuente, en las que se ha reunido una cantidad de secuencias de
nucleétidos o se han recombinado en una Unica estructura artificial que es capaz de introducir en una célula un
fragmento de promotor y una secuencia de ADN para un producto génico seleccionado, junto con una secuencia 3’
sin traducir adecuada. Un “casete de transformacion” se refiere a un vector especifico que contiene un gen extrafo y
que tiene elementos, ademas del gen extrafio, que facilitan la transformaciéon de una célula hospedadora concreta.
El “casete de expresiéon” se refiere a un vector especifico que contiene un gen extrafio y que tiene elementos,
ademas del gen extrafio, que permiten una expresion mejorada de ese gen en un hospedador extrafio.

Construccion de organismos recombinantes

Los organismos recombinantes que contienen los genes necesarios que codificaran la ruta enzimatica para
la conversion de un sustrato de carbono en 1,3-propanodiol, se pueden construir usando métodos bien conocidos en
la técnica. Los genes que codifican la deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato (GPD1), glicerol-3-fosfatasa (GPP2),
deshidratasa de glicerol (dhaB1, dhaB2 y dhaB3), el factor de reactivacion de la deshidratasa (orfZ y orfX) y la oxido-
rreductasa de 1,3-propanodiol (dhaT), se aislaron a partir de un hospedador natural tal como Klebsiella o Saccharo-
myces Yy se utilizaron para transformar cepas hospedadores tales como E. coli DH5a, ECL707, AA200, o KLP23.

Aislamiento de genes

Los métodos para obtener los genes deseados a partir de un genoma bacteriano son comunes y bien cono-
cidos en la técnica de la biologia molecular. Por ejemplo, si se conoce la secuencia del gen, se pueden crear geno-
tecas genomicas adecuadas mediante digestion con endonucleasas de restriccion y se pueden seleccionar con
sondas complementarias a la secuencia génica deseada. Una vez que se aisla la secuencia, el ADN se puede am-
plificar usando métodos convencionales de amplificacion dirigidos con cebador, tales como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) (documento de patente de EE.UU. 4.683.202) para obtener cantidades de ADN adecuadas para
la transformacion usando vectores apropiados.

Alternativamente, las genotecas de cosmidos se pueden crear cuando grandes segmentos de ADN geno-
mico (35-45 kb) se pueden empaquetar en vectores y se emplean para transformar hospedadores apropiados. Los
vectores cosmidos son los Unicos que son capaces de acomodar grandes cantidades de ADN. Los vectores césmi-
dos tienen generalmente por lo menos una copia de la secuencia de ADN cos que es necesaria para el empaqueta-
miento y la posterior circularizacion del ADN extrafio. Ademas de la secuencia cos, estos vectores también con-
tendran un origen de replicacion, tal como ColE1 y marcadores de resistencia a farmacos, tales como un gen resis-
tente a la ampicilina o a la neomicina. Los métodos para usar los vectores cosmidos para la transformacion de hos-
pedadores bacterianos adecuados, se describen con detalle en Sambrook, J. y otros, supra.

Tipicamente para clonar cosmidos, el ADN extrafio se aisla usando las endonucleasas de restriccion apro-
piadas y se liga de forma adyacente a la regién cos del vector del césmido, usando las ligasas apropiadas. Los vec-
tores de césmidos que contienen ADN extrafio linealizado, reaccionan a continuacion con un vehiculo para empa-
guetar el ADN, tal como un bacteriéfago. Durante el proceso de empaquetamiento, los sitios cos se escinden y el
ADN extrafio se empaqueta en la porcion de la cabeza de la particula virica bacteriana. A continuacion, estas parti-
culas se utilizan para transfectar células hospedadoras adecuadas, tales como E. coli. Una vez inyectado en la célu-
la, el ADN extrafio se circulariza bajo la influencia de los extremos cohesivos de cos. De esta manera, se pueden
introducir grandes segmentos de ADN extrafio y expresarlos en células hospedadoras recombinantes.

Aislamiento y clonacién de los genes que codifican la deshidratasa de glicerol (dhabl, dhaB2 y dhaB3), los
factores que reactivan la deshidratasa (orfZ y orfX) y la deshidrogenasa de 1,3-propanodiol (dhaT)

Los vectores cosmidos y los métodos para la transformacion de cosmidos se utilizan dentro del contexto de
la presente invencion para clonar grandes segmentos de ADN gendmico, procedente de géneros bacterianos cono-
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cidos por poseer genes capaces de procesar el glicerol en 1,3-propanodiol. Especificamente, el ADN gendémico de
K. pneumoniae fue aislado por métodos bien conocidos en la técnica y digerido con la enzima de restriccion Sau3A,
para la inserciéon en un vector césmido Supercos 1 y empaquetado empleando extractos para el empaquetamiento
de Gigapackll. Después de la construccién del vector de E. coli XL1-Blue, se transformaron células MR con el ADN
del cosmido. Los transformantes se escrutaron para estudiar la capacidad de convertir glicerol en 1,3-propanodiol,
haciendo crecer las células en presencia de glicerol y analizando el medio para observar la formacién de 1,3-
propanodiol.

Se analizaron dos de los transformantes positivos para 1,3-propanodiol y los cosmidos se denominaron
pKP1 y pKP2. La secuenciacién del ADN revel6 una homologia extensa con el gen de la deshidratasa de glicerol
procedente de C. freundii, mostrando que estos transformantes contenian ADN que codificaba el gen de la deshidra-
tasa de glicerol. Se analizaron otros transformantes positivos para el 1,3-propanodiol y los césmidos se denominaron
pKP4 y pKP5. La secuenciacion del ADN revel6 que estos césmidos eran portadores de ADN que codificaba un gen
de la deshidratasa de diol.

Aunque la presente invencion utiliza los genes aislados a partir de un cosmido de Klebsiella, fuentes alter-
nativas de genes de la deshidratasa y de genes del factor de reactivacion de la deshidratasa incluyen, pero no estan
limitados a los mismos, Citrobacter, Clostridia y Salmonella (véase la Tabla 1).

Genes que codifican G3PDH v la fosfatasa de G3P

La presente invencion proporciona genes adecuados para la expresion de actividades G3PDH y fosfatasa
de G3P en una célula hospedadora.

Los genes que codifican G3PDH son conocidos. Por ejemplo, GPD1 se ha aislado a partir de Saccharomy-
ces (Wang y otros, supra). De forma similar, la actividad de G3PDH también se ha aislado a partir de Saccharomy-
ces, codificada por GPD2 (Eriksson y otros, Mol. Microbiol. 17, 95 (1995)).

Para los fines de la presente invencion, se contempla que cualquier gen que codifica un polipéptido respon-
sable de la actividad G3PDH dependiente de NADH es adecuado, en donde esa actividad es capaz de catalizar la
conversion de fosfato de dihidroxiacetona (DHAP) en glicerol-3-fosfato (G3P). Ademas, se contempla que cualquier
gen que codifica la secuencia de aminoacidos de G3PDH dependiente de NADH que se corresponde con los genes
DAR1, GPD1, GPD2, GPD3, y gpsA sera funcional en la presente invencién, en donde esa secuencia de aminoaci-
dos puede abarcar sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos que no alteran la funcién de la enzima. La
persona experta en la técnica apreciara que los genes que codifican G3PDH aislados a partir de otras fuentes, tam-
bién seran adecuados para el empleo en la presente invencién. Los genes que codifican la fosfatasa de G3P son
conocidos. Por ejemplo, GPP2 se ha aislado a partir de Saccharomyces cerevisiae (Norbeck y otros, J. Biol. Chem.
271, 13875 (1996)).

Para los fines de la presente invencion, cualquier gen que codifica una actividad fosfatasa de G3P es ade-
cuado para el uso en el método, en donde esa actividad es capaz de catalizar la conversion de glicerol-3-fosfato mas
H2O0 en glicerol mas fosfato inorganico. Ademas, cualquier gen que codifica la secuencia de aminoéacidos de la fosfa-
tasa de G3P que se corresponde con los genes GPP2 y GPP1, sera funcional en la presente invencion, incluyendo
cualquier secuencia de aminoacido que abarque sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos que no alte-
ren la funcién de la enzima fosfatasa de G3P. La persona experta en la técnica apreciara que los genes que codifi-
can la fosfatasa de G3P, aislada a partir de otras fuentes, también serdn adecuados para el uso en la presente in-
vencion.

Células hospedadoras

Las células hospedadoras adecuadas para la produccién recombinante de 1,3-propanodiol pueden ser pro-
cariotas 0 eucariotas y estaran limitadas solamente por la capacidad de la célula hospedadora para expresar las
enzimas activas para la ruta del 1,3-propanodiol. Las células hospedadoras adecuadas seran microorganismos tales
como Citrobacter, Enterobacter, Clostridium, Klebsiella, Aerobacter, Lactobacillus, Aspergillus, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida, Hansenula, Debaryomyces, Mucor,
Torulopsis, Methylobacter, Escherichia, Salmonella, Bacillus, Streptomyces y Pseudomonas. Se prefieren en la pre-
sente invencion Escherichia coli, Escherichia blattae, Klebsiella, Citrobacter y Aerobacter. La mas preferida es E. coli
(KLP23 (documento de patente WO 2001012833 A2), RJ8.n (ATCC PTA-4216), E. coli: FMP’::Km (ATCC PTA4732),
MG 1655 (ATCC 700926)).

Vectores y casetes de expresion

La presente invencion proporciona una variedad de vectores y casetes de transformacion y de expresion
adecuados para la clonacién, la transformacién y la expresion factor G3PDH, fosfatasa de G3P, deshidratasa y fac-
tor de reactivacion de la deshidratasa, en una célula hospedadora adecuada. Los vectores adecuados seran los que
sean compatibles con el microorganismo empleado. Los vectores adecuados se pueden obtener, por ejemplo, a
partir de una bacteria, un virus (tal como el bacteriéfago T7 o M-13 obtenido a partir de un fago), un césmido, una
levadura o una planta. Los protocolos para obtener y usar tales vectores son conocidos en la técnica (Sambrook y
otros, supra).
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Las regiones de control de la iniciacion, o promotores, que son Utiles para dirigir la expresién de los genes
de G3PDH y de la fosfata de G3P (DARL1 y GPP2, respectivamente) en la célula hospedadora deseada, son nume-
rosas y conocias por los expertos en la materia. Virtualmente, cualquier promotor capaz de dirigir estos genes, es
adecuado para la presente invencion, que incluye pero no esta limitada a los mismos, CYC1, HIS3, GAL1, GAL10,
ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO y TPI (util para la expresién en Saccharomyces);
AOX1 (util para la expresion en Pichia); y lac, trp, APL, APg, T7, tac y trc ((tiles para la expresion en E. coli).

Las regiones de control de la terminaciéon también se pueden obtener a partir de diferentes genes naturales
para los hospedadores preferidos. Opcionalmente, un sitio de terminaciéon puede ser superfluo; sin embargo, se
prefiere mas si esta incluido.

Para la expresion eficaz de las presentes enzimas, los ADNs que codifican las enzimas estan ligados fun-
cionalmente a través de codones de iniciacién a regiones seleccionadas para el control de la expresion, de modo
gue esta expresion tiene como resultado la formacién del ARN mensajero apropiado.

Particularmente Utiles en la presente invencién son los vectores pSYCO101, pSYCO0103, pSYCO106 y
pSYCO109. Los elementos esenciales se obtienen a partir del regulén dha, aislado a partir de Klebsiella pneumo-
niae y Saccharomyces cerevisiae. Cada uno contiene los marcos de lectura abiertos dhaB1, dhaB2, dhaB3, dhaX,
orfX, DAR1 y GPP2 dispuestos en tres operones separados, cuyas secuencias de nucleétidos se proporcionan en
SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67 y ID SEQ NO: 68, respectivamente. Las diferencias entre los vecto-
res se ilustran en el diagrama mas abajo [el prefijo “p-" indica un promotor; los marcos de lectura abiertos contenidos
en cada uno “( )" representan la composicion de un operén):

pSYCO101 (SEQ ID NO:65):

p-trc (Darl_GPP2) en orientacion opuesta comparado con los otros 2 operones de la ruta,
p-1.6 long Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y

p-1.6 long Gl (orfY_orfX_orfw).

pSYCO103 (SEQ ID NO:66):

p-trc (Darl_GPP2) misma orientacion comparado con los otros 2 operones de la ruta,
p-1.5 long Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX) y

p-1.5 long Gl (orfY_orfX_orfw).

pSYCO106 (SEQ ID NO:67):

p-trc (Darl_GPP2) misma orientacion comparado con los otros 2 operones de la ruta
p-1.6 long Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y

p-1.6 long Gl (orfY_orfX_orfw).

pSYCO109 (SEQ ID NO:68):

p-trc (Darl_GPP2) misma orientacion comparada con los otros 2 operones de la ruta
p-1.6 long Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y

p-1. 6 long Gl (orfY_orK).

Transformacion de hospedadores adecuados y expresion de los genes para la produccion de 1,3-
propanodiol

Una vez que se han construido los casetes adecuados, se emplean para transformar células hospedadoras
apropiadas. La introduccion del casete que contiene los genes que codifican G3PDH, fosfatasa de G3P, deshidrata-
sa y el factor de reactivacion de la deshidratasa, en la célula hospedadora, se puede conseguir por procedimientos
conocidos, tales como mediante transformacion (p. ej., usando células permeables al calcio, electroporacién), o
mediante transfeccion usando un virus de fago recombinante (Sambrook y otros, supra).

En la presente invencion, se emplean casetes para transformar E. coli, tal y como se describe con detalle
en los METODOS GENERALES y los EJEMPLOS.

Mutantes

Ademas de las células ejemplificadas, se contempla que el presente método es capaz de hacer uso de
células que tienen una o multiples mutaciones disefiadas especificamente para mejorar la produccion de 1,3-
propanodiol. Las células que normalmente desvian un material de alimentacion de carbono hacia rutas no producti-
vas, 0 que muestran una represion significativa del catabolito, se podrian mutar para evitar estas deficiencias fenoti-
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picas. Por ejemplo, muchas células de tipo silvestre estan sometidas a una represién por catabolito a través de glu-
cosa y de subproductos en el medio y se contempla que cepas mutantes de estos organismos de tipo silvestre, ca-
paces de producir 1,3-propanodiol que son resistentes a la represion de la glucosa, serian particularmente Utiles en
la presente invencion.

Los métodos para crear mutantes son comunes y bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, las células de
tipo silvestre se pueden exponer a una variedad de agentes, tales como a la radiacién o mutagenos quimicos y es-
crutarlas a continuacion en busca del fenotipo deseado. Cuando se crean mutaciones mediante radiacién, se puede
utilizar la radiacion ultravioleta (UV) o la radiacién ionizante. Las longitudes de onda UV de onda corta para las mu-
taciones genéticas, estaran dentro del intervalo de 200 nm a 300 nm, en donde se prefieren 254 nm. La radiacion
UV en esta longitud de onda, causa cambios principalmente dentro de la secuencia de acido nucleico, de guanidina
y citosina a adenina y timidina. Puesto que todas las células tienen mecanismos de reparacion del ADN que reparar-
ian la mayoria de las mutaciones inducidas con UV, se pueden afiadir agentes tales como la cafeina y otros inhibido-
res para interrumpir el proceso de reparacién y maximizar el nimero de mutaciones eficaces. Las mutaciones con
luz UV de onda larga que usan luz en el intervalo de 300 nm a 400 nm también son posibles, pero generalmente no
son tan eficaces como la luz UV de onda corta, a menos que se utilice junto con diferentes activadores, tales como
colorantes de psoralén que interaccionan con el ADN.

La mutagénesis con agentes quimicos también es eficaz para generar mutantes y las sustancias de uso
general incluyen productos quimicos que afectan a la falta de replicacion del ADN, tales como HNO; y NH,OH, asi
como agentes que afectan a la replicacion del ADN, tales como colorantes de acridina, valiosos para causar muta-
ciones por cambio del marco de lectura. Métodos especificos para crear mutantes usando radiacion o agentes qui-
micos, estan bien documentados en la técnica. Véase, por ejemplo, Thomas D. Brock en “Biotechnology: A Textbook
of Industrial Microbiology” segunda edicién (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA., o Deshpande, Mukund
V., Appl. Biochem. Biotechnol. 36, 227 (1992), incorporados en esta memoria como referencia.

Después de que la mutagénesis haya tenido lugar, los mutantes que tienen el fenotipo deseado se pueden
seleccionar por una variedad de métodos. El escrutinio aleatorio es el mas comun, en donde las células mutageni-
zadas se seleccionan por la capacidad de producir el producto o el producto intermedio deseados. Alternativamente,
el aislamiento selectivo de los mutantes se puede realizar haciendo crecer una poblacion mutagenizada sobre me-
dios selectivos, en donde sélo se pueden desarrollar las colonias resistentes. Los métodos de seleccion de mutantes
estdn muy desarrollados y se conocen bien en la técnica de la microbiologia industrial. Véase, por ejemplo, Brock,
supra; DeMancilha y otros, Food Chem. 14, 313 (1984).

Ademas de los métodos para crear mutantes descritos anteriormente, los genes seleccionados implicados
en convertir el sustrato de carbono en 1,3-propanodiol se pueden para regular por aumento o regular por disminu-
cion, segun una variedad de métodos, que son conocidos por los expertos en la materia. Se entendera que aumen-
tar la regulacion o disminuir la regulacién de un gen se refiere a una alteracion en la actividad de la proteina codifi-
cada por ese gen, en relacion con un nivel testigo de la actividad, por ejemplo, por la actividad de la proteina codifi-
cada por el gen de tipo silvestre (o no alterado) correspondiente.

Regulacion por aumento:

Los genes especificos implicados en una ruta enzimatica se pueden regular por aumento para incrementar
la actividad de su(s) funcion(es) codificada(s). Por ejemplo, copias adicionales de genes seleccionados se pueden
introducir en la célula hospedadora sobre plasmidos multicopia, tales como pBR322. Tales genes también se pue-
den integrar en el cromosoma con secuencias reguladoras apropiadas, que dan como resultado una actividad in-
crementada de sus funciones codificadas. Los genes diana se pueden modificar de forma que estén bajo el control
de promotores no naturales o de promotores naturales alterados. Los promotores enddgenos se pueden alterar in
vivo por mutacion, delecion y/o sustitucion.

Regulacion por disminucién:

Alternativamente, puede ser til reducir o eliminar la expresion de determinados genes en relaciéon con un
nivel dado de actividad. Para los fines de esta invencién, es (til distinguir entre disminucion y eliminacién. Las expre-
siones "regulacion por disminucion" y "regulando por disminucion" un gen, se refieren a una reduccion, pero no a
una eliminacion total, de la actividad de la proteina codificada. Los métodos de regulacién por disminucién y de rotu-
ra de genes son conocidos por los especialistas en la técnica.

La regulacién por disminucion puede tener lugar por delecién, insercion o alteracion de las regiones codifi-
cadoras y/o de las regiones reguladoras (promotor). Regulaciones por disminucion especificas se pueden obtener
mediante mutacién aleatoria seguida de escrutinio o seleccién, o, cuando se conoce la secuencia génica, mediante
la intervencion directa por métodos de biologia molecular conocidos por los expertos en la materia. Un método parti-
cularmente Util, pero no exclusivo, para efectuar la disminucién de la regulacién, es alterar la fuerza del promotor.

Alteracién:

Las alteraciones de genes pueden tener lugar, por ejemplo, mediante 1) la delecién de regiones codificado-
ras y/o regiones reguladoras (promotor), 2) la inserciéon de secuencias de acido nucleico exdégenas en las regiones
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codificadoras y/o regiones reguladoras (promotor), y 3) la alteracién de las regiones codificadoras y/o regiones regu-
ladoras (promotor) (por ejemplo, mediante cambios en las pb del ADN). Tales cambios evitarian la expresién de la
proteina de interés o darian como resultado la expresién de una proteina que es no funcional. Alteraciones especifi-
cas se pueden obtener por mutacion aleatoria seguida por escrutinio o seleccién, o, en casos en los que las secuen-
cias génicas son conocidas, las alteraciones especificas se puedan obtener mediante intervencién directa, usando
métodos de biologia molecular conocidos por los expertos en la materia. Un método particularmente Util es la dele-
cion de cantidades significativas de regiones codificadoras y/o de regiones reguladoras (promotor).

Los métodos para alterar la expresion de la proteina recombinante son conocidos por los expertos en la ma-
teria, y se describen en parte en Baneyx, Curr. Opinion Biotech. (1999) 10:411; Ross y otros, J. Bacteriol. (1998)
180:5375; deHaseth y otros, J. Bacteriol. (1998) 180:3019; Smolke y Keasling, Biotech. And Bioengineeering (2002)
80:762; Swartz, Curr. Opinions Biotech. (2001) 12:195; y Ma y otros, J. Bacteriol. (2002) 184:5733.

Alteraciones en la ruta de produccién de 1,3-propanodiol

Ruta enzimatica representativa. La produccion de 1,3-propanodiol a partir de glucosa se puede realizar me-
diante la siguiente serie de etapas. Esta serie es representativa de un nimero de rutas conocidas por los expertos
en la materia. La glucosa se convierte en una serie de etapas en fosfato de dihidroxiacetona (DHAP) y 3-
fosfogliceraldehido (3-PG) mediante enzimas de la ruta glicolitica. A continuacion se forma glicerol mediante la hidro-
lisis de DHAP a dihidroxiacetona (DHA) seguida de una reduccion, o la reduccion de DHAP a glicerol-3-fosfato
(G3P) seguida de hidrdlisis. La etapa de hidrdlisis se puede catalizar a través de una cantidad cualquiera de fosfata-
sas celulares, que son conocidas por ser inespecificas en relacion con sus sustratos, o la actividad se puede intro-
ducir en el hospedador mediante recombinacion. La etapa de reduccién se puede catalizar con una enzima del hos-
pedador ligada a NAD" (0 a NADP") o la actividad se puede introducir en el hospedador mediante recombinacién. Es
notable que el regulén dha contenga una deshidrogenasa de glicerol (E.C. 1.1.1.6) que cataliza la reaccion reversi-
ble de la Ecuacion 3.

Glicerol — 3-HPA + H,O (Ecuacion 1)
3-HPA + NADH + H" — 1,3-Propanodiol + NAD" (Ecuacién 2)
Glicerol + NAD"- DHA + NADH + H* (Ecuacién 3)

El glicerol se convierte en 1,3-propanodiol a través del compuesto intermedio 3-hidroxi-propionaldehido (3-
HPA), tal y como se ha sido descrito detalladamente mas arriba. El compuesto intermedio 3-HPA se produce a partir
de glicerol, Ecuacion 1, mediante una enzima deshidratasa que puede estar codificada por el hospedador o se pue-
de introducir en el hospedador mediante recombinacién. Esta deshidratasa puede ser deshidratasa de glicerol (E.C.
4.2.1.30), deshidratasa de diol (E.C. 4.2.1.28) o cualquier otra enzima capaz de catalizar esta transformacion. La
deshidratasa de glicerol, pero no la deshidratasa de diol, esta codificada por el regulon dha. El 1,3-propanodiol se
produce a partir de 3-HPA, Ecuacién 2, mediante una enzima del hospedador ligada a NAD'- (0 a NADP™) o la acti-
vidad se puede introducir en el hospedador mediante recombinacion. Esta reaccion final en la produccién de 1,3-
propanodiol puede estar catalizada por la deshidrogenasa de 1,3-propanodiol (E.C. 1.1.1.202) u otras deshidrogena-
sas de alcohol.

Mutaciones y transformaciones que afectan a la canalizacién del carbono. Una variedad de microorganis-
mos mutantes que comprenden variaciones en la ruta de produccion del 1,3-propanodiol, seran Utiles en la presente
invencién. Mutaciones que blogquean las rutas alternativas para los compuestos intermedios de la ruta de produccion
del 1,3-propanodiol, también serian Utiles para la presente invencion. Por ejemplo, la eliminacion de la cinasa de
glicerol evita que el glicerol, formado a partir de G3P por la accion de la fosfatasa de G3P, se reconvierta a G3P a
expensas de ATP. También, la eliminacion de la deshidrogenasa de glicerol (por ejemplo, gldA) evita que el glicerol,
formado a partir de DHAP por la accion de la deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato dependiente de NADH, se con-
vierta en dihidroxiacetona. Las mutaciones se pueden dirigir a un gen estructural para perjudicar o mejorar la activi-
dad de una actividad enzimatica, o se puede dirigir a un gen regulador, incluyendo regiones promotoras y sitios de
union al ribosoma, de modo que se module el nivel de expresion de una actividad enzimatica.

De este modo se contempla que las transformaciones y las mutaciones se pueden combinar de modo que
controlen actividades enzimaticas concretas para la mejora de la produccion de 1,3-propanodiol. De este modo, esta
dentro del alcance de la presente invencion el anticipar modificaciones de un catalizador de la célula completa que
conducen a una produccién incrementada de 1,3-propanodiol.

La presente invencion utiliza una ruta preferida para la produccién de 1,3-propanodiol a partir de un sustrato
de azucar en donde el flujo de carbono se traslada desde glucosa a DHAP, G3P, glicerol, 3-HPA, y finalmente a 1,3-
propanodiol. Las presentes cepas de produccion se han manipulado genéticamente para maximizar la eficacia me-
tabdlica de la ruta, incorporando diferentes mutaciones por delecion que evitan la desviacion del carbono a com-
puestos no productivos. El glicerol se puede desviar de la conversion a 3HPA mediante la transformacion a DHA o a
G3P, a través de la deshidrogenasa de glicerol o la cinasa de glicerol, tal y como se ha descrito anteriormente. Por
consiguiente, las presentes cepas de produccién contienen mutaciones por delecién en los genes gldA y glpK. De
forma similar, DHAP se puede desviar a 3-PG a través de una isomerasa de triosafosfato, de este modo el presente
microorganismo de produccién también contiene una mutacion por delecién en este gen. El método presente incor-
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pora ademas una enzima deshidratasa para la conversion de glicerol a 3HPA, que actla de acuerdo con el factor de
reactivacion, codificado por orfX y orfZ del regulén dha. Aunque la conversion de la 3HPA a 1,3-propanodiol se con-
sigue tipicamente a través de una oxidorreductasa de 1,3-propanodiol, el método presente utiliza una actividad ca-
talitica inespecifica que produce titulos y rendimientos mas elevados del producto final, 1,3-propanodiol. En tal pro-
cedimiento, se consiguen titulos de 1,3-propanodiol de al menos 10 g/l, en donde se esperaban titulos de 200 g/l.

Alternativamente, un procedimiento mejorado para la produccién de 1,3-propanodiol puede utilizar glicerol o
dihidroxiacetona como sustrato cuando la ruta comprende solamente los tres Gltimos sustratos, glicerol — 3HPA —
1,3-propanodiol. En tal procedimiento, la oxidorreductasa se elimina de nuevo a favor de la actividad catalitica ines-
pecifica (que se espera que sea una deshidrogenasa de alcohol), no obstante, la necesidad de mutaciones por dele-
cion se anulan por las consideraciones energéticas de afiadir glicerol al cultivo. En dicho procedimiento, se alcanzan
titulos de 1,3-propanodiol de por lo menos 71 g/l, en donde se esperaban titulos de 200 g/l.

De forma similar, esta dentro del alcance de la invencién proporcionar mutantes de microorganismos de tipo
silvestre que se han modificado por delecién o mutacién de la actividad de dhaT, para crear productores mejorados
de 1,3-propanodiol. Por ejemplo, microorganismos, que contienen de forma natural todos los elementos del regulén
dha, se pueden manipular de modo que se inactive el gen dhaT que codifica la actividad oxidorreductasa de 1,3-
propanodiol. Se espera que estos microorganismos produzcan rendimientos y titulos mas elevados de 1,3-
propanodiol, mediados por la presencia de una actividad catalitica enddgena, que se espera que sea una deshidro-
genasa de alcohol. Ejemplos de tales microorganismos incluyen, pero no estan limitados a los mismos, Klebsiella
sp., Citrobacter sp. y Clostridium sp.

Medios y sustratos del carbono

Los medios de fermentacion en la presente invencién deben contener sustratos adecuados de carbono. Los
sustratos adecuados pueden incluir, pero no estan limitados a los mismos, monosacéridos tales como glucosa y
fructosa, y oligosacaridos tales como lactosa o sacarosa.

En la presente invencion, el sustrato de carbono preferido es glucosa.

Ademas de una fuente de carbono apropiada, los medios de fermentacién deben contener minerales, sales,
cofactores, tampones y otros componentes adecuados, conocidos por los expertos en la materia, adecuados para el
crecimiento de los cultivos y el impulso de la ruta enzimatica necesaria para la produccion de 1,3-propanodiol. Se
otorga una particular atencion a las sales de Co(ll) y/o a la vitamina B12 0 a sus precursores.

La adenosil-cobalamina (coenzima Bi2) es un cofactor esencial para la actividad deshidratasa. La sintesis
de coenzima Bji» se encuentra en procariotas, algunos de los cuales son capaces de sintetizar el compuesto de
nuevo, por ejemplo, Escherichia blattae, especies de Klebsiella, especies de Citrobacter y especies de Clostridium,
mientras que otros pueden realizar reacciones parciales. E. coli, por ejemplo, no puede producir la estructura del
anillo de corrina, pero es capaz de catalizar la conversién de cobinamida a corrinoide y puede introducir el grupo 5’-
desoxiadenosilo. Por tanto, se conoce en la técnica que un precursor de la coenzima B2, tal como la vitamina Bi,
se tiene que proporcionar en las fermentaciones con E. coli.

Las adiciones de vitamina Bi» a las fermentaciones de E. coli se pueden afiadir continuamente, con un
régimen constante o escalonado, de forma que coincida con la generacion de la masa celular, o se puede afiadir en
adiciones aisladas o mdltiples de bolos. Las relaciones preferidas de vitamina B1> (mg) alimentada a la masa celular
(DOss0) son desde 0,06 hasta 0,60. Las relaciones mas preferidas de vitamina B12 (mg) alimentada a la masa celular
(DOss0) son desde 0,12 hasta 0,48.

Aunque la vitamina B, se afiade a E. coli transformada de la presente invencién, se contempla que otros
microorganismos, capaces de la biosintesis de nuevo de Bi» también seran células productoras adecuadas y la
adicion de B12 a estos microorganismos sera innecesaria.

Condiciones del cultivo:

Tipicamente, las células se hacen crecer a 35°C en medios apropiados. Los medio de crecimiento preferi-
dos en la presente invencién son medios comunes preparados de forma comercial, tales como el caldo de Luria
Bertani (LB), caldo de dextrosa de Sabouraud (SD) o caldo de medio de levadura (YM). Otros medios de crecimiento
definidos o sintéticos también se puedes utilizar y el medio apropiado para el crecimiento del microorganismo parti-
cular sera conocido por algun especialista en la materia de ciencias microbiolégicas o de fermentacion. El uso de
agentes conocidos para modular la represion del catabolito directa o indirectamente, p. €j., adenosina 2":3'- monofos-
fato ciclica, también se puede incorporar en los medios de reaccion. De forma similar, el uso de agentes conocidos
para modular actividades enzimaticas (p. €j., el viologeno de metilo) que conducen a una mejora de la produccion de
1,3-propanodiol, se puede utilizar junto con o como alternativa a las manipulaciones genéticas.

Intervalos adecuados de pH para la fermentacién estan entre pH 5,0 y pH 9,0, en donde se prefiere el pH
de 6,0 a pH 8,0 como estado inicial.

Las reacciones se pueden realizar bajo condiciones aerobias o anaerobias, en donde se prefieren las con-
diciones aerobias, anoxicas o anaerobias, basandose en los requisitos del microorganismo.
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Las fermentaciones semicontinuas se pueden realizar con alimentacién de carbono, por ejemplo, glucosa,
limitada o en exceso.

Fermentaciones por lotes y continuas:

El presente procedimiento emplea un método de fermentacion por lotes. La fermentacién clasica por lotes
es un sistema cerrado en donde la composicién del medio se determina al comienzo de la fermentacion y no esta
sujeta a alteraciones artificiales durante la fermentacion. Asi, al comienzo de la fermentacion, el medio se inocula
con el microorganismo o los microorganismos deseados y se deja que tenga lugar la fermentacion sin afiadir nada al
sistema. Tipicamente, sin embargo, la fermentacion “por lotes” es por lotes con respecto a la adicién de la fuente de
carbono y se han realizado frecuentemente intentos con factores de control, tales como el pH y la concentracion de
oxigeno. En los sistemas por lotes, las composiciones del metabolito y de la biomasa del sistema cambian constan-
temente, hasta el momento en el que se detiene la fermentacion. En los cultivos por lotes, las células estan modera-
das a través de una fase logaritmica estatica hasta una fase logaritmica elevada del crecimiento y finalmente una
fase estacionaria, en donde la tasa de crecimiento disminuye o esta detenida. Si no se tratan, las células en la fase
estacionaria eventualmente moriran. Las células en la fase logaritmica son generalmente responsables del volumen
de produccién del producto final o intermedio.

Una variacion en el sistema por lotes convencional es el sistema semicontinuo. Los procesos de fermenta-
cion semicontinuos también son adecuados en la presente invencion y comprenden un sistema tipico por lotes, con
la excepcion de que el sustrato se afiade en incrementos a medida que va progresando la fermentacion. Los siste-
mas semicontinuos son Utiles cuando la represion del catabolito es adecuada para inhibir el metabolismo de las
células y cuando es deseable tener unas cantidades limitadas de sustrato en el medio. La medicién de la concentra-
cion de sustrato real en los sistemas semicontinuos es dificil y, por lo tanto, se estima en base a los cambios de
factores medibles, tales como pH, oxigeno disuelto y la presion parcial de gases residuales tales como CO.. Las
fermentaciones por lotes y semicontinuas son comunes y bien conocidas en la técnica y se pueden encontrar ejem-
plos en Brock, supra.

Aunque la presente invencion se realiza por lotes, se contempla que el método podria adaptarse a métodos
de fermentacion continua. La fermentaciéon continua es un sistema abierto, en donde un medio de fermentacion
definido se afiade continuamente a un biorreactor y una cantidad igual de medio condicionado se elimina simulta-
neamente para el procesamiento. La fermentacion continua mantiene generalmente los cultivos a una densidad alta
constante, en donde las células estan sobre todo en crecimiento de fase logaritmica.

La fermentacién continua permite la modulacién de un factor o de cualquier nUmero de factores que afectan
al crecimiento celular o a la concentracion del producto final. Por ejemplo, un método mantendra un nutriente limitan-
te, tal como la fuente de carbono o el nivel de nitrdgeno, con una tasa fija y permitira moderar todos los demas
parametros. En otros sistemas, un nimero de factores que afectan al crecimiento se pueden alterar continuamente,
mientras que la concentracion celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los sistemas conti-
nuos se esfuerzan por mantener unas condiciones de crecimiento en estado estacionario y asi la pérdida de células
debida a que el medio se tiene que retirar, se puede equilibrar frente a la tasa de crecimiento celular en la fermenta-
cion. Métodos para modular los nutrientes y factores de crecimiento para procesos de fermentacién continua, asi
como técnicas para maximizar la tasa de formacion del producto, son bien conocidos en la técnica de la microbiolog-
ia industrial y una variedad de métodos se detalla en Brock, supra.

Se contempla que la presente invencion se puede poner en practica empleando procesos de alimentacion
por lotes, semicontinuos o continuos y que cualquier modo de fermentacion conocido seria adecuado. Ademas, se
contempla que las células pueden estar inmovilizadas sobre un sustrato como catalizadores celulares completos y
sometidas a las condiciones de fermentacion para la produccion de 1,3-propanodiol.

Identificacion y purificacion de 1,3-propanodiol:

Métodos para la purificacion de 1,3-propanodiol a partir de los medios de fermentacion son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los propanodioles se pueden obtener a partir de medios celulares, sometiendo la mezcla de
reaccion a extraccion con un disolvente organico, destilacion y cromatografia en columna (documento de patente de
EE.UU. 5.356.812). Un disolvente organico particularmente bueno para este procedimiento es el ciclohexano (docu-
mento de patente de EE.UU. 5.008.473).

El 1,3-propanodiol se puede identificar directamente sometiendo el medio a un analisis por cromatografia
liquida de alta presién (HPLC). En la presente invencion se prefiere un método en donde el medio de fermentacién
se analiza sobre una columna de intercambio i6bnico analitica, usando una fase moévil de acido sulfirico 0,01 N de
manera isocratica.

METODOS GENERALES Y MATERIALES

Los procedimientos para las fosforilaciones, ligaciones y transformaciones son bien conocidos en la técnica.
Técnicas adecuadas para el uso en los ejemplos siguientes, se pueden encontrar en Sambrook, J. y otros, supra.

Los materiales y los métodos adecuados para el mantenimiento y el crecimiento de los cultivos bacterianos

21



10

15

ES 2356 526 T3

son bien conocidos en la técnica. Las técnicas adecuadas para uso en los siguientes ejemplos, se pueden encontrar
en “Manual of Methods for General Bacteriology” (Phillipp Gerhardt, R. G. E. Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W.
Nester, Willis A. Wood, Noel R. Krieg y G. Briggs Philips, compiladores), American Society for Microbiology, Was-
hington, D. C. (1994) o Thomas D. Brock en “Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology”, segunda edicion
(1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA. Todos los reactivos y los materiales utilizados para el crecimiento
y el mantenimiento de las células bacterianas, se obtuvieron a partir de Aldrich Chemilcals (Milwaukee, WI), DIFCO
Laboratories (Detroit, Ml), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD) o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), salvo espe-
cificacion de lo contrario.

“n

El significado de las abreviaturas es del modo siguiente: “h” significa hora(s), “min” significa minuto(s), “s
significa segundo(s), “d” significa dia(s), “mL” significa mililitros, “L" significa litros, 50 amp es 50 ug/mL de ampicilina
y LB-50 amp es caldo de Luria-Bertani que contiene 50 pg/ml de ampicilina.

En las tablas se utilizan las siguientes abreviaturas. “Con.” es conversion, “Sel.” es selectividad basada en
carbono y "nd" es no detectado.

Las cepas y los vectores utilizados y construidos en los siguientes ejemplos, se enumeran en el diagrama a
continuacién:

Nombre Nombre Fenotipo
alternativo

FM5

RJF 10 FM5 glpK-

KLP23 FM5 glpK- gldA-

W02001012833 A2

KLndh81 FM5 glpk- gldA- ndh-

KLpts7 FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIicrr- KmR

KlgalP-trc FMS5 glpk- gldA- ndh- ptsHlcrr- KmR galPp-trc

KLGG FMS5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- KmR galPp-trc glkp-trc

KLGGAarcA FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIicrr- KmR galPp-trc glkp-trc areA-

KLGG AarcA Aedd FMP FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIicrr- KmR galPp-trc glkp-trc arcA- edd-

FMP seleccionada FMP’::Km FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIicrr- KmR galPp-trc glkp-trc* arcA- edd-

FMP’::Km 1.5gapA El\gs glpk- gldA- ndh- ptsHlcrr- KmR galPp-trc glkp-trc* arcA- edd- gapAp-

FMP’ 1.5 gapA FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc glkp-trc* arcA- edd- gapAp-1.5

FMP’ 1,5 gapA FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc

AmgsA glkp-trc* arcA- edd- gapAp-1.5 mgsA-

FMP’ 1.5 gap Amgs Triple FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc

1.6ppc glkp-trc* areA- edd- gapAp-1.5 mgsA- ppcp-1.6

Triple 1.6 btuR FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc glkp-trc* arcA- edd- gapAp-1.5
mgsA- ppcp-1.6 yciK-btuRp-1.6

Triple 1.6 btuR 1.6yghD FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc glkp-trc* arcA- edd- gapAp-1.5
mgsA- ppcp-1.6 yciK-btuRp-1.6 yghC- yghDp-1.6

Triple 1.6 btuR 1.6yghD Triple FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc glkp-tre arcA- edd- gapAp-1.5

AackA-pta Triple mgsA- ppcp-1.6 yciK-btuRp-1.6 yghC- yghDp-1.6 ackA-pta-

Triple Triple AaldA FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc glkp-trc* arcA- edd- gapAp-1.5
mgsA- ppcp-1.6 yciK-btuRp-1.6 yghC- yghDp-1.6 ackA-pta- aldA-

Triple Triple AaldB FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc glkp-trc* arcA- edd- gapAp-1.5
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Nombre Nombre Fenotipo

alternativo

mgsA- ppcp-1.6 yciK-btuRp-1.6 yghC- yghDp-1.6 ackA-pta- aldB-

Triple Triple AaldA AaldB FM5 glpk- gldA- ndh- ptsHIcrr- galPp-trc glkp-trc* arcA- edd- gapAp-1.5
mgsA- ppcp-1.6 yciK-btuRp-1.6 yghC- yghDp-1.6 ackA-pta- aldA- aldB-

Cepas:

KLP23 (WO 2001012833 A2),

RJ8.n (ATCC PTA-4216),

MG 1655 ATCC 700926 (disponible comercialmente)
Plasmidos:

pAH48 WO 9821340 Al

pDT29 WO 2001012833 A2

pKP32 WO 2001012833 A2

pSYCO101 SEQ ID NO:65
pSYCO103 SEQ ID NO:66
pSYCO106 SEQ ID NO:67
pSYCO109 SEQ ID NO:68.

Los plasmidos pKD3, pKD4, pKD13 y pKD46 y pCP20 han sido descritos (Datsenko y Wanner, supra). Los
plasmidos pLoxCat2 y pJW168 han sido descritos (Palmeros y otros, supra).

Integracién cromosémica para inactivar genes, sustituir promotores e introducir mutaciones cromosémicas.

Para integrar un ADN en una region especifica del cromosoma, es necesaria una homologia del ADN que
se va a insertar con el sitio cromosomico diana y un marcador seleccionable. Es ventajoso si el marcador se puede
eliminar facilmente después de la integracion. El sistema de recombinasa loxP/Cre procedente del fago P1 y el sis-
tema de recombinasa FRT/FlIp procedente de la levadura, proporcionan un mecanismo para eliminar el marcador.
Los sitios loxP y FRT son sitios de reconocimiento para las recombinasas Cre y Flp. Cre y Flp son recombinasas
especificas del sitio, que escinden el ADN intercalado de los sitios de reconocimiento directamente repetidos.

El casete de integracién que contiene los brazos homdélogos del sitio cromosémico diana y que codifica un
marcador seleccionable flanqueado por los sitios loxP [Palmeros y otros. Gene 247, 255-264 (2000)] o FRT [Datsen-
ko y Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 6640-6645 (2000)] se transforma en las células diana que cobijan
pKD46 (Datsenko y Wanner, supra). Las estructuras integradas con éxito se seleccionan, haciendo crecer las célu-
las en presencia del antibiético. Posteriormente, pKD46 se obtiene a partir de las células y los plasmidos de recom-
binasa se introducen a continuacién en las estructuras integradas para eliminar el gen del antibidtico. Las cepas
integradas con un casete loxP se transforman con pJW 168 que codifica una recombinasa Cre (Palmeros y otros,
supra). Las cepas que contienen un casete FRT se transforman con pCP20 que codifica una recombinasa Flp (Dat-
senko y Wanner, supra). Después de la eliminacion del marcador integrado, los plasmidos de la recombinasa se
obtienen a partir de la cepa.

La transduccién de vir de P1 se realiz6 tal y como se ha descrito previamente [Miller, J. H. , “A short course
in bacterial genetics. A laboratory manual and handbook for Escherichia coli and related bacteria”. (1992) Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY].

ENSAYOS ENZIMATICOS

Ensayos para la actividad glucocinasa (GIk)

La actividad glococinasa (Glk) se sometié a ensayo siguiendo la conversion de glucosa a glucose-6-fosfato
espectrofotométricamente a 340 nm, mediante el acoplamiento de la reaccion de glucocinasa con la de la deshidro-
genasa de glucosa-6-fosfato (E.C. 1.1.1.49). El ensayo contenia NADP 0,5 mM, ATP 5 mM, MgCl, 5 mM y 2 unida-
des de deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato en tampén fosfato 100 mM, pH 7,2. Ensayos alternativos se pueden
encontrar en T. E. Barman, “Enzyme Handbook” (1985), Springer-Verlag, Berlin.
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Ensayo para la actividad deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato:

El ensayo para la actividad deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato se midié en extractos sin células por
la apariciéon de NADH. Un material sobrenadante sin células ultracentrifugado (50.000 x g, 1 h, 4°C) se purifico par-
cialmente usando una columna de intercambio iénico antes de ensayo. El ensayo contenia gliceraldehido-3-fosfato
0,2 mM, NAD" 2,5 mM, EDTA 2 mM, cisteamina 5 mM, fosfato potasico 20 mM y trietanolamina 40 mM, a pH 8,9.
Ensayos alternativos se pueden encontrar en T. E. Barman, supra.

Ensayo para la actividad carboxilasa de fosfoenolpiruvato (Ppc):

La actividad carboxilasa de fosfoenolpiruvato (Ppc) fue medida en extractos sin células mediante un ensayo
acoplado (Flores y Gancedo, FEBS Lett. 412, 531-534 (1997)). Este método implica incubar a temperatura ambiente
una muestra de extracto sin células, ultracentifugada (50.000 x g, 1 h, 4°C) en una cubeta que contenia NADH 22
mM, fosfoenolpiruvato 1,1 mM (PEP), acetil-CoA 0,25 mM, y 6 U de deshidrogenasa de malato (MDH) en tampon
Tris/HCI 0,1 M, pH 8,5, con bicarbonato sédico 11 mM y sulfato de magnesio 11 mM, en un volumen total de 1,0 mL.
Una tasa basal de la reaccion de la enzima y el NADH se determiné en primer lugar a 340 nm en ausencia de PEP.
El segundo sustrato, PEP, fue afiadido posteriormente y el cambio de la absorbancia a lo largo del tiempo se vigilé
adicionalmente. La actividad Ppc se definié restando la tasa basal de la tasa bruta. Ensayos alternativos se pueden
encontrar en T. E. Barman, supra.

Ensayos para enzimas deshidratasas:

La actividad deshidratasa en extractos sin células se determind usando glicerol o 1,2-propanodiol como sus-
trato. Tipicamente, los extractos sin células se prepararon mediante alteracion de la célula, usando una prensa fran-
cesa seguido de centrifugacion del residuo celular. El ensayo, basado en la reaccion de los aldehidos con metilben-
zo-2-tiazolona hidrazona, se ha descrito por Forage y Foster (Biochim. Biophys. Acta 569, 249 (1979)).

Honda y otros (J. Bacteriol. 143, 1458 (1980)) describen un ensayo que mide la reactivacion de las des-
hidratasas. La actividad deshidratasa se determiné en células completas toluenizadas, con y sin ATP, usando glice-
rol o 1,2-propanodiol como sustrato. La reactivacion se determiné por la relacion de la formacion de producto frente
a la adicion o no de ATP. La formacién de producto (3-HPA o propionaldehido cuando se emplea como sustrato
glicerol o 1,2-propanodiol, respectivamente) se midié directamente, usando HPLC, o indirectamente usando el reac-
tivo metilbenzo-2-tiazolona hidrazona. Alternativamente, la formacion de producto se determind acoplando la con-
version del aldehido a su alcohol respectivo, usando una deshidrogenasa de alcohol ligada a NADH vy vigilando la
desaparicion de NADH.

Ensayos para la oxidorreductasa de 1,3-propanodiol:

La actividad oxidorreductasa de 1,3-propanodiol, denominada a veces deshidrogenasa de 1,3-propanodiol,
fue determinada para extractos sin células en solucién o en geles planos usando 1,3-propanodiol y NAD" como sus-
tratos, ha sido descrita (Johnson y Lin, J. Bacteriol. 169, 2050 (1987)). Alternativamente, la conversion de 3-HPA y
NADH a 1,3-propanodiol y NAD" fue determinada por la desaparicién de NADH. El ensayo de gel plano tiene la
ventaja potencial de separar la actividad de la oxidorreductasa de 1,3-propanodiol (dhaT) de la de las deshidrogena-
sas de alcohol no especificas, en virtud de la separacion por tamafios. Los pesos moleculares naturales de las oxi-
dorreductasas de 1,3-propanodiol (dhaT) procedentes de Citrobacter frendii, Klebsiella pneumoniae y Clostridium
pasteurianum son inusualmente elevados, en el orden de 330.000 a 440.000 dalton. Lactobacillus brevis y Lactoba-
cillus buchneri contienen una deshidratasa asociada a las oxidorreductasas de 1,3-propanodiol con propiedades
similares a las de las oxidorreductasas de 1,3-propanodiol (dhaT) conocidas.

Ensayos de la actividad deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato:

Se utilizé un procedimiento tal y como se modifica mas abajo a partir de un método publicado por Bell y
otros. (J. Biol. Chem. 250, 7153 (1975)). Este método implicaba incubar una muestra de extracto sin células en una
cubeta que contenia NADH 0,2 mM, fosfato de dihidroxiacetona (DHAP) 2,0 mM y enzima en tampodn Tris/HCI 0,1 M,
pH 7,5 con DTT 5 mM, en un volumen total de 1,0 mL a 30°C. Una tasa basal de la reaccion de la enzima y del
NADH se determind en primer lugar a 340 nm durante al menos 3 min. El segundo sustrato, DHAP, se afiadié poste-
riormente y el cambio de la absorbancia a lo largo del tiempo se vigilé adicionalmente durante al menos 3 min. La
actividad G3PDH se defini6 restando la tasa basal de la tasa bruta.

Ensayo de la actividad glicerol-3-fosfatasa:

El ensayo de la actividad enzimatica se realizé incubando el extracto con un sustrato de fosfato organico en
un tampén bis-Tris o MES y magnesio, pH 6,5. El sustrato utilizado era fosfato de I-a-glicerol o fosfato de d,l-a-
glicerol. Las concentraciones finales de los reactivos en el ensayo son: tampon (bis-Tris 20 mM o MES 50 mM);
MgCl, (10 mM); y sustrato (20 mM). Si la proteina total en la muestra era baja y no tenia lugar una precipitacion
visible con un enfriamiento rapido con acido, la muestra se sometié a ensayo convenientemente en la cubeta. Este
método implicaba incubar una muestra de la enzima en una cubeta que contenia sustrato 20 mM (50 pL, 200 mM),
tampon MES 50 mM, MgCl, 10 mM, pH 6,5. El volumen final del ensayo de la fosfatasa era 0,5 mL. La muestra que
contenia la enzima se afiadio a la mezcla de reaccion; el contenido de la cubeta se mezcl6 y a continuacion se co-
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locé la cubeta en un bafio con agua circulante a T = 37°C durante 5 a 120 min, dependiendo el periodo de tiempo de
si la actividad fosfatasa en la muestra de la enzima estaba en el intervalo de 2 a 0,02 U/mL. La reaccion enzimatica
se enfrié rapidamente por la adicion del reactivo molibdato acido (0,4 ml). Después de afiadir el reactivo Fiske Sub-
baRow (0,1 mL) y agua destilada (1,5 ml), la soluciéon se mezcl6 y se permitio el revelado. Después de 10 min, para
permitir el revelado completo del color, se ley6 la absorbancia de las muestras a 660 nm usando un espectrofotéme-
tro Cary 219 UV/vis. La cantidad de fosfato inorganico liberado se compard con una curva patron que se habia pre-
parado usando una solucién madre de fosfato inorganico (0,65 mM) y preparando 6 patrones con concentraciones
finales de fosfato inorganico en el intervalo de 0,026 a 0,130 pymol/mL.

Ensayo de la actividad cinasa de glicerol:

Una cantidad apropiada de enzima, tipicamente un extracto bruto sin células, se afiadié a una mezcla de
reaccion que contenia ATP 40 mM, MgSO4 20 mM, glicerol 21 mM marcado uniformemente con B¢ (99%, Cambrid-
ge Isotope Laboratories) y Tris-HCI 0,1 M, pH 9, durante 75 min a 25°C. La conversién de glicerol a glicerol-3-fosfato
se detecté por “*C-RMN (125 MHz): glicerol (63,11 ppm, 8, J = 41 Hz y 72,66 ppm, t, J = 41 Hz); glicerol-3-fosfato
(62,93 ppm, 5, J = 41 Hz; 65,31 ppm, brd, J =43 Hz; y 72,66 ppm, dt, J = 6,41 Hz).

Ensayo de la deshidrogenasa de glicerol ligada a NADH:

La actividad deshidrogenasa de glicerol (gldA) ligada a NADH en extractos sin células de cepas de E. coli,
se determin6 después de la separacion de proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturali-
zante. La conversion de glicerol mas NAD" en dihidroxiacetona mas NADH estaba acoplada a la conversién de bro-
muro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en un formazano intensamente coloreado, usando meto-
sulfato de fenazina (PMS) como mediador (Tang y otros, J. Bacteriol. 140, 182 (1997)).

La electroforesis se realizé por duplicado mediante procedimientos convencionales, usando geles naturales
(8-16% de TG, 1,5 mm, geles con 15 pistas de Novex, San Diego, CA). El glicerol residual se elimind de los geles
lavando 3x con tampdn Tris o carbonato potasico 50 mM, pH 9 durante 10 min. Los geles por duplicado se revela-
ron, con y sin glicerol (concentracion final de aproximadamente 0,16 M), en 15 mL de solucion del ensayo que con-
tenfa Tris o carbonato potasico 50 mM, pH 9, 60 mg de sulfato de amonio, 75 mg de NAD", 1,5 mg de MTT y 0,5 mg
de PMS.

La presencia o la ausencia de la actividad deshidrogenasa de glicerol ligada a NADH en las cepas de E. coli
(gldA), también se determind, después de una electroforesis en gel de poliacrilamida, mediante reaccién con anti-
cuerpos policlonales obtenidos contra la deshidrogenasa de glicerol de K. pneumoniae (dhaD) purificada.

Aislamiento e identificacion de 1,3-propanodiol:

Andlisis con HPLC de los productos de fermentacidn. La conversién de glucosa en 1,3-propanodiol se con-
trol6 mediante HPLC. Los analisis se realizaron usando cromatografia convencional. Un método adecuado utilizaba
un sistema de HPLC de Waters Alliance, usando deteccion de RI. Las muestras se inyectaron sobre una columna
Aminex HPX87H (7,8 mm x 300 mm, Biorad, Hercules, CA) equipada con una precolumna de cartucho de recarga
de catién H (4,6 mm x 30 mm, Biorad, Hercules, CA), temperatura controlada a 50°C, usando H,SO4 5 mM como
fase movil con un caudal de 0,4 mL/min. El sistema era se calibr6 semanalmente frente a patrones de concentracion
conocida. Tipicamente, los tiempos de retencion de la glucosa, glicerol, 1,3-propanodiol y acido acético eran de 12,7
min, 19,0 min, 25,2 min y 21,5 min, respectivamente.

Analisis GC/MS de los métodos de la fermentacién.

La produccion de 1,3-propanodiol se confirmé con GC/MS. Los andlisis se realizaron usando técnicas con-
vencionales y materiales disponibles a una persona especialista en la técnica de GC/MS. Un método adecuado
utilizaba un cromatografo de gases de la serie 11 5890 de Hewlett-Packard, acoplado a un detector selectivo de la
masa de la serie 5971 de Hewlett-Packard (El) y una columna HP-INNOWax (longitud 30 m, i. d. 0,25 mm, espesor
de la pelicula 0,25 micras). El tiempo de retencién y el espectro de masas de 1,3-propanodiol generado se compard
con el del 1,3-propanodiol auténtico (m/e: 57, 58).

Un método alternativo para GC/MS, implicaba la derivatizacién de la muestra. A 1,0 mL de la muestra (p.
ej., material sobrenadante del cultivo) se afiadieron 30 pL de acido perclérico concentrado (70% v/v). Después de
mezclar, la muestra se congeld y se liofilizd. Una mezcla 1:1 de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida:piridina (300 L) se
afnadio al material liofilizado, se mezcld vigorosamente y se colocé a 65°C durante una h. La muestra se clarifico del
material insoluble por centrifugacién. El liquido resultante se dividié en dos fases, la superior se utilizo para el anali-
sis. La muestra se cromatografié sobre una columna DB-5 (48 m, I.D. 0,25 mm, 0,25 um de espesor de la pelicula;
procedente de J&W Scientific) y el tiempo de retencion y el espectro de masas del derivado de 1,3-propanodiol ob-
tenido a partir del material sobrenadante del cultivo, se comparé con el obtenido a partir de los patrones auténticos.
El espectro de masas de 1,3-propanodiol derivatizado con TMS contiene los iones caracteristicos de 205, 177, 130 y
115 AMU.

Composicién del medio

El medio TM2 (TM2) es una receta base a la cual se afiade la fuente de carbono (tipicamente glucosa, a 20
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g/L o 40 g/L), antibiéticos apropiados y otros componentes. El medio TM2 contiene los siguientes componentes:
K2HPO4 (13,6 g/l), MgSO4+7H,0 (2 g/l), acido citrico monohidrato (2 g/l), citrato férrico de amonio (0,3 g/l), (NH4)2SO04
(3,2 g/l), extracto de levadura (5 g/l), solucion de oligoelementos (1 ml). El pH se ajusta a 6,8. La solucion de oligoe-
lementos contiene: &cido citrico H2O (4,0 g/l), MnSQO4*H>O (3,0 g/l), NaCl (1,0 g/l), FeSO4+7H,O (0,10 g/l), Co-
Cly+6H,0 (0,10 g/l), ZnSO4+7H,0 (0,10 g/l), CuSO4+5H,0 (0,010 g/l), H3BO3 (0,010 g/l) y NazMoO4+2H,0 (0,010 g/l).

El medio TM3 (TM3) es idéntico al medio TM2, salvo que contiene 0,5 g/L de extracto de levadura.

El medio LB (LB) contiene 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptona y 10 g/L de NaCl. Las placas LB
(o LA) son medio LB + 2% de agar. El medio 2YT (2YT) contiene 10 g/L de extracto de levadura, 16 g/L de triptona y
10 g/L de NacCl. El caldo de soja con glucosa (SBG1%) contiene 10 g/L de Soytone (Difco), 5 g/L de extracto de
levadura, 10 g/L de NaCl y 10 g/L de glucosa.

Protocolo de |la fermentacién (14L)

Cultivos en matraz de agitacion de todas las cepas descritas (KLP23, RJ8.n, MB 1655) se hicieron crecer
sobre medio 2YT o LB que contenia los antibiéticos apropiados, tal y como se detalla en los ejemplos, para preparar
el precultivo para la inoculacion de los fermentadores. Los cultivos se iniciaron a partir de viales de siembra congela-
dos, preparados con glicerol al 15% como crioprotector o a partir de una colonia individual hecha crecer sobre placas
LA de nuevo aporte, con 50 mg/L de espectinomicina. Los cultivos iniciados a partir de un vial congelado, se dejaron
crecer en 500 mL del medio especificado en un matraz de 2 L; cuando se utilizaba una colonia individual para iniciar
el precultivo, esta se colocd en 30 mL del medio especificado en un matraz con placas deflectoras de 250 mL. Los
cultivos se incubaron a 34°C y 300 rpm, agitando hasta obtener una DOsso de aproximadamente 1,0 UA y se utiliza-
ron para sembrar el fermentador. En algunos casos, se empleé un fermentador de siembra para proporcionar un
precultivo mayor para la inoculacion de un fermentador de produccién. Los fermentadores de siembra eran general-
mente idénticos a los fermentadores de produccién, excepto que no se afiadia vitamina B, al tanque de siembra.
Detalles sobre los procedimientos para usar los fermentadores de siembra se describen en los ejemplos pertinentes.

Los fermentadores de siembra y de produccién se prepararon con el mismo medio, que contenia KH2PO4
(7,5 g/l), MgSO4+7H,0 (2 g/l), acido citrico monohidrato (2 g/l), citrato férrico de amonio (0,3 g/l), CaCl»*2H,0 (0,2
g/l), acido sulfarico (98%; 1,2 ml/l), Mazu DF204 (0,4 ml/l) como antiespumante, extracto de levadura (5 g/l), solucion
de oligoelementos (10 ml/l). La solucién de oligoelementos contenia: acido citrico H20 (4,0 g/l), MnSO4<H,0 (3,0 g/l),
NaCl (1,0 g/l), FeSO4+7H,0 (0,10 g/l), CoCl»*6H,0 (0,10 g/l), ZnSO4*7H20 (0,10 g/l), CuSO4+5H,0 (0,010 g/l), H3BO3
(0,010 g/l), y NazMo0Q4+2H,0 (0,010 g/l). Después de la esterilizacion, el pH se ajusté a 6,8 con 20-28% de NH4,OH y
se realizaron adiciones de glucosa (hasta 10-25 g/L a partir de una solucion al 60-67% (p/p)) y los antibidticos apro-
piados (véanse los ejemplos especificos para més detalles). El volumen del fermentador después de la inoculacion
era de 6 litros.

Un fermentador de tanque agitado de 14 L se prepar6 con el medio descrito anteriormente. La temperatura
se control6 a 34°C y se empled amoniaco acuoso (20-28% en peso) para controlar el pH a 6,8. La contrapresion se
control6 a 0,5 bares relativos y el control dO se establecid en el 5%. A excepcién de pequefias oscilaciones, la con-
centracion de glucosa se mantuvo entre 0 g/L y 25 g/L con una alimentacion del 60-67% (p/p). Las adiciones de
vitamina B2 y cualquier otro cambio en el proceder general descrito en esta memoria, se apuntan en los ejemplos.

El rendimiento molar, como una fracciébn o %, representa (mol de glicerol producido + mol de 1,3-
propanodiol producido)/(mol de glucosa consumida). El rendimiento en peso, dado generalmente como %, represen-
ta (g de 1,3-propanodiol producido)/(g de glucosa consumida).

EJEMPLO 1

CONSTRUCCION DE CEPAS DE E. COLI DE TIPO DESHIDROGENASA DE NADH Il NEGATIVAS
(Andh), PARA LA PRODUCCION DE 1,3-PROPANODIOL

Construccion de KLnd81

Una mutacién ndh fue obtenida interrumpiendo la regién codificadora con un casete loxP511. El gen ndh
(para la referencia, véase GenBank, n° de orden U00096), con regiones flanqueantes aguas arriba y aguas abajo, se
amplifico con la PCR a partir de MG1655 de E. coli y se clond. El casete ndh fue digerido con Stu |, que cortaba
aproximadamente en el medio del gen, y un casete loxP511-Cat-loxP511 se cloné en este sitio con el gen cat en la
orientacion opuesta en relacién con el gen ndh. El casete loxP511-Cat-loxP511 se obtuvo a partir del plasmido
pLoxCat27 [SEQ ID NO:1] mediante la digestion con Spe | y EcoR V, seguido por el relleno para generar extremos
romos, Y la purificacion en gel del fragmento de 1,1 kb. El sitio loxP511 es una variante del sitio del loxP (Palmeros y
otros, supra). El casete ndh::Cat se amplifico con la PCR y se electropor6 en células competentes KLP23 creando la
cepa KLndh81::Cm. El marcador de cloranfenicol se elimin6 con la recombinasa Cre (Palmeros y otros, supra) de-
jando 96 pb de secuencia interrumpida que contenia un sitio loxP511. Esta cepa se denominé KLndh81. Alternati-
vamente, se obtuvo una mutacién ndh interrumpiendo la regién codificadora con un casete Cat sin los sitios loxP,
para proporcionar la cepa KLNDH413.
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Construccion de RJ8.n.

Un casete que contenia la secuencia flanqueante ndh y loxP511-Cat-loxP511 procedente de KLndh81::Cm,
se amplificé con la PCR y se cloné en pUni/V5-His TOPO [Invitrogen] para crear pAH111. El casete ndh-loxP511-
Cat-loxP511 procedente de pAH111 se integro en la cepa RJ8/pKD46. Las cepas recombinantes se seleccionaron
por la resistencia al cloranfenicol. La integracion con éxito del casete en ndh fue confirmada por PCR. El marcador
de cloranfenicol se elimind empleando la recombinasa Cre (Palmeros y otros, supra) creando la cepa RJ8.n.

EJEMPLO 2

COMPARACION DE LA PRODUCCION DE 1,3-PROPANODIOL Y GLICEROL CON CEPAS DE E. COLI
KLP23/pAH48/pDT29 Y KLP23/pAH48/pKP32

La cepa KLP23 se transform6 con los plasmidos pAH48 y pDT29 o pKP32. La produccion de 1,3-
propanodiol (y glicerol) se determind en fermentadores de 14 L, tal y como se ha descrito en los Métodos Generales.
Se prepararon precultivos para cada fermentacion usando viales congelados, descongelados y que crecieron en 500
mL de 2YT con 200 mg/L de carbenicilina y 50 mg/L de espectinomicina. El contenido total del matraz se utiliz6 para
inocular el fermentador. El fermentador funcionaba a 35°C y un punto de ajuste d6 del 10%; todos los demas paré-
metros de control son tal y como se han descrito en los Métodos Generales. La estrategia de la vitamina B, para
cada fermentacion se detalla mas abajo.

Fermentacién con KLP23/pAH48/pDT29.

En este ejemplo, se suministré vitamina B1» (0,075 g/l, 500 ml), empezando 3 h después de la inoculacion, a
una velocidad de 16 mL/h. Un resumen representativo de la fermentacion, de la conversion de glucosa en 1,3-
propanodiol (1,3-PD) empleando la cepa de E. coli KLP23/pAH48/pDT29 se proporciona en la Tabla 2.1. El rendi-
miento en 1,3-propanodiol era del 24% en peso (g de 1,3-propanodiol/g de glucosa consumida) y se obtuvo un titulo
de 68 g/L de 1,3-propanodiol.

TABLA 2.1

Sumario de la fermentacion representativa, de la conversion de glucosa en 1,3-propanodiol (1,3-PD) empleando la
cepa de E. coli KLP23/pAH48/pDT29S

Tiempo (h) DOsso (UA) OD (%) Glucosa(g/L) Glicerol (g/L) 1,3-PD (g/L)

0 0 150 12,9 0,0 0
6 17 80 8,3 31 1
12 42 53 2,8 12,5 9
18 98 9 5,7 12,6 32
24 136 11 32,8 12,0 51
30 148 10 12,3 13,3 62
32 152 11 12,5 14,3 65
38 159 11 15 17,2 68

Se obtuvieron resultados similares con una alimentacién idéntica de vitamina Bi, multiplicando por dos la
concentracién o por adiciones de bolos de vitamina B1» a lo largo del transcurso de la fermentacion. El titulo obtenido
méas elevado era 77 g/l.

Fermentacion mejorada con KLP23/pAH48/pKP32.

Un resumen representativo de la fermentacion, de la conversiéon de glucosa en 1,3-propanodiol (1,3-PD)
empleando la cepa de E. coli KLP23/pAH48/pKP32, se proporciona en la Tabla 2.2. Se suministré vitamina B2
(0,150 g/l, 500 ml), empezando 3 h después de la inoculacién, a una velocidad de 16 mL/h. Después de 36 h, se
purgaron aproximadamente 2 L de caldo de fermentacion para permitir la adicion continuada del suministro de glu-
cosa. El rendimiento en 1,3-propanodiol era del 26% en peso (g de 1,3-propanodiol/g de glucosa consumida) y se
obtuvo un titulo de 112 g/L de 1,3-propanodiol.
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TABLA 2.2

Sumario de la fermentacion representativa, de la conversién mejorada de glucosa en 1,3-propanodiol (1,3-PD) em-
pleando la cepa de E. coli KLP23/pAH48/pKP32

Tiempo (h) DOsso (UA) OD (%) Glucosa (g/L) Glicerol (g/L) 1,3-PD (g/L)

0 0 148 12,8 0,0 0
6 22 84 6,9 3,3 0
12 34 90 9,7 10,4 7
18 66 43 9,3 59 24
24 161 9 0,2 2,5 46
30 200 10 0,2 6,0 67
36 212 10 1,2 9,7 88
42 202 2 0,1 15,5 98
48 197 12 1,2 23,8 112

Resultados similares se obtuvieron con un suministro idéntico de vitamina B12 con la mitad de concentracion
o con adiciones de bolos de vitamina B, a lo largo del transcurso de la fermentacion. El titulo obtenido méas elevado
era 114 g/l

EJEMPLO 2A

COMPARACION DE LA PRODUCCION DE 1,3-PROPANODIOL Y GLICEROL
CON LAS CEPAS DE E. COLI RJ8/pAH48/pDT29 Y RJ8/pAH48/pKP32

Los precultivos de RJ8/pAH48pDT29 y RJI8/pAH48/pKP32 se prepararon usando viales congelados, des-
congelados y se dejaron crecer en 500 mL de 2YT con 200 mg/L de carbenicilina y 50 mg/L de espectinomicina. El
contenido total del matraz se utiliz6 para inocular el fermentador. El fermentador funcionaba a 35°C y un punto de
ajuste d6 del 10%; todos los demas parametros de control son tal y como se describen en los Métodos Generales.
RJ8/pAH48/pKP32 es idéntico a RJ8/pAH48/pDT29 salvo que dhaT esta delecionado. La estrategia de la vitamina
B1, para cada fermentacion se detalla mas abajo.

Fermentacion con RJ8/pAH48/pDT29.

Un resumen representativo de la fermentacion, de la conversion de glucosa en 1,3-propanodiol (1,3-PD)
empleando la cepa de E. coli RJ8/pAH48/pDT29 se proporciona en la Tabla 2A.1. La vitamina Bi» se proporciond
como adiciones de bolos de 2, 16 y 16 mg a las 2,8 y 26 h, respectivamente. El rendimiento en 1,3-propanodiol era
del 35% en peso (g de 1,3-propanodiol/lg de glucosa consumida) y se obtuvo un titulo de 50,1 g/L de 1,3-
propanodiol.
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TABLA 2A.1

Sumario de la fermentacion representativa, de la conversién de glucosa en 1,3-propanodiol (1,3-PD) empleando la
cepa de E. coli RJ8/pAH48/pDT29

Tiempo (h) DOsso (UA) OD (%) Glucosa (g/L) Glicerol (g/L) 1,3-PD (g/L)

0 0 140 10,6 01 0,0
6 5 107 11,1 0,5 04
10 16 90 8,5 1,7 1,3
14 25 86 18 2,4 59
19 38 53 3,5 59 154
25 53 38 0,1 9,2 26,7
31 54 10 4,5 7,4 39,0
37 37 23 17,2 6,0 45,0
43 21 13 9,9 7,7 50,1

Fermentacién mejorada con RJ8/pAH48/pKP32.

Un resumen representativo de la fermentacion, de la conversion de glucosa en 1,3-propanodiol (1,3-PD)
usando la cepa de E. coli RI8/pAH48/pKP32 se proporciona en la Tabla 2A.2. La vitamina B1, se proporciona como
adiciones de bolos de 48 y 16 mg aproximadamente a las 26 y 44 h, respectivamente. El rendimiento en 1,3-
propanodiol era del 34% en peso (g de 1,3-propanodiol/g de glucosa consumida) y se obtuvo un titulo de 129 g/L de
1,3-propanaodiol.

TABLA 2A.2

Sumario de la fermentacion representativa, de la conversién mejorada de glucosa en 1,3-propanodiol (1,3-PD) em-
pleando la cepa de E. coli RJ8/pAH48/pKP32

Tiempo (h) DOsso (UA) OD (%) Glucosa(g/L) Glicerol (g/L) 1,3-PD (g/L)

0 0 150 12,6 0,1 0
6 12 113 6,0 2,6 0
12 24 99 0,0 10,6 0
18 51 76 2,4 28,9 0
24 78 82 2,4 44,2 5
30 114 70 3,8 26,9 33
36 111 72 0,0 20,0 57
42 139 65 0,1 21,9 69
48 157 36 0,1 22,4 79
55 158 25 0,2 21,4 94
64 169 14 0,1 15,8 113
72 169 12 0,1 13,4 119
74 162 14 0,1 14,8 129

Produccion de 1,3-propanodiol y glicerol con la cepa de E. coli RJB.n/pAH48/pKP32.

La cepa RJ8.n se transformé con los plasmidos pAH48 y pKP32. La produccion de 1,3-propanodiol (y glice-
rol) se determind en fermentadores de 14 L, tal y como se describe en los Métodos Generales. Un vial congelado de
RJ8.n/pAH48/pKP32, descongelado se transfirio a 500 mL de LB con 200 mg/L de carbenicilina y 50 mg/L de espec-
tinomicina para preparar el precultivo. El cultivo se transfiri6 a un fermentador de siembra y se dejé crecer durante
16 h antes de transferir 1 L del cultivo al fermentador de produccién. En ese momento, la DOssg habia alcanzado 50
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UA 'y 30 g/L de glicerol se habian acumulado en el caldo. Los fermentadores de siembra y de produccién se acciona-
ron a 35°C y un punto de ajuste d6 del 10%; todos los demas parametros de control son tal y como se han descrito
en los Métodos Generales.

La vitamina Bi2 se afiadi6 al tanque de produccion en bolos de 16 mg alas 12 h, 17,3 h, 22,8 hy 27,5 h. El
titulo final era 112,7 g/L de 3Gy el rendimiento en masa era de 31,6%.

EJEMPLO 3

CONSTRUCCION Y PRESTACION DE MATRACES DE AGITACION DE UNA CEPA DE E. COLI CON
UNA DELECION EN EL REGULADOR GLOBAL arcA

Una delecién arcA [para la referencia, véase GenBank, n° de orden U00096] se realiz6 sustituyendo 0,6 kb
de la region codificadora con el casete FRT-CmR-FRT de pKD3. Un casete de sustitucion se amplificé con la pareja
de cebadores SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3 empleando pKD3 como molde. El cebador SEQ ID NO:2 contiene 41 pb
de homologia con el extremo 5 de areA y 20 pb de homologia con pKD3. El cebador SEQ ID NO:3 contiene 42 pb
de homologia con el extremo 3’ de arcA y 20 pb de homologia con pKD3. El producto de la PCR se purificé en gel y
se electropor6 en células MG1655/pKD46 competentes. Las cepas recombinantes se seleccionaron sobre placas LB
con 12,5 mg/L de cloranfenicol. La delecion del gen areA se confirmé con la PCR, usando la pareja de cebadores
SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5. La cepa de tipo silvestre proporcioné un producto de la PCR de 0,7 kb, mientras que
la cepa recombinante proporcionaba un producto de PCR caracteristico de 1,1 kb. La cepa se ha denominado
MG1655 AarcA::Cm. Un material lisado de P1 se prepar6 y se utilizé para trasladar la mutacién a la cepa KLndh81
para formar KLndh81 AarcA::Cm.

La cepa KLndh81 AarcA::Cm y la cepa testigo KLndh81 se electrotransformaron con el plasmido pSY-
CO101. Una colonia de cada cepa se incub6 10 h en medio LB con 50 mg/L de espectinomicina. Un volumen de 200
uL de estos cultivos se transfirio a continuacion a un matraz Erlenmeyer con placas deflectoras de 250 ml, que con-
tenia 10 mL de medio TM2 con 40 g/L de glucosa, 50 mg/L de espectinomicina y 2 mg/L de vitamina B1,. Los matra-
ces se incubaron a 300 rpm y 34°C durante 40 h. Los resultados en la Tabla 3 muestran que la mutaciéon arcA mejo-
ra el rendimiento molar de la produccion de glicerol y de 1,3-propanodiol.

TABLA 3

Produccion de glicerol y de 1,3- propanodiol en el testigo de E. coli y en cepas AarcA::Cm

Cepa Glicerol 1,3-Propanodiol DO Rendimiento molar
(/L) (/L) 550 nm (mol/mol)
KLndh81 pSYCO0101 5,8 10,7 29,2 0,87
KLndh81 AarcA pSYCO101 6,8 11,4 25,9 0,95
EJEMPLO 4

CONSTRUCCION DE CEPAS DE E. COLI CON SISTEMA DE FOSFOTRANSERASA NEGATIVO (PTS)
CON PROMOTORES TRC QUE CONTROLAN LOS NIVELES DE EXPRESION DEL SIMPORTADOR GALACTO-
SA-PROTON (galP) Y GLUCOCINASA (glk)

Construccién de un casete loxP-CAT-loxP-Trc (pTrCm42).

El ADN lineal se obtuvo a partir del plasmido pTrc99a (Pharmacia) digerido con Hindlll y Ncol, rellenado con
la polimerasa de ADN T4, circularizado y transformado en E. coli TOP-10 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de la
seleccién sobre placas de agar de Luria que contenian 50 mg/L de carbenicilina, el plasmido resultante (pTrcl) se
purificd y se sometié a un analisis con enzimas de restriccion, para confirmar que la regiéon del ADN originalmente
presente entre Hindlll y Ncol, estaba ausente.

El Gnico sitio BspM1 en pTrcl (aguas arriba de la regién -35 del promotor trc) se utilizé para insertar un ca-
sete que contenia un gen de resistencia al cloranfenicol (CAT) flanqueado por sitios loxP. EI ADN lineal se obtuvo a
partir de pTrcl digerido con BspM1, se purificé en gel usando un equipo de reactivos para la extraccion del gel QIA-
quick (QIAGEN), se rellend con la polimerasa de ADN T4, y se ligd a un casete loxP-CAT-loxP. El casete loxP-CAT-
loxP se obtuvo a partir del plasmido pLoxCatl, véase la SEQ ID NO:6, mediante digestion con Stul y BamH1.
pLoxCatl es similar a pLoxCat2 (Palmeros y otros, supra]. La mezcla de ligacion se transformé en E. coli TOP-10
(Invitrogen) y la seleccion se realiz6 en placas de agar de Luria que contenian 50 mg/L de carbenicilina'y 20 mg/L de
cloranfenicol. El plasmido se obtuvo y se realiz6 el andlisis con enzimas de restriccion. Dos plasmidos, que conten-
ian loxP-CAT-loxP-Trc con el casete loxP-CAT-loxP en la misma orientacion y en la opuesta en relaciéon con el pro-
motor trc, se denominaron pTrCm41 y pTrCm42, respectivamente.

Construccién de un molde para la sustitucién con el promotor trc para galP (pR6KgalP).

Un casete de ADN que contenia el promotor trc y el operador lac, con un casete aguas arriba loxP-CAT-loxP, se
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amplificé con PCR a partir de pTrCm42, usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8. La pareja de
cebadores incorpora 40 pb de homologia con la regién aguas arriba de galP en cada extremo del producto de la
PCR. Los parametros de la PCR eran 95°C durante 1 min; 55°C durante 1 min; 72°C durante 2 min, 30 ciclos usando
la polimerasa Tag (Roche). El producto se subclondé en pUni/His5 R6K (Invitrogen) para generar el plasmido
pR6KgalP.

Construccion de un molde para la sustitucion con el promotor trc para glk (pR6Kglk).

Un casete de ADN que contenia el promotor trc y el operador lac con un casete loxP-CAT-loxP aguas arri-
ba, se amplificé a partir de pTrCm42 mediante PCR usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10.
La pareja de cebadores SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10 incorpora 39 (con una delecién de una base) y 40 pb de
homologia, respectivamente, con la regién aguas arriba de glk, en cada extremo del producto de la PCR. Los para-
metros de la PCR eran 95°C durante 1 min; 55°C durante 1 min; 72°C durante 2 min, 30 ciclos usando la polimerasa
Taq (Roche). El producto se subcloné en Echo pUni/His5 R6K (Invitrogen) para generar el plasmido pR6Kglk.

Construccion de una cepa de E. coli AptsHicrr (KLpts7).

Un derivado negativo para PTS (AptsHicrr) de la cepa de E. coli KLndh81, se obtuvo mediante la transduc-
cion de vir de P1, usando un derivado de la cepa de E. coli NF9 como donante (Flores y otros, Nature Biotechnology
14, 620-623 (1996)). La transduccidn sustituye al operdn que comprende ptsH, ptsl y crr con un marcador de la re-
sistencia al antibiotico kanamicina (Levy y otros, Gene 86, 27-33 (1990)) para proporcionar la cepa KLpts7. Extendi-
do en placas de agar MacConkey (lactosa’) + 1% de glucosa, KLpts7 muestra un fenotipo de colonia blanco.

Sustitucion del promotor natural galP por el promotor sintético trc (KLgalP-trc).

Un producto de la amplificacion con PCR que comprende el casete loxP-CAT-loxP-Trc y que incorpora 40
pb de homologia con la region aguas arriba de galP [para la referencia, véase GenBank, n°® de orden U00096] en
cada extremo, se generd usando la polimerasa de ARN rTth (Perkin Elmer), pR6KgalP como molde y la pareja de
cebadores SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8. El casete de integracion amplificado con PCR se transformé en células
electrocompetentes KLpts7 que contenian pKD46 para la integracion, usando el sistema Red de lambda, tal y como
se describe en Datsenko y Wanner, supra. La seleccion se realizé sobre placas LB que contenian 10 mg/L de clo-
ranfenicol. La integracion satisfactoria de este casete sustituye la region 38 a 181 pb aguas arriba del codén de ini-
ciacion ATG de galP (para la referencia, véase GenBank, n° de orden UO0096) por un casete loxP-CAT-loxP-Trc
(SEQ ID NO:11) para proporcionar la cepa KLpts::galP-trc. La integracion se confirmé mediante analisis con PCR
usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8 (amplificando el sitio de la integracion para proporcio-
nar un producto de 1,4 kb) y la pareja de cebadores SEQ ID NO:12 y SEQ ID NO:13 (amplificando el sitio de la inte-
gracion, incluyendo regiones aguas arriba y aguas abajo, para proporcionar un producto de 2,1 kb). Los parametros
de la PCR eran 95°C durante 1 min; 55°C durante 1 min; 72°C durante 2 min, 30 ciclos usando la polimerasa Taq o
la polimerasa rTth. KLpts::galP-trc, extendido sobre placas de agar MacConkey (lactosa’) + glucosa al 1%, muestra
un fenotipo de colonias rojo claro. El marcador de cloranfenicol se eliminé tal y como se describe en Palmeros y
otros, supra. La eliminacién se confirmd mediante andlisis con PCR usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:12 y
SEQ ID NO:13 (para proporcionar un producto de 1,1 kb) y la cepa resultante se denominé KLgalP-trc.

Sustitucién del promotor natural glk por el promotor sintético trc (KLGG).

Un producto de la amplificacion con PCR que comprende un casete loxP-CAT-loxP-Trc y que incorpora
aproximadamente 40 pb de homologia con la region aguas arriba de glk [para la referencia, véase GenBank, n° de
orden U00096], en cada extremo, se generd usando la polimerasa de ARN rTth (Perkin Elmer), como molde
pR6Kglk y la pareja de cebadores SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10. El casete de integracion amplificado con PCR se
transformé en células electrocompetentes KLgalP-trc que contenian pKD46 para la integracion, usando el sistema
Red de lambda, tal y como se ha descrito anteriormente. La seleccion se realizod sobre placas LB que contenian 10
mg/L de cloranfenicol. La integracién satisfactoria de este casete sustituye la region de 40 a 137 pb aguas arriba del
codon de iniciacion ATG de glk (para la referencia, véase GenBank, n° de orden U0O0096) por un casete loxP-CAT-
loxP-Trc (SEQ ID NO:11). La integracion se confirmo por andlisis con PCR, usando la pareja de cebadores SEQ ID
NO:14 y SEQ ID NO:15 (amplificando el sitio de la integracion, que incluye regiones aguas arriba y aguas abajo,
para proporcionar un producto de 2,4 kb). Después de extender sobre placas con agar MacConkey (lactosa’) + glu-
cosa al 1%, las colonias exhiben un color rojo oscuro, indicando un incremento de la conversion de glucosa a acido,
comparado con los progenitores (KLgalP-trc). El marcador de cloranfenicol se eliminé tal y como se ha descrito ante-
riormente y el analisis posterior con PCR (usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:14 y SEQ ID NO:15 para pro-
porcionar un producto de 1,3 kb), proporciono la cepa KLGG.

Delecién del gen arcA, que codifica un requlador global (KLGG AarcA).

Un material lisado de P1 de la cepa MG1655 AarcA::Cm se preparé y se utilizé para trasladar la mutacion a
la cepa KLGG. Un clon resultante resistente al cloranfenicol, KLGG AarcA::Cm, se comprobé por PCR gendmica
para asegurar que la mutacion estaba presente. El marcador de la resistencia al cloranfenicol se eliminé usando la
recombinasa FLP (Datsenko y Wanner, supra) y esta cepa se denominé KLGG AarcA.

Delecién del gen edd, gue codifica el gen de la deshidratasa de 6-fosfogluconato (KLGG AarcA Aedd, tam-
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bién denominada FMP).

Una delecion de edd [para la referencia, véase GenBank, nimero de orden U00096] se obtuvo sustituyendo
1,7 kb de la regién codificadora por un casete loxP-CAT-loxP procedente de pLoxCat2. Un casete de sustitucién se
amplifico con la pareja de cebadores SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:17. El cebador SEQ ID NO:16 contiene 80 pb de
homologia con el extremo 5’ de edd y 18 pb de homologia con el molde pLoxCat2. El cebador SEQ ID NO:17 con-
tiene 78 pb de homologia con el extremo 3’ de edd y 19 pb de homologia con pLoxCat2. El producto de la PCR se
purificé en gel y se electropord en células competentes KLGG AarcA/pKD46. Las cepas recombinantes se seleccio-
naron sobre placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol. La delecién del gen edd se confirmé con PCR usando la
pareja de cebadores SEQ ID NO:18 y SEQ ID NO:19. La cepa de tipo silvestre proporciona un producto de la PCR
de 2,2 kb, mientras que el recombinante proporciona un producto de la PCR caracteristico de 1,6 kb. Esta cepa se
ha denominado KLGG AarcA Aedd::cat. El marcador de cloranfenicol se elimin6é usando la recombinasa Cre (Palme-
ros y otros, supra) y esta cepa se ha denominado KLGG AarcA Aedd o, alternativamente, FMP.

Seleccidn y caracterizacion de una cepa FMP que muestra una tasa mejorada de consumo de glucosa.

Invariablemente, las células que comprendian Apts-Hlcrr, la sustitucion con el promotor trc del promotor na-
tural galP, y la sustitucion con el promotor trc del promotor natural glk (las tres modificaciones tal y como se han
descrito en el Ejemplo 4), mostraban inicialmente un crecimiento lento. También invariablemente, una seleccion
posterior (tal y como se describe méas abajo) conduce a un derivado con crecimiento mas rapido. La actividad gluco-
cinasa, sometida a ensayo en extractos sin células, era tipicamente tres veces mas elevada en el derivado con cre-
cimiento més rapido que cuando se comparaba con el progenitor con crecimiento mas lento.

La cepa de E. coli FMP, transformada con el pldsmido pSYCO103, se dejo crecer en un fermentador de 14
L, esencialmente tal y como se ha descrito en el Ejemplo 2. Los viales para el almacenamiento a -80°C (materiales
con 15% de glicerol) se prepararon a lo largo del curso de la fermentacion. Una placa LB se sembré a partir de la
parte alicuota tomada a las 33 h (DOssg era 30,7 UA) y se recuperaron las colonias individuales y se denominaron
“FMP/pSYCO103 seleccionadas”. Colonias individuales se obtuvieron de forma semejante a partir de la cepa FMP
gue no contenia plasmido y se denominaron "FMP seleccionadas".

Los genes galP y glk, que incluyen la regién promotora introducida trc, se amplificaron con PCR a partir de
dos colonias de "FMP/pSYCO103 seleccionadas" y una colonia de "FMP seleccionada", empleando la pareja de
cebadores SEQ ID NO:12/SEQ ID NO:13 y la pareja de cebadores SEQ ID NO:14/SEQ ID NO:15, respectivamente.
El andlisis de las secuencias de estas tres muestras se realiz6 usando los mismos cebadores. En cada caso, el gen
galP y la region promotora permanecian inalterados en relacién con la cepa progenitora, mientras que el gen glk y la
regién promotora contenian un cambio idéntico, solo de un par de bases, cuando se comparaba con la cepa progeni-
tora. Los dos materiales aislados a partir de "FMP/pSYCO103 seleccionada" y un material aislado a partir de "FMP
seleccionada" contenian la secuencia identificada como SEQ ID NO:20 en la regién -35 a -10 del promotor trc que
controlaba la expresién de glk, comparados con la secuencia progenitora correspondiente SEQ ID NO:21. La cepa
que se originaba a partir de "FMP seleccionada" a partir de la cual se habian obtenido las secuencias de galP y glk,
se denomin6 cepa FMP’::Km.

EJEMPLO 5

EJEMPLOS COMPARATIVOS DE FERMENTACIONES DE GLUCOSA EN 1,3-PROPANODIOL USANDO
CEPAS FMP/pSYCO103 Y FMP’::Km/pSYCO103

Las cepas FMP y FMP’::Km se transformaron con el plasmido pSYCO103. La produccién de 1,3-
propanodiol se determiné en fermentadores de 14 L tal y como se describe en los Métodos Generales, con las si-
guientes diferencias en los parametros de control o en el fermentador. Un vial congelado de FMP/pSYCO103, des-
congelado se transfiri6 a 500 mL de 2YT con 50 mg/L de espectinomicina para preparar el precultivo. El punto de
ajuste dO era del 15%. La vitamina B1, se afiadi6 al fermentador en bolos de 16 mg a las 30, 43y a 51 h.

Un vial congelado de FMP’::Km/pSYCO103, descongelado se transfiri6 a 500 mL de SBG al 1% con 50
mg/L de espectinomicina, para preparar el precultivo. La vitamina B1» se afiadi6 al fermentador en bolos de 16 mg a
las 21, 40y 40,5 h.

La Figura 1 muestra que la produccién de 1,3-propanodiol con FMP’::Km/pSYCO103 es mas rapida que con
FMP/pSYCO103.

EJEMPLO 6

DE LA EXPRESION ALTERADA MEDIANTE MANIPULACION GENETICA DE LA DESHIDROGENASA DE
GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO (gapA) EN CEPAS DE E. COLI PARA LA PRODUCCION DE 1,3-PROPANODIOL
A PARTIR DE GLUCOSA

Disminucién de la expresion de GapA alterando el coddn de iniciacion

El nivel de deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato, GapA, disminuyé sustituyendo el codén de inicia-
cion ATG del gen gapA, por un codon de iniciacion GTG o TTG.
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El gen de E. coli gapA mas las secuencias flanqueantes aguas arriba y aguas abajo se amplificaron con
PCR, a partir de la cepa de E. coli MG1655, usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23. El
producto de la PCR se clond directamente desde la reaccion de la PCR en pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen) para for-
mar pDT50. Los plasmidos pDT50 y pLitmus 28 (New England Biolabs, Inc.) se digirieron con Sphly BamH | y el
fragmento del gen gapA y el vector, respectivamente, se purificaron en gel y se ligaron. El plasmido resultante,
pDT51, se transformé en TOP10 de E. coli (Invitrogen).

Los plasmidos mutantes en gapA se construyeron usando el método de mutagénesis dirigido al sitio
“QuickChange 1-Day” de Stratagene (Stratagene, La Jolla, CA). El plasmido molde, pDT51, se mezcld con cualquie-
ra de la pareja de cebadores SEQ ID NO:24 y SEQ ID NO:25 para crear la mutacion GTG o la pareja de cebadores
SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:27, para crear la mutacion TTG. Después de la amplificaciéon con PCR, las reacciones
se digirieron con Dpnl para eliminar el plasmido molde y dejar solamente los plasmidos amplificados. Los plasmidos
se transformaron a continuacion en TOP10 de E. coli (Invitrogen).

Las estructuras artificiales gapA-GTG y gapA-TTG se amplificaron con PCR usando la pareja de cebadores
SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23. Los productos de la PCR se electroporaron dentro de la cepa con gapA desactiva-
da, KLP23A112. La cepa de E. coli KLP23A112 se construyé transduciendo KLP23 con un lisado del fago P1 obte-
nido a partir de DS112 de E. coli (“Genetic Stock Center” de E. coli), una cepa con la deleciéon de gapA que contenia
un marcador CmR. Los recombinantes se seleccionaron por el crecimiento sobre placas de LB sin glucosa afiadida y
sensibles al cloranfenicol. La secuenciacion confirmd la integracion satisfactoria de las mutaciones GTG y TTG. Las
cepas mutadas se denominaron KLPAGTG y KLPATTG, respectivamente. La medicion de la actividad de GapA en
las cepas KLPAGTG y KLPATTG mostraba que los niveles de GapA eran del 4% y < 1% de la cepa testigo KLP23,
respectivamente.

Las cepas KLP23, KLPAGTG y KLPATTG se transformaron con el pldsmido pSYCO101 y se someti6 a en-
sayo la produccion de 1,3-propanodiol en medio TM2 que contenia 40 g/L de glucosa, 50 mg/L de espectinomicina y
1 mg/L de vitamina B1». Los resultados se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4

Resumen representativo de los matraces de agitacion de la conversion de glucosa en 1,3-propanodiol usando las
cepas de E. coli KLP 23/pSYCO0101, KLP AGTG/pSYCO101 y KLPATTG/pSYCO101

Cepa Glicerol 1,3-Propanodiol Rendimiento molar
(/L) (/L) (mol/mol)
KLP23 pSYCO101 5,8 10,7 0,87
KLPAGTG pSYCO101 0,7 1,3 0,11
KLPATTG pSYCO101 0,2 0,4 0,04

Alteracién de la expresion de GapA sustituyendo el promotor.

La sustitucion del promotor natural gapA por el promotor sintético corto 1.5 GI (SEQ ID NO:28) se realizé
sustituyendo 225 pb de la secuencia aguas arriba de gapA [para la referencia, véase GenBank, nimero de orden
U00096) por FRT-CmR-FRT y un promotor manipulado genéticamente. El casete de sustitucion se amplificé por
PCR con la pareja de cebadores SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30, usando pKD3 como molde. El cebador SEQ ID
NO:29 contiene 39 pb de homologia con gapA que incluyen el inicio ATG, contiene un promotor corto 1.5 Gl y con-
tiene 20 pb de homologia con el molde pKD3. El cebador SEQ ID NO:30 contiene 59 pb de homologia con la se-
cuencia aguas arriba de gapA y 21 pb de homologia con pKD3. Los productos de la PCR se purificaron en gel y se
electroporaron dentro de células competentes MG1655/pKD46 para proporcionar MG1655 1.5gapA::Cm. Las cepas
recombinantes se seleccionaron sobre placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol. La integracion satisfactoria del
casete sustituye la region de 34-258 pb aguas arriba del codon de iniciacion ATG de gapA por un casete de promo-
tor FRT-CmR-FRT-short 1.5 GI. Se preparé un material lisado del fago P1 y se utilizé para trasladar la mutacion a
FMP’::Km. Esta cepa se denominé FMP’::Km 1.5gapA::Cm.

El promotor corto de gapA 1.5 Gl en MG1655 1.5gapA::Cm se sustituy6 por el promotor corto 1.20 Gl (SEQ
ID NO:31) o el promotor corto 1.6 Gl (SEQ ID NO:32). Para crear la cepa 1.20 gapA, un casete de sustitucion se
amplifico por PCR con la pareja de cebadores SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34 usando ADN gendémico procedente
de MG1655 1.5gapA::Cm como molde. El cebador SEQ ID NO:33 contiene 24 pb de homologia con la regién aguas
arriba de gapA. El cebador SEQ ID NO:34 contiene homologia con la regién aguas arriba de gapA en MG1655
1.5gapA::Cm y contiene el promotor corto 1.20 Gl. Para crear la cepa 1.6gapA, un casete dla sustitucion se amplifico
con la pareja de cebadores SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:35 empleando ADN gendmico procedente de MG1655
1.5gapA::Cm como molde. El cebador SEQ ID NO:35 tiene homologia con la regiéon aguas arriba de gapA en
MG1655 1.5gapA::Cm y contiene el promotor corto 1.6 Gl. El casete de sustitucion del promotor corto 1.20 Gl y el
casete de sustitucion del promotor corto 1.6 Gl se utilizaron para sustituir el promotor natural gapA de MG1655, tal y
como se ha descrito anteriormente, para proporcionar las cepas MG1655 1.20gapA::Cm y MG1655 1.6gapA::Cm,
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respectivamente. MG1655 1.20gapA::Cm y MG1655 1.6gapA::Cm se utilizaron para sustituir el promotor natural
gapA de la cepa FMP’::Km (usando la transduccién de P1, tal y como se ha descrito anteriormente) para proporcio-
nar las cepas FMP’::Km 1.20gapA::Cm y FMP’::Km 1.6gapA::Cm, respectivamente.

La actividad deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato se determind usando los extractos sin células, pre-
parados a partir de las cepas FMP’::Km 1.20gapA::Cm, FMP’::Km 1.5gapA::Cm, FMP"::Km 1.6gapA::Cm y FMP'::Km
como testigo. Los valores obtenidos, comparados con los del testigo, eran 10%, 25% y 140% para las cepas
FMP’::Km 1.20gapA::Cm, FMP’::Km 1.5gapA::Cm, FMP'::Km 1.6gapA::Cm, respectivamente.

Las cepas que contenian las sustituciones del promotor Gl se transformaron con el plasmido pSYCO106 y
se compararon con la cepa progenitora para estudiar la produccion de 1,3-propanodiol en medio TM2 que contenia
20 g/L de glucosa, 50 mg/L de espectinomicina y 1 mg/mL de vitamina Bi2. Los resultados se muestran en la Tabla
5.

TABLAS

Resumen representativo de matraces de agitacion de cepas gapA con promotor FMP’::Km Gl transformadas con el
plasmido pSYCO106

Cepa Glicerol 1,3-Propanodiol Rendimiento molar
(9/L) (9/L)
(mol/mol)
FMP'::Km/pSYCO106 1,8 6,8 1,07
FMP’::Km 1.6gapA/pSYCO106 41 3,3 0,92
FMP'::Km 1.5gapA/pSYCO106 6,6 3,6 1,21
FMP’::Km 1.20gapA/pSYCO106 7,6 2,8 1,26
EJEMPLO 7

ELIMINACION DE LOS MARCADORES DE FMP’::Km 1.5gapA::Cm.

El marcador cloranfenicol se elimin6 de la cepa FMP"::Km 1.5gapA::Cm (tal y como se describe en la sec-
cion de Métodos Generales) para proporcionar las cepas FMP'::Km 1.5gapA.

El marcador de kanamicina introducido en FMP’::Km 1.5gapA como consecuencia de la preparacion de
KLndh81 PTS negativo (AptsHlicrr), se sustituyd por un casete separable FRT-Cm-FRT, mediante la transduccion
con P1 procedente de MG1655 AptsHicrr::Cm. Una delecién ptsHicrr en MG1655 se realiz6 con un casete de susti-
tucién amplificado con la pareja de cebadores SEQ ID NO:54 y SEQ ID NO:55 usando pKD3 como molde. El ceba-
dor SEQ ID NO:54 contiene 78 pb de homologia con la regién restante de ptsH que se dejé en el cromosoma de la
cepa FMP’::Km 1.5gapA y 20 pb de homologia con pKD3. El cebador SEQ ID NO:55 contiene 77 pb de homologia
con la regién restante de crr en la cepa FMP’::Km 1.5gapA y 20 pb de homologia con pKD3. Los productos de la
PCR se purificaron en gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46. Las cepas recombinantes se
seleccionaron sobre placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol. El analisis con PCR confirmé la integracion del case-
te. Extendido sobre placas con agar MacConkey (lactosa’) + glucosa al 1%, MG1655 AptsHicrr::Cm muestra un
fenotipo blanco de las colonias. Un material lisado del fago P1 se prepard y el marcador Cm se transdujo en
FMP’::Km 1.5gapA. Las cepas recombinantes se seleccionaron con cloranfenicol y el analisis con PCR confirmé la
integracion satisfactoria del casete. El marcador de cloranfenicol se elimin6 usando la recombinasa FLp y la secuen-
ciacion (usando el cebador SEQ ID NO:56) confirmo la eliminacion del marcador de cloranfenicol. La cepa resultante
se denomin6 FMP' 1.5gapA.

EJEMPLO 8

DEMOSTRACION DEL ALTO RENDIMIENTO EN 1,3-PROPANODIOL A PARTIR DE GLUCOSA USANDO
LA CEPA DE E. COLI FMP' 1.5gapA/pSYC0O106

La cepa FMP' 1.5gapA se transformd con el plasmido pSYCO106. La produccién de 1,3-propanodiol y glice-
rol se determin6 en fermentadores de 14 L, tal y como se describe en los Métodos Generales con las siguientes
diferencias en los parametros de control para el fermentador. Un vial congelado de FMP’ 1.5gap/pSYCO106, des-
congelado se transfiri6 a 500 mL de SBG al 1% con 50 mg/L de espectinomicina para preparar el precultivo. Se
afadio la vitamina B> al fermentador en 16 bolos de mg antes de la inoculacion y a las 28 horas. La concentracion
final de 1,3-propanodiol era de 129 g/L y el rendimiento en masa era del 40,2%.

EJEMPLO 9
MANIPULACION GENETICA DE UN MUTANTE DE LA SINTASA DE METILGLIOXAL (mgsA) EN E. COLI
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Las deleciones de mgsA [para la referencia, véase GenBank, nimero de orden U0O0096] se construyeron
sustituyendo 0,4 kb de la regién codificadora por el casete FRT-Kan-FRT de pKD4. Un casete de sustitucion se
amplificé con PCR con la pareja de cebadores SEQ ID NO:36 y SEQ ID NO:37, empleando pKD4 como molde. El
cebador SEQ ID NO:36 contiene 40 pb de homologia con el extremo 5 de mgsA y 20 pb de homologia con el ADN
molde, pKD4. El cebador SEQ ID NO:37 contiene 40 pb de homologia con el extremo 3’ de mgsA y 20 pb de homo-
logia con pKDA4. El producto de la PCR se purific6 en gel y se electroporé dentro de células competentes
MG1655/pKD46. Las cepas recombinantes se seleccionaron sobre placas LB con 12,5 mg/L de kanamicina. La
delecién del gen mgsA se confirm6 por PCR, usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:38 y SEQ ID NO:39. La
cepa de tipo silvestre proporciona un producto de la PCR de 1,3 kb, mientras que la cepa recombinante proporciona
un producto de la PCR caracteristico de 2,4 kb. Esta cepa se denomindé MG1655 AmgsA::kan. Una vez que se habia
obtenido el mutante mgsA en MG1655, se preparé un material lisado del fago P1 y se utiliz6 para trasladar la muta-
cion a FMP’ 1.5gapA (Ejemplo 8). El marcador de la resistencia a kanamicina se eliminé usando la recombinasa FLP
(Datsenko y Wanner, supra) y esta cepa se ha designado FMP' 1.5gapA AmgsA.

FMP' 1.5gapA AmgsA y sus progenitores se transformaron con el plasmido pSYCO106 para proporcionar
FMP' 1 5gapA AmgsA/pSYCO106 y FMP’ 1.5gapA/pSYCO106, respectivamente.

Las cepas se sometieron a ensayo para estudiar la produccion de 1,3-propanodiol en medio TM2 que con-
tenia 20 g/L de glucosa, 50 mg/L de espectinomicina y 1 mg/L de vitamina Bi,. Los resultados se muestran en la
Tabla 6.

TABLA 6
Resumen representativo de los matraces de agitacion de las cepas FMP' 1.5gapA/pSYCO106 y FMP' 1.5gapA
AmgsA/pSYCO106
Cepa Glicerol 1,3-Propanodiol Rendimiento molar
o) (/L) (mol/mol)
FMP' 1.5gapA/pSYCO106 6,6 3,6 1,21
FMP' 1.5gapA 8,3 2,4 1,26
AmgsA/pSYCO106
EJEMPLO 10

FERMENTACION DE GLUCOSA EN 1,3-PROPANODIOL USANDO LA CEPA DE E. COLI FMP' 1.5gapA
AmgsA/pSYCO106

La cepa FMP' 1.5gapA AmgsA se transformé con el plasmido pSYCO106. La produccion de 1,3-
propanodiol (y glicerol) se determind en fermentadores de 14 L, tal y como se describe en los Métodos Generales,
con las siguientes diferencias de en los parametros de control para los fermentadores. Una colonia individual proce-
dente de una placa de nuevo aporte (LA con 50 mg/L de espectinomicina) de FMP' 1.5gapA AmgsA /pSYCO106 se
transfiri6 a 30 mL de LB con 100 mg/L de espectinomicina en un matraz de 250 mL para preparar el precultivo. Des-
pués de la incubacion a 34°C y 300 rpm hasta tener una DOsso de 1 UA, 10,8 mL del cultivo se transfirieron al fer-
mentador. El fermentador funcionaba con una limitaciéon de glucosa durante la mayoria de la operacion. La vitamina
B1> se afadid al fermentador en bolos de 16 mg antes de la inoculacién, a las 28 h y a las 38 h. La concentracién
final de 1,3-propanodiol era 130 g/L y el rendimiento en masa era del 47,5%. Una operacion con la glucosa manteni-
da en exceso (0-20 g/l) proporcion6 141 g/L de 1,3-propanodiol y un rendimiento en masa del 43,6%.

EJEMPLO 11

CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE E. COLI CON UN PROMOTOR MANIPULADO GENETICAMENTE
PARA LA CARBOXILASA DE FOSFOENOLPIRUVATO (ppc) MEDIANTE TRANSFORMACION DE ADN LINEAR

La sustitucién del promotor natural ppc por el promotor sintético corto 1.6 Gl, se realiz6 sustituyendo 59 pb
del casete aguas arriba de la secuencia ppc que contenia FRT-CmR-FRT y un promotor manipulado genéticamente.
El producto de la PCR se amplificd con la pareja de cebadores SEQ ID NO:40 y SEQ ID NO:41, usando pKD3 como
molde. El cebador SEQ ID NO:40 contiene 80 pb de homologia con la secuencia aguas arriba de ppc y 20 pb de
homologia con el molde pKD3. El cebador SEQ ID NO:41 contiene 39 pb de homologia con la secuencia aguas
arriba de ppc, contiene la secuencia del promotor corto 1.6 Gl y contiene 20 pb de homologia con pKD3. Los produc-
tos de la PCR se purificaron en gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46. Las cepas recom-
binantes fueron seleccionadas sobres placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol para proporcionar MG1655
1.6ppc::Cm. La integracion satisfactoria del casete sustituye la regiéon 90 a 148 pb aguas arriba del inicio ATG de ppc
[para la referencia, véase GenBank, nimero de orden U00096] por un casete de promotor corto FRT-CmR-FRT 1.6
Gl. La integracion en la region aguas arriba de ppc se confirmé con la pareja de cebadores SEQ ID NO:40 y SEQ ID
NO:41. La cepa de tipo silvestre proporciona un producto de la PCR de 0,2 kb, mientras que la cepa recombinante
proporciona un producto de la PCR caracteristico de 1,2 kb. Este producto de la PCR se secuencié empleando el
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cebador SEQ ID NO:42, que indicaba que la sustitucion del promotor habia tenido lugar con eficacia. Un material
lisado del fago P1 se prepard y se utilizd para trasladar la mutacion a la cepa FMP' 1.5gap AmgsA. Esta cepa se
denominé FMP' 1.5gap Amgs 1.6ppc::Cm. El marcador de la resistencia al cloranfenicol se eliminé usando la recom-
binasa FLP (Datsenko y Wanner, supra), y la cepa resultante se electrotransformé con el plasmido pSYCO106 para
proporcionar FMP' 1.5gap Amgs 1.6ppc/pSYCO106.

Los cultivos del matraz de agitacién se utilizaron para evaluar la conversiéon de glucosa en 1,3-propanodiol
en las cepas de E. coli FMP' 1.5gap Amgs/pSYCO106 y FMP' 1.5gap Amgs 1.6ppc/pSYCO106. Las cepas, que
habian crecido sobre medio LB que contenia 50 mg/L de espectinomicina, durante 10 horas, se utilizaron para inocu-
lar (200 pL) matraces Erlenmeyer con placas deflectoras de 250 mL que contenian 10 mL de medio TM2, 20 g/L de
glucosa, 50 mg/L de espectinomicina y 2 mg/L de vitamina Bi2. Los matraces se incubaron a 300 rpm y 34°C. Los
resultados representativos se proporcionan en la Tabla 7. Un aumento en el rendimiento molar y una disminucién de
la produccién de acetato se observaron con la adicion de la mutacién 1.6ppc a la cepa progenitora.

TABLA 7

Matraces de agitacién para la conversion de glucosa en 1,3-Propanodiol (1,3-PD)

Cepa Glicerol 1,3-Propanodiol Acetato Rendimiento
producido producido (g/L) producido
(g/L) (g/L) molar
FMP' 1.5gap 8,24 2,19 1,78 1,25
AmgsA/pSYCO106
FMP' 1.5gap Amgs 7,5 3,34 0,34 1,32

1.6ppc/pSYCO106

La actividad carboxilasa de fosfoenolpiruvato (Ppc) se midié a partir de extractos sin células obtenidos de
los matraces de agitacion descritos inmediatamente mas arriba. Las partes alicuotas de las células se recogieron en
la fase crecimiento logaritmico, interrumpido por dos pases a través de una célula de prensa francesa, se centrifuga-
ron durante 15 min a 14.000 rpm, y se ultracentrifugaron durante 1 h a 50.000 rpm. El material sobrenadante se
elimind y se utilizé6 como fuente de proteinas. La actividad especifica de PPC se describe en la Tabla 8 méas abajo.
La sustitucion del promotor natural ppc por el promotor corto 1.6 Gl, incrementa tres veces la actividad enzimatica de
Ppc.

TABLA 8

Actividad especifica de la enzima PPC

Cepa Actividad especifica carboxilasa de fosfoenolpiruvato

(U/mg de proteina)

FMP'1.5gap AmgsA, 0,28
pSYCO106
FMP'1.5gap Amgs 1.6ppc, 0,86
pSYCO106

EJEMPLO 11 A

FERMENTACION DE GLUCOSA A 1,3-PROPANODIOL USANDO LA CEPA DE E. COLI FMP' 1.5gapA
AmgsA/pSYCO106

La produccién de 1,3-propanodiol mediante FMP' 1.5 gapA AmgsA 1.6ppc/pSYCO106 se determind en fer-
mentadores de 14 L, tal y como se describe en los Métodos Generales, con las siguientes diferencias en los parame-
tros de control para fermentadores. Una colonia individual procedente de una placa de nuevo aporte (LA con 50
mg/L de espectinomicina) de FMP' 1.5gapA AmgsA 1.6ppc/pSYCO106 se transfirio a 30 mL de LB con 100 mg/L de
espectinomicina en un matraz de 250 mL, para preparar el precultivo. Después de la incubacion a 34°C y 300 rpm
hasta tener una DOsso de 1 UA, 10,8 mL del cultivo se transfirieron al fermentador. La vitamina B1, se afadi6 al fer-
mentador en bolos de 16 mg antes de la inoculacion, a las 28 h y a las 38 h. La concentracion final de 1,3-
propanodiol era de 135,3 g/L y el rendimiento en masa era del 46,1%.

EJEMPLO 12
CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE E. COLI CON UN PROMOTOR MANIPULADO GENETICAMENTE
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PARA yciK/btuR MEDIANTE TRANSFORMACION DE ADN LINEAL

Los genes yciK y btuR estan presentes dentro de un operén aislado en E. coli. La sustitucién del promotor
natural yciK-btuR por el promotor corto sintético 1.6 Gl, se realiz6 insertando un casete de 1,3 kb, aguas arriba de
yciK-btuR. El casete de sustitucién, que contenia FRT-CmR-FRT y un promotor manipulado genéticamente, se am-
plific6 mediante PCR con la pareja de cebadores SEQ ID NO:43 y SEQ ID NO:44, usando pKD13 como molde. El
cebador SEQ ID NO:43 contiene 70 pb de homologia con la secuencia aguas arriba de yciK-btuR y 20 pb de homo-
logia con el molde pKD13. El cebador SEQ ID NO:44 contiene 30 pb de homologia con la secuencia aguas arriba de
yciK-btuR, contiene la secuencia del promotor corto 1.6 Gl y contiene 20 pb de homologia con pKD13. Los productos
de la PCR se purificaron en gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46. Las cepas recombinan-
tes se seleccionaron sobre placas LB con 25,0 mg/L de kanamicina para proporcionar MG1655 1.6yciK-btuR::Km. La
integracion satisfactoria del casete daba como resultado una insercién entre las pb 27 y 28 aguas arriba del codén
de iniciacién ATG de yciK [para la referencia, véase GenBank, nimero de orden U0O0096] por un casete de promotor
corto FRT-CmR-FRT 1.6 GI. La integracion en la regiéon aguas arriba de yciK/btuR se confirmé con la pareja de ce-
badores SEQ ID NO:45 y SEQ ID NO:46. La cepa silvestre proporciona un producto de la PCR de 1.4 kb, mientras
que la cepa recombinante proporciona un producto de la PCR caracteristico de 2,8 kb. Un material lisado del fago
P1 se preparé y se utilizé para trasladar la mutacién a un derivado de la cepa FMP' 1.5gap Amgs 1.6ppc denomina-
do Triple. Después de eliminar el antibiético, se obtuvo la cepa 1.6btuR Triple.

EJEMPLO 12A

FERMENTACION DE GLUCOSA EN 1,3-PROPANODIOL USANDO LA CEPA DE E. COLI
1.6btuR/pSYCO109 TRIPLE

La cepa 1.6btuR Triple se transform6 con pSYCO109. La produccion de 1,3-propanodiol a través de
1.6btuR/pSYCO109 Triple, se determind en fermentadores de 14 L, tal y como se describe en los Métodos Genera-
les con las siguientes diferencias en los parametros de control para fermentacién. Una colonia individual procedente
de una placa de nuevo aporte (LA con 50 mg/L de espectinomicina) de 1.6btuR/pSYCO109 Triple se transfirio a 30
mL de LB con 100 mg/L de espectinomicina en un matraz de 250 mL para preparar el precultivo. Después de la
incubacién a 34°C y 300 rpm hasta tener una DOssp de 1 UA, se transfirieron 10,8 mL del cultivo al fermentador. La
vitamina B, se afiadié al fermentador en bolos de 8 mg antes de la inoculacion, a las 28 h y a las 38 h. La concen-
tracion final de 1,3-propanodiol era de 123 g/L y el rendimiento en masa era del 45,7%.

EJEMPLO 13

CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE E. COLI CON UN PROMOTOR MANIPULADO GENETICAMENTE
PARA yghD MEDIANTE LA TRANSFORMACION DE ADN LINEAL

La sustitucién del promotor natural yghD (deshidrogenasa de alcohol) con el promotor sintético corto 1.6 Gl
se realiz6 sustituyendo 967 pb aguas arriba de la secuencia de yghD, que incluye el gen yghC, por un casete que
contiene FRT-CmR-FRT y un promotor manipulado genéticamente. El producto de la PCR se amplificé con la pareja
de cebadores SEQ ID NO:47 y SEQ ID NO:48, usando como molde pKD3. El cebador SEQ ID NO:47 contiene 78 pb
de homologia con la secuencia aguas arriba de yghD y 20 pb de homologia con el molde pKD3. El cebador SEQ ID
NO:48 incorpora 41 pb de homologia (con una delecidn de 1 pb) con la secuencia aguas arriba de yghD, 40 pb de
homologia con la secuencia del promotor corto 1.6 Gl, y 19 pb de homologia con pKD3. Los productos de la PCR se
purificaron en gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46. Las cepas recombinantes se selec-
cionaron sobre placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol, para proporcionar MG1655 1.6yghD::Cm. La integracion
satisfactoria del casete sustituye la region 50-1016 pb aguas arriba del inicio ATG de yghD [para la referencia, véase
GenBank, nimero de orden U0O0096] por un casete de promotor corto FRT-CmR-FRT 1.6 GI. La integracion en la
regién aguas arriba de yghD se confirmd por la secuenciacion con el cebador SEQ ID NO:49 e indicaba que la susti-
tucién del promotor tuvo lugar de forma eficaz. Un material lisado del fago P1 se prepard y se utiliz6 para trasladar la
mutacion a la cepa 1.6btuR Triple. Después de eliminar el antibidtico (tal y como se ha descrito anteriormente), se
obtuvo la cepa 1.6btuR 1.6yghD Triple.

EJEMPLO 13A

FERMENTACION DE GLUCOSA EN 1,3-PROPANODIOL USANDO LA CEPA DE E. COLI 1.6btuR
1.6yghD/pSYCO109 Triple

La cepa 1.6btuR 1.6yghD Triple se transform6 con pSYCO109. La produccion de 1,3-propanodiol a través
de 1.6btuR 1.6yghD/pSYCO109 Triple se determiné en fermentadores de 14 L, tal y como se describe en los Méto-
dos Generales con las siguientes diferencias en los parametros de control para fermentacion. Una colonia individual
procedente de una placa de nuevo aporte (LA con 50 mg/L de espectinomicina) de 1.6btuR 1.6yghD/pSYCO109
Triple se transfiri6 a 30 mL de LB con 100 mg/L de espectinomicina, en un matraz de 250 mL para preparar el pre-
cultivo. Después de la incubacion a 34°C y 300 rpm hasta obtener una DOsso de 1 UA, 10,8 mL del cultivo se transfi-
rieron al fermentador. La vitamina Bi, se afiadié al fermentador en un solo bolo de 16 mg a las 20,6 h de tiempo
transcurrido de la fermentacion. La concentracion final de 1,3-propanodiol era de 113,3 g/L y el rendimiento en masa
era del 48,8%.
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EJEMPLO 14

CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE E. COLI CON UNA MUTACION POR DELECION EN LA CINASA DE
ACETATO (ack) Y FOSFOTRANSACETILASA (pta) MEDIANTE TRANSFORMACION DE ADN LINEAL

La delecién de pta-ackA [para la referencia, véase GenBank, nimero de orden U00096] se realiz6 sustitu-
yendo 3,3 kb de la region codificadora, por el casete de FRT- CmR-FRT de pKD3. El casete de sustitucion se ampli-
ficd con la pareja de cebadores SEQ ID NO:50 y SEQ ID NO:51 usando pKD3 como molde. El cebador SEQ ID
NO:50 contiene 80 pb de homologia con el extremo 5" de pta y 20 pb de homologia con el ADN molde, pKD3. El
cebador SEQ ID NO:51 contiene 80 pb de homologia con el extremo 3’ de ackA y 20 pb de homologia con pKD3.
Los productos de la PCR se purificaron en gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46. Las
cepas recombinantes se seleccionaron sobre placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol para proporcionar la cepa
MG1655 AackA-pta::Cm. La delecion de los genes pta-ackA se confirm6 por PCR, usando la pareja de cebadores
SEQ ID NO:52 y SEQ ID NO:53. La cepa de tipo silvestre proporcioné un producto de la PCR de 3,8 kb, mientras
que la cepa recombinante proporcionaba un producto caracteristico de la PCR de 1,6 kb. Un material lisado del fago
P1 se prepar6 y se utilizd para trasladar la mutacion a la cepa 1.6btuR 1.6yghD Triple para formar la cepa 1.6btuR
1.6yghD AackA-pta::Cm Triple. El marcador de la resistencia al cloranfenicol se elimin6é usando la recombinasa FLP
(Datsenko y Wanner, supra) para proporcionar 1.6btuR 1.6yghD AackA-pta Triple (renombrado TripleTriple (TT)).
Las cepas 1.6btuR 1.6yghD Triple y las cepas TT se electrotransformaron con el plasmido pSYCO109.

EJEMPLO 15

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FOSFOTRANSACETILASA (Pta) EN LA CEPA TRIPLE
TRIPLE/pSYCO109 COMPARADA CON LA CEPA 1.6btuR 1.6vghD/pSYCO109 TRIPLE

Se realizaron fermentaciones con TT/pSYCO0109 y 1.6btuR 1.6yghD Triple/pSYCO109 en fermentadores de
14 L, tal y como se ha descrito en los Métodos Generales con las siguientes diferencias en los pardmetros de control
para fermentacién. Una fermentacion tipica con 1.6btuR 1.6yghD/pSYCO106 Triple se ha descrito en el Ejemplo
13A.

Un precultivo de TT/pSYCO109 se dejo crecer en 30 mL de LB con 100 mg/L de espectinomicina en un ma-
traz de 250 mL hasta obtener una DOsso de aproximadamente 1 UA. Un fermentador de siembre preparado tal y
como se ha descrito, se inoculé con 10,8 mL de ese cultivo. Después de 30,5 h de tiempo de fermentacion, se trans-
firieron 1,2 L del cultivo a un fermentador de produccion. Este fermentador recibié un solo bolo de 16 mg de vitamina
B1i2, 1 h después de la inoculacion. La concentracion final de 1,3-propanodiol en una fermentacion tipica era de 114
g/L y el rendimiento era del 48%.

Muestras procedentes de una fermentacion tipica de 1.6btuR 1.6yghD/pSYCO109 Triple se analizaron para
estudiar la actividad enzimética de Pta. Una actividad especifica de 0,4 U/mg de proteina fue obtenida. Muestras
sometidas a ensayo de una fermentacion tipica de TT/pSYCO109, no mostraban una actividad enzimatica detecta-
ble de Pta.
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EJEMPLO 16

ESTABILIDAD MEJORADA DEL RENDIMIENTO MOLAR EN LA CEPA TT/pSYC0O109 COMPARADA CON
1.6btuR 1.6vghD/pSYCO109 TRIPLE

Cultivos por duplicado de matraces de agitacion se dejaron crecer con cepas btuR 1.6 yghD Triple, pSY-
CO109y TT pSYCO109. Después de incubar una colonia durante 10 h en LB + 50 mg/L de espectinomicina, 100 mL
del cultivo se transfirieron a 30 mL de medio TM2 con 2% de glucosa, con o sin 50 ppm de espectinomicina (dia 1).
Para estudiar la estabilidad del rendimiento, un volumen de 100 mL de cultivos del dia 1, se transfirieron después de
24 h a un volumen de nuevo aporte de 30 mL de medio TM2 que contenia 2% de glucosa, con o sin 50 ppm de es-
pectinomicina. Esto se repitié 4 veces. El rendimiento molar se calculé como en el Ejemplo 2 al final de cada periodo
de 24 hy los resultados se proporcionan mas abajo en la Tabla 9. La delecién de ackA-pta estabiliza el rendimiento
molar, mejorando de este modo la produccién de 1,3-propanodiol.

TABLA 9

Rendimiento molar

Cepa Con (+) o sin (-) Rendi- Rendimien- Rendimien- Rendimien- Rendimien-
espectinomici- miento to molar to molar to molar to molar
na molar . i i .
Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Dia 1
btuR, + 1,24 1,28 1,06 0,84 0,79
1.6yghD,
pSYCO109
Triple
TT, + 1,15 1,22 1,24 1,24 1,07
pSYCO109
btuR - 1,23 1,04 0,95 0,61 0,25
1.6yghD,
pSYCO109
Triple
TT, - 1,23 1,22 1,23 1,13 1,11
pSCO109
EJEMPLO 17

CONSTRUCCION DE UNA CEPA DE E. COLI CON MUTACIONES POR DELECION EN LAS DES-
HIDROGENASAS DE ALDEHIDO MEDIANTE TRANSFORMACION DEL ADN LINEAL

Una delecion de aldA [para la referencia, véase GenBank, nimero de orden
U00096] se realizé sustituyendo 1,3 kb de la region codificadora, por el casete FRT- CmR-FRT de pKD3. El casete
se amplificé con la pareja de cebadores SEQ ID NO:57 y SEQ ID NO:58 usando pKD3 como molde. El cebador SEQ
ID NO:57 contiene 80 pb de homologia con el extremo 5’ de aldA y 20 pb de homologia con el ADN molde, pKD3. El
cebador SEQ ID NO:58 contiene 80 pb de homologia con el extremo 3’ de aldA y 20 pb de homologia con pKD3. Los
productos de la PCR se purificaron en gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46. Las cepas
recombinantes se seleccionaron sobre placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol. La delecion del gen aldA se con-
firmo6 por PCR, usando la pareja de cebadores SEQ ID NO:59 y SEQ ID NO:60. La cepa de tipo silvestre propor-
ciond un producto de la PCR de 2,0 kb, mientras que la cepa recombinante proporcioné un producto de la PCR ca-
racteristico de 1,8 kb. Un material lisado de P1 de esa cepa se preparé y se utilizd para trasladar la mutacion a la
cepa TT para formar la cepa TT AaldA::Cm. El marcador de la resistencia al cloranfenicol se elimind usando la re-
combinasa FLP (Datsenko y Wanner, supra) para crear TT aldA.

Una delecién de aldB [para la referencia, véase GenBank, nimero de orden U00096] se realiz6 sustituyen-
do 1,5 kb de la region codificadora, por el casete FRT- CmR-FRT de pKD3. Un casete de sustitucion se amplifico
con la pareja de cebadores SEQ ID NO:61 y SEQ ID NO:62 usando pKD3 como molde. El cebador SEQ ID NO:61
contiene 80 pb de homologia con el extremo 5’ de aldB y 20 pb de homologia con pKDS3. El cebador SEQ ID NO:62
contiene 80 pb de homologia con el extremo 3’ de aldB y 20 pb de homologia con pKD3. Los productos de la PCR
se purificaron en gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46. Las cepas recombinantes se
seleccionaron sobre placas LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol. La delecion del gen aldB se confirmé por PCR, usan-
do la pareja de cebadores SEQ ID NO:63 y SEQ ID NO:64. La cepa de tipo silvestre proporcionéd un producto de la
PCR de 1,5 kb, mientras que la cepa recombinante proporcion6 un producto de la PCR caracteristico de 1,1 kb. Un
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material lisado de P1 se prepard y se utilizé para trasladar la mutacién a la cepa TT para formar la cepa TT
AaldB::Cm. Un clon resistente al cloranfenicol se comprob6d mediante PCR gendmica con la pareja de cebadores
SEQ ID NO:63 y SEQ ID NO:64 para asegurar que la mutacion estaba presente.

EJEMPLO 17A
PRODUCCION DE GLICEROL CON LA CEPA FMP' 1.5gap/pSYCO106

La cepa FMP' 1.5gapA se transformé con el plasmido pSYCO106. La produccién de glicerol se determin6
en fermentadores de 14 L, tal y como se ha descrito en los Métodos Generales con las siguientes diferencias en los
parametros de control para fermentacion. Un vial congelado de FMP' 1.5gap/pSYCO106, descongelado se transfirid
a 500 mL de SBG al 1% con 50 mg/L de espectinomicina, para preparar el precultivo. No se afiadié vitamina B, al
fermentador. Una fermentacion tipica daba como resultado la produccién de 202 g/L de glicerol con un rendimiento
molar del 115%.

EJEMPLO 17B
PRODUCCION DE GLICEROL CON LA CEPA TT/pSYC0109

La produccion de glicerol se determiné en fermentadores de 14 L, tal y como se ha descrito en los Métodos
Generales con las siguientes diferencias en los parametros de control para fermentacion. Una colonia individual de
TT/pSYCO109 sobre una placa LB con 50 mg/L de espectinomicina, se transfirio a 30 mL de LB con 100 mg/L de
espectinomicina en un matraz de 250 mL. Cuando se alcanzé una DOsso de aproximadamente 1 UA, se utilizaron
10,8 mL del cultivo para inocular un fermentador preparado tal y como se ha descrito. No se afiadio vitamina B2 al
fermentador. Una fermentacion tipica daba como resultado la produccion de 302 g/L de glicerol con un rendimiento
molar del 137%.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> E.I. duPont de Nemours and Company Genencor International, Inc.

<120> PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION BIOLOGICA DE 1,3-PROPA-NODIOL CON ALTO RENDI-
MIENTO

<130> CL2180 PCT

<150> 60/416192

<151> 2002-10-04

<160> 68

<170> Patentln, version 3.1
<210>1

<211> 1137

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia parcial de ADN del plasmido pLoxCat27 que comprende el casete LoxP-Cat-LoxP

<400> 1
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ctcggatcca
gtatagtata
cattcatccg
actgccttaa
aagcattctg
catcagcacc
gttgtccata
gacgaaaaac
cgccacatct
gagcgatgaa
CCatatcacc

gcgggcaaga

ctagtaacagg
cattatacga
cttattatca
aaaaattacg
ccgacatgga
ttgtcgectt
ttggccacgt
atattctcaa
tgcgaatata
aacgtttcag
agctcaccgt

atgtgaataa
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ccgccagtgt
agttatctag
cttattcagg
cccegeectg
agccatcaca
gcgtataata
ttaaatcaaa
taaacccttt
tgtgtagaaa
tttgctcatg
ctttcattgce

aggccggata

gctggaattc
agttgcatgc
cgtagcacca
ccactcatcg
aacggcatga
tttgcccatg
actggtgaaa
agggaaatag
ctgccggaaa
gaaaacggtg
catacggaat

aaacttgtgc

41

gcccttggec
ctgcaggtcc
ggcgtttaag
cagtactgtt
tgaacctgaa
gtgaaaacgg
ctcacccagg
gccagatttt
tcgtcgtggt
taacaagggt
tccggatgag
ttatttttct

gcataacttc
gaatttctgc
ggcaccaata
gtaattcatt
tcgccagegg
gggcgaagaa
gattggctga
caccgtaaca
attcactcca
gaacactatc
cattcatcag

ttacggtctt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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taaaaaggcc
aaatgcctca
gatttttttc
gcccggtagt
gtctcatttt
tatttattct

tatagtatac
<210> 2

<211>61
<212> ADN

gtaatatcca
aaatgttctt
tccattttag
gatcttattt
cgccaaaagt
gcgaagtgat

attatacgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ArcAl

<400> 2
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gctgaacggt
tacgatgcca
cttccttage
cattatggtg
tggcccaggg
cttcegtcac

gttatgaagg

ctggttatag
ttgggatata
tcctgaaaat
aaagttggaa
cttccecggta
aggtatttat
gcgaattctg

gtacattgag
tcaacggtgg
ctcgataact
cctcttacgt
tcaacaggga
tcggactcta

cagatatcca

caactgactg
tatatccagt
caaaaaatac
gccgatcaac
caccaggatt
gataacttcg

tcacact

cacattctta tcgttgaéga cgagttggta acacgcaaca cgtgtaggct ggagctgctt

C

<210> 3
<211> 62
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ArcA2

<400> 3

ttccagatca ccgcagaagc gataaccttc accgtgaatg gtcatatgaa tatcctcctt

ag

<210>4
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ArcA3

<400> 4

agttggtaac acgcaacacg caac

<210>5
<211> 23
<212> ADN

24

42

780
840
900
960
1020
1080
1137

60
61

60
62
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ArcA4

<400> 5

cgcagaagcyg ataaccttca ccg

<210> 6
<211> 1320
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2356 526 T3

23

<223> Secuencia parcial de ploxcatl que comprende el casete lox-cat-loxP

<400> 6

aagcttaagg
agctggatcc
tacctgtgac
ggaagccctg
actttcacca
caggagctaa
cccaatggca
accagaccgt
agttttatcc
gtatggcaat
ttttccatga
ggcagtttct
tccctaaagg
ccagttttga
gcaaatatta

ccgtttgtga

agtggcagag
ctacgcctga
caactctaga
cctaggccta
taaagcgctg
atatagggcc

<210>7

tgcacggecc
ataacttcgt
ggaagatcac
ggccaacttt
taatgaaata
ggaagctaaa
tcgtaaagaa
tcagctggat
ggcctttatt
gaaagacggt
gcazactgaa
acacatatat
gtttattgag
tttaaacgtg
tacgcaaggc

tggcttccat

cggggcgtaa
ataagtgata

taacttcgta
ttaatattcc
atatcgatcg

cggggttata

acgtggccac
ataatgtatg
ttcgcagaat
tggcgaaaat
agatcactac
atggagaaaa
cattttgagg
attacggcct
cacattcttg
gagctggtga
acgttttcat
tcgcaagatg
aatatgtttt
gccaatatgg
gacaaggtgc

gtcggcagaa

tttttttaag
ataagcggat
taatgtatgc
ggagtatacg
cgcgcagatc

attacctcag

tagtacttct
ctatacgaag
aaataaatcc
gagacgttga
cgggcgtatt
aaatcactgg
catttcagtc
ttttaaagac
cccgectgat
tatgggatag
cgctctggag
tggcgtgtta
tcgtctcage
acaacttctt
tgatgcecgcet

tgcttaatga

gcagttattg
gaatggcaga
tatacgaagt
tagccggceta
tgtcatgatg
gtcgacgtcc

43

cgaggtcgac
ttatctagag
tggtgtccct
tcggcacgta
ttttgagtta
atataccacc
agttgctcaa
cgtaaagaaa
gaatgctcat
tgttcaccct
Tgaataccac
cggtgaaaac
caatccctgg
cgccceegtt
ggcgattcag

attacaacag

gtgcccttaa
aattcggacc
tatgcggccg
acgttctage
atcattgcaa

catggccatt

ggtatcgata
tccgaataaa
gttgataccg
agaggttcca
tcgagatttt
gttgatatat
tgtacctata
aataagcaca
ccggaattcc
tgttacaccy
gacgatttcc
ctggcctatt
gtgagtttca
ttcaccatgg
gttcatcatg

tactgcgatg

acgcctggtg
tgcaggcatg
ccatatgcat
atgcgaaatt
ttggatccat

gaattcgtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
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<211>61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador GalA

<400> 7
tcggttttca cagttgttac atttcttttc agtaaagtct ggatgcatat ggcggccgca
t

<210>8

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador GalP2

<400> 8
catgatgccc tccaatatgg ttatttttta ttgtgaatta gtctgtttcc tgtgtgaaat
tgtta

<210>9

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador GIKA

<400> 9
acttagtttg cccagcttgc aaaaggcatc getgecaattq gatgecatatg geggecgeat

<210> 10

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador Glk2
<400> 10

cattcttcaa ctgctccgct aaagtcaaaa taattctttc tcgtctgttt cctgtgtgaa
attgtta

<210> 11

<211> 1270

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

44

60
61

60
65

60

60
67
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<223> “Inserto” del casete LoxP-cat-loxP

<400> 11

ggatgcatat
tgcatgcctg
agcaccaggc
ctcatcgcag
ggcatgatga
gcccatggtg
ggtgaaactc
gaaataggcc
ccggaaatcg
aacggtgtaa
acggaattcc
cttgtgctta
gttataggta
ggatatatca
tgaaaatctc

gttggaacct

ggcggccgea
caggtccgaa
gtttaagggc
tactgttgta
acctgaatcg
aaaacggggg
acccagggat
aggttttcac
tcgtggtatt
caagggtgaa
ggatgagcat
tttttcttta
cattgagcaa
acggtggtat
gataactcaa

cttacgtgec

cccggtatca
tatttattcg
gctgtgcagg
ataatgtttt

acaattaatc

acagggacac
gactctagat
tcgtaaatca
ttgcgccgac
atccggctcg

taacttcgta
tttctgecat
accaataact
attcattaag
ccagcggcat
cgaagaagtt
tggctgagac
cgtaacacgc
cactccagad
cactatccca
tcatcaggcg
cggtctttaa
ctgactgaaa
atccagtgat
aaaatacgcc

gatcaacgtc

caggatttat
aacttcgtat
ctgcataatt
atcataacgg

tataatgtgt

ggaaacagac

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador GalB1
<400> 12

actttggtcg tgaacatttc ccgtgggaaa
<210> 13

<211> 28
<212> ADN

tagcatacat
tcatccgett
gccttaaaaa
cattctgccg
cagcaccttg
gtccatattg
gaaaaacata
cacatcttgce
cgatgaaaac
tatcaccagc
ggcaagaatg
aaaggccgta
tgcctcaaaa
ttttttctcc
cggtagtgat
tcattttcgc

ttattctgeg
agcatacatt
cgtgtcgcetc
ttctggcaaa

ggaattgtga

30

45

tatacgaagt
attatcactt
aattacgccc
acatggaagc
tcgecttgeg
gccacgttta
ttctcaataa
gaatatatgt
gtttcagttt
tcaccgtctt
tgaataaagg
atatccagct
tgttctttac
attttagctt
cttatttcat

caaaagttgg

aagtgatctt
atacgaagtt
aaggcgcact
tattctgaaa

gcggataaca

tatctagagt
attcaggcgt
cgccctgeca
catcacaaac
tataatattt
aatcaaaact
accctttagg
gtagaaactg
gctcatggaa
tcattgccat
ccggataaaa
gaacggtctg
gatgccattg
ccttagctcce
tatggtgaaa

cccagggctt

ccgtcacagg
atggatcatg
ccecgttctgg
tgagctgttg

atttcacaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1270
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador Galc11
<400> 13

agaaagataa gcaccgagga teccgata

<210> 14

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador GIkB1
<400> 14

aacaggagtg ccaaacagtg cgccga
<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador GIkC11
<400> 15

ctattcggeg caaaatcaac gtgaccgect

<210> 16

<211> 99

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador edd1

< 400> 16
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28

26

30

atgaatccac aattgttacg cgtaacaaat cgaatcattg aacgttcgcg cgagactcgc

tctgcttatc tcgcccggat ttatcgataa getggatcc

<210> 17

<211>98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador edd2
<400> 17

46

60
99
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gaataattca cgtcctgtcg gatgcatatg gcggccge

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador edd3

<400> 18

taacatgatc ttgcgcagat tg 22

<210> 19
<211>21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador edd4
<400> 19
actgcacact cggtacgcag a 21

<210> 20

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CN1 que codifica el promotor mutado trc que dirige la expresion de glk

<400> 20
ctgacaatta atcatcegge tegtataat

<210> 21

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

29

<223> CN2 que codifica el promotor progenitor trc

<400> 21
ttgacaatta atcatccggce tegtataat
<210> 22
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

29

47
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<220>
<223> Cebador gapAl
<400> 22
atgaccatct gaccatttgt gtcaa 25

<210> 23
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA2
<400> 23
aatgcgctaa cagcgtaaag tegtg 25
<210> 24
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA3
<400> 24
gatacctact ttgatagtca catattccac caget
<210> 25
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA4
<400> 25
agctggtgga atatgtgact atcaaagtag gtatc
<210> 26
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA5
<400> 26
gatacctact ttgatagtca aatattccac caget
<210> 27
<211> 35

35

35

35

48



10

15

20

25

30

35

ES 2356 526 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador gapA6

<400> 27

agctggtgga atatttgact atcaaagtag gtatc 35

<210> 28
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> promotor corto 1.5 Gl
<400> 28

gecccttgact atgecacate ctgagecaaat aattcaacca ct 42
<210> 29
<211> 98
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA-R1
<400> 29

agtcatatat tccaccagct atttgttagt gaataaaagt ggttgaatta tttgctcagg 60
atgtggcata gtcaagggca tatgaatatc ctccttag 98
<210> 30
<211> 80
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA-R2
<400> 30

gctcacatta cgtgactgat tctaacaaaa cattaacacc aactggcaaa attttgtccg 60
tgtaggctgg agctgcttcg 80
<210> 31
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador corto 1.20 Gl
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<400> 31
geecttgacg atgecacate ctgageaaat aattcaacca ct 42

<210> 32
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador corto 1.6 Gl
<400> 32

gcccttgaca atgccacate ctgagcaaat aattcaacca ct 42
<210> 33
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA-R3
<400> 33

gtcgacaaac gctggtatac ctca 24
<210> 34
<211> 98
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA-R4
<400> 34

agtcatatat tccaccagct atttgttagt gaataaaagt ggttgaatta tttgctcagg
atgtggcatc gtcaagggca tatgaatatc ctccttag
<210> 35
<211> 98
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador gapA-R5
<400> 35

agtcatatat tccaccagct atttgttagt gaataaaagt ggttgaatta tttgctcagg
atgtggcatt gtcaagggca tatgaatatc ctccttag
<210> 36
<211> 60

50

60
98

60
98
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador msgA-1

<400> 36

gtacattatg gaactgacga ctcgeactit acctgegegg tgtaggetgg agetgctteg
<210> 37

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador msgA-2

<400> 37

cttcagacgg tccgcgagat aacgctgata atcggggatc catatgaata tcctccttag
<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador msgA-3

<400> 38

cttgaattgt tggatggcga tg 22
<210> 39

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador msgA-4

<400> 39

cgtcacgtta ttggatgaga g 21
<210> 40

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador PppcF

<400> 40

51

60

60
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cgatttttta acatttccat aagttacgct tatttaaagc gtcgtgaatt taatgacgta
aattcctgct atttattcgt gtgtaggctg gagctgcttce

<210>41

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador PppcR

<400> 41

tcgcattgge gcgaatatgc tcgggctttg cttttcgtca gtggttgaat tatttgctca
ggatgtggca ttgtcaaggg catatgaata tcctccttag
<210> 42

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador SeqppcR7

<400> 42

gcggaatatt gttegttcat attaccecag 30

<210> 43

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 3G144

<400> 43

ccaggctgat tgaaatgccc ttctgtttca ggcataaagc cccaaagtca taaagtacac
tggcagcgcg gtgtaggcetg gagctgettce

<210> 44

<211>93

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 3G145

<400> 44

gcatggctac tcctcaacga cgttgtctgt tagtggttga attatttgct caggatgtgg
cattgtcaag ggcattccgg ggatccgtcg acc

<210> 45

52

60
100

60
100

60
20

60
93
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<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador YCIKUp

<400> 45

gataataccg cgttcatect gggee 25

<210> 46

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador YCIKDn

<400> 46

gcgagttcac ttcatgggeg tecat 25

<210> 47

<211> 98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador yghCFRTF

<400> 47

ttaattcccc tgcatcgeccc gcattcttgc cgcatcticc cccggcgtca caccgaagta
acgtttaaac tcacggctgt gtaggctgga gctgcttc
<210> 48

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador CyghD1.6

<400> 48

ctcccttgct gggccaatat gagggcagag aacgatctgce ctggttgaat tatttgctca
ggatgtggca ttgtcaaggg catatgaata tcctccttag
<210> 49

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

53
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<223> Cebador yghBF
<400> 49

atcgeccgea ttettgeege atettcecee ggegteacac cgaagt 46

<210> 50

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador pta 1

<400> 50

atgtcgagta agttagtact ggttctgaac tgcggtagtt cttcactgaa atttgccatc
atcgatgcag taaatggtga tgtgtaggct ggagctgctt
<210> 51

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ack-pta 2

<400> 51

ttactgctgc tgtgcagact gaatcgcagt cagcgcgatg gtgtagacga tatcgtcaac
cagtgcgcca cgggacaggt catatgaata tcctccttag
<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ack-U

<400> 52

attcattgag tcgtcaaatt 20

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ack-D

<400> 53

attgcggaca tagcgcaaat 20

<210> 54

54

60
100

60
100
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<211>98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ptsHFRT1

<400> 54

atgttccagc aagaagttac cattaccgct ccgaacggtc tgcacacccg ccctgctgec
cagtttgtaa aagaagctgt gtaggctgga gctgcttc
<210> 55

<211> 97

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador crrFRT11

<400> 55

ttacttcttg atgcggataa ccggggtttc acccacggtt acgctaccgg acagtttgat
cagttctttg atttcgtcat atgaatatcc tccttag
<210> 56

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador crrR

<400> 56

cctgttttgt getcagcetea tcagtggett getgaa 36

<210> 57

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador DaldAF

<400> 57

atgtcagtac ccgttcaaca tcctatgtat atcgatggac agtttgttac ctggcgtgga
gacgcatgga ttgatgtggt tgtgtaggct ggagctgctt
<210> 58

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

55

60
98

60
97

60
100
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<223> Cebador DaldAR
<400> 58
ttaagactgt aaataaacca cctgggtctg cagatattca tgcaagccat gtttaccatc 60
tgcgccgcca ataccggatt catatgaata tcctccttag 100
<210> 59
5 <211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador aldAF300
10 <400> 59
ttategttca cgttgattit 20
<210> 60
<211> 20
<212> ADN
15 <213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador aldAR300
<400> 60
gaaaaaagtg actgccgaag 20
20 <210> 61
<211> 100
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
25 <223> Cebador DaldBF

<400> 61
cgtctaccct tgttatacct cacaccgcaa ggagacgatc atgaccaata atcccccttc 60
agcacagatt aagcccggcg gtgtaggctg gagetgctte 100
<210> 62
<211> 100

30 <212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador DaldBR

<400> 62
gcatcaggca atgaataccc aatgcgacca gcttcttata tcagaacagc cccaacggtt 60
35 tatccgagta gctcaccagc catatgaata tcctccttag 100

56
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador aldBF

<400> 63

atgaccaata atccccctte ag

<210> 64
<211>21
<212> ADN

22

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador aldBR

<400> 64

geticttata tcagaacagc ¢ 21

<210> 65
<211> 13669
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido pSYCO0101

<400> 65

tagtaaagcc
taacaagaaa
acgcttaaaa
ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat

gcttcaagta

ctcgctagat tttaatgcgg
aagccagcct ttcatgatat
ataataaaag cagacttgac
taacgcttga gttaagccgce
atttgccgac taccttggtg
ctgcgcgega ggccaagcga
tgacgggctg atactgggcc

atgttgcgat
atctcccaat
ctgatagttt
gccgcgaagce
atctcgecctt
tcttcttctt

ggcaggeget

57

tacttcgcca
ttgtgtaggg
ggctgtgage
ggcgrcggct
tcacgtagtg
gtccaagata

ccattgccca

actattgcga
cttattatgc
aattatgtgc
tgaacgaatt
gacaaattct

agcctgtcta

gtcggcagcg

60
120
180
240
300
360
420



acatccttcg
actacatttc
tttagcgect
cctaccaagg
atcgtggctg
agttcgcgcet
tctacagcgce
atcaaagctc
tcactgtgtg
gtcggttcga
gcgatcaccg
acatcgttgc
gatgcccgag
actgcgeegt
cgctacttge
atccgtttec
ctgtcctggc
gcctrgetgt
ggaagacctc
atcctecggtt
atgcggatca
atcatcgtgc
gcacccagcc
ctgttctggt
gctgaaagcg
gctccegtgt
tgtgtgactg
ttgttttact
cgatctgttc
ctatcttttt
ggtgaacagt
ccataagaac
ttttgcgtga

aattttgcct

gcgcgatttt
gctcatecgec
caaatagatc
caacgctatg
gctcgaagat
tagctggata
ggagaatctc
gccgegttgt
gcttcaggec
gatggcgctc
cttccctcat
tgctccataa
gcatagactg
taccaccgct
attacagctt
acggtgtgcg
tggcgaacga
tcttctacgg
ggccgtcgcg
ttctggaagg
gtgagggttt
gggagggcaa
tgcgcgagcea
gttgctagtt
ctatttcttc
tgtcggcage
ttgagctgta
ggtttcacct
atggtgaaca
tacaccgttt
tgttctactt
ctcagatcct
gccatgagaa

caaaactggt
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gccggttact
agcccagtcg
ctgttcagga
ttctcttget
acctgcaaga
acgccacgga
gctctctcca
ttcatcaagc
gccatccact
gatgacgcca
gatgtttaac
catcaaacat
taccccaaaa
gcgttcggtc
acgaaccgaa
tcacccggca
gcgcaaggtt
caaggtgctg
gcgcttgcecg
cgagcatcgt
gcaactgcgg
gggctccaag
ggggaattaa
tgttatcaga
cagaattgcc
tttgattcga
acaagttgtc
gttctattag
gctttgaatg
tcatctgtgc
ttgtttgtta
tccgtattta
cgaaccattg

gagctgaatt

gcgctgtacc
ggcggcgagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattgc
atgatgtcgt
ggggaagccyg
cttacggtca
gcggagecgt
actacctctg
tttgttttag
cgacccacgg
aaacagtcat
aaggttctgg
caggcttatg
accttgggca
tcggtctcca
tgcacggatc
gtggtgctga
ttgttcgecc
gtcaaggatc
gatcgggcct
ttcccacggg
atcgcagatc
atgatttttt
taagcagcat
tcaggtgttc
gtgttacatg
caccaaaaac
atatggﬁcag
gtcttgatgc
gccagtatgt
agatcatact

tttgcagtta

58

aaatgcggga
tccatagcgt
agagttcctc
agatagccag
gctgecattc
cgtgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgec
cgtaacgcgc
aacaagccat
accagttgcg
tccactgggt
gcagcgaagt
cgcatcgtca
tgccctggcet
ccccggatga
agcttctgta
tggatttcga
tgatgttacc
ttttgctgec
cggcttcagc
ccccacggga
cgcctgtttc
aatttcatgt
ctgttcatct
tcgtaaaagc
ttttceccttt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttgcat

aagcatcgtg

caacgtaagc
taaggtttca
cgccgctgga
atcaatgtcg
tccaaattgc
aatggtgact
aaggtcgttg
Caaatcaata
ggccagcaac
cgatacttcg
ctgctgegta
ttgctgettg
gaaaaccgcc
tgagcgceata
tecgtgccttce
cgaggcattt
ggcattggcg
tcaggagatc
agtggttcgc
tggaacgggc
tcacggcacg
cgagagcttg
cgcaaacggg
cggtttgccg
ggcgtcactg
aggctgtcta
tctagttgct
gttacattgt
tctgatgtat
gatatgtaac
gatacaagag
ggttcgttgt
gtcactcaaa

tagtgttttt

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



cttagtccgt
atttttatct
tggaaaatca
taagtgttta
tggtagttat
gccttgtgag
tatttgtttt
aaaagataag
gcatagtttg
gttctcgtca
atgttcatca
gggttttcaa
tccgttaagt
atacatctca
tgataattac
gctggaaaac
tttrttgttt
aaaagaatag
aaaaggatat
ttaagtagca
caggcacctg
agtgaatggg
cataatacaa
tggtgctatc
écttcggatt
tatcatcaac
cgaccggagg
cgcgagatta
gcgagccgtc
atcaaccgcg
caagttcaga
-gccactgaga
cttatccagce
tggagcgcct

caatctctgt

tatgtaggta
ggttgttctc
acgtatcagt
aatctttact
tttcaagcat
ttttcttttg
caaaagactt
gcaatatctc
tccactggaa
tcagctctct
tctgagcgta
tcgtggggtt
catagcgact
attggtctag
tagtcctttt
ttgtaaattc
atattcaagt
atcccagccc
cgcaaacgct
ccctegeaag
agtcgctgtc
ggtaaatggc
gaaaagcccg
tgactttttyg
atcccgtgac
aggcttaccc
cttttgactg
tgggctcgca
acgcccttga
tttcccggag
caatcaccct
tcaacgtggc
ggatggacga
gcagcctgaa

acggtctgca
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ggaatctgat
aagttcggtt
c€gggcggect
tattggtttc
taacatgaac
tgttagttct
aacatgttcc
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgcttta
ttggttataa
gagtagtgcc
aatcgctagt
gtgattttaa
cctttgagtt
tgctagaccc
ggttataatt
tgtgtataac
gtttgctcct
ctcgggcaaa
tttttcgtga
actacaggcg
tcacgggctt
ctgttcagca
aggtcattca
gtcttactgt
ctaggcgatc
cgctcgactg
caatgccaca
gtaaccaagc
dgccgcecegec
ggtggtgttt
ggccttcgtc
gcaaggtacc

gctaaccaac

gtaatggttg
acgagatcca
cgcttatcaa
aaaacccatt
ttaaattcat
tttaataacc
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata
tcatttgett
tcactatacc
gtgggtatct
tctgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcgctgaata
cattcagttc
ccttttatgg
ctcagggcgt
gttcctgccc
gactggctaa
cgggaattca
tgtgctgrtt
tcggacgggg
tcctgagcaa
ttgcgggaga
cagcaaatgg
tccgtagttg
tccagctgeg
catgaaatta

caacagcgaa

59

ttggtatttt
tttgtctatc
ccaccaattt
ggttaagcct
caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
atttttcget
aaggattcct
cataagcatt
ccgtcegtte
aaattagctt
tgaaaacaac
aattgagatg
gtaaattctg
ccgctagacc
agaaagaata
agtcagttcc
gaccttaaaa
ttccttttgt
gctgcgctca
attcatgcaa
tttatggcgg
tctgattttc
tgcacccagt
tttaaatagt
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gaatgatgaa
cggcggcggt
accgcggagg
atatttccct
cgtcagcggt
ttattatttt

gtcaccattc
tagttcaact
catattgctg
tttaaactca
ctctatattt
cctcatagag
ttttaactgg
tgagaacttg
gatttccaca
ttccctactg
tttccttgta
ggtttcatgc
taattcagac
ggctagtcaa
ctagaccttt
tttgtgtgtt
aaaaaagata
gcagtattac
ccctaaaggce
ctccgaccat
cggctctgge
ggaaactacc
gtctgctatg
cagtctgacc
aaggcagcgg
caaaagcctc
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
caagagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgctg
gaataaagcc
ccagccagga

tggcggeggce

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



ctgccagtta
gagcaggatc
gcgagaaggt
ggaccgtcat
atgccggcegce
ccataaccta
cgcccctgeg
agctgeceggce
gtacgctcgg
gaatgtatcg
gccgcatcga
cccagctggg
atattcagca
cccgectygag
gcaatatggc
ctgcccagcet
tggaccgegce
ccectgttete
tagcaaacac
tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagcaa
ttcacctrtt
gccccgtcaa
acagcccctt
acggcaaacg
acgttgagceg
tggatattca
aagcggtcga
tgcgtgcecg
tgcagattgc
cggtcggtat
gcggccgecc

gcatgcgtgg

tttttaatga
aattattagc
atattatgag
gtcgctttca
catcaatgag
tgacggaggce
ggtgggtatc
ggacgegeeg
cgccaacgec
tatctatacc
gaaagaccat
cgtctgctac
gacgctgttc
ccagacgatc
cgagagcgqgc
gcacgtggeg
gcatccgctg
catggcgcga
agaaaaaagc
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gagccgatga
tcaggacggyg
tgacccggtc
ccgggaccag
cacagagcag
cgtcagecgg
ggtgatggcg
ccggaccccc
cgctgacgcc
Cgcgcgctac
cggcgtgtty

cttaaccagc
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gcaggtaatt
ccagtgcgec
ctatcgtatg
ccgccaggeg
ctgtgctggg
ggtgacgccg
gggctcagcg
ctggctaccg
gggcagctgg
cgcaccgggg
attcgcgtcg
gccacgaccc
gtgctggggg
ggcgaagagg
ccgttaaaac
cgcacccagt
cgcgacgege
atcgaagaga
ccgcacctga
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
acaatgaaaa
ctgattggcg
tcttcagtaa
tttgacatga
gcaatgcgcc
gaggagatca
cagatgaacg
tccaaccagt
gccgaggeceg
gcgecgttta
acgcagtgct

tacgccgaga

ggcgecgteg
ctggattgtt
ttccgecagg
tacgcctgtt
ggctggagga
ctgcgetggg
cgtccggega
gacacgtcac
ttaaagtcct
ataaaggcac
aggcctacgg
gcgacgccgg
ctgaactggc
agatcaccgc
agttcgtgat
cccgtegget
tcaaacgcta
ctaggcctga
cagtgcgggc
cgcgagatta
gcgagceegtce
atcaaccgcg
gatcaaaacg
agtggcctga
aagtggacaa
tcgaccgatt
tggaggceggt
ttgccatcac
tggtggagat
gccacgtcac
ggatccgcgg
acgccctgge
cggtggaaga
cggtgtcggt

60

gcgttagegg
tttccgeatt
cattctgagt
ttacgatccg
gcagggggtc
cgccctggcg
gatagccctc
cgatagcgac
gccgttaagt
caccgeccctg
caccgtcgat
gctgcgggaa
cagcgatgcg
cctggagcgg
cccggggagg
cgaacgcctg
cagcaatcgc
tgcttgcgcet
Ttettttttc
tgggctcgea
acgcccttga
trtcccggag
atttgcagta
agaggggctg
cggtctgatc
tatcgccgat
ggaaatagcc
taccgccatc
gatgatggcg
caatctcaaa
cttctcagaa
gctgttogtce
ggccaccgag

ctacggcacc

cggtacggtc
ataacctgaa
gttaacgagg
cgcgggeacc
ccctgecaga
gccagaagct
actcatgccc
gatcaactgc
gagagaaact
tacggcggca
gaactgatat
agcctgcacc
cggggcctga
cttatcgacc
aatctcgect
ctgacggcca
ctgtcggatg
tgaactggce
ctaggcgatc
cgctcgactg
caatgccaca
gtaaccaagc
ctggcccage
atcgccatgg
gtcgaactgg
tacgcgatca
cgtatgctgg
acgccggeca
ctgcagaaga
gataatccgg
caggagacca
ggttcgcagt
ctggagctgg
gaagcggtat

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600



ttaccgacgg
gcgggttgaa
agagcaagtc
ttcagggact
gcattcgggce
ccgccaacga
agatgctgcc
acatgttcgc
gtgacctgat
gccagaaagc
ccgacgagga
acgtggtgga
atattgtcgg
tgctgcgeca
tcgaggtggt
gcatctctgce
ccattgaata
tgaaaacccg
gcgtcggecc
cgatcctcaa
gcattctgcg
cggggatcgg
tgccgetceag
ggcagattgg
tggtgaacga
aagagaccaa
gggagtgacc
cccggageat
gctctctggce
ggcgcagatt
ggagcttatc
ccgcteccteg
gacagtgaat
gcgtaaagga

cgccaccacc

cgatgatacg
aatgcgctac
gatgctctac
gcaaaacggc
ggtgctggcg
ccagactttc
gggcaccgac
cggctcgaac
ggttgacggc
ggcgegggcyg
ggtggaggcc
ggatctgagt
cg&gctgagc
gcgggtcacce
gagtgcggtc
cgaacgctgg
aggcggtatt
c€gagggcggg
tgccttcgat
agagctgatt
cacgtccgac
catcggtatc
caacctggag
caaaaacgct
tcagatggtg
acatgtggtg
atgagcgaga
atcctgacgc
gaggtgggcc
gccgagcaga
gccattcctg
caggcggagce
gcecgectttg
agctaagcgg
gaggtggcgc
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ccgtggtcaa
acctcecggea
ctcgaatcgce
gcggtgaget
gaaaacctga
tcccactcgg
tttattttct
ttcgatgegg
ggcctgegtc
atccaggcgg
gccacctacg
gcggtggaag
cgcagcggcet
ggcgattacc
aacgacatca
gcggagatca
cctgtgcaac
gtagcttctg
aaacaccagc
gccggggtgg
gtctccttta
cagtcgaagg
ctgttctccc

.gcgcgetatg

cggccgaaat
caggacgccg
aaaccatgcg
ctaccggcaa
cgcaggatgt
tgcagcgeca
acgagcgcat
tgctggegat
tccgggagtc
aggtcagcat
tggcgtccga

aggcgttcct
ccggatccga
gctgcatctt
gtatcggcat
tcgectctat
atattcgccg
ccggctacag
aagattttga
cggtgaccga
ttttccgega
cgcacggcag
agatgatgaa
ttgaggatat
tgcagacctc
atgactatca
aaaatattcc
agacaaccca
ccgatgaacg
atcacactct
daagaagaggg
tggcctggoa
ggaccacggt
aggcgeeget
cgcgcaaaga
ttatggccaa
agcccgtcac
cgtgcaggat
accattgacc
gcggatctcc
tgcggtggcg
tctggctate
cgccgacgag
ggcggaagtg
gccgttaata

ctacccgcag

61

cgcctcggec
agcgctgatg
cattactaaa
gaccggcget
gctcgacctc
caccgcgege
cgcggtgeceg
tgattacaac
ggcggaaacc
gctggggctyg
caacgagatg
gcgcaacatc
cgccagcaat
ggccattctce
ggggccggge
gggcgtggtt
aattcagccc
cgccgatgaa
gatcgatatg
gcttcacgece
tgcggccaac
catccatcag
gctgacgctg
gtcacctteg
agccgcgeta
cctgcacatc
tatccgttag
gatattaccc
cgccagaccc
cgcaatttec
tataacgcgce
ctggagcaca
tatcagcagc
gccgggattg
gcgagggcgt

tacgcctecc

ggctattcgg

ggcgccgggg
gtgccgtcag
gaagtggcgt
accctgatgce
aactacgaca
atcctgcagce
attgccattc
ccgccaatcg
ccgecgegta
accggcecteg
attctcaata
gatcggcagt
accggectatc
cagcccgaca
tcttttaccc
gtggtgatcg
ccccatggeg
cgggtggtge
ctgagcggct
cgcgatctge
gagacctacc
ccggtgecgg
tttcatatca
gacttagtaa
ccacccgetg
tcgagaaggt
ttgagtacca
gccgegeggce
tgcgeccegtt
cctggcatgce
ggcataagct
atatcggcaa

ttgttgccag

6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700



cgggatcgtc
cgcgctggag
tcttaacgaa
tatcaccgaa
cgtggggacg
ggggtggatc
tgaggcgctc
gctggtgaac
gcaggtcccc
gatcctgtcg
ggccatcgtc
cccgcagggg
aaagcgccgce
cgcctgeget
tgagcgggtg
ccaggatctg
cgagtgcgcc
aatgcaggtt
cgtggaggcc
ggcgatcctc
gataacggcg
gctgggectc
ggaaagcctg
cagcccggcg
taacgccagc
tgtcaccaac
cgcctrttgtg
ggaagccttg
gccgegeaat
tcgcgecage
tctagagtac
ttttcccagt
ggccgegeta
gatggccttc

gcgacgacgd
caggccctgg
gccgegecegg
tcgaccatga
actatcgccc
gtactgattg
gaccggggga
aaccgcectgce
gagggggtaa
aatccctacg
cccatcgceccc
gatgtgcagt
ggagaggccg
ccggtacgcg
cgcaaggtaa
ctggcggtag
atggagaatg
atcgcecegceg
aacatggcca
gacctcggcg
gtccatctceg
gaggatcttt
ttcagtattc
gtgttcgcca
ccgctggaaa
tgcctgegeg
gtgctggtgg
tcgcactatg
gcggtcegceca
ctctaggtac
tggcgaaagg
cacgacgttg
gcgcceccgatc

tgcttaattt
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gcatgaaagg
cgaaaacacc
tgattggcoga
tcggtcataa
tcgggeggct
acgacgccgt
tcaacgtggt
gtaaaaccct
tggcggeggt
ggatcgccac
gcgccctgat
cgcgggtgat
atgtcgccga
acatccgegg

tggcgtcect

atacgtttat

ccgtcgggat
aactgagcgc
tcgccggggce
ccggetegac
ccggggeggg
cgctggcgga
gtcacgagaa
aagtggtgta
aaattcgtct
cgctgegeca
gcggetcatc
gcgtggtege
ccgggetget
aaataaaaaa
gggatgtgct
taaaacgacg
cagctggagt

gatgcctggce

gacgcgggac
gtggtcgatyg
tgtggcgatg
cccgcagacg
ggcgacgctg
cgatttcctt
ggcggcgatc
gccggtggtg
ggaagtggcc
cttcttcggg
tggcaaccgt
ceceggegggce
gggcgceggaa
cgaaccgggc
gaccggccat
tccgegeaag
ggcggcgatg
ccgactgcag
gttaaccact
ggatgcggcg
gaatatggtc
agcgataaaa
tggcgcggtg
catcaaggag
cgtgcgccgg
ggtctcaccc
gctggacttt
€gggcagggce
actggccagt
ggcacgtcag
gcaaggcgat
gccagtgaat
ttgtagaaac

agtttatggc

62

aatatcgccg
agcgatgtct
gagaccatca
€€gggcgagg
ccggeggcegce
gacgccgtgt
ctcaaaaagd
gatgaagtga
gcgcegggcece
ctaagcccegg
tccgeggtgg
aacctctaca
gccatcatgce
acccacgccg
gagatgagcg
gtgcagggcg
gtgaaagcgg
accgaggtgg
ccecggetgtg
atcgtcaacg
agcctgttga
aaatacccgc
gagttctttc
ggcgaactgg
caggcgaaag
ggcggttcca
gagatcccgc
aatattcggg
caggcgaatt
atgacgtgcc
taagttgggt
tcgagetcgg
gcaaaaaggc

gggcgtcctg

ggaccctcgc
ctcgcatcta
ccgagaccat
tgggcgttgg
agtatgccga
ggtggctcaa
acgacggcgt
cgctgctgga
aggtggtgcg
aagagaccca
tgctcaagac
ttagcggcga
aggcgatgag
gcggeatgcet
cgatatacat
ggatggccgg
atcgtctgca
tggtgggcag
cggcgecget
c€ggaggggca
ttaaaaccga
tggccaaagt
gggaagccect
tgccgatcga
agaaagtgtt
ttcgcgatat
agcttatcac
gaacagaagg
aaacgggcgc
tttttrcttg
aacgccaggg
tacccggggce
catccgtcag

cccgccaccc

8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740



tcecgggecgt
agcgttcacc
ttttatttga
cgctacggceg
cgccaggcaa
tgaaaatctt
atttcaacag
tttcggcatt
ctttttcctt
cggcttttcc
aagggtcttg
gatgaggctt
ccagatgctc
tctcttttgg
atttttcacc
caaagtctgg
taacgtgttc
tggctggttg
aagatagagg
taatcttcat
ttgtaaacga
tccaaccatt
aactcctttt
acgtttctac
tatgtttctt
ccgactcttt
caacctaagg
atgacactaa
teccttgecect
tgttcttgag
agttcctcag
tttagacagg
cggggcaaaa
atcaagtctg
ttttgatgtc

tgcttcgcaa
gacaaacaac
tgcctggeag
tttcacttct
attctgtttt
ctctcatccg
atcgtcctta
gtagccgceca
taggaagtcc
ggcggcaata
ctcattgatc
accctgtttg
gaaccatttt
tagagcgttc
gtacttgacc
agcgaactta
agcatcgaaa
agagatgata
tttagtagtc
gtagatctaa
tttggtatac
cgtgaacttc
cacattccca
caccagcgcea
ctctagattc
ggatggcagc
caacaacgtt
cgtggaagta
cgcctctgaa
cgacttcggt
tgatgtaaga
agatagctct
attgatgtgg
gattagcaac

tagtatttat
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cgttcaaatc
agataaaacg
ttccctactc
gagttcggca
atcagaccgc
ccaaaacagc
gcatataagt
actctgatgg
aagtcgaaag
cctgctrggag
ggatatccta
acatcattag
tgtgccatat
aaagcgttgc
ggaatttcag
gcaatggcat
taaggtttgt
atggtaccgt
aatcccataa
ttcttcaatc
ggcttcaaat
tttgcaggta
ggcgtcctta
ggtggtgatc
tgggaaaaac
agaagcgttg
cttcaaagca
aggtctgtgg
atcctttgga
ggcaatgtta
ggatagcaat
gacgtgtgaa
aatgttgaaa
caaattgtcg

gatttcagtc

cgctccecggce
aaaggcccag
tcgcatgggg
tggggtcagg
ttctgegttc
caagcttgca
agtcgtcaaa
attcgtggtt
tagtggcaat
cgtcttcaaa
agccattcct
cggtaatgaa
cacgggtacc
acagcttaac
cttctaattt
caaacgttct
ccttaccgaa
cgacgtcgaa
ttctagtctg
atgtccggcea
aatgggaagt
attaaacctt
ccagaagtag
aaatcagcaa
atttgaccga
ttaccccage
ccacagatgg
aacaaggcct
atgtggtaag
gcaccagata
tggacacctt
tcaacatgac
acgatgatgt
ggtagagtoga
aatttttcac

63

ggatttgtcc
tctttcgact
agaccccaca
tgggaccacc
tgatttaatc
tgcctgcagce
aatgaattca
tttgacaatg
accaatgatc
tactactacc
gcccttcaga
gtactttggt
ggaagttgcc
tgcacctggg
gttaacatac
ccaaccatgc
atccctccag
caaagcggcg
tttcctggat
ggttcttcat
cttcgacaga
gagcggattg
ccattagcect
caccagcaga
atctgatgat
ctagaccttc
agataccagc
ttagaacctt
caactgttgt
gagcaccaca
tagcaccaac
ctttcaattg
cgacatcctt
tgccaggcaa

cattgatctc

tactcaggag
gagcctttcg
ctaccatcgg
gcgctactgc
tgtatcaggc
ccgggttacc
acttcgtctg
atgtcacagc
ttacaaccgg
ttagatttgg
tatggttctg
ctcctgattce
acagcccatt
acttcaatgg
tcttcattgg
gagacttgga
aatgcagcaa
ttaactttca
ccaataaatc
tgggtagttg
gccacatgtt
gccattcaac
agcaaccttg
ctcttggtag
ctcacccaaa
gacgaaacca
aacatcttcg
atggtcgacg
ttcagaccag
ttgaatacct
ttcaaaaccc
gctacagata
gactgaatca
gtatttcacg
ttcttcgaac

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840



acccacattt
accttggcaa
tcggcagect
gaagttaagt
gtctgtttcc
gattaattgt
aaaacattat
cctgcacagce
tagccagtac
tggccgtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
cgcatctgtg
ccgcatagtt
<210> 66

<211> 13543
<212> ADN

gtactattgg
tagtagtacc
tcaaagaaac
ttaatctatc
tgtgtgaaat
caacagctca
ccagaacggg
cataccacag
atttaaatgg
tttacaacgt
tcccectttce
gttgcgcagce
cggtatttca

aagccagccc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido pSYCO103

<400> 66

tagtaaagcc
taacaagaaa
acgcttaaaa
ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat
gcttcaagta
acatccttcg
actacatttc
tttagcgect
cctaccaagg

atcgtggectg

ctcgctagat
aagccagcct
ataataaaag
taacgcttga
atttgccgac
ctgcgcgcega
tgacgggctg
gcgcgatttt
gctcatcgec
caaatagatc
caacgctatg

gctcgaagat
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agcgaaaact
ccagttacca
agaagaggaa
agcagcagca
tgttatccgc
tttcagaata
agtgcgcctt
cttccgatgg
taccctctag
cgtgactggg
gccagctggce
ctgaatggcg
caccgcatat

c¢gacacccgc

tttaatgcgg
ttcatgatat
cagacttgac
gttaagcecgce
taccttggtg
ggccaagcga
atactgggcc
gccggttact
agcccagtcg
ctgttcagga
ttctecttgct

acctgcaaga

tctgggtatce
gatccaatca
cttctctttc
gccatggaat
tcacaattcc
tttgccagaa
gagcgacacg
ctgcctgacg
tcaaggcctt
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgcect
ggtgcactct

Caacacccgc

atgttgcgat
atctcccaat
ctgatagttt
gccgegaagce
atctcgcectt
tcttcttctt
ggcaggcgcet
gcgcetgtacc
ggcggcgagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattgc

64

ccttacaatt
cagtaacctt
taccagcatt
tgtcctectt
acacattata
ccgttatgat
aattatgcag
ccagaagcat
aagtgagtcg
cgttacccaa
agaggcccgc
gatgcggtat
cagtacaatc

tgacgagct

tacttcgcca
ttgtgtaggg
ggctgtgage
ggcgtcggct
tcacgtagtg
gtccaagata
ccattgccca
aaatgcggga
tccatagegt
agagttcctc
agatagccag

gctgccattc

ttcggcaacc
gaaaggcttt
caagtggccg
actagtcatg
cgagccggat
gtcggcgcaa
tgatttacga
tggtgcacgc
tattacggac
cttaatcgcc
accgatcgcc
tttctcctta

tgctctgatg

actattgcga
cttattatgc
aattatgtgc
tgaacgaatt
gacaaattct
agcctgtcta
gtcggcagceg
caacgtaagc
taaggtttca
cgccgctgga
atcaatgtcg

tccaaattgc

12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13669

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



agttcgcgct
tctacagcgc
atcaaagctc
tcactgtgtg
gtcggttcga
gcgatcaccg
acatcgttgc
gatgcccgag
actgcgecegt
cgctacttge
atccgtttcc
ctgtcctggce
gccttgetgt
ggaagacctc
atcctcgott
atgcggatca
atcatcgtgc
gcacccagcc
ctgttctggt
gctgaaagcg
gctccegtgt
tgtgtgactg
ttgttttact
cgatctgttc
ctatcttttt
ggtgaacagt
ccataagaac
ttttgcgtga
aattttgcct
cttagtccgt
atttttatct
tggaaaatca
taagtgttta
tggtagttat
gccttgtgag

tagctggata
ggagaatctc
gccgegttgt
gcttcaggec
gatggcgctc
cttccctcat
tgctccataa
gcatagactg
taccaccgct
attacagctt
acggtgtgcg
tggcgaacga
tcttctacgg
ggccgtcgeg
trctrggaagg
gtgagggttt
gggagggcaa
tgcgcgagcea
gttgctagtt
ctatttcttc
tgtcggcage
ttgagctgta
ggtttcacct
atggtgaaca
tacaccgttt
tgttctactt
ctcagatcct
gccatgagaa
caaaactggt
tatgtaggta
ggttgttctc
acgtatcagt
aatctttact
tttcaagcat
ttttcttttg
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acgccacgga
gctctctcca
ttcatcaagc
gccatccact
gatgacgcca
gatgtttaac
catcaaacat
taccccaaaa
gcgttcggtc
acgaaccgaa
tcacccggca
gcgcaaggtt
caaggtgctg
gcgcttgccg
cgagcatcgt
gcaactgcgg
gggctccaag
ggggaattaa
tgttatcaga
cagaattgcc
tttgattcga
acaagttgtc
gttctattag
gctttgaatg
tcatctgtgc
ttgtttgtta
tccgtatfta
cgaaccattg
gagctgaatt
ggaatctgat
aagttcgott
c€gggcggect
tattggtttc
taacatgaac

tgttagttct

atgatgtcgt
ggggaagccg
cttacggtca
gcggagccgt
actacctctg
tttgttttag
cgacccacgg
aaacagtcat
aaggttctgg
caggcttatg
accttgggca
tcggtctcca
tgcacggatc
gtggtgctga
ttgttcgcecc
gtcaaggatc
gatcgggect
ttcccacggg
atcgcagatc
atgatttttt
taagcagcat
tcaggtgttc
gtgttacatg
caccaaaaac
atatggacag
gtcttgatgc
gccagtatgt
agatcatact
tttgcagtta
gtaatggttg
acgagatcca
cgcttatcaa
aaaacccatt
ttaaattcat

tttaataacc

65

cgtgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgcec
cgtaacgcge
aacaagccat
accagttgeg
tccactgggt
gcagcgaagt
cgcatcgtca
tgccctgget
ccccggatga
agcttctgta
tggatttcga
tgatgttacc
ttttgctgee
cggctreage
ccccacggga
cgcctgtttc
aatttcatgt
ctgttcatct
tcgtaaaagc
ttttceccttt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttgcat
aagcatcgtg
ttggtatttt
trtgtctatc
ccaccaattt
ggttaagect
caaggctaat

actcataaat

aatggtgact
aaggtcgttg
caaatcaata
ggccagcaac
cgatacttcg
ctgctgcgta
ttgetgetty
gaaaaccgcc
tgagcgcata
tcgtgecttc
cgaggcattt
ggcattggcg
tcaggagatc
agtggttcgc
tggaacgggc
tcacggcacg
cgagagcttg
cgcaaacggg
cggtttgceg
ggcgtcactg
aggctgtcta
tctagttgct
gttacattgt
tctgatgtat
gatatgtaac
gatacaagag
ggttcgttgt
gtcactcaaa
tagtgttttt
gtcaccattc
tagttcaact
catattgctg
tttaaactca
ctctatattt

cctcatagag

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



tatttgtttt
daaagataag
gcatagtttg
gttctcgtca
atgttcatca
gggttttcaa
tccgttaagt
atacatctca
tgataattac
gctggaaaac
ttttttgttt
aaaagaatag
aaaaggatgt
ttaagtagca
caggcacctg
agtgaatggg
cataatacaa
tggtgctatc
acttcggatt
tatcatcaac
cgaccggagg
cgcgagatta
gcgagccgtc
atcaaccgcg
caagttcaga
gccactgaga
cttatccagc
tggagcgcct
caatctctgt
ctgccagtta
gagcaggatc
gcgagaaggt
ggaccgtcat

atgccggcge

caaaagactt
gcaatatctc
tccactggaa
tcagctctct
tctgagcgta
tcgtggagtt
catagcgact
attggtctag
tagtccttit
ttgtaaattc
atattcaagt
atcccagccc
cgcaaacgct
ccctegeaag
agtcgctgte
ggtaaatggc
gaaaagcccg
tgactttttyg
atcccgtgac
aggcttaccc
cttttgactg
tgggctcgcea
acgcccttga
Tttcccggag
caatcaccct
tcaacgtggc
ggatggacga
gcagcctgaa
acggtctgca
tttttaatga
aattattagc
atattatgag
gtcgctttca

catcaatgag
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aacatgttcc
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgcttta
ttggttataa
gagtagtgcc
aatcgctagt
gtgattttaa
cctttgagtt
tgctagaccc
ggttataatt
tgtgtataac
gtttgctcct
ctcgggcaaa
tttttcgtga
actacaggcg
tcacgggctt
ctgttcagca
aggtcattca
gtcttactgt
ctaggcgatc
cgctcgactg
ctatgccaca
gtaaccaagc
ggccgecgcec
ggtggtgtrtt
ggccttegtce
gcaaggtacc
gctaaccaac
gcaggtaatt
ccagtgcgcc
ctatcgtatg
ccgccaggeg

ctgtgctgag

agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata
tcatttgctt
tcactatacc
gtgggtatct
tctgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcactgaata
cattcagttc
ccttttatgg
ctcagggcgt
gttcctgeccc
gactggctaa
cgggaattca
tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagcaa
ttgcgggaga
cagcaaatgg
tccgtagttg
tccagetgeg
catgaaatta
caacagcgaa
ggcgeegteg
ctggattgtt
ttccgecagg
tacgcctgtt
ggctggagga

66

ttatgaattt
atttttcgcet
aaggattcct
cataagcatt
ccgtecegttce
aaattagctt
tgaaaacaac
aattgagatg
gtaaattctg
ccgctagacc
agaaagaata
agtcagttcc
gacctrtaaaa
ttecttttgt
gctgcgcetca
attcatgcaa
tttatggcgg
tctgattttc
tgcacccagt
tttaaatagt
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gaatgatgaa
cggcggcggt
accgcggagg
atatttccct
cgtcagcggt
ttattatttt
gcgttagegg
tttccgcatt
cattctgagt
ttacgatccg

gcagggggtc

ttttaactgg
tgagaacttg
gatttccaca
ttccctactg
tttccttgta
ggtttcatgc
taattcagac
ggctagtcaa
ctagaccttt
tttgtgtgtt
aaaaaagata
gcagtattac
ccctaaagac
ctccgaccat
cggctctggc
ggaaactacc
gtctgctatg
cagtctgacc
daaggcagcgg
caaaagcctc
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
caagagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgctg
gaataaagcc
ccagccagga
tggcggcggc
cggtacggtc
ataacctgaa
gttaacgagg
cgcgggcacc

ccctgccaga

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860



ccataaccta
cgcccctgeg
agctgccogc
gtacgctcgg
gaatgtatcg
gccgcatcga
cccagctggg
atattcagca
cccgecctgag
gcaatatggc
ctgcccagcet
tggaccgcegce
ccctgttctce
tagcadacac
tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagcaa
ttcacctttt
gcceccgtcaa
acagcccctt
acggcaaacg
acgttgagcg
tggatattca
aagcggtcga
tgcgtgeccg
tgcagattgc
cggtcggtat
gcggccgecc
gcatgcgtgg
ttaccgacgg
gcgggttgaa
agagcaagtc
ttcagggact
gcattcgggc

ccgccaacga

tgacggaggc
ggtgggratc
ggacgcgccg
cgccaacgcec
tatctatacc
gaaagaccat
cgtctgctac
gacgctgttc
ccagacgatc
cgagagcggc
gcacgtggcg
gcatccgetg
catggcgcga
agaaaaaagc
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gagccgatga
tcaggacggg
tgacccggtc
ccgggaccag
cacagagcag
cgtcagccgg
ggtgatggcg
ccggaccccc
cgctgacgcec
cgcgcgetac
cggcgigtig
cttaaccagc
cgatgatacg
aatgcgctac
gatgctctac
gcaaaacggc
ggtgctggceg
ccagactttc
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ggtgacgccg
gggctcageg
ctggctaccg
gggcagctgg
cgcaccgggy
attcgcgtcg
gccacgaccc
gtgctggogg
ggcgaagagg
ccgttaaaac
cgcacccagt
cgcgacgegce
atcgaagaga
ccgcacctga
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
acaatgaaaa
ctgattggcg
tcttcagtaa
tttgacatga
gcaatgcgcc
gaggagatca
cagatgaacg
tccaaccagt
gccgaggccg
gcgccgttta
acgcagtgct
tacgccgaga
ccgtggtcaa
acctccggea
ctcgaatcgc
gcggtgagct
gaaaacctga

tcccactegg

ctgcgetggg
cgtccggcga
gacacgtcac
ttaaagtcct
ataaaggcac
aggcctacgg
gcgacgccgyg
ctgaactggc
agatcaccgc
agttcgtgat
ccecgtcggct
tcaaacgcta
ctaggcctga
cagtgcgggc
cgcgagatta
gcgagccgtc
atcaaccgcg
gatcaaéacg
agtggcctga
aagtggacaa
tcgaccgatt
tggaggcggt
ttgccatcac
tggtggagat
gccacgtcac
antéCQCQQ
acgccctggc
cggtggaaga
cggtgtcggt
aggcgttcct
ccggatccga
gctgcatctt
gtatcggcat
tcgcctctat

atattcgccg
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cgcectggcg
gatagccctc
cgatagcgac
gccgttaagt
caccgcectg
caccgtcgat
gctgegggaa
cagcgatgcg
cctggagegg
cccggggagg
cgaacgcctg
cagcaatcgc
tgcttgcget
trttttttte
tgggctcgca
acgcccttga
tttcccggag
atttgcagta
agaggggctg
cggtctgatc
tatcgccgat
ggaaatagcc
taccgccatc
gatgatggcg
caatctcaaa
cttctcagaa
gctgttggte
ggccaccgag
ctacggcacc
cgcctcggec
agcgctgatg
cattactaaa
gaccggcgct
gctcgacctc

caccgcgege

gccagaagct
actcatgcecc
gatcaactgc
gagagaaact
tacggcggcea
gaactgatat
agcctgcacc
cggggcctga
cttatcgacc
aatctegect
ctgacggcca
ctgtcggatg
tgaactggcc
ctaggcgatc
cgctcgactg
ctatgccaca
gtaaccaagc
ctggcccagce
atcgccatgg
gtcgaactgg
tacgcgatca
cgtatgctgg
acgccggeca
ctgcagaaga
gataatccgg
caggagacca
ggttcgcagt
ctggagctgg
gaagcggtat
tacgcctccc
ggctattcygg
ggcgccggag
gtgccgtcgg
gaagtgdcgt

accctgatgc

4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960



agatgctgec
acatgttcgc
gtgacctgat
gccagaaagc
ccgacgagga
acgtggtgga
atattgtcgg
tgctgegeca
tcgaggtggt
gcatctctgce
ccattgaata
tgaaaacccg
gcgtecggecce
cgatcctcaa
gcattctgcg
cggggatcgg
tgccgctcag
ggcagattgg
tggtgaacga
aagagaccaa
gggagtgacc
cccggageat
gctctetgge
ggcgcagatt
ggagcttatc
ccgctectey
gacagtgaat
gcgtaaagga
cgccaccacc
cgggatcgtc
c€gcgctggag
tcttaacgaa
tatcaccgaa

€gtggggacg

gggcaccgac
cggctcgaac
ggttgacggc
ggcgcgggcg
ggtggaggcc
ggatctgagt
cgcgctgagce
gcgggtcacc
gagtgcggtc
cgaacgctgg
aggcggtatt
€gagggcgag
tgecttcgat
agagctgatt
cacgtccgac
catcggtatc
caacctggag
caaaaacgct
tcagatggtg
acatgtggtg
atgagcgaga
atcctgacge
gaggtgggcc
gccgagceaga
gccattectg
caggcggagc
gcecgeetttg
agctaagcgg
gaggtggcgc
gcgacgacgg
caggccctgg
gccgegecgg
tcgaccatga

acratcgccc
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tttatttict
ttcgatgegg
ggcctgcgtce
atccaggcgg
gccacctacg
gcggtggaag
cgcagcggcet
ggcgattacc
aacgacatca
gcggagatca
cctgtgcaac
gtagcttctg
aaacaccagc
gccggggtgg
gtctccttta
cagtcgaagg
ctgttcteccc
gcgecgctatg
cgagccgaaat
caggacgccg
aaaccatgcg
ctaccggcaa
cgcaggatgt
tgcagcgecea
acgagcgcat
tgctggcegat
tcecgggagtc
aggtcagcat
tggcgtccga
gcatgaaagyg
cgaaaacacc
tgattggcga
tcggtcataa

tcgggcgget

ccggctacag
aagattttga
cggtgaccga
ttttccgega
cgcacggcag
agatgatgaa
ttgaggatat
tgcagacctc
atgactatca
aaaatattcc
agacaaccca
ccgatgaacg
atcacactct
aagaagaggg
tggcctggga
ggaccacggt
aggcgcecget
cgcgcaaaga
ttatggccaa
agcccgtcac
cgtgcaggat
accattgacc
gcggatctcc
tgcggtaggceg
tctggctatc
cgccgacgag
ggcggaagtg
gccgttaata
ctacccgcag
gacgcgggac
gtggrcgatg
tgtggcgatg
cccgeagacg

ggcgacgctg
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cgcggtgecg
tgattacaac
ggcggaaacc
gctggggcetg
caacgagatg
gcgcaacatc
cgccagcaat
ggccattctce
ggggccgggac
gggcgtggtt
aattcagccc
cgccgatgaa
gatcgatatg
gcttcacgec
tgcggecaac
catccatcag
gctgacgcetg
gtcaccttcg
agccgegeta
cctgcacatc
tatccgttag
gatattaccc
cgccagaccec
cgcaatttcc
tataacgcgc
ctggagcaca
tatcagcagc
gccgggattg
gcgagggcgt
aatatcgccg
agcgatgtct
gagaccatca
€cgggcgagag
ccggeggcge

aactacgaca
atcctgeagce
attgccattc
ccgccaateg
ccgecgegta
accggectceg
attctcaata
gatcggcagt
accggctatc
cagcccgaca
tcttttaccc
gtggtgatcg
ccccatggeg
cgggtggtgc
ctgagcggct
cgcgatctgce
gagacctacc
ccggtgeegg
tttcatatca
gacttagtaa
ccaccecgctg
tcgagaaqgt
ttgagtacca
gccgegegge
tgcgccegtt
cctggcatge
ggcataagct
atatcggcaa
ttgttgccag
ggaccctcgc
ctcgcatcta
ccgagaccat
tgggcgttgg
agtatgccga

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000



ggggtggatc
tgaggcgctc
gctggtgaac
gcaggteccce
gatcctgtcy
ggccatcgtc
cccgeagggg
aaagcgccgce
cgcectgeget
tgagcgggtyg
ccaggatctg
cgagtgcgec
aatgcaggtt
cgtggaggcc
ggcgatcctc
gataacggcg
gctgggectc
ggaaagcctg
cagcccggeg
taacgccage
tgtcaccaac
cgcctttgty
ggaagccttg
gccgegeaat
tcgegecage
tctagegtge
caggtcgtaa
ttttttgcge
aatcatccgg
agaccatgac
cttccggeca
ccgaaaagcc
aggtggttgc
gggtgttcga

aaaacgtgaa

gtactgattg
gaccggggga
aaccgcctge
gagggggtaa
aatccctacg
cccatcgece
gatgtgcagt
ggagaggccg
ccggtacgcg
cgcaaggtaa
ctggcggtgg
atggagaatg
atcgccegeg
aacatggcca
gacctcggceg
gtccatcteg
gaggatcttt
ttcagtattc
gtgttcgcca
ccgctggaaa
tgcctgegeg
gtgctggtgg
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acgacgccgt
tcaacgtggt
gtaaaaccct
tggcggeggt
ggatcgccac
gcgccctgat
cgcgggtgat
atgtcgccga
acatccgcgg
tggcgteect
atacgtttat
ccgtcgggat
aactgagcgc
tcgecgggge
ccggcetegac
ccggggcggg
cgctggcgga
gtcacgagaa
aagtggtgta
aaattcgtct
cgctgegeca

gcggctcatc

tcgcactatgigcgtggtege

gcggtcgcca
ctctaggtac
accaatgctt
atcactgcat
cgacatcata
ctcgtataat
tagtaaggag
cttgaatgct
tttcaaggtt
cgaaaattgt
agaagagatc

atacttgcct

ccgggcetgcet
aaataaaaaa
ctggcgtcag
aattcgtgtc
acggttctgg
gtgtggaatt
gacaattcca
ggtagaaaga
actgtgattg
aagggatacc
aatggtgaaa

ggcatcactc

cgatttcctt
ggcggcgatc
gccggtggtg
ggaagtggcc
cttcttcggg
tggcaaccgt
c€ccggeggge
gggcgcggaa
cgaaccgggc
gaccggccat
tcecgegcaag
ggcggcgatg
ccgactgcag
gttaaccact
ggatgcggceyg
gaatatggtc
agcgataaaa
tggcgcggtg
catcaaggag
cgtgcgccgg
ggrctcaccce
gctggacttt
cgggcagggc
actggccggt
ggcacgtcag
gcagccatcg
gctcaaggcg
caaatattct
gtgagcggat
tggctgetgce
gaagttcctc
gatctggtaa
cagaagtttt
aattgactga

tacccgacaa

69

gacgccgtgt
ctcaaaaagg
gatgaagtga
gcgcegggec
ctaagcccgg
tccgeggtgg
aacctctaca
gccatcatge
acccacgccyg
gagatgagcg
gtgcagggcg
gtgaaagcgg
accgaggtgg
cccggetgtg
atcgtcaacg
agcctgttga
aaatacccgc
gagttctttc
ggcgaactgg
caggcgaaag
ggcggttcca
gagatccecgce
aatattcggg
caggcgaatt
atgacgtgcc
gaagctgtgg
cactcccgtt
gaaatgagct
aacaatttca
tgctgataga
ttctgtttct
ctggggtact
cgctccaata
aatcataaat

tttggttgct

ggtggctcaa
acgacggcgt
cgctgetgga
aggtggtgcg
aagagaccca
tgctcaagac
ttagcggega
aggcgatgag
gcggcatgct
cgatatacat
ggatggccgg
atcgtctgca
tggtgggcgg
cggcgceget
cggaggggca
ttaaaaccga
tggccaaagt
gggaagccct
tgccgatcga
agaaagtgtt
ttcacgatat
agcttatcac
gaacagaagg
aaacgggcgc
ttttttcttg
tatggctgtg
ctggataatg
gttgacaatt
cacaggaaac
ttaaacttaa
ttgaaggctg
actattgcca
gtacaaatgt
actagacatc

aatccagact

9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100



tgattgattc
cccgtatctg
taaagggttt
aactaggtat
aacactggtc
aggacgtcga
tcatcgaaga
gttgtggttt
tcggtttggg
catactacca
acgtcaaggt
agttgttgaa
tggaaacatog
acaacaacta
attagattta
tctttgaaag
gccattgctg
gttatccaag
tttgccaatg
aaatccattg
gagaaatggg
ctgggaatca
catccagaac
ccttccaaat
gccgeeggtt
aaaggctgtg
gaaacagacg
aaatggtaac
ttcagcetga
ggcggcagta
agcgccgatg
aaaacgaaag

cgctcteetg

€99agggtyg

agtcaaggat
tagccaattg
tgaagttggt
tcaatgtggt
tgaaacaaca
ccataaggtt
tgttgctggt
cgtcgaaggt
tgagatcatc
agagtctgct
tgctaggceta
tggccaatcc
tggctctgtc
cccaatgaag
ttggatccag
ttaacgecgc
cattctggag
tctcgcatgg
aagagtatgt
aagtcccadg
ctgtggcaac
ggagaccaaa
catatctgaa
ctaaggtagt
gtaagatcat
acatcattgt
aagttgaatt
ccgggctgca
tacagattaa
gcgcggtggt
gtagtgtgag
gctcagtcga
agtaggacaa

cgggcaggac
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gtcgacatca
aaaggtcatg
gctaaaggtg
gctctatctg
gttgcttacc
ctaaaggcct
atctccatct
ctaggctggg
agattcggtc
ggtgttgctg
atggctactt
gctcaaggtt
gaagacttcc
aacctgccgg
gaaacagact
tttgttcgac
ggatttcggt
ttggagaacg
taacaaatta
tgcagttaag
ttccggtacc
gtacttcatt
gggcaggaat
agtatttgaa
tggtattgcc
caaaaaccac
catttttgac
ggcatgcaag
atcagaacgc
cccacctgac
gtctccccat
aagactgggc
atccgccggg

gcccgcecata

tcgttttcaa
ttgattcaca
tccaattget
gtgctaacat
acattccaaa
tgttccacag
gtggtgcttt
gtaacaacgc
aaatgttttt
atttgatcac
ctggtaagga
taattacctg
cattatttga
acatgattga
agaattatgg
gtcgacggta
aaggacaaac
tttgatgcca
gaagctgaaa
ctgtgcaacg
cgtgatatgg
accgctaatg
ggcttaggat
gacgctccag
actactttcg
gaatccatca
gactacttat
cttggctgtt
agaagcggtc
cccatgcega
gcgagagtag
ctttcgtttt
agcggatttg

aactgccagg
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cattccacat
cgtcagagct
atcctcttac
tgccaccgaa
ggatttcaga
accttacttc
gaagaacgtt
ttctgetgee
ccéégaatct
cacctgcgcet
cgcctgggaa
caaagaagtt
agccgtatac
agaattagat
gattgactac
ccattatcat
cttatttcga
ttgctaagtt
ttccggtcaa
ctttgaacgc
cacaaaaatg
atgtcaaaca
atccgatcaa
caggtattgc
acttggactt
gagttggcgg
atgctaagga
ttggcggatg
tgataaaaca
actcagaagt
ggaactgeca
atctgttgtt
aacgttgcga

catcaaatta

caatttttgc
atctcctgtc
atcactgagg
gtcgctcaag
ggcgagagea
cacgttagtg
gttgccttag
atccaaagag
agagaagaaa
ggtggtagaa
tgtgaaaagg
cacgaatggt
caaatcgttt
ctacatgaag
taaacctcta
ctctcaacca
tgctgaacac
cgctccagac
gtacggtgaa
tctaccaaaa
gttcgagcat
gggtaagcct
tgagcaagac
cgccggaaaa
cctaaaggaa
ctacaatgcc
cgatctgttg
agagaagatt
gaatttgcct
gaaacgccgt
ggcatcaaat
tgtcggtgaa
agcaacggcc

agcagaaggc

11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140



catcctgacg
atacatttaa
tcgttttaca
cacatccccc
aacagttgcg
tgtgcggtat
agttaagcca
<210> 67
<211> 13543
<212> ADN

gatggccttt
atggtaccct
acgtcgtgac
tttcgccage
cagcctgaat
ttcacaccgc

gccccgacac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido pSYC0O106

<400> 67

tagtaaagcc
taacaagaaa
acgcttaaaa
ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat
gcttcaagta
acatccttcg
actacatttc
tttagcgect
cctaccaagg
atcgtggctg
agttcgcgct
tctacagcgce
atcaaagctc
tcactgtgtg
gtcggttcga
gcgatcaccg
acatcgttgc
gatgcccgag

ctcgctagat
aagccagcct
ataataaaag
taacgcttga
atttgccgac
ctgcgcgcga
tgacgggctg
gcgcgatttt
gctcategec
caaatagatc
caacgctatg
gctcgaagat
tagctggata
ggagaatctc
gccgegttgt
gcttcaggcc
gatggcgctc
cttcccteat
tgctccataa

gcatagactg
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ttgcgtttct
ctagtcaagg
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggc
atatggtgca

ccgccaacac

tttaatgcgg
ttcatgatat
cagacttgac
gttaagccgc
taccttggtg
ggccaagcga
atactgggcc
gccggttact
agcccagtcg
ctgttcagga
ttctcttget
acctgcaaga
acgccacgga
gctctctcca
ttcatcaagc
gccatccact
gatgacgcca
gatgtttaac
catcaaacat

taccccaaaa

acaaactcca
ccttaagtga
ctggcgttac
gcgaagaggc
gcctgatgceg
ctctcagtac

ccgctgacga

atgttgcgat
atctcccaat
ctgatagttt
gccgcgaagce
atctcgcctt
tcttettett
ggcaggcgct
gcgctgtacc
ggcggcgagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattgc
atgatgtcgt
ggggaagccg
cttacggtca
gcggageegt
actacctctg
tttgttttag
cgacccacgg

aaacagtcat

71

gctggatcgg
gtcgtattac
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttctc
aatctgctct

gct

tacttcgcca
tigtgtaggg
ggctgtgagc
ggcgtcggct
tcacgtagtg
gtccaagata
ccattgccca
aaatgcggga
tccatagecgt
agagttcctc
agatagccag
gctgccattc
cgtgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgcc
cgtaacgcgc

aacaagccat

gcgctagagt
ggactggccg
cgccttgceag
cgcccttccc
cttacgcatc

gatgccgcat

actattgcga
cttattatgc
aattatgtgc
tgaacgaatt
gacaaattct
agcctgtcta
gtcggcageg
caacgtaagc
taaggtttca
cgccgetgga
atcaatgtcg
tccaaattgc
aatggtgact
aaggtcgttg
caaatcaata
ggccagcaac
cgatacttcg
ctgctgcgta
ttgctgcttg

gaaaaccgcc

13200
13260
13320
13380
13440
13500
13543

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200



actgcgccgt
cgctacttge
atccgtttec
ctgtcctggce
gcettgetgt
ggaagacctc
atcctcggtt
atgcggatca
atcatcgtgc
gcacccagcec
ctgttctggt
gctgaaagcg
gctcecegtgt
tgtgtgactg
trgttttact
cgatctgttc
ctatcttttt
ggtgaacagt
ccataagaac
ttttgcgtga
aattttgcct
cttagtcegt
atttttatct
tggaaaatca
taagtgttta
tggtagttat
gcettgtgag
. tatttgtrtt
aaaagataag
gcatagtttg
gttctcgtca
atgttcatca
gggttttcaa
tccgttaagt

taccaccgcet
attacagctt
acggtgtgcg
tggcgaacga
tcttctacgg
ggccgtcgeg
ttctggaagg
gtgagggtit
gggagggcaa
tgcgcgagca
gttgctagtt
ctatttcttc
tgtcggcagc
ttgagctgta
ggtttcacct
atggtgaaca
tacaccgttt
tgttctactt
ctcagatcct
gccatgagaa
Ccaaaactggt
tatgtaggta
ggttgttctc
acgtatcagt
aatctttact
tttcaagcat
ttttctttto
caaaagactt
gcaatatctc
tccactggaa
tcagctctet
tctgagcgta
tcgtggggtt
catagcgact
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gcgttcggtc
acgaaccgaa
tcacccggca
gcgcaaggtt
caaggtgctg
gcgcttgecg
cgagcatcgt
gcaactgcgg
gggctccaag
dgggaattaa
tgttatcaga
cagaattgcc
tttgattcga
acaagttgtc
gttcrattag
gctttgaatg
tcatctgtgc
ttgtttgtta
tccgtattta
cgaaccattg
gagctgaatt
ggaatctoat
aagttcggtt
cgggcggcct
tattggtttc
taacatgaac
tgttagttct
aacatgttcc
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgcttta
ttggttataa
gagtagtgcc

aatcgctagt

aaggttctgg
caggcttatg
accttgggca
tcggtctcca
tgcacggatc
gtggtgctga
ttgttcgecc
gtcaaggatc
gatcgggcct
ttcccacggg
atcgcagatc
atgatttttt
taagcagcat
tcaggtgttc
gtgttacatg
caccaaaaac
atatggacag
gtcttgatgc
gcecagtatgt
agatcatact
tttgcagtta
gtaatggttg
acgagatcca
cgcttatcaa
daaacccatt
ttaaattcat
tttaataacc
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata

tcatttgett
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accagttgceg
tccactgagt
gcagcgaagt
cgcatcgtca
tgcecctgget
ccccggatga
agcttctgta
tggatttcga
tgatgttacc
ttttgctgcece
cggcttcagc
ccccacggga
cgcctgtttc
aatttcatgt
ctgttcatct
tcgtaaaagce
ttttcccttt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttgcat
aagcatcgtg
ttggtatttt
tttgtctatc
ccaccaattt
ggttaagcct
caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
atttttcgct
aaggattcct
cataagcatt
ccgtccgtte
aaattagctt

tgaaaacaac

tgagcgcata
tcgtgecttc
cgaggcattt
ggcattggcg
tcaggagatc
agtggttcgc
tggaacgggc
tcacggcacg
cgagagcttg
cgcaaacggg
cggtttgcceyg
ggcgtcactg
aggctgtcta
tctagttgcet
gttacattgt
tctgatgtat
gatatgtaac
gatacaagag
ggttcgttgt
gtcactcaaa
tagtgttttt
gtcaccattc
tagttcaact
catattgctg
tttaaactca
ctctatattt
cctcatagag
ttttaactgg
tgagaacttg
gatttccaca
ttccctacty
tttccttgta
ggtttcatgc

taattcagac

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



atacatctca
tgataattac
gctggaaaac
tttttigttt
aaaagaatag
aaaaggatgt
ttaagtagca
caggcacctg
agtgaatggg
cataatacaa
tggtgctatc
acttcggatt
tatcatcaac
cgaccggagg
cgcgagatta
gcgagcecegtc
atcaaccgcg
caagttcaga
gccactgaga
cttatccagc
tggagcgcect
caatctctgt
ctgccagtta
gagcaggatc
gcgagaaggt
ggaccgtcat
atgccggegce
ccataaccta
cgcccctgeg
agctgeeggce
gtacgctcgg
gaatgtatcg
gccgcatcga
cccagcetggg

atattcagca

attggtctag
tagtcctttt
ttgtaaattc
atattcaagt
atcccagceccc
cgcaaacgct
ccctecgcaag
agtcgctgtc
ggtaaatggc
gaaaagcccg
tgactttttg
atcccgtgac
aggcttaccc
cttttgactg
tgggctcgca
acgcccttga
tttcecggag
caatcaccct
tcaacgtggc
ggatggacga
gcagcctgaa
acggtctgca
tttttaatga
aattattagc
atattatgag
gtcgctttca
catcaatgag
tgacggaggc
ggtgggtatc
ggacgcgcecg
cgccaacgcec
tatctatacc
gaaagaccat
cgtctgctac
gacgctgttc
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gtgattttaa
cctttgagtt
tgctagaccc
ggttataatt
tgtgtataac
gtttgctcct
ctcgggcaaa
tttttcgtga
actacaggcg
tcacgggctt
ctgttcagca
aggtcattca
gtcttactgt
ctaggcgatc
cgctcgactg
caatgccaca
gtaaccaagc
ggccgeegec
ggtggtgttt
ggccttcegtc
gcaaggtacc
gctaaccaac
gcaggtaatt
ccagtgcgcec
ctatcgtatg
ccgecaggceg
ctatgctggg
ggtgacgccg
gggctcageg
ctggctaccg
gggcagctgg
cgcaccgggg
attcgcgtcg
gccacgaccc

gtgctggggg

tcactatacc
gtgggtatct
tctgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcgctgaata
cattcagttc
ccttttatag
ctcagggcgt
gttcctgeccc
gactggctaa
cgggaattca
tgtgctgttt
tcggacgagg
tcctgagcaa
ttgcgggaga
cagcaaatgg
tccgtagttg
tccagctgceg
catgaaatta
caacagcgaa
ggcgeccgtcg
ctggattygtt
ttccgecagg
tacgcctgtt
ggctggagga
ctgcgctggg
cgtccggcega
gacacgtcac
ttaaagtcct
ataaaggcac
aggcctacgg
gcgacgccgg
ctgaactgqc
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aattgagatg
gtaaattctg
ccgctagacc
agaaagaata
agtcagttcc
gaccttaaaa
ttcecrtttgt
gctgegetca
attcatgcaa
tttatggcgg
tctgattttc
tgcacccagt
tttaaatagt
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gaatgatgaa
CQQFQQngt
accgcggagg
atatttccct
cgtcagcggt
ttattatttt
gcgttagegg
tttccgeatt
cattctgagt
ttacgatccg
gcagggggtc
cgccetggceg
gatagccctc
cgatagcgac
gccgttaagt
cacegeectg
caccgtcgat
gctgcgggaa
cagcgatgcg

ggctagtcaa
ctagaccttt

tttotgtgtt

aaaaaagata
gcagtattac
ccctaaaggce
ctccgaccat
cggctctggce
ggaaactacc
gtctgctatg
cagtctgacc
aaggcagcgg
caaaagcctc
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
caagagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgctg
gaataaagcc
ccagccagga
tggcggceggce
cggtacggtc
ataacctgaa
gttaacgagg
cgcgggceacc
ccctgccaga
gccagaagct
actcatgccc
gatcaactgc
gagagaaact
tacggcggea
gaactgatat

agcctgcacc

cggggcctga

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340



cccgectgag
gcaatatggce
ctgcccagct
tggaccgcgce
ccctgttctc
tagcaaacac
tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagcaa
tTtcacctttt
gccccgtcaa
acagcccectt
acggcaaacg
acgttgagcg
tggatattca
aagcggtcga
tgcgtgeecg
tgcagattgc
cggtcggtat
gcggccgecec
gcatgcgtgg
ttaccgacgg
gcgggttgaa
agagcaagtc
ttcagggact
gcattcgggc
ccgccaacga
agatgctgec
acatgttcgc
gtgacctgat
gccagaaagc
ccgacgagga
acgtggtgga
atattgtcgg

ccagacgatc
cgagagcggc
gcacgtggcg
gcatccgctg
catggcgcga
agaaaaaagc
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gagccgatga
tcaggacggg
tgacccggtc
ccgggaccag
cacagagcag
cgtcagccgg
agtgatggcg
ccggaccccc
cgcfgacgcc
cgcgcgetac
cggcgtgttg
cttaaccagc
cgatgatacg
aatgcgctac
gatgctctac
gcaaaacggc
ggtgctggeg
ccagactttc
gggcaccgac
cggctcgaac
ggttgacggc
ggcgcgggcg
ggtggaggcc
ggatctgagt
cgcgctgagce
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ggcgaagagg
ccgttaaaac
cgcacccagt
cgcgacgcge
atcgaagaga
ccgcacctga
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
acaatgaaaa
ctgattggcg
tcttcagtaa
tttgacatga
gcaatgcgcc
gaggagatca
cagatgaacg
tccaaccagt
gccgaggecg
gcgccgttta
acgcagtgct
tacgccgaga
ccgtggtcaa
acctccggea
ctcgaatcgce
gcggtgagcet
gaaaacctga
tcccactcgg
ttrattttct
ttcgatgcgg
ggcctgegtce
atccaggcgg
gccacctacg
gcggtggaag
cgcagcggcet

agatcaccgc
agttcgtogat
ccecgteggct
tcaaacgcta
ctaggcctga
cagtgcgggc
cgcgagatta
gcgagccgtc
atcaaccgcg
gatcaaaacg
agtggcctga
aagtggacaa
tcgaccgatt
tggaggcggt
ttgccatcac
tggtggagat
gccacgtcac
ggatccgegg
acgccctgge
cggtggaaga
cggtgtcggt
aggcgttcct
ccggatccga
gctgcatctt
gtatcggcat
tcgectctat
atattcgeccg
ccggctacag
aagattttga
cggtgaccga
ttttccgega
cgcacggcag
agatgatgaa
ttgaggatat
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cctggagcag
cccggggagg
cgaacgcctg
cagcaatcge
tgcttgeget
tttttttttc
tgggctcgea
acgcccttga
tttcccggag
atttgcagta
agaggggctg
cggtctgatc
tatcgccgat
ggaaatagcc
taccgccatc
gatgatgacg
caatctcaaa
cttctcagaa
gctgttggtc
ggccaccgag
ctacggcacc
cgccteggee
agcgctgatg
cattactaaa
gaccggcget
gctcgaccte
caccgcgege
cgcggtgccg
tgattacaac
ggcggaaacc
gctgaggctg
caacgagatg
gcgcaacatc

cgccagcaat

cttatcgacc
aatctcgcct
ctgacggcca
ctgtcggatg
tgaactggcc
ctaggcgatc
cgctcgactg
caatgccaca
gtaaccaagc
ctggcccagc
atcgccatgg
gtcgaactgg

tacgcgatca

cgtatgctogg
acgccggcca
ctgcagaaga
gataatccgg
caggagacca
ggttcgcagt
ctggagctgg
gaagcggtat
tacgcctccc
ggctattcgg
ggcgccgggg
gtgccgtcgg
gaagtggcgt
accctgatgce
aactacgaca
atcctgcagce
attgccattc
ccgccaatcg
ccgccgegta
accggcectceg

attctcaata

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380



tgctgegeca
tcgaggtggt
gcatctctge
ccattgaata
tgaaaacccg
gcgtcggecec
cgatcctcaa
gcattctgeg
cggggatcgg
tgcegetcag
ggcagattgg
tggtgaacga
aagagaccaa
gggagtgacc
cccggageat
gctctetggce
ggcgcagatt
ggagcttatc
ccgectecteg
gacagtgaat
gcgtaaagga
cgccaccacc
cgggatcgtc
cgcgetggag
tcttaacgaa
tatcaccgaa
cgtggggacg
ggggtggatc
tgaggcgctc
gctggtgaac
gcaggtccce
gatcctgtcg
ggccatcgtc

cccgeaggag

aaagcgccge

gcgggtcacc
gagtgcggtc
cgaacgctgg
aggcggtatt
€gagggcagg
tgccttcgat
agagctgatt
cacgtccgac
catcggtatc
caacctggag
caaaaacgct
tcagatggtyg
acatgtggtg
atgagcgaga
atcctgacgc
gaggtgggcc
gccgagcaga
gccattcctg
caggcggage
gccgectttg
agctaagcgg
gaggtggcgc
gcgacgacgg
caggccctgg
gcecgegecegg
tcgaccatga
actatcgccc
gtactgattg
gaccggggga
aaccgcctgc
gagggggtaa
aatccctacg
cccatcgecc
gatgtgcagt
ggagaggccg
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ggcgattacc
aacgacatca
gcggagatca
cctgtgcaac
gtagcttctg
aaacaccagc
gccggggtag
gtctccttta
cagtcgaagg
ctyttctcece
gcgcgcetatg
cggccgaaat
caggacgccg
aaaccatgcg
ctaccggcaa
cgcaggatgt
tgcagcgeea
acgagcgceat
tgctggcgat
tccgggagtc
aggtcagcat
tggcgtccga
gcatgaaagqg
cgaaaacacc
tgattggcga
tcggtcataa
tcgggeggct
acgacgccgt
tcaacgtggt
gtaaaaccct
tggcggcggt
ggatcgccac
gcgeectgat
cgcgggtgat
atgtcgccga

tgcagacctc
atgactatca
aaaatattcc
agacaaccca
ccgatgaacg
atcacactct
aagaagagygg
tggcctggga
ggaccacggt
aggcgeeget
cgcgcaaaga
ttatggccaa
agcccgtcac
cgtgcaggat
accattgacc
gcggatctcc
tgcggtggcg
tctggcetatce
cgccgacgag
ggcggaagtg
gccgtrtaata
ctacccgcag
gacgcgggac
gtggtcgatg
tgtggcgatg
ccecgeagacg
ggcgacgctg
cgatttcctt
ggcggcgatc
gccggtggtg
ggaagtggcc
ctrcttcggg
tggcaaccgt

cccggceggge

gggcgeggaa
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ggccattctc
ggggccgggc
gggcgtggtt
aattcagccc
cgccgatgaa
gatcgatatg
gcttcacgec
tgcggccaac
catccatcag
gctgacgctg
gtcaccttcg
agccgegcta
cctgcacatc
tatccgttag
gatattaccc
cgccagaccc
cgcaatttcc
tataacgcgc
ctggagcaca
tatcagcagc
gccggoattg
gcgagggcgt
aatatcgccg
agcgatgtct
gagaccatca
ccgggcgggg
ccggcggegce
gacgccgtgt
ctcaaaaagg
gatgaagtga
gcgcecgggec
ctaagcccgg
tccgeggtag
aacctctaca

gccatcatgce

gatcggcagt
accggctatc
cagcccgaca
tcttttaccc
gtggtgatcg
ccccatggceg
cgggtggtgc
ctgagcggct
cgcgatctgc
gagacctacc
ccggtgeegg
tttcatatca
gacttagtaa
ccacccgetg
tcgagaaggt
ttgagtacca
gccgegegge
tgcgecegtt
cctggcatgce
ggcataagct
atatcggcaa
ttgttgccag
ggaccctegce
ctcgcatcta
ccgagaccat
tgogcgttgg
agtatgccga
ggtggctcaa
acgacggcgt
cgctgctgga
aggtggtgcg
adagagaccca
tgctcaagac
ttagcggcega

aggcgatgag

/440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
3100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480



cgcctgeget
tgagcgggtg
ccaggatctg
cgagtgcgcc
aatgcaggtt
cgtggaggec
ggcgatcctc
gataacggcg
gctgggectc
ggaaagcctg
cagcccggceg
taacgccagce
tgtcaccaac
cgcctttgtg
ggaagccttg
gccgcgcaat
tcgcgeccage
tctagcgtgce
caggtcgtaa
ttttttgcgce
aatcatccgg
agaccatgac
cttceggeca
cCgaaaagcc
aggtggttgc
gggtgttcga
aaaacgtgaa
tgattgattc
cccgtatetg
taaagggttt
aactaggtat
aacactggtc
aggacgtcga

tcatcgaaga

ccggtacgeg
cgcaaggtaa
ctggcggtgg
atggagaatg
atcgccegeg
aacatggcca
gacétcggcg
gtccatctcg
gaggatcttt
ttcagtattc
gtgttcgcca
ccgctggaaa
tgcectgegey
gtgctggtag
tcgcactatg
gcggtcgeca
ctctaggtac
accaatgctt
atcactgcat
cgacatcata
ctcgtataat
tagtaaggag
cttgaatgcet
tttcaaggtt
cgaaaattgt
agaagagatc
atacttgcct
agtcaaggat
tagccaattg
tgaagttggt
tcaatgtggt
tgaaacaaca
ccataaggtt
tgttgctggt
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acatcegegg
tggcgtecct
atacgtttat
ccgtcgggat
aactgagcgc
tcgccggagc
ccggctcgac
€cggggcagg
cgctggcgga
gtcacgagaa
aagtggtgta
aaattcgtct
cgctgcgcca
gcggctcatce
gcgtggtcge
ccgggcetget
aaataaaaaa
ctggcgtcag
aattcgtgtc
acggttctgg
gtgtggaatt
gacaattcca
ggtagaaaga
actgtgattg
aagggatacc
aatggtgaaa
ggcatcactc
gtcgacatca
aaaggtcatg
gctaaaggtg
gctctatctg
gttgcttacc
ctaaaggcct

atctccatct

cgaaccgggc
gaccggccat
tcegegeaag
ggcggegatg
ccgactgcag
gtraaccact
ggatgcggcg
gaatatggtc
agcgataaaa
tggcgegatg
catcaaggag
cgtgcgecgg
ggtctcacce
gctggacttt
cgggcagggce
actggccggt
ggcacgtcag
gcagccatcg
gctcaaggcg
caaatattct
gtgagcggat
tggctgetge
gaagttcctc
gatctggtaa
cagaagtttt
aattgactga
tacccgacaa
tcgttttcaa
ttgattcaca
tccaattgct
gtgctaacat
acattccaaa
tgttccacag
gtggtgcttt
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acccacgceceg
gagatgagcg
gtgcagggcg
gtgaaagcgg
accgaggtgg
ccecggctgty
atcgtcaacg
agcctgttga
aaatacccgc
gagttctttc
ggcgaactgg
caggcgaaag
ggcggttcca
gagatcccgc
aatattcggg
caggcgaatt
atgacgtgcc
gaagctgtgg
cactccecgtt
gaaatgagct
aacaatttca
tgctgataga
ttctgtttct
ctggggtact
cgctccaata
aatcataaat
tttggttgct
cattccacat
cgtcagagct
atcctctrtac
tgccaccgaa
ggatttcaga
accttacttc

gaagaacgtt

gcggcatgct
cgatatacat
ggatggceegg
atcgtctgca
tggtgggcgag
cggcgceget
cggaggggca
ttaaaaccga
tggccaaagt
gggaagecct

tgccgatcga -

agaaagtgtt
ttcgcgatat
agctratcac
gaacagaagg
aaacgggcgc
ttrtttcttg
tatggctgtg
ctggataatg
gttgacaatt
cacaggaaac
ttaaacttaa
ttgaaggctg
actattgcca
gtacaaatgt
actagacatc
aatccagact
caatttttgc
atctcctgtc
atcactgagg
gtcgctcaag
ggcgagggca
cacgttagtg
gttgccttag

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
111060
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520



gttgtggttt
tcggtttggg
catactacca
acgtcaaggt
agttgttgaa
tggaaacatg
acaacaacta
atrtagattta
tctttgaaag
gccattgetg
gttatccaag
tttgccaatg
aaatccattg
gagaaatggg
ctgggaatca
catccagaac
ccttccaaat
gccgccggtt
aaaggctgtg
gaaacagacg
aaatggtaac
ttcagcctga
ggcggcagta
agcgccgatg
aaaacgaaag
cgctctectg
Cggagggtgg
catcctgacg
atacatttaa
tcgttttaca
cacatccccc
aacagttgcg
tgtgcggtat

agttaagcca

cgtcgaaggt
tgagatcatc
agagtctgct
tgctaggcta
tggccaatcc
tggctctgtc
cccaatgaag
ttggatccag
ttaacgccgce
cattctggag
tctcgecatgg
aagagtatgt
aagtcccagg
ctgtggcaac
ggagaccaaa
catatctgaa
ctaaggtagt
gtaagatcat
acatcattgt
aagttgaatt
ccgggctgca
tacagattaa
gcgeggtggt
gtagtgtggg
gctcagtcga
agtaggacaa
cgggcaggac
gatggccttt
atggtaccct
acgtcgtgac
tttcgccage
cagcctgaat
ttcacaccgce

gccccgacac
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ctaggctggg
agattcggtc
ggtgttgctg
atggctactt
gctcaaggtt
gaagacttcc
aacctgeegg
gaaacagact
tttgttcgac
ggatttcggt
ttggagaacg
taacaaatta
tgcagttaag
ttccggtacc
gtactrcatt
gggcaggaat
agtatttgaa
tggtattgcc
caaaaaccac
catttttgac
ggcatgcaag
atcagaacgc
cccacctgac
gtctccccat
aagactgggc
atccgcegag
gcccgecata
ttgcgtttet
ctagtcaagg
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggc
atatggtgca

ccgccaacac

gtaacaacgc
aaatgttrrt
atttgatcac
ctggtaagga
taattacctg
cattatttga
acatgattga
agaattatgg
gtcgacggta
aaggacaaac
tttgatgcca
gaagctgaaa
ctgtgcaacg
cgtgatatgg
accgctaatg
ggcttaggat
gacgctccag
actactttcg
gaatccatca
gactacttat
cttggctgtt
agaagcggtc
cccatgcecga
gcgagagtag
ctttcotttt
agcggatttg
aactgccagg
acaaactcca
ccttaagtga
ctggcgttac
gcgaagaggc
gcctgatgcg
ctctcagtac

ccgctgacga
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ttctgctgece
cccagaatct
cacctgcget
cgcctgggaa
caaagaagtt
agccgtatac
agaattagat
gattgactac
ccattatcat
cttatttcga
ttgctaagtt
ttccggtcaa
ctttgaacgc
cacaaaaatg
atgtcaaaca
atccgatcaa
caggtattgc
acttggactt
gagrtggcgg
atgctaagga
ttggcggatg
tgataaaaca
actcagaagt
ggaactgcca
atctgttgtt
aacgttgcga
catcaaatta
gctggatcgg
gtcgtattac
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttctc
aatctgctct

gct

atccaaagag
agagaagaaa
ggtggtagaa
tgtgaaaagg
cacgaatggt
caaatcgrtt
ctacatgaag
taaacctcta
ctctcaacca
tgctgaacac
cgctccagac
gtacggtgaa
tctaccaaaa
gttcgagcat
gggtaagcct
tgagcaagac
cgccggaaaa
cctaaaggaa
ctacaatgcc
cgatctgttg
agagaagatt
gaatttgcct
gaaacgccgt
ggcatcaaat
tgtcggtgaa
agcaacggcc
agcagaaggc
gcgctagagt
ggactggccg
cgcettgeag
cgcccttccc
cttacgcatc

gargccgcat

11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13543



<210> 68
<211> 13402
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido pSYCO0109

<400> 68

tagtaaagcc
taacaagaaa
acgcttaaaa
ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat
gcttcaagta
acatccttcg
actacatttc
tttagcgcct
cctaccaagg
atcgtggctg
agttcgcgct
tctacagcgc
atcaaagctc
tcactgtgtg
gtcggttcga
gcgatcaccg
acatcgttgce
gatgcccgag
actgcgccgt
cgctacttgc
atccgtttcc
ctgtcctggce
gccttgetgt
ggaagacctc

atcctcggtt

ctcgctagat
aagccagcect
ataataaaag
taacgcttga
atttgccgac
ctgcgegega
tgacgggctg
gcgcgatttt
gctcatcgcec
caaatagatc
caacgctatg
gctcgaagat
tagctggata
ggagaatctc
gccgegttgt
gcttcaggcec
gatggcgctc
cttccctcat
tgctccataa
gcatagactg
taccaccgct
attacagctt
acggtgtgcg
tggcgaacga
tcttctacgg
ggccgtegeg
ttctggaagg
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tttaatgcgg
ttcatgatat
cagacttgac
gttaagccgce
taccttggtg
ggccaagcga
atactgggcc
gccggttact
agcccagtcg
ctgttcagga
ttctcttgct
acctgcaaga
acgccacgga
gctctctcca
ttcatcaagc
gccatccact
gatgacgcca
gatgtttaac
catcaaacat
taccccaaaa
gcgttcggtce
acgaaccgaa
tcacccggca
gcgcaaggtt
caaggtgctg
gcgecttgecg
cgagcatcgt

atgttgcgat
atctcccaat
ctgatagttt
gccgcgaage
atctcgectt
tcttettett
ggcaggcgct
gcgctgtace
ggcggcgagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattgc
atgatgtcgt
ggggaagccg
cttacggtca
gcggagcecgt
actacctctg
ttrgttttag
cgacccacgg
aaacagtcat
aaggttctgg
caggcttatg
accttgggca
tcggtctcca
tgcacggatc
gtggtgctga
ttgttcgecc
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tacttcgcca
ttgtgtaggg
ggctgtgagc
ggcgtcggct
tcacgtagtg
gtccaagata
ccattgccca
aaatgcggga
tccatagcgt
agagttcctc
agatagccag
gctgecattc
cgtgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgcc
cgtaacgcgc
aacaagccat
accagttgcg
tccactgggt
gcagcgaagt
cgcatcgtca
tgccctggcet
ccccggatga

agcttctgta

actattgcga
cttattatgc
aattatgtgc
tgaacgaatt
gacaaattct
agcctgtcta
gtcggcagceg
caacgtaagc
taaggtttca
cgccgctgga
atcaatgtcg
tccaaattgce
aatggtgact
aaggtcgttg
caaatcaata
ggccagcaac
cgatacttcg
ctgctgcgta
ttgctgcttg
gaaaaccgcc
tgagcgcata
tcgtgecttc
cgaggcattt
ggcattggeg
tcaggagatc
agtggttcgc
tggaacgggc

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



atgcggatca
atcatcgtgc
gcacccagcc
ctgttctggt
gctgaaagcg
gctccegtgt
tgtgtgactg
ttgttttact
cgatctgttc
ctatcttttt
ggtgaacagt
ccataagaac
ttttgcgtga
aattttgcct
cttagtccgt
atttttatct
tggaaaatca
taagtgttta
tggtagttat
gccttgtgag
tatttgtttt
aaaagataag
gcatagtttg
gttctcgtca
atgttcatca
gggttttcaa
tccgttaagt
atacatctca
tgataattac
gctggaaaac
tTtttttgttt
aaaagaatag
aaaaggatgt
ttaagtagca

caggcacctg

gtgagggtrt
gggagggcaa
tgcgcgagca
gttgctagtt
ctatttcttc
tgtcggcagce
ttgagctgta
ggtttcacct
atggtgaaca
tacaccgttt
tgttctactt
ctcagatcct
gccatgagaa
Caaaactggt
tatgtaggta
ggtrgttcte
acgtatcagt
aatctttact
trtcaagcat
ttttcttttg
caaaagactt
gcaatatctc
tccactggaa
tcagctctct
tctgagegta
tcgtggggtt
catagcgact
attggtctag
tagtcctttt
ttgtaaattc
atattcaagt
atcccagcecece
cgcaaacgct
ccctcgeaag

agtcgctgtc
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gcaactgcgg
gggctccaag
ggggaattaa
tgttatcaga
cagaattgcc
tttgattcga
acaagttgtc
gttctattag
gctttgaatg
tcatctgtge
Ttgtttgtta
tccgtattta
cgaaccattg
gagctgaatt
ggaatctgat
aagttcggtt
c€gggcggcect
tattggtttc
taacatgaac
tgttagttct
aacatgttcc
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgcttta
ttggttataa
gagtagtgcc
aatcgctagt
gtgattttaa
cctttgagtt
tgctagaccce
ggttataatt
tgtgtataac
gtttgctect
ctcgggcaaa

tttttcgtga

gtcaaggatc
gatcgggcect
ttcccacggg
atcgcagatc
atgatttttt
taagcagcat
tcaggtgttc
gtgttacatg
caccaaaaac
atatggacag
gtcttgatgc
gccagtatgt
agatcatact
tttgcagtta
gtaatggttg
acgagatcca
cgcttatcaa
aaaacccatt
ttaaattcat
tttaataacc
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata
tcatttgctt
tcactatacc
gtgggtatct
tctgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcgctgaata

cattcagttc

79

tggatttcga
tgatgttacc
ttttgctgec
cggcttcagc
ccccacggga
cgcctgtttc
aatttcatgt
ctgttcatct
tcgtaaaagc
tttfcccttt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttgcat
aagcatcgtg
ttggtatttt
tttgtctatc
ccaccaattt
ggttaagcct
caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
atttttcgct
aaggattcct
cataagcatt
ccgtccgttce
aaattagctt
tgaaaacaac
aattgagatg
gtaaattctg
ccgctagacc
agaaagaata
agtcagttcc
gaccttaaaa
tteccttttgt

gctgcgcetca

tcacggcacg
cgagagcttg
cgcaaacggg
cggtttgccg
ggcgtcactg
aggctgtcta
tctagttgct
gttacattgt
tctgatgtat
gatatgtaac
gatacaagag
ggttcgttgt
gtcactcaaa
tagtgttttt
gtcaccattc
tagttcaact
catattgctg
tttaaactca
thtatattf
cctcatagag
ttttaactqgqg
tgagaacttg
gatttccaca
ttccctactg
tttecttgta
ggtttcatgc
taattcagac
ggctagtcaa
ctagaccttt
tttgtgtott
aaaaaagata
gcagtattac
ccctaaaggce
ctccgaccat

cggctctgge

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720



agtgaatggg
cataatacaa
tggtgctatc
acttcggatt
tatcatcaac
cgaccggayg
cgcgagatta
gcgagecgtc
atcaaccgcg
caagttcaga
gccactgaga
cttatccagc
tggagcgect
caatctctgt
ctgccagtta
gagcaggatc
gcgagaaggt
ggaccgtcat
atgccggcegce
ccataaccta
cgcccctgeg
agctgccgge
gtacgctcgg
gaatgtatcg
gcegcatcga
cccagetggg
atattcagca
ccecgectgag
gcaatatggc
ctgcccagcet
cgcacctgac
cagcaccagc
agaagtcagg

acCtaaacaaa

ggtaaatggc
gaaaagcccg
tgactttttg
atcccgtgac
aggcttaccc
cttttgacty
tgggctcgca
acgcccttga
tttcccggag
caatcaccct
tcaacgtggc
ggatggacga
gcagcctgaa
acggtctgca
tttttaatga
aattattagc
atattatgag
gtcgectrttca
catcaatgag
tgacggaggc
ggtgggtatc

ggacgcgcecg,

cgccaacgcce
tatctatacc
gaaagaccat
cgtctgctac
gacgctgttc
ccagacgatc
cgagagcggce
gcaccctgat
agtgcggget
gcgagattat
cgagccgtca

tcaaccgcgt
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actacaggcg
tcacgggctt
ctgttcagca
aggtcattca
gtcttactgt
ctaggcgatc
cgctcgactg
caatgccaca
gtaaccaagc
ggccegecgcec
ggtggtgttt
ggccttcgte
gcaaggtacc
gctaaccaac
gcaggtaatt
ccagtgcgcc
ctatcgtatg
ccgccaggcg
ctgtgctggg
ggtgacgccg
gggctcagcg
ctggctaccg
gggcagctgg
cgcaccgygg
attcgcgtcg
gccacgaccc
gtgctggggg
ggcgaagagg
ccgttaaaac
gcttgcgcett
ttttttttcc
gggctcgceac
cgcccttgac

ttcccggagg

cctttratgg
ctcagggcgt
gttcctgecce
gactggctaa
cgggaattca
tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagcaa
ttgcgggaga
cagcaaatgg
tccgtagttg
tccagctgeg
catgaaatta
caacagcgaa
QQCQCCQtCQ
ctggattgtt
ttccgecagg
tacgcctgtt
ggctggagga
ctgcgctgaq
cgtccggega
gacacgtcac
ttaaagtcct
ataaaggcac
aggcctacag
gcgacgecegy
ctgaactggc
agatcaccgc
agttcgtogat
gaactggcct
taggcgatct
gctcgactgt
aatgccacat

taaccaagct
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attcatgcaa
tttatggcgg
tctgatttte
tgcacccagt
tttaaatagt
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gaatgatgaa
cggcggcggt
accgcggagg
atatttccct
cgtcagecggt
ttattatttt
gcgttagegg
tttccgeatt
cattctgagt
ttacgatccg
gcagggggtc
cgccctggeg
gatagccctc
cgatagcgac
gccgrtaagt
caccgecetg
caccgtcgat
gctgegggaa
cagcgatgcg
cctggagegg
cccggggagyg
agcaaacaca
gtgctgtttg
cggacggggg
cctgagcaaa

tcaccttttg

ggaaactacc
gtctgctatg
cagtctgacc
aaggcagcgg
caaaagcctc
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
caagagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgctg
gaataaagcc
ccagccagga
tggcgacggc
cggtacggtc
ataacctgaa
gttaacgagg
cgcgggcacc
ccctgecaga
gccagaagct
actcatgccc
gatcaactgc
gagagaaact
tacggcggca
gaactgatat
agcctgcacc
cggggcctga
cttatcgacc
aatctcgcct
gaaaaaagcc
ccacggtatg
cactggaacg
taattcaacc

agccgatgaa

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



caatgaaaag
tgattggcga
cttcagtaaa
ttgacatgat
caatgcgcect
aggagatcat
agatgaacgt
ccaaccagtg
€cgaggcegg
cgcecgtttaa
cgcagtgctc
acgccgagac
cgtggtcaaa
cctceggeac
tcgaatcgeg
cggtgagctg
aaaacctgat
cccactcgga
‘ttattttctc
tcgatgcgga
gcetgegtec
tccaggeggt
ccacctacgc
cggtggaaga
gcagcggcectt
gcgattacct
acgacatcaa
cggagatcaa
ctgtgcaaca
tagcttctge
aacaccagca
ccggggtgga
tctcetttat
agtcgaaggg
tgttctceca

atcaaaacga
gtggcctgaa
agtggacaac
cgaccgattt
ggaggcggtg
tgccatcact
ggtggagatg
ccacgtcacc
gatccgegge
cgccctggeg
ggtggaagag
ggtgtcggte
ggcgttccte
cggatcegaa
ctgcatcttce
tatcggcatg
cgcctctatg
tattcgecgce
cggctacagc
agattttgat
ggtgaccgag
tttccgcgag
gcacggcagc
gatgatgaag
tgaggatatc
gcagacctcg
tgactatcag
aaatattccg
gacaacccaa
cgatgaacgc
tcacactctg
agaagagggag
ggcctgggat
gaccacggtc

ggcgecgetg
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tttgcagtac
gaggggctga
ggtctgatcg
atcgccgatt
gaaatagccc
accgccatca
atgatggcgc
aatctcaaag
ttctcagaac
ctgttggtcg
gccaccgagce
tacggcaccg
gcectcggect
gcgctgatgg
attactaaag
accggcgcetg
ctcgacctcg
accgcgcgca
gcggtgecga
gattacaaca
gcggaaacca
ctggggctgc
aacgagatgc
cgcaacatca
gccagcaata
gccattcteg
gggccgggcea
ggcgtggttc
attcagccct
gccgatgaag
atcgatatgc
cttcacgccce
gcggecaacc
atccatcagc

ctgacgctgg

tggcecageg
tcgccatgga
tcgaactgga
acgcgatcaa
gtatgctggt
cgccggecaa
tgcagaagat
ataatccggt
aggagaccac
gttcgcagtg
tggagctagg
aagcggtatt
acgccteceg
gctattcgga
gcgceggggt
tgccgteggg
aagtggcgtc
ccctgatgea
actacgacaa
tcctgcageg
ttgccatteg
cgccaatcge
cgccgegtaa
ccggectcga
ttctcaatat
atcggcagtt
ccggctatcg
agcccgacac
cttttaccct
tggtgatcgg
cccatggcge
gggtggtgcg
tgagcggctc
gcgatctgect

agacctaccg

81

cccecgtcaat
cagcccecttt
cggcaaacgc
cgttgagcgc
ggatattcac
agcggtcgag
gcgtgeecge
gcagattgcc
ggtcggtatc
cggececgecce
catgcgtggc
taccgacggc
cgggttgaaa
gagcaagtcg
tcagggactg
cattcgggey
cgccaacgac
gatgctgecg
catgttcgcce
tgacctgatg
ccagaaagcyg
cgacgaggag
cgtggtggag
tattgtcggc
gctgcgeeag
cgaggtggtg
catctctgce
cattgaataa
gaaaacccgc
cgtcggecect
gatcctcaaa
cattctgege
ggggatcggc

gccgetcagce

_gcagattggc

caggacgggc
gacccggtct
cgggaccagt
acagagcagg
gtcagccggg
gtgatggcgce
cggaccccct
gctgacgeeg
gcgegetacg
ggcgtgttga
ttaaccagct
gatgatacgc
atgcgctaca
atgctctacc
caaaacggcg
gtgctggcgg
cagactttct
ggcaccgact
ggctcgaact
gttgacggcg
gcgcgggcega
gtggaggccg
gatctgagtg
gcgctgagcc
cgggtcaccg
agtgcggtca
gaacgctggg
ggcggtattc
gagggcgggg
gccttcgata
gagctgattg
acgtccgacg
atcggtatcc
aacctggaac

aaaaacgctg

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860



cgcgetatge
ggccgaaatt
aggacgccga
aaccatgcgc
taccggcaaa
gcaggatgtg
gcagcgccat
cgagcgcatt
gctggegatce
ccgggagtcg
ggtcagcatg
ggcgtccgac
catgaaaggg
gaaaacaccg
gattggcgat
cggtcataac
cgggcggetg
cgacgccgte
caacgtggtg
taaaaccctg
ggcggeggtyg
gatcgceacce
cgccctgatt
gcgggtgatc
tgtcgccgag
catccgeggce
ggcgtecctg
tacgtttatt
cgtcgggatg
actgagcgcc
cgccggggeg
cggctcgacg
€g9gggcggag
gctggcggaa

gcgcaaagag
tatggccaaa
gccecgtcace
gtgcaggatt
ccattgaccg
cggatctccc
gcggtrggegce
ctggctatct
gccgacgagce
gcggaagtgt
ccgttaatag
tacccgcagg
acgcgggaca
tggtcgatga
gtggcgatog
ccgcagacgc
gcgacgctgce
gatttccttg
gcggegatcc
ccggtggtag
gaagtggccg
ttcttcggge
ggcaaccgtt
ccggcgggea
ggcgcggaag
gaaccgggca
accggccatg
ccgcgcaagy
gcggcgatgg
cgactgcaga
ttaaccactc
gatgcggcga
aatatggtca

gcgataaaaa
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tcaccttcge
gccgcgetat
ctgcacatceg
atccgttage
atattaccct
gccagaccct
gcaatttccg
ataacgcgct
tggagcacac
atcagcagcg
ccgggattga
cgagggcgtt
atatcgccgg
gcgatgtctc
agaccatcac
cgggcggagt
cggcggegea
acgccgtgtg
tcaaaaagga
atgaagtgac
cgccgggeca
taagcccgga
ccgcggtggt
acctctacat
ccatcatgca
cccacgecgg
agatgagcgc
tgcagggcgg
tgaaagcgga
ccgaggtggt
ccggetgtgce
tcgtcaacgc
gcctgtrgat

aatacccgcet

cggtgceggt
ttcatatcaa
acttagtaag
cacccgetgce
cgagaaggtg
tgagtaccag
ccgegeggcg
gcgccegtic
ctggcatgcg
gcataagctg
tatcggcaac
tgttgccagce
gaccctegee
tcgcatctat
cgagaccatt
gggcgttggc
gtatgccgag
gtggctcaat
cgacggegtyg
gctgctggag
ggtggtgcagg
agagacccag
gctcaagacc
tagcggcgaa
ggcgatgagc
cggcatgctt
gatatacatc
gatggccggce
tcgtctgcaa
agtgggcggc
ggcgecgerg
ggaggggcag
taaaaccgag

ggccaaagtg

82

ggtgaacgat
agagaccaaa
ggagtgacca
ccggagcata
ctctctggeg
gcgcagattyg
gagcttatcg
cgctectege
acagtgaatg
cgtaaaggaa
gccaccaccg
gggatcgtcg
gcgetggage
cttaacgaag
atcaccgaat
gtggggacga
gggtggatcg
gaggcgceteg
ctggtgaaca
caggtccccg
atcctgtcga
gccatcgtcce
ccgcaggagy
aagcgccgcg
gcctgegetce
gagcgggtgce
caggatctgc
gagtgcgceca
atgcaggtta
gtggaggcca
gcgatcctcg
ataacggcgg
ctgégcctcg
gaaagcctgt

cagatggtgc
catgtggtgc
tgagcgagaa
tcctgacgec
aggtgggccc
ccgagcagat
ccattcctga
aggcggagct
ccgectttgt
gctaagcgga
aggtggcgct
<gacgacggg
aggccctggce
ccgcgecggt
cgaccatgat
ctatcgccct
tactgattga
accgggggat
accgectgeg
agggggtaat
atccctacgg
ccatcgcccg
atgtgcagtc
gagaggccga
cggtacgcga
gcaaggtaat
tggcggtgga
tggagaatgc
tcgccecgega
acatggccat
acctcggege
tccatctcge
aggatctttc
tcagtattcg

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900



tcacgagaat
agtggtgtac
aattcgtctc
gctgcgecag
cggctcatcg
cgtggtcgcc
cgggctgcta
dataaaaaag
tggcgtcagg
attcgtgtcg
cggttctggc
tgtggaattg
dacaattccat
gtagaaagag
ctgtgattgg
agggataccc
atggtgaaaa
gcatcactct
tcgacatcat
aaggtcatgt
ctaaaggtgt
ctctatctgg
ttgcttacca
taaaggcctt
tctccatctg
taggctgggag
gattcggtca
gtgttgctga
tggctacttc
ctcaaggttt
aagacttccc
acctgccgga
adacagacta
ttgtrtcgacyg
gatttcggta

ggcgeggtygg
atcaaggagg
gtgcgceggc
gtctcacccg
ctggactttg
gggcagggca
ctggccggtc
gcacgtcaga
cagccatcgg
ctcaaggcgc
aaatattctg
tgagcggata
ggctgctgcet
aagttcctct
atctggtaac
agaagttttc
attgactgaa
acccgacaat
cgttttcaac
tgattcacac
ccaattgcta
tgctaacatt
cattccaaag
gttccacaga
tggtgctttg
taacaacgct
aatgtttttc
tttgatcacc
tggtaaggac
aattacctgc
attatttgaa
catgattgaa
gaattatggg
tcgacggtac

aggacaaacc
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agttcttteg
gcgaactggt
aggcgaaaga
gcggttccat
agatcccgca
atattcgggg
aggcgaatta
tgacgtgcect
aagctgtagt
actcccgttc
aaatgagctg
acaatttcac
gctgatagat
tctgttteott
tggggtacta
gctccaatag
atcataaata
ttggttgcta
attccacatc
gtcagagcta
tcctcttaca
gccaccgaag
gatttcagag
ccttacttcc
aagaacgttg
tctgctgceca
ccagaatcta
acctgcgctg
gcctgggaat
aaagaagttc
gccgtatacc
gaattagatc
attgactact
cattatcatc

ttatttcgat

ggaagccctc
gccgatcgat
gaaagtgttt
tcgcgatatc
gcttatcacg
aacagaaggg
aacgggcget
tttttcrtgt
atggctgtgc
tggataatgt
ttgacaatta
acaggaaaca
taaacttaac
tgaaggctge
ctattgccaa
tacaaatgtg
ctagacatca
atccagactt
aatttttgcc
tctcctgtct
tcactgagga
tcgctcaaga
gcgagggcaa
acgttagtgt
ttgccttagg
tccaaagagt
gagaagaaac
gtggtagaaa
gtgaaaagga
acgaatggtt
aaatcgttta
tacatgaaga
aaacctctat
tctcaaccag

gctgﬁgcacg

83

agcccggegg
aacgccagec
gtcaccaact
gcctttgtgg

gaagccttgt

ccgcgcaatyg

cgcgeecagec
ctagcgtaca
aggtcgtaaa
tttttgcgcc
atcatccggc
gaccatgact
ttccggeceac
cgaaaagcct
ggtggttgcc
ggtgttcgaa
aaacgtgaaa
gattgattca
ccgtatctgt
aaagggtttt
actaggratt
acactggtct
ggacgtcgac
catcgaagat
ttgtggtttc
cggtttgggt
atactaccaa
cgtcaaggtt
gttgttgaat
ggaaacatgt
caacaactac
ttagatttat
ctttgaaagt

ccattgctgce

ttatccaagt

tgttcgccaa
cgctggaaaa
gcctgegege
tgctggtogy
cgcactatgg
cgétcgccac
tctaggtaca
ccaatgcttc
tcactgcata
gacatcataa
tcgtataatg
agtaaggagg
ttgaatgctg
ttcaaggtta
gaaaattgta
gaagagatca
tacttgcctg
gtcaaggatg
agccaattga
gaagttggtg
caatgtggtg
gaaacaacag
cataaggttc
gttgctggta
gtcgaaggtc
gagatcatca
gagtctgctyg
gctaggctaa
ggccaatccg
ggctctgteg
ccaatgaaga
tggatccagg
taacgccgct
attctggagg
crcgcatggt

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000



tggagaacgt
aacaaattag
gcagttaagc
tccggtaccc
tacttcatta
ggcaggaatg
gtatttgaag
ggtattgcca
aaaaaccacg
atttttgacg
gcatgcaagc
tcagaacgca
ccacctgacc
tctccccatg
agactgggcc
tccgccggga
cccgeccataa
tgcgtttcta
tagtcaaggc
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggcg
tatggtgcac

cgccaacacc

ttgatgccat
aagctgaaat
tgtgcaacgc
gtgatatggc
ccgctaatga
gcttaggata
acgctccagce
ctactttcga
aatccatcag
actacttata
ttggctattt
gaagcggtct
ccatgccgaa
cgagagtagg
tttcgtttta
gcggatttga
actgccaggc
caaactccag
cttaagtgag
tggcgttacc
cgaagaggcc
cctgatgcgg
tctcagtaca

cgctgacgag
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tgctaagttc
tccggtcaag
tttgaacgct
acaaaaatgg
tgtcaaacag
tccgatcaat
aggtattgcc
cttggacttc
agttggcggce
tgctaaggac
tggcggatga
gataaaacag
ctcagaagtg
gaactgccag
tctgttgttt
acgttgcgaa
atcaaattaa
ctggatcggg
tcgtattacg
caacttaatc
cgcaccgatc
tattttctcc
atctgctctg
ct

gctccagact
tacggtgaaa
ctaccaaaag
ttcgagcatc
ggtaagcctc
gagcaagacc
gccggaaaag
ctaaaggaaa
tacaatgccg
gatctgttga
gagaagattt
aatttgcctg
aaacgccgta
gcatcaaata
gtcggtgaac
gcaacggccc
gcagaaggcc
cgctagagta
gactggccgt
gccttgcagc
gcccttecca
ttacgcatct

atgccgcata

84

ttgccaatga
aatccattga
agaaatgggc
tgggaatcag
atccagaacc
cttccaaatc
ccgccggttg
aaggctgtga
aaacagacga
aatggtaacc
tcagcctgat
gcggcagtag
gcgccgatgg
aaacgaaagg
gctctcctga
ggagggtggc
atcctgacag
tacatttaaa
cgttttacaa
acatccccct
acagttgcgc
gtgcggtatt
gttaagccag

agagtatgtt
agtcccaggt
tgtggcaact
gagaccaaag
atatctgaag

taaggtagta

taagatcatt .

catcattgtc
agttgaattc
cgggctgceag
acagattaaa
cgcggtggtc
tagtgtgggg
ctcagtcgaa
gtaggacaaa
gggcaggacg
atggcctttt
tggtaccctc
cgtcgtgact
ttcgccagcet
agcctgaatg
tcacaccgca

ccccgacacc

12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13402
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REIVINDICACIONES
1. Una cepa de E. coli que comprende:

a) un sistema enddgeno alterado de fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-glucosa que evita la expresion de
las proteinas activas del sistema de la fosfotransferasa PEP-glucosa que comprende uno o varios entre:

i) un gen enddgeno alterado ptsH que evita la expresion de una proteina fosfotransportadora activa;

i) un gen enddgeno alterado ptsl que evita la expresion de una fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-
proteina activa; y

iii) un gen enddgeno alterado crr que evita la expresion de un componente activo lIA especifico de glu-
cosa;

b) un gen endégeno galP regulado por aumento que codifica un simportador activo galactosa-protén, dando
como resultado dicha regulacion por aumento una actividad incrementada del simportador galactosa-protén;

¢) un gen endogeno glk regulado por aumento que codifica una glucocinasa activa, dando como resultado
dicha regulacién por aumento una actividad glucocinasa incrementada;

d) un gen enddégeno gapA regulado por disminucion que codifica una deshidrogenasa de glicerolaldehido-3-
fosfato activa, dando como resultado dicha regulacion por disminucién una actividad deshidrogenasa de glicerolal-
dehido-3-fosfato reducida;

e) una deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato;

f) una glicerol-3-fosfatasa;

g) una deshidratasa; y

h) un factor de reactivacion de la deshidratasa;

en donde dicha cepa de E. coli es capaz de bioconvertir una fuente adecuada de carbono en glicerol, 1,3-
propanodiol o glicerol y 1,3-propanodiol.

2. La cepa de E. coli de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente uno o varios
entre:

i) un gen enddgeno alterado arcA que evita la expresion de una proteina activa para el control de la respira-
cién aerobia;

j) un gen enddégeno ppc regulado por aumento que codifica una carboxilasa de fosfoenolpiruvato activa;

k) un gen enddgeno btuR regulado por aumento que codifica una adenosiltransferasa de cob(l)alamina acti-
va;y

[) un gen yghD regulado por aumento que codifica una deshidrogenasa de alcohol activa.

3. La cepa de E. coli de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, que comprende adicionalmente uno o
varios entre:

m) un gen enddgeno alterado mgsA que evita la expresion de una sintasa de metilglioxal activa;

n) un gen endodgeno alterado ackA que evita la expresion de una cinasa de acetato activa;

0) un gen enddgeno alterado pta que evita la expresion de una fosfotransacetilasa activa;

p) un gen endogeno alterado aldA que evita la expresiéon de una deshidrogenasa A de aldehido activa; y
g) un gen enddgeno alterado aldB que evita la expresion de una deshidrogenasa B de aldehido activa.

4, La cepa de E. coli de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 6 3, que comprende adicionalmente
uno o varios entre:

r) un gen enddgeno alterado edd que evita la expresion de una deshidratasa de fosfogluconato activa;
s) un gen enddgeno alterado glpK que evita la expresion de una cinasa de glicerol activa; y

t) un gen enddgeno alterado gldA que evita la expresion de una deshidrogenasa de glicerol activa depen-
diente de NADH.

5. Un método para la bioproduccién de 1,3-propanodiol que comprende poner en contacto la cepa de
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E. coli de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 3 6 4, con un sustrato de carbono adecuado bajo condiciones ade-
cuadas.
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6. Una cepa de E. coli que comprende

a) un sistema endégeno alterado de fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-glucosa que comprende uno o va-
rios entre:

i) un gen enddgeno alterado ptsH que evita la expresién de una proteina fosfotransportadora activa;

i) un gen endoégeno alterado ptsl que evita la expresion de una fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-
proteina activa; y

iii) un gen endégeno alterado crr que evita la expresion de un componente activo llIA especifico de glu-
cosa;

b) un gen endégeno galP regulado por aumento que codifica un simportador activo galactosa-protén, dando
como resultado dicha regulacion por aumento una actividad incrementada del simportador galactosa-proton;

¢) un gen endogeno glk regulado por aumento que codifica una glucocinasa activa, dando como resultado
dicha regulacion por aumento una actividad glucocinasa incrementada;

d) un gen enddégeno gapA regulado por disminucion que codifica una deshidrogenasa de glicerolaldehido-3-
fosfato activa, dando como resultado dicha regulacién por disminucion una actividad deshidrogenasa de gli-
cerolaldehido-3-fosfato reducida;

€) un gen end6geno alterado arcA que evita la expresion de una proteina activa para el control de la respi-
racion aerobia;

f) un gen enddgeno ppc regulado por aumento que codifica una carboxilasa de fosfoenolpiruvato activa,
dando como resultado dicha regulacion por aumento una actividad carboxilasa de fosfoenolpiruvato incre-
mentada;

g) un gen enddgeno btuR regulado por aumento que codifica una adenosiltransferasa de cob(l)alamina ac-
tiva, dando como resultado dicha regulaciébn por aumento una actividad adenosiltransferasa de co-
b(l)alamina incrementada;

h) un gen yghD regulado por aumento que codifica una deshidrogenasa de alcohol activa, dando como re-
sultado dicha regulacion por aumento una actividad deshidrogenasa de alcohol incrementada;

i) un gen enddgeno alterado mgsA que evita la expresion de una sintasa de metilglioxal activa;

j) un gen enddgeno alterado ackA que evita la expresion de una cinasa de acetato activa;

k) un gen enddgeno alterado pta que evita la expresion de una fosfotransacetilasa activa;

1) un gen endégeno alterado aldA que evita la expresion de una deshidrogenasa A de aldehido activa;

m) un gen enddgeno alterado aldB que evita la expresién de una deshidrogenasa B de aldehido activa;
n) un gen endogeno alterado edd que evita la expresion de una deshidratasa de fosfogluconato activa;
0) un gen enddgeno alterado glpK que evita la expresiéon de una cinasa de glicerol activa;

p) un gen endégeno alterado gldA que evita la expresion de una deshidrogenasa de glicerol activa depen-
diente de NADH; y

g) una cualquiera de las secuencias de nucle6tidos para una estructura artificial pSYCO, SEQ ID NOs:65,
66, 67 6 68;

r) una deshidrogenasa de glicerol-3-fosfato;
s) una glicerol-3-fosfatasa;
t) una deshidratasa; y

u) un factor de reactivacion de la deshidratasa;

en donde dicha cepa de E. coli es capaz de bioconvertir una fuente adecuada de carbono en glicerol, 1,3-
propanodiol o en glicerol y 1,3-propanodiol.
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