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DESCRIPCION
Produccién de polihidroxibutirato en microorganismos de Wood-Ljungdahl
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a microorganismos genomodificados y a métodos para la produccion de
polihidroxibutirato (PHB) por fermentacién microbiana, particularmente, por fermentacién microbiana de un sustrato
gaseoso.

Antecedentes de la invencion

Los plasticos derivados del petréleo se han vuelto esenciales para la vida moderna, en gran parte debido a su ligereza,
dureza, durabilidad y resistencia a la degradacion. Sin embargo, la dependencia de los plasticos derivados del petréleo
ha provocado muchos problemas graves, incluyendo el agotamiento del crudo, la contaminacién y su acumulacion en
vertederos. Para disminuir el impacto ambiental de los plasticos, se estan realizando intentos para reemplazar los
polimeros derivados del petréleo convencionales con biopolimeros tales como polilactida, polisacaridos, poliésteres
alifaticos y polihidroxialcanoatos, que poseen propiedades fisicoquimicas similares a las de los plasticos
convencionales (Anjum, Int J Biol Macromol, 89: 161-174, 2016). Sin embargo, los microorganismos y los métodos de
produccién de dichos biopolimeros estan ain muy poco desarrollados. C. Humphreys et al.: "Whole genome sequence
and manual annotation of Clostridium autoethanogenum, an industrially relevant bacterium", BMC GENOMICS, vol.
16, no. 1, 2015, ensefian que Clostridium autoethanogenum es una bacteria acetégena capaz de producir
biocombustibles y productos quimicos basicos de alto valor a partir de los gases C1 presentes en el gas de sintesis
mediante la accion de la via reductora de la acetil-CoA (Wood-Ljungdahl).

En el documento US-A1-2009/191593 se desvelan microorganismos de origen no natural que pueden convertir CO y
Hz2 0 CO2z y Hz en acetil-coenzima A.

J. Mifune et al.: "Engineering of pha operon on Cupriavidus necator chromosome for efficient biosynthesis of poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) from vegetable oil", POLYMER DEGRADATION AND STABILITY, vol. 95,
n.° 8, paginas 1305-1312, ensefan la sintesis de polihidroxibutirato en Cupriavidus necator a partir de acetil-CoA.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona un microorganismo genomodificado capaz de producir PHB. En concreto, la invencion
proporciona un microorganismo de Wood-Ljungdahl de origen no natural capaz de producir polihidroxibutirato que
comprende:

a. un acido nucleico que codifica una enzima heteréloga acetil-CoA C-acetiltransferasa (EC 2.3.1.9) que convierte
acetil-CoA en acetoacetil-CoA,

b. un acido nucleico que codifica una enzima heteréloga acetoacetil-CoA reductasa (EC 1.1.1.36) o un acido nucleico
que codifica una enzima heteréloga 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (EC 1.1.1.157) que convierte acetoacetil-CoA
en 3-hidroxibutiril-CoA y c. un acido nucleico que codifica una enzima heterdloga polihidroxialcanoato sintasa (EC
2.3.1.-) que convierte 3-hidroxibutiril-CoA en polihidroxibutirato.

La enzima que convierte la acetil-CoA en acetoacetil-CoA es una acetil-CoA C-acetiltransferasa (EC 2.3.1.9). Por
ejemplo, la acetil-CoA C-acetiliransferasa puede obtenerse de Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophilia,
Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Clostridium acetobutylicum,
Cupriavidus necator, Escherichia coli, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mandelii, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida o Streptomyces coelicolor.

La enzima que convierte acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA es una acetoacetil-CoA reductasa (EC 1.1.1.36) o
una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (EC 1.1.1.157). Por ejemplo, la acetoacetil-CoA reductasa puede obtenerse
de Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophilia, Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis,
Burkholderia cepacia, Cupriavidus necator, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mandelii, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida o Streptomyces coelicolor. En
otro ejemplo, la 3-hidroxibutiri-CoA deshidrogenasa puede obtenerse de Clostridium beijerinckii, Clostridium
acetobutylicum o Clostridium kluyveri.

La enzima que convierte la 3-hidroxibutiril-CoA en polihidroxibutirato es una polihidroxialcanoato sintasa (EC 2.3.1.-).
Por ejemplo, la polihidroxialcanoato sintasa puede obtenerse de Acinetobacter baumannii, Aeromonas caviae,
Aeromonas hydrophilia, Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Cupriavidus
necator, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mandeli,
Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida, Pseudomonas sp. 61-3, Rhodospirillum rubrum o Streptomyces
coelicolor.
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En una realizacion, el microorganismo es un miembro de un género seleccionado del grupo que consiste en
Acetobacterium, Alkalibaculum, Blautia, Butyribacterium, Clostridium, Eubacterium, Moorella, Oxobacter, Sporomusa,
y Thermoanaerobacter. Por ejemplo, el microorganismo puede obtenerse de un microorganismo precursor
seleccionado del grupo que consiste en Acetobacterium woodii, Alkalibaculum bacchii, Blautia producta,
Butyribacterium methylotrophicum, Clostridium aceticum, Clostridium autoethanogenum, Clostridium carboxidivorans,
Clostridium coskatii, Clostridium drakei, Clostridium formicoaceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium magnum,
Clostridium ragsdalei, Clostridium scatologenes, Eubacterium limosum, Moorella thermautotrophica, Moorella
thermoacetica, Oxobacter pfennigii, Sporomusa ovata, Sporomusa silvacetica, Sporomusa sphaeroides y
Thermoanaerobacter kiuvi. En una realizacion preferida, el microorganismo se selecciona de una bacteria precursora
seleccionada del grupo que consiste en Clostridium autoethanogenum, Clostridium coskatii, Clostridium ljungdahlii y
Clostridium ragsdalei. En una realizacion, el microorganismo consume sustratos gaseosos que comprenden uno o
mas de CO, CO2 y Hz. En otra realizacion, el microorganismo es anaerobio. En otra realizacion mas, el microorganismo
no es capaz de degradar el PHB.

La invenciéon también proporciona un método para producir PHB, que comprende cultivar el microorganismo de la
invencidn en presencia de un sustrato gaseoso. Por ejemplo, el sustrato gaseoso puede comprender uno o0 mas de
CO, CO2 y H2. En una realizacion, el cultivo se realiza en condiciones anaerobias. En otra realizacion, el cultivo se
realiza sin sustratos hidrocarbonados. En otra realizaciéon mas, el cultivo se realiza sin luz.

Estas y otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se entenderdn mejor a partir de la siguiente
descripcién detallada junto con las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion de los dibujos
La figura 1 es un diagrama que muestra una via enzimatica para la produccion de polihidroxibutirato (PHB).
La figura 2 es un mapa plasmidico de pPHB_01.

La figura 3 es un grafico que muestra la produccion de PHB en C. autoethanogenum que lleva un plasmido con
una via de biosintesis de PHB (pPHB_01) o un plasmido vacio (pMTL83157) como control negativo. Las bacterias
se cultivaron en condiciones anaerobias en frascos clasificados a presién sélo con CO y CO2 como fuentes de
carbono. El rendimiento de PHB (expresado como % en peso de masa celular seca) se determiné mediante HPLC
(high performance liquid chromatography, cromatografia liquida de alta resolucién). Los valores representan
promedios de muestras bioldgicas por triplicado mas o menos las desviaciones estandar sobre esos promedios.
En muestras que comprendian el plasmido pMTL83157 (vacio), no se detecté PHB.

Las figuras 4A-4D son graficos que muestran el crecimiento de C. autoethanogenum en diversas condiciones de
crecimiento. Las bacterias comprendian un plasmido vacio (pMTL83157) o un plasmido que comprendia la via de
sintesis de PHB (pPHB_01). Cada grafica representa un conjunto diferente de condiciones. La figura 4A (condicion
1) muestra una repeticién de las condiciones utilizadas para generar los datos observados en la figura 3, utilizando
una mezcla de gases compuesta por 50/18/3/29 de CO/CO2/H2/N2 como unica fuente de carbono. La figura 4B
(condicion 2) muestra condiciones idénticas a las de la condicion 1 pero con un nuevo sustrato gaseoso
(50/30/10/10 CO/CO2/H2/N2). La figura 4C (condicién 3) muestra condiciones idénticas a las de la condicion 2 pero
con un tiempo de incubacién prolongado. La figura 4D (condicion 4) muestra condiciones idénticas a las de la
condicion 3 pero con renovacion periodica del sustrato gaseoso. Los valores representan promedios de muestras
biolégicas por triplicado mas o menos las desviaciones estandar sobre esos promedios.

La figura 5 es un grafico que muestra la produccion de PHB en C. autoethanogenum en las condiciones 1-4, como
se describe en relacion con las figuras 4A-4D. Los valores representan promedios de muestras biolégicas por
triplicado mas o menos las desviaciones estandar sobre esos promedios. En muestras que comprendian el
plasmido pMTL83157 (vacio), no se detecté PHB.

La figura 6 es un grafico que muestra la produccion de PHB en C. autoethanogenum a partir de fuentes de carbono
gaseoso en una fermentacién continua. Las bacterias se conjugaron con el plasmido pPHB_01 que comprendia
una via de sintesis de PHB. Al finalizar la fermentacion se midié el PHB. Los sustratos gaseosos comprendian
hidrégeno al 20 % o hidrégeno al 2 % como parte de sus mezclas de 50/20/20/10 de CO/CO2/H2/Ar o 50/20/2/28
de CO/CO2/H2/N2, respectivamente. Se mantuvo un pH de 5. Los valores representan promedios de
fermentaciones por duplicado mas o menos las desviaciones estandar sobre esos promedios.

La figura 7 es un grafico que muestra una mayor produccion de PHB en C. aufoethanogenum a partir de fuentes
de carbono gaseoso en una fermentacion continua. Las bacterias se conjugaron con el plasmido pPHB_01 que
comprendia una via de sintesis de PHB. Al finalizar la fermentaciéon se midié el PHB. Los sustratos gaseosos
comprendian hidrégeno al 20 % o hidrégeno al 2 % como parte de sus mezclas de 50/20/20/10 de CO/COz2/H2/Ar
0 50/20/2/28 de CO/CO2/H2/N2, respectivamente. Con hidrogeno al 20 %, la menor concentracion de biomasa tuvo
una concentracion de biomasa disminuida en comparacion con la de los otros procesos. Con hidrégeno al 20 %,
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el pH se modificd, comenzando con un pH de 6 que después se redujo a 5,5. Con hidrégeno al 20 %, se mantuvo
un pH de 6 durante todo el proceso de fermentacion hasta que los cultivos disminuyeron. Los valores representan
promedios de fermentaciones por duplicado mas o menos las desviaciones estandar sobre esos promedios.

La figura 8 es un grafico que muestra valores de PHB de simulaciones que utilizan reconstrucciones de modelos
metabolicos a escala genomica (GEM). ElI PHB detectado experimentalmente se compardé con los niveles de PHB
predichos por GEM utilizando la maximizacion del rendimiento de PHB. También se probé la maximizacion del
rendimiento de PHB con una captaciéon de 2 mmol/g de PCS/h de NADH, NADPH, Fdred 0 ATP. Las condiciones
probadas fueron PHB20 (control); PHBMcB (Menor concentracion de Biomasa) y PHBpH5,5 (pH de 5,5). Se
descubrié que el ATP era el que mas limitaba el PHB (se alcanzé un valor de PHB mas alto), seguido de Fdred,
NADPH y por ultimo NADH. Los datos representan un promedio * error estandar de dos quimiostatos de copias
biolégicas.

Descripcion de la invencion

Se ha reconocido desde hace mucho tiempo que los procesos cataliticos, tales como el proceso de Fischer-Tropsch,
pueden utilizarse para convertir gases que comprenden diéxido de carbono (COz2), monéxido de carbono (CO) y/o
hidrégeno (H2), tal como gas residual industrial o gas de sintesis (sintegas), en diversos combustibles y productos
quimicos. Sin embargo, recientemente, la fermentacién de gases ha surgido como una plataforma alternativa para la
fijacion biologica de dichos gases. En concreto, se ha demostrado que los microorganismos acetdgenos (es decir,
Wood-Ljungdahl) convierten gases que comprenden CO, CO:2 y/o Hz en productos tales como etanol y 2,3-butanodiol.
La conveniencia de producir moléculas poliméricas mas complejas, tal como PHB, a partir de estos gases, esta bien
documentada (Drzyzga, J Chem Technol Biotechnol, 90: 1735-1751, 2015). Sin embargo, la via de Wood-Ljungdahl
actia en el limite termodinamico de la vida (Schuchmann, Nat Rev Microbiol, 12: 809-821,2014), lo que dificulta que
los microorganismos de Wood-Ljungdahl acumulen incluso suficiente carbono para el crecimiento y el mantenimiento
de las células, y mucho menos producir productos de carbono complejos. Estas dificultades metabdlicas se ven
agravadas por la mala disolucion de los sustratos gaseosos (p. ej., CO, COz2 y/o Hz2) en los medios de fermentacion,
en comparacion con los sustratos hidrocarbonados o glucidicos. Por lo tanto, parece poco probable que puedan
disefiarse microorganismos de Wood-Ljungdahl para sintetizar PHB u otros polihidroxialcanoatos, especialmente
porque estos polimeros los producen de manera natural especies tales como Rhodospirillum rubrum 'y Cupriavidus
necator como un medio para almacenar el exceso de carbono. De hecho, hasta la fecha, los intentos de disefar
microorganismos acetégenos para producir PHB a partir de CO, CO:2 y/o Hz han sido infructuosos (The European
SYNPOL Project, Biopolymers from syngas fermentation, 2012-2017).

Sin embargo, después de diligentes esfuerzos de investigacion e ingenieria, los inventores han conseguido por primera
vez, la sintesis de PHB en microorganismos de Wood-Ljungdahl. Esto representa un hito importante en el camino
hacia la produccién de biopolimeros renovables y sostenibles.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un microorganismo de Wood-Ljungdahl capaz de producir PHB. En un
segundo aspecto, la invencién proporciona un método para producir PHB mediante el cultivo del microorganismo de
Wood-Ljungdahl anteriormente mencionado en presencia de un sustrato gaseoso.

Via

Dado que los microorganismos de Wood-Ljungdahl no producen PHB de manera natural, la produccion de PHB en un
microorganismo de Wood-Ljungdahl requiere la introduccion de al menos una enzima heteréloga. El microorganismo
de la invencién generalmente comprende tres enzimas heterélogas, de acuerdo con la reivindicacion 1, mas
especificamente (a) una enzima que convierte la acetil-CoA en acetoacetil-CoA, (b) una enzima que convierte
acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA y (c) una enzima que convierte 3-hidroxibutiril-CoA en polihidroxibutirato. Esta
via se muestra en la figura 1.

(1) Conversién de acetil-CoA en acetoacetil-CoA

La conversion de acetil-CoA en acetoacetil-CoA la cataliza una enzima heteréloga (es decir, no natural). La enzima es
la acetil-CoA C-acetiltransferasa (también conocida como tiolasa o 3-cetotiolasa), que tiene actividad definida por EC
2.3.1.9 (es decir, 2 acetil-CoA < CoA + acetoacetil-CoA). La acetil-CoA C-acetiltransferasa puede obtenerse de
cualquier microorganismo hospedador adecuado, tal como Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophilia,
Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Clostridium acetobutylicum,
Cupriavidus necator, Escherichia coli, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mandelii, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida o Streptomyces coelicolor.

En concreto, la acetil-CoA C-acetiltransferasa puede ser o puede obtenerse de Acinetobacter baumannii PhaA
(SCZ16966), Aeromonas hydrophilia PhaA (WP_043162470), Alcaligenes latus PhaA (AAC83659), Arthrospira
platensis PhaA (WP_006617472), Bacillus subtilis PhaA (CUB52080), Burkholderia cepacia PhaA (WP_043187452),
Clostridium acetobutylicum ThlA (WP_0109661571), Cupriavidus necator PhaA (WP_013956452.1), Cupriavidus
necator BktB (WP_011615089.1), Cupriavidus necator phaA (WP_010810132.1), Escherichia coli AtoB
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(NP_416728.1), Haloferax mediterranei PhaA (WP_004059344), Pseudomonas aeruginosa PhaA (WP_038823536),
Pseudomonas fluorescens PhaA (WP_073525707), Pseudomonas mandelii PhaA (WP_019582144), Pseudomonas
oleovorans PhaA (WP_074859314), Pseudomonas putida PhaA (WP_058540218) o Streptomyces coelicolor PhaA
(WP_011030221).

(2) Conversion de acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA

La conversion de acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA la cataliza una enzima heteréloga (es decir, no natural). La
enzima es la acetoacetil-CoA reductasa, que tiene actividad definida por EC 1.1.1.36 (es decir, (R)-3-hidroxiacil-CoA
+ NADP+ « 3-oxoacil-CoA + NADPH + H+). La acetoacetil-CoA reductasa puede obtenerse de cualquier
microorganismo hospedador adecuado, tal como Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophilia, Alcaligenes latus,
Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Cupriavidus necator, Haloferax mediterranei,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mandelii, Pseudomonas oleovorans,
Pseudomonas putida o Streptomyces coelicolor. En concreto, la acetoacetil-CoA reductasa puede ser de Acinetobacter
baumannii PhaB (WP_095389464), Aeromonas hydrophilia PhaB (WP_041216919), Alcaligenes latus PhaB
(AACB83660), Arthrospira platensis PhaB (WP_043469113), Bacillus subtilis PhaB (WP_070548955), Burkholderia
cepacia PhaB (WP_059234032), Cupriavidus necator PhaB (WP_010810131.1), Haloferax mediterranei PhaB
(WP_004572392), Pseudomonas aeruginosa PhaB (WP _031690879), Pseudomonas fluorescens PhaB
(WP_030141425), Pseudomonas mandelii PhaB (WP_094467462), Pseudomonas oleovorans PhaB
(WP_074858624), Pseudomonas putida PhaB (BAB96554) o Streptomyces coelicolor PhaB (WP_011027734). En otra
realizacién preferida, la enzima es 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, que tiene actividad definida por EC 1.1.1.157
(es decir, (S)-3-hidroxibutanoil-CoA + NADP+ = 3-acetoacetil-CoA + NADPH + H+). La 3-hidroxibutiril-CoA
deshidrogenasa puede ser o puede obtenerse de cualquier microorganismo hospedador adecuado, tal como
Clostridium beijerinckii, Clostridium acetobutylicum o Clostridium kluyveri. En concreto, la 3-hidroxibutiril-CoA
deshidrogenasa puede ser de Clostridium beijerinckii Hbd (WP_011967675.1), Clostridium acetobutylicum Hbd
(NP_349314.1) o Clostridium kluyveri Hbd1 (WP_011989027.1).

Preferentemente, la enzima que convierte acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA es especifica de (R), es decir,
produce (R)-3-hidroxibutiril-CoA, ya que la (R)-3-hidroxibutiril-CoA es el sustrato clasico para la produccion enzimatica
de PHB. Sin embargo, en algunos casos, la enzima que convierte acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA es especifica
de (S), es decir, produce (S)-3-hidroxibutiril-CoA. Sin desear quedar ligado a teoria alguna en particular, los inventores
creen que la actividad epimerasa natural o introducida en bacterias acetégenas puede permitir la interconversion de
(S)- y (R)-3-hidroxibutiril-CoA, dicha (S)-3-hidroxibutiril-CoA puede convertirse en (R)-3-hidroxibutiril-CoA, que
después puede convertirse en PHB.

(3) Conversién de 3-hidroxibutiril-CoA en PHB

La conversion de 3-hidroxibutiril-CoA en PHB la cataliza una enzima heterdloga (es decir, no natural). La enzima es
polihidroxialcanoato sintasa, que tiene actividad definida por EC 2.3.1.-, tal como EC 2.3.1.B2 (tipo I) (es decir, 3-
hidroxibutiril-CoA + [(R)-3-hidroxibutanoato]n = [(R)-3-hidroxibutanoato]n+1 + CoA), EC 2.3.1.B3 (tipo Il) (es decir, 3-
hidroxiacil-CoA + [(R)-3-hidroxiacilln = [(R)-3-hidroxiacil]n+1 + CoA) o EC 2.3.1.B4 (tipo IIl) (es decir, 3-hidroxiacil-CoA
+ [(R)-3-hidroxiacilln = [(R)-3-hidroxiacil]»+1 + CoA). Esta enzima también puede denominarse polihidroxialcanoato
polimerasa, polihidroxibutirato sintasa, polihidroxibutirato polimerasa, y similares. La polihidroxialcanoato sintasa
puede obtenerse de cualquier microorganismo hospedador adecuado, tal como Acinetobacter baumannii, Aeromonas
caviae, Aeromonas hydrophilia, Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia,
Cupriavidus necator, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mandelii, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida, Pseudomonas sp. 61-3, Rhodospirillum rubrum o
Streptomyces coelicolor. En concreto, la polihidroxialcanoato sintasa puede ser o puede obtenerse de Acinetobacter
baumannii PhaC (SCY71072), Aeromonas cavia PhaC (WP_045524574), Aeromonas hydrophilia PhaC1
(WP_017780191) o PhaC2 (AAV41872), Alcaligenes latus PhaC (WP_084267317), Arthrospira platensis PhaC
(WP_006617456), Bacillus subtilis PhaC (CUB58881), Burkholderia cepacia PhaC (WP_027784567), Cupriavidus
necator PhaC (WP_011615085 o WP_013956451.1), Haloferax mediterranei PhaC (WP_004056138), Pseudomonas
aeruginosa PhaC1 (WP_038823539) o PhaC2 (WP_025271419), Pseudomonas fluorescens PhaC1 (WP_057399292)
o PhaC2 (WP_030141001), Pseudomonas mandeli PhaC1 (WP_094467460) o PhaC2 (WP_010465951),
Pseudomonas oleovorans PhaC1 (AAL17611) o PhaC2 (WP_037049875), Pseudomonas putida PhaC1 (BAB96552)
o PhaC2 (WP _029886362), Pseudomonas sp. 61-3 PhaC1 (BAA36198) o PhaC2 (BAA36202), Rhodospirillum rubrum
PhaC1 (WP_011388028), PhaC2 (WP_011390166) o PhaC3 (WP_011398569) o Streptomyces coelicolor PhaC.

Se pueden introducir una 0 mas mutaciones interruptoras en una o mas enzimas enddgenas para reducir o eliminar la
competencia con las enzimas heterdlogas introducidas. En concreto, una "mutacion interruptora" es una mutacién que
reduce o elimina (es decir, "interrumpe") la expresién o actividad de un gen o enzima. La mutacion interruptora puede
inactivar parcialmente, inactivar totalmente o delecionar el gen o la enzima. La mutacion interruptora puede ser una
mutacion inactivadora (KO, del inglés "knockout"). La mutacion interruptora puede ser cualquier mutacion que reduzca,
impida o bloquee la biosintesis de un producto generado por una enzima. La mutacion interruptora puede incluir, por
ejemplo, una mutacién en un gen que codifica una enzima, una mutacién en un elemento regulador genético implicado
en la expresion de un gen que codifica una enzima, la introduccién de un acido nucleico que produce una proteina que
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reduce o inhibe la actividad de una enzima o la introduccién de un acido nucleico (p. €j., ARN antisentido, ARNip, ARN
guia) y/o proteina (p. €j., una proteina Cas) que inhibe la expresion de una enzima. La mutacion interruptora puede
introducirse utilizando cualquier método conocido en la técnica.

Por ejemplo, el microorganismo de la invenciéon puede tener una mutacion interruptora en una enzima tioesterasa
enddégena. Se han identificado tres supuestas tioesterasas en Clostridium autoethanogenum: (1) "tioesterasa 1"
(AGY74947.1; anotada como palmitoil-CoA hidrolasa), (2) "tioesterasa 2" (AGY75747.1; anotada como 4-
hidroxibenzoil-CoA tioesterasa) y (3) "tioesterasa 3" (AGY75999.1; anotada como supuesta tioesterasa). También se
han identificado tres supuestas tioesterasas en Clostridium ljungdahlii: (1) "tioesterasa 1" (ADK15695.1; anotada como
predicha acil-CoA tioesterasa 1), (2) "tioesterasa 2" (ADK16655.1; anotada como predicha tioesterasa) y (3)
"tioesterasa 3" (ADK16959.1; anotada como predicha tioesterasa). La mutacion interruptora puede afectar a cualquiera
de estas tioesterasas o a cualquier otra tioesterasa que pueda ser endégena al microorganismo de la invencion.

Microorganismo

Un "microorganismo" es un organismo microscopico, especialmente una bacteria, arquea, virus u hongo. El
microorganismo de la invencion es normalmente una bacteria. Como se usa en el presente documento, la referencia
a un "microorganismo" debe considerarse que abarca un "bacteria”.

El microorganismo de la invencion es de origen no natural. La expresion "de origen no natural", cuando se usa en
referencia a un microorganismo, pretende significar que el organismo tiene al menos una modificacién genética que
normalmente no se encuentra en una cepa de origen natural de la especie de referencia, incluidas las cepas de tipo
silvestre de las especies de referencia. Los microorganismos de origen no natural se desarrollan normalmente en un
laboratorio o centro de investigacion. Por el contrario, "tipo silvestre" se refiere a la forma clasica de un organismo,
cepa, gen o caracteristica tal como se presenta en la naturaleza.

Las expresiones "modificacion genética", "alteracion genética", o "ingenieria genética", se refieren en términos
generales a la manipulacion artificial (hecha por el hombre) del genoma o de los acidos nucleicos de un
microorganismo. Del mismo modo, las expresiones "modificado genéticamente", "alterado genéticamente", o
"genomodificado”, se refieren a un microorganismo que comprende dicha modificacién genética, alteracion genética o
genomodificacion. Estos términos pueden usarse para diferenciar un microorganismo generado en laboratorio de un
microorganismo de origen natural. Los métodos de modificacion genética incluyen, por ejemplo, expresion de genes
heterdlogos, insercion o delecion de genes o promotores, mutacion de acidos nucleicos, expresion génica alterada o
inactivacion, ingenieria enzimatica, evolucién dirigida, disefio basado en el conocimiento, métodos de mutagénesis
aleatoria, reordenacién de genes y optimizacion de codones.

"Recombinante" indica que un acido nucleico, una proteina o un microorganismo es el producto de una modificacién
genética, genomoadificacién o recombinacién. En general, el término "recombinante” se refiere a un acido nucleico, a
una proteina 0 a un microorganismo que comprende, o esta codificado por, material genético procedente de
numerosas fuentes, tal como dos o mas cepas o especies diferentes de microorganismos. El microorganismo de la
invencion es normalmente un recombinante.

La expresion "procedente de" indica que un acido nucleico, una proteina o un microorganismo se modifica o adapta a
partir de un acido nucleico, una proteina o un microorganismo (p. €j., un precursor o de tipo silvestre) diferente, para
producir un &cido nucleico, una proteina o un microorganismo nuevo. Dichas modificaciones o adaptaciones
normalmente incluyen insercion, delecién, mutacién o sustitucion de acidos nucleicos o genes. En general, el
microorganismo de la invencion procede de un "microorganismo precursor”, que es un microorganismo que se utiliza
para generar un microorganismo de la invencion. El microorganismo precursor puede ser un microorganismo de origen
natural (es decir, un microorganismo de tipo silvestre) o un microorganismo que se ha modificado previamente (es
decir, un microorganismo mutante o recombinante). EI microorganismo de la invenciéon puede modificarse para que
exprese 0 sobreexprese una 0 mas enzimas que no se expresaban o sobreexpresaban en el microorganismo
precursor. De forma similar, el microorganismo de la invencion puede modificarse para que comprenda uno o mas
genes que no estaban comprendidos en el microorganismo precursor. El microorganismo de la invencion también
puede modificarse para que no exprese o0 para que exprese menores cantidades de una o mas enzimas que se
expresaban en el microorganismo precursor. En una realizacién, el microorganismo de la invencion procede de un
microorganismo precursor seleccionado del grupo que consiste en Clostridium autoethanogenum, Clostridium
liungdahlii o Clostridium ragsdalei. En una realizacion preferida, el microorganismo de la invencion se selecciona del
microorganismo precursor Clostridium autoethanogenum LZ1561, que se deposité el 7 de junio de 2010 en la Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) (Colecciéon Alemana de Microorganismos y Cultivos
Celulares GmbH) ubicada en Inhoffenstraf3 7B, D-38124 Braunschwieg, Alemania, el 7 de junio de junio de 2010 segun
los términos del Tratado de Budapest y el nimero de registro asignado DSM23693. Esta cepa se describe en la
solicitud de patente internacional n.° PCT/NZ2011/000144, que se publicé como documento WO 2012/015317.

El microorganismo de la invencion también puede clasificarse basandose en caracteristicas funcionales. El
microorganismo de la invencion es un microorganismo de Wood-Ljungdahl de origen no natural y puede ser un
microorganismo fijador de C1, un anaerobio, un acetégeno, un etanolégeno y/o un carboxidétrofo. La Tabla 1
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proporciona una lista representativa de microorganismos e identifica sus caracteristicas funcionales.

Tabla 1
§ o
3 O o S
% (ai o Q o 3
T12]8|8| 8|8 %
IR IEIREEAR
s |g|g|e| @] 2|8
Acetobacterium woodii + + + + +/-1 + -
Alkalibaculum bacchii + + + + + + +
Blautia producta + + + + - + +
Butyribacterium methylotrophicum + + + + + + +
Clostridium aceticum + + + + - + +
Clostridium autoethanogenum + + + + + +
Clostridium carboxidivorans + + + + + +
Clostridium coskatii + + + + + +
Clostridium drakei + + + + - + +
Clostridium formicoaceticum + + + + - + +
Clostridium ljungdahlii + + + + + + +
Clostridium magnum + + + + - + | 4/-2
Clostridium ragsdalei + + + + + + +
Clostridium scatologenes + + + + - + +
Eubacterium limosum + + + + - + +
Moorella thermautotrophica + + + + + + +
Moorella thermoacetica (anteriormente + + + N 3 . N
Clostridium thermoaceticum)
Oxobacter pfennigii + + + + - + +
Sporomusa ovata + + + + - + +/-4
Sporomusa silvacetica + + + + - + | +/-°
Sporomusa sphaeroides + + + + - + | +/-6
Thermoanaerobacter kiuvi + + + + +

Acetobacterium woodi puede producir etanol a partir de fructosa, pero no a partir de gas.

2 No se ha investigado si Clostridium magnum puede crecer con CO.

3 Una cepa de Moorella thermoacetica, HUC22-1 de Moorella sp., se ha indicado que produce etanol a partir de
gas.

4 No se ha investigado si Sporomusa ovata puede crecer con CO.

5 No se ha investigado si Sporomusa silvacetica puede crecer con CO.

6 No se ha investigado si Sporomusa sphaeroides puede crecer con CO.

"Wood-Ljungdahl" se refiere a la via de Wood-Ljungdahl de fijacién de carbono como se describe, p. €j., en Ragsdale,
Biochim Biophys Acta, 1784: 1873-1898, 2008. "Microorganismos de Wood-Ljungdahl" se refiere, como era de esperar,
a microorganismos que comprenden la via de Wood-Ljungdahl. En general, el microorganismo de la invencién
comprende una via de Wood-Ljungdahl natural. En el presente documento, una via de Wood-Ljungdahl puede ser una
via de Wood-Ljungdahl natural, no modificada o puede ser una via de Wood-Ljungdahl con cierto grado de modificacion
genética (p. ej., sobreexpresion, expresion heterdloga, inactivacion, etc), siempre que siga manteniendo la funcion de
convertir CO, CO2 y/o CH2 en acetil-CoA.

"C1" se refiere a una molécula de un carbono, por ejemplo, CO, CO2 o CH3OH. "C1-oxigenado" se refiere a una
molécula de un carbono que también comprende al menos un atomo de oxigeno, por ejemplo, CO, CO2 o CH3OH.
"Fuente de carbono C1" se refiere a una molécula de carbono que sirve como fuente de carbono parcial o Unica para
el microorganismo de la invencion. Por ejemplo, una fuente de carbono C1 puede comprender uno o mas de CO, COz,
CH3OH o CH202. Preferentemente, la fuente de carbono C1 comprende uno o ambos de CO y CO2. Un
"microorganismo fijador de C1" es un microorganismo que tiene la capacidad de producir uno o mas productos a partir
de una fuente de carbono C1. Normalmente, el microorganismo de la invenciéon es una bacteria fijadora de C1. El
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microorganismo puede seleccionarse de un microorganismo fijador de C1 identificado en la Tabla 1. El metano (CH4)
podria considerarse como una fuente de carbono C1, pero solo si la bacteria de la invencién fue disefiada para
comprender una via metabdlica de metano, como se describe, p. €j., en el documento WO 2016/138050, dado que las
bacterias acetdgenas no son capaces de usar metano de manera natural como fuente de carbono.

Un "anaerobio" es un microorganismo que no requiere oxigeno para su crecimiento. Un anaerobio puede reaccionar
negativamente o incluso morir si hay oxigeno por encima de un umbral determinado. Sin embargo, algunos anaerobios
son capaces de tolerar niveles bajos de oxigeno (p. €j., oxigeno al 0,000001-5 %). Normalmente, el microorganismo
de la invencién es un anaerobio. En una realizacion preferida, el microorganismo de la invenciéon es un anaerobio
identificado en la Tabla 1.

Los "acetdégenos" son bacterias anaerobias obligadas que utilizan la via de Wood-Ljungdahl como su mecanismo
principal para la conservacion de energia y para la sintesis de acetil-CoA y productos derivados de acetil-CoA, tales
como acetato (Ragsdale, Biochim Biophys Acta, 1784: 1873-1898, 2008). Los acetégenos utilizan la via de Wood-
Ljungdahl como un (1) mecanismo para la sintesis reductora de acetil-CoA a partir de COz2, (2) terminal de aceptacion
de electrones, proceso de conservacion de energia, (3) mecanismo para la fijacion (asimilacion) de CO: en la sintesis
de carbono celular (Drake, Acetogenic Prokaryotes, En: The Prokaryotes, 32 edicion, pag. 354, Nueva York, NY, 2006).
Todos los acetdégenos de origen natural son fijadores de C1, anaerobios, autétrofos y no metanétrofos. Normalmente,
el microorganismo de la invencién es un acetégeno. El microorganismo puede seleccionarse de un acetégeno
identificado en la Tabla 1.

Un "etanolégeno” es un microorganismo que produce o es capaz de producir etanol. Normalmente, el microorganismo
de la invencion es un etanoldgeno. El microorganismo puede seleccionarse de un etanolégeno identificado en la Tabla
1.

Un "autétrofo” es un microorganismo capaz de crecer sin carbono organico. En cambio, los autétrofos utilizan fuentes
de carbono inorganico, tales como CO y/o CO2. Normalmente, el microorganismo de la invencién es un autétrofo. El
microorganismo puede seleccionarse de un autétrofo identificado en la Tabla 1.

Un "carboxidétrofo” es un microorganismo capaz de utilizar CO como unica fuente de carbono y energia. Normalmente,
el microorganismo de la invencién es un carboxidétrofo. El microorganismo puede seleccionarse de un carboxidétrofo
identificado en la Tabla 1.

De manera mas amplia, el microorganismo de la invencidon puede seleccionarse de cualquier género o especie
identificado en la Tabla 1. Por ejemplo, el microorganismo puede ser un miembro de un género seleccionado del grupo
que consiste en Acetobacterium, Alkalibaculum, Blautia, Butyribacterium, Clostridium, Eubacterium, Moorella,
Oxobacter, Sporomusa y Thermoanaerobacter. En concreto, el microorganismo puede seleccionarse de una bacteria
precursora seleccionada del grupo que consiste en Acetobacterium woodii, Alkalibaculum bacchii, Blautia producta,
Butyribacterium methylotrophicum, Clostridium aceticum, Clostridium autoethanogenum, Clostridium carboxidivorans,
Clostridium coskatii, Clostridium drakei, Clostridium formicoaceticum, Clostridium ljungdabhlii, Clostridium magnum,
Clostridium ragsdalei, Clostridium scatologenes, Eubacterium limosum, Moorella thermautotrophica, Moorella
thermoacetica, Oxobacter pfennigii, Sporomusa ovata, Sporomusa silvacetica, Sporomusa sphaeroides y
Thermoanaerobacter Kiuvi.

En una realizacién preferida, el microorganismo de la invencién se selecciona del grupo de Clostridia que comprende
las especies Clostridium autoethanogenum, Clostridium coskatii, Clostridium ljungdahlii y Clostridium ragsdalei. Estas
especies fueron informadas y caracterizadas por primera vez por Abrini, Arch Microbiol, 161: 345-351,1994
(Clostridium autoethanogenum), Tanner, Int J System Bacteriol, 43: 232-236, 1993 (Clostridium ljungdahlii) y Huhnke,
documento WO 2008/028055 (Clostridium ragsdalei).

Estas especies tienen muchas similitudes. En concreto, todas estas especies son miembros fijadores de C1,
anaerobios, acetdégenos, etanolégenos y carboxidotrofos del género Clostridium. Estas especies tienen genotipos y
fenotipos y modos de conservacion de energia y metabolismo fermentativo similares. Asimismo, estas especies estan
agrupadas en el grupo | de homologia de ARNr de los clostridios con ADN de ARNr 16S que tiene una identidad mayor
del 99 %, tienen un contenido de G+C en el ADN de aproximadamente 22-30 % en moles, son grampositivas, tienen
una morfologia y un tamafio similares (células en crecimiento logaritmico entre 0,5-0,7 x 3-5 ym), son mesdfilas
(crecen de manera 6ptima a 30-37 °C), tienen intervalos de pH similares de aproximadamente 4-7,5 (con un pH éptimo
de aproximadamente 5,5-6), carecen de citocromos y conservan energia a través de un complejo de Rnf. Ademas, en
estas especies, se ha demostrado la reduccion de acidos carboxilicos en sus correspondientes alcoholes (Perez,
Biotechnol Bioeng, 110:1066-1077, 2012). Es importante destacar que, estas especies también muestran un fuerte
crecimiento autétrofo en gases que comprenden CO, producen etanol y acetato (o acido acético) como principales
productos de fermentacion y producen pequefas cantidades de 2,3-butanodiol y &cido lactico en determinadas
condiciones.

Sin embargo, estas tres especies también tienen diversas diferencias. Estas especies se aislaron de diferentes
fuentes: Clostridium autoethanogenum de intestino de conejo, Clostridium ljungdahlii de desechos de gallinero y
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Clostridium ragsdalei de sedimentos de agua dulce. Estas especies difieren en la utilizacién de diversos azucares (p.
ej., ramnosa, arabinosa), acidos (p. €j., gluconato, citrato), aminoacidos (p. €j., arginina, histidina) y otros sustratos (p.
ej., betaina, butanol). Asimismo, estas especies difieren en la auxotrofia de determinadas vitaminas (p. €j., tiamina,
biotina). Estas especies tienen diferencias en las secuencias de los acidos nucleicos y de aminoacidos de los genes y
proteinas de la via de Wood-Ljungdahl, aunque se ha comprobado que la organizacién general y el nimero de estos
genes y proteinas son idénticos en todas las especies (Kopke, Curr Opin Biotechnol, 22: 320-325, 2011).

Por tanto, resumiendo, muchas de las caracteristicas de Clostridium autoethanogenum, Clostridium coskatii,
Clostridium ljungdahlii o Clostridium ragsdalei, no son especificas de esa especie, sino que mas bien son
caracteristicas generales de este grupo de miembros fijadores de C1, anaerobios, acetdgenos, etanoldgenos y
carboxidotrofos del género Clostridium. Sin embargo, dado que estas especies son, de hecho, distintas, la modificacién
0 manipulacién genética de una de estas especies puede que no tenga el mismo efecto en otra de estas especies.
Por ejemplo, pueden observarse diferencias en el crecimiento, el rendimiento o la produccién del producto.

El microorganismo de la invencion también puede seleccionarse de un aislado o mutante de Clostridium
autoethanogenum, Clostridium coskatii, Clostridium ljungdahlii o Clostridium ragsdalei. Los aislados y mutantes de
Clostridium autoethanogenum incluyen JA1-1 (DSM10061) (Abrini, Arch Microbiol, 161: 345-351, 1994), LBS1560
(DSM19630) (documento WO 2009/064200) y LZ1561 (DSM23693) (documento WO 2012/015317). Los aislados y
mutantes de Clostridium ljungdahlii incluyen ATCC 49587 (Tanner, Int J Syst Bacteriol, 43: 232-236, 1993), PETCT
(DSM13528, ATCC 55383), ERI-2 (ATCC 55380) (documento US 5.593.886), C-01 (ATCC 55988) (documento US
6.368.819), O-52 (ATCC 55989) (documento US 6.368.819) y OTA-1 (Tirado-Acevedo, Production of bioethanol from
synthesis gas using Clostridium ljungdahlii, tesis doctoral, North Carolina State University, 2010). Los aislados y
mutantes de Clostridium ragsdalei incluyen Pl 1 (ATCC BAA-622, ATCC PTA-7826) (documento WO 2008/028055).

Preferentemente, el microorganismo de la invencidon no es fototrofo ni fotosintético. Preferentemente, el
microorganismo de la invencién no es metanétrofo.

Preferentemente, el microorganismo de la invencién no es miembro del género Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus,
Cupriavidus (Ralstonia), Rhizobium, Rhodospirillum o Pseudomonas. En concreto, preferentemente, el
microorganismo de la invencién no procede de Rhodospirillum rubrum, Bacillus cereus, Cupriavidus nacator
(anteriormente Ralstonia eutropha) o Pseudomonas putida Preferentemente, el microorganismo de la invencién no
procede de Escherichia coli.

Enzimas

"Enddgeno” o "natural" se refiere a un acido nucleico o a una proteina que esta presente o que se expresa en el
microorganismo de tipo silvestre o precursor del que procede el microorganismo de la invencion. Por ejemplo, un gen
enddégeno o una proteina endégena es un gen o una proteina que esta presente de manera natural en el
microorganismo de tipo silvestre o precursor del que procede el microorganismo de la invencién. La expresion de un
gen endogeno puede estar controlada por un elemento regulador exdgeno, tal como un promotor exégeno.

"Ex6geno” se refiere a un acido nucleico o a una proteina que se origina fuera del microorganismo de la invencion.
Por ejemplo, un gen exégeno o una enzima exdgena puede crearse artificialmente o de forma recombinante e
introducirse o expresarse en el microorganismo de la invenciéon. También se puede aislar un gen exdgeno o una
enzima exdgena de un microorganismo heterélogo e introducirse o expresarse en el microorganismo de la invencion.
Los acidos nucleicos exégenos pueden adaptarse para integrarse en el genoma del microorganismo de la invencion
0 para permanecer en un estado extracromosomico en el microorganismo de la invencion, por ejemplo, en un plasmido.

"Heterdlogo" se refiere a un acido nucleico o a una proteina que no esta presente en el microorganismo de tipo silvestre
o precursor del que procede el microorganismo de la invencién. Por ejemplo, un gen heterélogo o una enzima
heterdloga puede proceder de una cepa o de una especie diferente e introducirse o expresarse en el microorganismo
de la invencién.

Las enzimas que (a) convierten acetil-CoA en acetoacetil-CoA, (b) convierten acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA
o (c) convierten 3-hidroxibutiri-CoA en PHB, segun la reivindicacién 1, son heterdlogas (es decir, no naturales) para
la bacteria.

Como se usa en el presente documento, "expresion” se refiere al proceso por el cual un polinucleétido se transcribe a
partir de un molde de ADN (tal como en un ARNm u otro transcrito de ARN) y/o el proceso por el cual un ARNm
transcrito se traduce posteriormente en péptidos, polipéptidos o proteinas.

"Actividad enzimatica", o simplemente "actividad", se refiere, en lineas generales, a actividad enzimatica, incluyendo,
aunque sin limitacion, la actividad de una enzima, la cantidad de una enzima o la disponibilidad de una enzima para
catalizar una reaccion. Por consiguiente, "aumentar" la actividad enzimatica incluye aumentar la actividad de una
enzima, aumentar la cantidad de una enzima o aumentar la disponibilidad de una enzima para catalizar una reaccion.
De forma similar, "disminuir" la actividad enzimatica incluye disminuir la actividad de una enzima, disminuir la cantidad
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de una enzima o disminuir la disponibilidad de una enzima para catalizar una reaccion.

"Optimizacién de codones" se refiere a la mutacién de un acido nucleico, tal como un gen, para la traduccion optimizada
0 mejorada del acido nucleico en una cepa o especie particular. La optimizacion de codones puede dar como resultado
velocidades de traduccion mas rapidas o una mayor precision de traduccion. Los genes de la invencion pueden tener
codones optimizados para su expresion en Clostridium, en particular, Clostridium autoethanogenum, Clostridium
coskatii, Clostridium ljungdahlii o Clostridium ragsdalei. Como se usa en el presente documento, las expresiones
"codones optimizados" y "codones adaptados" pueden utilizarse indistintamente.

El término "variantes" incluye acidos nucleicos y proteinas cuya secuencia varia de la secuencia de un &cido nucleico
y una proteina de referencia, tal como una secuencia de un acido nucleico y una proteina de referencia desvelados
en la técnica anterior o ilustrados en el presente documento. Los acidos nucleicos o las proteinas variantes realizan
sustancialmente la misma funcién que el acido nucleico o la proteina de referencia. Por ejemplo, una proteina variante
puede realizar sustancialmente la misma funcioén o catalizar sustancialmente la misma reacciéon que una proteina de
referencia. Un gen variante puede codificar la misma o sustancialmente la misma proteina que un gen de referencia.
Un promotor variante puede tener sustancialmente la misma capacidad para promover la expresion de uno 0 mas
genes como un promotor de referencia.

Dichos &acidos nucleicos o proteinas pueden denominarse en el presente documento "variantes funcionalmente
equivalentes". A modo de ejemplo, las variantes funcionalmente equivalentes de un acido nucleico pueden incluir
variantes alélicas, fragmentos de un gen, genes mutados, polimorfismos y similares. Los genes homoélogos de otros
microorganismos también son ejemplos de variantes funcionalmente equivalentes. Estos incluyen genes homaélogos
en especies tales como Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii o Clostridium ljungdahlii, cuyos detalles
estan disponibles al publico en paginas web tales como Genbank o NCBI. Las variantes funcionalmente equivalentes
también incluyen acidos nucleicos cuya secuencia varia como resultado de la optimizaciéon de codones de un
microorganismo particular. Una variante funcionalmente equivalente de un acido nucleico tendra preferentemente al
menos aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %, aproximadamente un
90 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 98 %, o mas, de identidad de secuencia del acido nucleico
(porcentaje de homologia) con el acido nucleico de referencia. Una variante funcionalmente equivalente de una
proteina tendré preferentemente al menos aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente
un 85 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 98 %, o mas, de identidad de
aminoacidos (porcentaje de homologia) con la proteina de referencia. La equivalencia funcional de un acido nucleico
o proteina variante puede evaluarse usando cualquier método conocido en la técnica.

Las enzimas descritas en el presente documento se expresan normalmente a partir de un acido nucleico que se ha
introducido en el microorganismo de la invencion. Los &cidos nucleicos pueden suministrarse a un microorganismo de
la invencién usando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, los &cidos nucleicos pueden suministrarse
como acidos nucleicos desnudos o pueden formularse con uno o mas agentes, tales como liposomas. Los acidos
nucleicos pueden ser ADN, ARN, ADNc o combinaciones de los mismos, segun sea apropiado. En determinadas
realizaciones pueden utilizarse inhibidores de restriccion. Los vectores adicionales pueden incluir plasmidos, virus,
bacteriéfagos, cosmidos y cromosomas artificiales. En una realizacion preferida, los acidos nucleicos se suministran
al microorganismo de la invencidon usando un plasmido. A modo de ejemplo, la transformacién (incluyendo
transduccion o transfeccion) puede conseguirse mediante electroporacion, ultrasonido, transformacion mediada por
polietilenglicol, competencia quimica o natural, transformacion de protoplastos, induccién de profagos o conjugacion.
En determinadas realizaciones que tienen sistemas activos de enzimas de restriccion, puede ser necesario metilar un
acido nucleico antes de la introduccién del acido nucleico en un microorganismo.

Asimismo, los acidos nucleicos pueden disefiarse para que comprendan un elemento regulador, tal como un promotor,
para aumentar, o controlar de otro modo, la expresion de un acido nucleico concreto. El promotor puede ser un
promotor constitutivo o un promotor inducible. Idealmente, el promotor es un promotor de la via de Wood-Ljungdahl,
un promotor de ferredoxina, un promotor de piruvato:ferredoxina oxidorreductasa, un promotor del operén del complejo
Rnf, un promotor del operén de ATP sintasa o un promotor del operén de fosfotransacetilasa/acetato cinasa.

Sustratos

"Sustrato" se refiere a una fuente de carbono y/o de energia para el microorganismo de la invencién. Normalmente, el
sustrato es gaseoso y comprende una fuente de carbono C1, por ejemplo, CO y/o CO-. Preferentemente, el sustrato
comprende una fuente de carbono C1 de CO o CO + CO:.. El sustrato puede comprender ademas otros componentes
que no sean carbono, tales como Hz, N2 o electrones.

El sustrato generalmente comprende al menos alguna cantidad de CO, tal como aproximadamente 1, 2, 5, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 % en moles de CO. El sustrato puede comprender un intervalo de CO, tal como
aproximadamente 20-80, 30-70 o 40-60 % en moles de CO. Preferentemente, el sustrato comprende
aproximadamente 40-70 % en moles de CO (p. €j., gas de aceria o alto horno), aproximadamente 20-30 % en moles
de CO (p. €j., gas de horno de oxigeno basico) o aproximadamente 15-45 % en moles de CO (p. €j., sintegas). El
sustrato puede comprender una cantidad relativamente baja de CO, tal como aproximadamente 1-10 o 1-20 % en
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moles de CO. El microorganismo de la invenciéon normalmente convierte al menos una parte del CO del sustrato en
un producto. Es posible que el sustrato no comprenda o no comprenda sustancialmente (<1 % en moles) CO.

El sustrato puede comprender alguna cantidad de Hz. Por ejemplo, el sustrato puede comprender aproximadamente
1, 2, 5, 10, 15, 20 o 30 % en moles de Hz. El sustrato puede comprender una cantidad relativamente alta de Ho, tal
como aproximadamente 60, 70, 80 0 90 % en moles de Hz. Es posible que el sustrato no comprenda o no comprenda
sustancialmente (<1 % en moles) Ha.

El sustrato puede comprender alguna cantidad de CO2. Por ejemplo, el sustrato puede comprender aproximadamente
1-80 0 1-30 % en moles de CO:x. El sustrato puede comprender menos de aproximadamente 20, 15, 10 0 5 % en moles
de CO:a. Es posible que el sustrato no comprenda o no comprenda sustancialmente (<1 % en moles) COx.

El crecimiento de una cepa productora de PHB puede compararse con el de una cepa de control ("plasmido vacio" o
"EP" por las siglas del inglés empty plasmid") usando dos mezclas de gases diferentes que contengan CO y CO2 con
un 20 % de Hz parecido al sintegas (50 % de CO, 20 % de COz, 20 % de Hz, 10 % de Argdn), denominadas condiciones
"PHB20" y "EP20", respectivamente, 0 2 % de H2 parecido al gas residual de aceria (50 % de CO, 20 % de COz2, 2 %
de Hz, 28 % de Nitrégeno), denominadas condiciones "PHB2" y "EP2", respectivamente.

Aunque el sustrato es normalmente gaseoso, el sustrato también puede proporcionarse en formas alternativas. Por
ejemplo, el sustrato puede disolverse en un liquido saturado con un gas que comprenda CO usando un generador de
dispersién de microburbujas. A modo de ejemplo adicional, el sustrato puede adsorberse sobre un soporte sélido.

El sustrato y/o la fuente de carbono C1 puede ser un gas residual obtenido como subproducto de un proceso industrial
o de alguna otra fuente, tal como los de los gases de escape de los automdviles o la gasificacion de biomasa. El
proceso industrial puede seleccionarse del grupo que consiste en la fabricacion de productos de metales ferrosos,
tales como la fabricacidon de una aceria, fabricacion de productos no ferrosos, refinado de petréleo, gasificacion de
carbén, produccion de energia eléctrica, produccion de negro de carbdn, producciéon de amoniaco, produccion de
metanol y fabricacion de coque. El sustrato y/o la fuente de carbono C1 puede capturarse a partir del proceso industrial
antes de ser emitido a la atmésfera, usando cualquier método conveniente.

El sustrato y/o la fuente de carbono C1 puede ser sintegas, tal como el sintegas obtenido por gasificacion de carbon
o residuos de refineria, gasificacion de biomasa o material lignocelulésico o reformado de gas natural. El sintegas
puede obtenerse de la gasificacion de residuos sélidos urbanos o residuos sélidos industriales.

La composicion del sustrato puede tener un impacto significativo sobre la eficacia y/o el coste de la reacciéon. Por
ejemplo, la presencia de oxigeno (O2) puede reducir la eficacia de un proceso de fermentacién anaerobia.
Dependiendo de la composicién del sustrato, puede ser deseable tratar, lavar o filtrar el sustrato para eliminar cualquier
impureza no deseable, tales como toxinas, componentes no deseados o particulas de polvo y/o aumentar la
concentracion de componentes deseables.

En determinadas realizaciones, la fermentacion o el cultivo se realiza sin sustratos hidrocarbonados, tales como
azucar, almidén, lignina, celulosa o hemicelulosa.

Como se usa en el presente documento, la expresion "PHBMcB" se usa para referirse a experimentos con una menor
concentracion de biomasa en estado de equilibrio, tal como una concentracion de biomasa 3 veces menor en estado
de equilibrio. Como se usa en el presente documento, la expresién "PHBpH5,5" se utiliza para referirse a experimentos
realizados a un pH de 5,5. Véase la figura 8.

Productos
El microorganismo de la invencién se cultiva para producir PHB.

ElI PHB es un polimero de mondmeros de 3-hidroxibutirato. EI PHB producido segun el proceso de la invencién, puede
comprender cualquier numero de mondmeros de 3-hidroxibutirato, por ejemplo, aproximadamente 10-1 000 000
mondmeros. Como ejemplos adicionales, el PHB puede comprender aproximadamente 10-100 000 mondémeros, 100-
100 000 mondémeros, 100-10 000 mondémeros, 500-5 000 mondémeros, 1 000-10 000 mondmeros o 5 000-20 000
monomeros. Se prefiere que el PHB comprenda aproximadamente 100-12 000 mondmeros.

El peso molecular del PHB producido por la bacteria de la invencién puede estar en el intervalo de aproximadamente
1000-100 000 000 Da. Por ejemplo, el peso molecular del PHB puede ser de aproximadamente 1 000-10 000 Da,
10 000-1 000 000 Da, 10 000-10 000 000 Da o 10 000 000-100 000 000 Da. Preferentemente, el peso molecular del
PHB puede ser de aproximadamente 1 000-1 000 000 Da, tal como 10 000-100 000 Da, 10 000-500 000 Da, 100 000-
500 000 Da, 300 000-800 000 Da o 500 000-1 000 000 Da.

La produccion de PHB se refiere frecuentemente como un porcentaje del peso celular seco. El microorganismo de la
invencion puede producir, por ejemplo, 0,005-0,995 % en peso de PHB. Preferentemente, el microorganismo de la
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invencién produce aproximadamente 0,01 % en peso, 0,1 % en peso, 0,5 % en peso, 1 % en peso, 1,5 % en peso,
2 % en peso, 3 % en peso, 5 % en peso, 10 % en peso, 20 % en peso, 30 % en peso, 40 % en peso, 50 % en peso,
60 % en peso, 70 % en peso, 80 % en peso, 90 % en peso o0 95 % en peso de PHB.

Las caracteristicas fisicas del PHB son muy conocidas en la técnica. Como aproximacion, el PHB tiene un modulo de
Young de 1 497-3 500 MPa, una resistencia a la traccion de 18-43 MPa, un alargamiento a la rotura de 1,9-45 %, una
cristalinidad de 60-80 %, una temperatura de fusion de 162-180 °C, una temperatura de cristalizacion de 45-116 °C
y/o una temperatura de transicion vitrea de -1,2-10 °C.

Ademas, pero no incluido en las reivindicaciones, el microorganismo de la invenciéon también puede ser capaz de
producir o puede disefiarse para ser capaz de producir otros productos, tales como etanol (documento WO
2007/117157), acetato (documento WO 2007/117157), butanol (documentos WO 2008/115080 y WO 2012/053905),
butirato (documento WO 2008/115080), 2,3-butanodiol (documentos WO 2009/151342 y WO 2016/094334), lactato
(documento WO 2011/112103), buteno (documento WO 2012/024522), butadieno (documento WO 2012/024522),
metil etil cetona (2-butanona) (documentos WO 2012/024522 y WO 2013/185123), etileno (documento WO
2012/026833), acetona (documento WO 2012/115527), isopropanol (documento WO 2012/115527), lipidos
(documento WO 2013/036147), 3-hidroxipropionato (3-HP) (documento WO 2013/180581), isopreno (documento WO
2013/180584), acidos grasos (documento WO 2013/191567), 2-butanol (documento WO 2013/185123), 1,2-
propanodiol (documento WO 2014/036152), 1-propanol (documento WO 2014/0369152) y productos derivados del
corismato (documento WO 2016/191625). Ademas de uno o mas productos diana, el microorganismo de la invencién
también puede ser capaz de producir etanol, acetato y/o 2,3-butanodiol. La propia biomasa microbiana puede
considerarse como un producto.

Preferentemente, el microorganismo de la invencién no es capaz de degradar el PHB. Los organismos que producen
de manera natural PHB y otros polihidroxialcanoatos generalmente sintetizan los polimeros como material de
almacenamiento de carbono cuando otros nutrientes (p. €j., nitrdgeno y fésforo) son limitantes y hay un exceso de
carbono. Después, estos organismos pueden despolimerizar/degradar los polimeros cuando se repone el nutriente
limitante para tener acceso al carbono almacenado. Con el fin de maximizar la producciéon de PHB, productores no
naturales, tales como los microrganismos de la presente invencién, a menudo tienen la ventaja de no ser capaces de
degradar enzimaticamente los polimeros una vez que se producen. Basicamente, esto bloquea el carbono de los
polimeros de forma permanente y puede aumentar el rendimiento.

"Selectividad" se refiere a la relacion de la produccion de un producto diana respecto a la produccién de todos los
productos de fermentacion producidos por un microorganismo. El microorganismo de la invencién se puede disenar
para producir PHB con una cierta selectividad o con una selectividad minima. EI PHB puede representar al menos
aproximadamente un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 50 % o 75 % de todos los productos de fermentacién producidos
por el microorganismo de la invencion. EI PHB puede suponer al menos un 10 % de todos los productos de
fermentacién producidos por el microorganismo de la invencion, de manera que el microorganismo de la invencion
tenga una selectividad por el PHB de al menos un 10 %. El PHB puede suponer al menos un 30 % de todos los
productos de fermentacion producidos por el microorganismo de la invencién, de manera que el microorganismo de la
invencion tenga una selectividad por el PHB de al menos un 30 %.

Fermentacion

La invencion también proporciona un método de produccion de PFH que comprende, cultivar el microorganismo de la
invencién en presencia de un sustrato gaseoso, de modo que el microorganismo produce PHB. El sustrato gaseoso
generalmente comprende uno o mas de CO, CO2 y Ha.

Normalmente, el cultivo se realiza en un biorreactor. El término "biorreactor" incluye un dispositivo de
cultivo/fermentacion que consiste en uno o mas recipientes, torres o estructuras de tuberias, tal como un reactor de
tanque con agitacion continua (CSTR, continuous stirred tank reactor), un reactor de células inmovilizadas (ICR,
immobilized cell reactor), un reactor de lecho percolador (TBR, trickle bed reactor), una columna de burbujeo, un
fermentador de elevacion de gases, un mezclador estatico u otro recipiente u otro dispositivo adecuado para el
contacto gas-liquido. El biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento y un segundo reactor de
cultivo/fermentacion. El sustrato se puede proporcionar a uno de estos reactores o a ambos. Como se usa en el
presente documento, los términos "cultivo" y "fermentacién” se utilizan indistintamente. Estos términos abarcan tanto
la fase de crecimiento como la fase de biosintesis del producto del proceso de cultivo/fermentacion.

El cultivo generalmente se mantiene en un medio de cultivo acuoso que contiene nutrientes, vitaminas y/o minerales
suficientes para permitir el crecimiento del microorganismo. Preferentemente, el medio de cultivo acuoso es un medio
de crecimiento microbiano anaerobio, tal como un medio de crecimiento microbiano anaerobio minimo. En la técnica
se conocen bien medios adecuados.

Es deseable que el cultivo se lleve a cabo en condiciones apropiadas para la produccion de PHB. Normalmente, el

cultivo se realiza en condiciones anaerobias. Las condiciones de reaccion a tener en cuenta incluyen presion (o presion
parcial), temperatura, caudal de gas, caudal de liquido, pH de los medios, potencial redox de los medios, velocidad de
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agitacion (en caso de utilizar un reactor de tanque con agitacién continua), nivel de indculo, concentraciones maximas
de sustrato gaseoso para garantizar que, en la fase liquida, el gas no se vuelve limitante y concentraciones maximas
del producto para evitar la inhibicion del producto.

El funcionamiento de un biorreactor a presiones elevadas, permite aumentar la tasa de transferencia de masa de gas
de la fase gaseosa a la fase liquida. Por consiguiente, generalmente es preferible realizar la fermentacion a presiones
mas altas que la presion atmosférica. Ademas, dado que una determinada tasa de conversion de gas es en parte una
funcién del tiempo de retencion del sustrato y que el tiempo de retenciéon dictamina el volumen requerido de un
biorreactor, el uso de sistemas presurizados puede reducir en gran medida el volumen del biorreactor necesario y, en
consecuencia, el coste de capital del equipo de fermentacion. A su vez esto significa que el tiempo de retencion,
definido como el volumen liquido del biorreactor dividido entre el caudal de gas de entrada, puede reducirse cuando
los biorreactores se mantienen a presion elevada, en vez de a presion atmosférica. Las condiciones de reaccion
optimas dependeran en parte del microorganismo particular utilizado. Sin embargo, en general, es preferible llevar a
cabo la fermentacion a presiones mas altas que la presién atmosférica. Ademas, dado que una determinada tasa de
conversion de gas es en parte una funcion del tiempo de retencion del sustrato y que conseguir un tiempo de retencion
deseado, a su vez, dictamina el volumen necesario de un biorreactor, el uso de sistemas presurizados puede reducir
en gran medida el volumen necesario del biorreactor y en consecuencia, el coste de capital del equipo de fermentacion.

En determinadas realizaciones, la fermentacioén se realiza sin luz o con una cantidad de luz insuficiente para satisfacer
las necesidades energéticas de los microorganismos fotosintéticos o fototrofos.

Los métodos de la invencién pueden implicar ademas la separacion o purificacion de PHB. El PHB se puede separar
o purificar utilizando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, pueden recogerse células por precipitacion
(Chen, Appl Microbiol Biotechnol, 57: 50-55, 2001) o separacién continua (Elbahloul, Appl Environ Microbiol, 75: 643-
651, 2009; Heinrich, AMB Express, 2: 59, 2012) seguido de liofilizacion. Después de la liofilizacién, el polimero puede
eliminarse de las células con materiales tales como acetato de etilo (Chen, Appl Microbiol Biotechnol, 57: 50-55, 2001),
acetona (Elbahloul, Appl Environ Microbiol, 75: 643-651, 2009), o hipoclorito de sodio (Heinrich, AMB Express, 2: 59,
2012). A continuacion, el polimero puede eliminarse de la masa celular residual/solubilizada. Se han publicado y
desarrollado un gran numero de procesos alternativos para la purificacion de polihidroxialcanoatos, pero aun no se
han establecido para la purificacion a gran escala (Kunasundari, Express Polym Lett, 5, 620-634, 2011).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion.

Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra la construccion de un microorganismo de Wood-Ljungdahl capaz de sintetizar PHB.

Genes de la via de PHB (phaC, phaA y phaB) de C. necator (SEQ ID NO: 1, 4 y 7) se introdujeron en C.
autoethanogenum, un microorganismo de Wood-Ljungdahl que no produce PHB de manera natural. Cabe destacar
que, estas especies tienen diferencias significativas en cuanto al contenido cromosémico de GC. Especificamente, C.
necator tiene un contenido de GC de 66 % (Pohimann, Nat Biotechnol, 24: 1257-1262, 2006) y C. autoethanogenum
tiene solo un contenido de GC de 31 % (Brown, Biotechnol Biofuels, 7: 40, 2014). Anticipando los problemas de
expresion génica basados en el uso de codones, las secuencias de los genes de PHB de C. necator se adaptaron a
los codones para que se ajustaran mejor a un perfil de expresion més alto para las proteinas de C. autoethanogenum.
Los genes, con secuencias novedosas (SEQ ID NO: 3, 6 y 9) que codifican las mismas proteinas que las de C. necator,
se sintetizaron y ensamblaron en el vector de expresion pMTL83157 (SEQ ID NO: 10). Este plasmido es similar al de
la serie pMTL8000 (Heap, J Microbiol Methods, 78: 79-85, 2009) con un promotor natural de Wood-Ljungdahl tomado
de C. autoethanogenum para impulsar la transcripcion génica. Los genes se colocaron secuencia abajo del promotor
en el mismo orden en que aparecian en el genoma de C. necator: phaC, phaA 'y phaB. También se utilizé un marcador
de seleccidon de antibiéticos, catP. El plasmido resultante se denominé pPHB_01 (SEQ ID NO: 11) (figura 2). El
plasmido pPHB_01 se insert6 en C. autoethanogenum por conjugacion bacteriana utilizando la cepa HB101 de E. coli,
como se describe en cualquier otro lugar (Mock, J Bacteriol, 197: 2965-2980, 2015). Por separado, para actuar como
un control negativo, un plasmido pMTL83157 "vacio" se inserté en C. autoethanogenum. Después, estas cepas se
usaron para probar la produccién de PHB a partir de sustratos gaseosos.

En una realizacion preferida, el microorganismo comprende una enzima que convierte aceil-CoA en acetoacetil-CoA
que comprende una enzima que tiene una identidad de secuencia de al menos 80 % con la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 2, la enzima que convierte acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA comprende una enzima
que tiene una identidad de secuencia de al menos 80 % con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
5, y/o la enzima que convierte 3-hidroxibutiril-CoA en polihidroxibutirato comprende una enzima que tiene una identidad
de secuencia de al menos 80 % con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8.
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Ejemplo 2
Este ejemplo demuestra la produccion de PHB a partir de sustratos gaseosos en frascos Schott.

Las cepas construidas en el Ejemplo 1 se cultivaron en lotes pequefios para probar la producciéon de PHB. Todo el
trabajo se realiz6 en estrictas condiciones anaerobias (Hungate, Methods in microbiology, paginas 117-132, Academic
Press, Nueva York, NY, 1969). Se inocularon con las cepas frascos Schott a presion que contenian medio PETC
modificado (Képke, Appl Environ Microbiol, 77: 5467-5475, 2011) con tiamfenicol para la retencion del plasmido y
acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico para el amortiguamiento, y se afiadié a los frascos gas compuesto por CO, COz,
Hz2 y N2 (al 50, 18, 3 y 29 %, respectivamente) como uUnica fuente de carbono a 21 psi. Los cultivos se cultivaron a
37 °C con agitacion rotatoria.

El crecimiento celular se controlé periédicamente hasta que los cultivos entraron en fase estacionaria. Al finalizar el
crecimiento, las células ya no se manipularon en condiciones anaerobias. Las células se recogieron mediante
centrifugacion, sus sobrenadantes se desecharon, se congelaron a -20 °C y se secaron mediante liofilizacion.

El rendimiento de PHB se calculé mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de manera similar a la
descrita en cualquier otro lugar (Karr, Appl Environ Microbiol, 46, 1339-1344, 1983). Resumiendo, las células secas
se trataron con acido sulfdrico concentrado y se calentaron para convertir el PHB en acido croténico. Las muestras se
enfriaron, diluyeron, filtraron y analizaron mediante HPLC con un detector UV-Vis para cuantificar el acido croténico.
En la figura 3 se resumen los resultados de la produccion inicial de PHB, que muestra la produccion satisfactoria de
~1,15 % en peso de PHB en un microorganismo de Wood-Ljungdahl.

Sin embargo, dados los bajos rendimientos, en comparacion con productores naturales, tales como Cupriavidus and
Pseudomonas, que son capaces de sintetizar polimeros como PHB de manera que representen mas del 90 % de su
peso, parece que la sintesis de PHB a partir de gas en los microorganismos de Wood-Ljungdahl no es tan sencilla
como en los productores naturales que crecen en sustratos no gaseosos. Sin desear quedar ligado a teoria alguna en
particular, los inventores postulan que la producciéon de PHB en microorganismos de Wood-Ljungdahl, puede requerir
una adaptacién de codones para superar las diferencias en la preferencia de pH, requerimientos de oxigeno, usos de
sustrato, etc. entre los microorganismos de Wood-Ljungdahl y los productores naturales de PHB.

Después de lograr la sintesis de PHB en C. autoethanogenum a partir de sustratos gaseosos, el trabajo descrito
anteriormente se repitid con condiciones de crecimiento alteradas en un esfuerzo por explorar las condiciones que
pueden favorecer/mejorar el rendimiento de PHB. En concreto, se realizaron experimentos para repetir las condiciones
descritas anteriormente (condicion 1, figura 4A), para cambiar la composicion del gas a 50/30/10/10 CO/CO2/H2/N2
(condicion 2, figura 4B), prolongar la incubacién del cultivo a la fase estacionaria (condicién 3, figura 4C) y renovar
periodicamente el gas en los frascos (condicion 4, figura 4D). Como se muestra en las figuras 4A-4D, el crecimiento
fue similar tanto para la cepa modificada como para la cepa de control en todas las condiciones probadas.

Las células se recogieron y analizaron para determinar la produccion de PHB como se describe anteriormente. Los
resultados se representan en la figura 5, que muestra una produccion de ~1,65 % en peso de PHB en la condicién 1,
~1,50 % en peso de PHB en la condicion 2, ~1,50 % en peso de PHB en la condicion 3 y ~0,85 % en peso de PHB en
la condicion 4.

Ejemplo 3
Este ejemplo demuestra la producciéon de PHB a partir de sustratos gaseosos en una fermentacion continua.

La cepa construida en el Ejemplo 1 se probd con fermentacion continua utilizando gas como fuente principal de
carbono, en condiciones similares a las descritas en Valgepea, Cell Syst, 4: 505-515, 2017. De manera similar a la de
los experimentos realizados en frascos Schott, los cultivos continuos se cultivaron y manipularon en condiciones
anaerobias. A diferencia de los frascos Schott, los cultivos se cultivaron de manera continua durante aproximadamente
20 dias con alimentacién constante de medios. Se utilizaron dos composiciones de gas diferentes para el crecimiento
y la produccion de PHB: 50/20/20/10 CO/COz2/H2/Ar y 50/20/2/28 CO/CO2/H2/N2. La captacion de gas se controld
mediante espectrometria de masas (MS, mass spectrometry) y se tomaron muestras periédicamente para cuantificar
los metabolitos liquidos mediante HPLC.

El PHB no se cuantificd hasta la finalizacion de la fermentaciéon continua. De manera similar a los experimentos
realizados en frascos Schott, las células se recogieron mediante centrifugacion, se congelaron y se secaron mediante
liofilizacion. Posteriormente, las células secas se analizaron para detectar PHB mediante tratamiento con acido
sulfdrico y calor para convertir el PHB en acido crotonico. A continuacion, se llevé a cabo la cuantificacion de PHB
mediante HPLC. En la figura 6 se muestran los resultados de la produccidon de PHB en la fermentacion continua. En
concreto, los microorganismos cultivados en hidrégeno gaseoso al 20 % produjeron ~0,45 % en peso de PHB y los
microorganismos cultivados en hidrégeno gaseoso al 2 % produjeron ~025 % en peso de PHB.

Ejemplo 4

Este ejemplo demuestra la optimizacion del fermentador para aumentar la produccién de PHB.
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Se probaron varias condiciones dentro de fermentaciones continuas para aumentar el contenido de PHB en las células.
Las reservas de acetil-CoA y NADPH aumentaban a menores concentraciones de biomasa (Valgepea, Cell Syst., 4:
505-515, 2017). Por lo tanto, se probd si una menor concentracién de biomasa en estado de equilibrio daria como
resultado una mayor cantidad de PHB aumentando las concentraciones de las reservas de acetil-CoA y NADPH. La
disminucion de la tasa de captacion de CO vy, por extension, de la concentracion de biomasa en el fermentador,
demostré aumentar el flujo de recursos celulares hacia el PHB (figura 7).

Otro factor que aumenté el PHB fue el pH. A un pH mas alto, menos acido acético se difundiria y desacoplaria la fuerza
motriz de protones (PMF, proton motive force) (Valgepea, Cell Syst., 4: 505-515, 2017). Por lo tanto, se probd si
aumentar el pH de 5 a 5,5 o 6 consumiria menos energia para mantener la PMF. La energia adicional disponible
proporcionaria ATP adicional para respaldar la produccién de PHB al reducir la produccién de acetato necesaria para
la produccion de ATP. Cambiar el pH de 5,0 a 5,5 0 6,0 dio como resultado una mayor produccién de PHB (~12,5
veces a pH 5,5). Sin embargo, es dificil mantener un valor de pH de 6,0, ya que C. autoethanogenum crece de manera
Optima a un pH mas acido.

Ejemplo 5

Este ejemplo demuestra cambios a nivel transcripcional y del metaboloma cuando se produce PHB, en comparacion
con la cepa de control (plasmido vacio).

El analisis de los datos del transcriptoma de la secuenciacion del ARN se baso en una secuencia de comandos (script)
en R publicada anteriormente

(Valgepea, Cell Syst., 4: 505-515, 2017) con las siguientes modificaciones: uso de la secuencia de referencia
CP006763.1 del NCBI de C. autoethanogenum y su genoma anotado descrito en Brown, Biotechnol. Biofuels, 7: 40,
2014; adicion de la secuencia de nucleétidos de los tres genes de PHB (SEQ ID NO: 3, 6, 9).

Para realizar el analisis estadistico de los datos de metabolémica intracelular, se utilizé un paquete de metaboldmica
disponible en R (Livera y Bowne, R package, 2014). Esta secuencia de comandos normaliza e integra los datos de
metaboldmica en un ajuste de modelo lineal (De Livera, Anal. Chem., 84: 10768-10776, 2012). Las concentraciones
de metabolitos intracelulares se normalizaron por biomasa (umol/g de PCS) antes de importar los datos a la secuencia
de comandos. Para el analisis estadistico de los datos del metaboloma se usé un ajuste de modelo lineal utilizando
datos estadisticos corrientes (es decir, no bayesianos) (De Livera, Anal. Chem., 84: 10768-10776, 2012; De Livera,
Metabolomics Tools for Natual Product Discovery, 2013).

Aunque no se suministrd arginina, se observo una regulacién positiva de la via de la arginina desiminasa, una via
alternativa encontrada para proporcionar ATP en acetégenos (Valgepea, Metab. Eng. 41: 202-211, 2017) (valor de q
<0,01): arginina desiminasa (CAETHG_3021, ~7 veces); ornitina carbamoiltransferasa (CAETHG_3022, ~6 veces);
carbamato cinasa (CAETHG 3025, ~3,3 veces). Ademas, tres genes que codificaban el complejo Rnf, que forma parte
del complejo de conservacion de energia en acetdégenos (Schuchmann y Miller, Nat. Rev. Microbiol. 12: 809-821,
2014), mostraron un aumento de ~2 veces en la cepa de PHB: (CAETHG 3231, valor de q=0,02; CAETHG_3228, valor
de q=0,04 y CAETHG_3230, valor de q=0,03). Estas observaciones resaltan cambios en el metabolismo energético
debido a la produccién heteréloga. Ademas, la expresion de dos genes de la via de Wood-Ljungdahl (WLP) que
codifican la CO deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa (CAETHG_1610, ~1,4 veces; CAETHG_1611, ~1,2 veces) y un
gen que codifica una (FeFe)-hidrogenasa (CAETHG_1691, ~2,5 veces) se reguld positivamente en la cepa de PHB.
Estos cambios pueden reflejar el aumento necesario para la produccion de acetil-CoA y NADPH para la produccion
de PHB (figura 1).

A nivel del metaboloma, la cepa de PHB tenia una relacion NADH/NAD* intracelular mas alta en comparacion con el
EP. Esto sugiere posibles cambios en el estado redox después de la expresién de PHB. La produccién de acetato, el
principal subproducto natural del metabolismo de C. autoethanogenum (Abrini, Arch. Microbiol., 161: 345-351, 1994;
Marcellin, Green Chem., 18: 3020-3028, 2016), disminuy6 en comparacion con la de la cepa de EP en sintegas (valor
de p <0,01; prueba de la ¢ bilateral con la misma varianza). No se observé ningin cambio en el gas residual de aceria.

Ejemplo 6

Este ejemplo muestra los resultados de reconstrucciones de modelos metabdlicos a escala gendémica (GEM, genome-
scale metabolic). Se utilizé el modelo metabdlico a escala gendmica GEM iCLAU786 (Valgepea, Cell Syst., 4: 505-
515, 2017) con la adicién de la via de PHB. Se realizaron simulaciones para la cepa de PHB cultivada en sintegas en
todas las condiciones indicadas anteriormente.

Las simulaciones de flujo confirmaron que se disipaba menos COz2 en las condiciones con mayor PHB (es decir, "menor
concentracion de biomasa" y a un "pH de 5,5"). Ademés, como se ha observado anteriormente (Valgepea, Cell Syst.,
4:505-515, 2017), estas simulaciones también mostraron que el COz2 se redujo directamente a formiato por Hz a través
de la actividad de la formiato-H2 liasa del complejo enzimatico de la hidrogenasa-formiato deshidrogenasa con
bifurcacion de electrones (HytA-E/FdhA) (Wang, J. Bacteriol., 195: 4373-4386, 2013). Esto ofrece una ventaja sobre
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la reduccién de CO: por la formiato deshidrogenasa consumidora de redox, porque durante la reducciéon de COz en la
via de WLP (Wood-Ljungdah), no se consume redox utilizando el antiguo complejo enzimatico. También se observé
que en los experimentos de "Baja concentracién de biomasa" y "pH de 5,5", se conseguia equilibrar la cantidad total
de ferredoxina reducida aumentando o disminuyendo el flujo de algunas reacciones clave, como la reaccion de
bifurcacion de la AOR (aldehido ferredoxina oxidorreductasa), del complejo de Nfn o de la metileno THF reductasa,
en comparacion con el control (PHB20).

Sorprendentemente, la condicién de "control" (PHB20) tenia, informaticamente, menor coste de mantenimiento de
ATP (mmol/g de PCS/h) y costes de mantenimiento de ATP a partir de la produccion total de ATP (% de mATP) en
comparacion con la condicién "PHBpHS5,5".

También se procesaron simulaciones para determinar si el ATP, NADH NADPH o la ferredoxina reducida (Fdred)
estaban limitando la produccién de PHB. Las simulaciones mostraron que, cuando se proporcionaba ATP, la
produccién de PHB (mmol/g de PCS/h) alcanzaba su valor maximo entre los candidatos "limitantes" en todas las
condiciones probadas (es decir, "PHB20", "PHBMcB", y "PHBpH5,5"). Esta observacion es coherente con la idea de
que el metabolismo del acetdégeno esta limitado por el ATP (Schuchmann y Miller, Nat. Rev. Microbiol. 12: 809-821,
2014). El modelo también mostré que, seguido de la limitacion de ATP, la produccion de PHB esta limitada por la Fdred,
NADPH, y después la disponibilidad de NADH (figura 8).

Este resultado confirma la importancia del ATP y de la Fdrea como portadores de alta energia en acetégenos. Como el
ATP soporta principalmente el anabolismo y el mantenimiento celular, la Fdres €s esencial para el complejo de
conservacion de energia Rnf (Biegel, Cell. Mol. Life Sci. 68: 613-634, 2011) y se sabe que solo la Fdred proporciona
electrones para la reduccion de COz a CO en la rama carbonilica de la via de WLP (Schuchmann y Mdller, Nat. Rev.
Microbiol. 12: 809-821, 2014).

Se ha de interpretar que el uso de los términos "un”, "uno/una" y "el/la" y las referencias similares en el contexto de la
descripcién de la invencion (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) abarcan tanto el singular
como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o el contexto lo contradiga claramente.
Se ha de interpretar que las expresiones "que comprende(n)", "que tiene(n)", "que incluye(n)", y "que contiene(n)", son
expresiones abiertas (es decir, que significan "que incluye(n), aunque no de forma limitativa"), salvo que se indique lo
contrario. La expresion "que consiste esencialmente en" limita el alcance de una composicion, proceso o método a los
materiales o etapas que se especifican, o a aquellos que no influyen materialmente en las caracteristicas basicas y
novedosas de la composicion, proceso o método. El uso de la alternativa (p. €j., "0") debe entenderse que significa o
bien una, ambas o cualquier combinaciéon de las mismas alternativas. Como se usa en el presente documento, el
término "aproximadamente" significa +20 % del intervalo, valor o estructura indicado, a menos que se indique de otro
modo.

La enumeracion de intervalos de valores en el presente documento, sélo pretende servir como método abreviado para
referirse individualmente a cada uno de los distintos valores que se encuentren dentro del intervalo, salvo que se
indique lo contrario en el presente documento y cada distinto valor se incorpora a la memoria descriptiva como si se
enumerara individualmente en el presente documento. Por ejemplo, debe entenderse que, cualquier intervalo de
concentracion, de porcentaje, de relacion, de nimeros enteros, de tamafio o de grosor, incluye el valor de cualquier
numero entero dentro del intervalo citado y, cuando sea adecuado, fracciones del mismo (tal como una décima y una
centésima de un nimero entero), a menos que se indique de otro modo.

Todos los métodos descritos en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que
se indique lo contrario en el presente documento o el contexto lo contradiga claramente. El uso de cualquiera y todos
los ejemplos o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, "tal como") proporcionados en el presente documento, pretende
simplemente ilustrar mejor la invencion. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva ha de interpretarse como una
indicacion de que cualquier elemento no reivindicado sea esencial para la practica de la invencion.

En el presente documento se describen realizaciones preferidas de esta invencién. Las variaciones de esas
realizaciones preferidas pueden resultar evidentes para los expertos en la materia tras la lectura de la descripcion
anterior. Los inventores esperan que los expertos empleen dichas variaciones segun convenga, y también pretenden
que la invencién se ponga en practica de una manera distinta a la descrita especificamente en el presente documento.
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<210>1
<211> 1179
<212> ADN

<213> Cupriavidus necator

<400> 1

atgactgacg
ctggeccaaga
geceggegtea
tegggeccaga
gccatgacca
gcgatcatgg
gceeccgcacg
gacaccatga
gccegagaacg
ggctecgecaga
ccggtgetga
cgccagggeg
acggtgaccg
teggeggeca
aacgccggtg
ctgtegegeg
gcegegcagg
aacggcggceg
acgctgetge
ggeggeggea
<210> 2

<211> 393
<212> PRT

ttgtecatcgt

tececeggeace
agccggagcea
accccgecacg
tcaacaaggt
cgggcgacge
tgctgecggg
tegtegacgg
tggccaagga
acaaggccga
teecegecageg
ccacgctgga
cggccaacge
aggccaagga
tcgatcceccaa
ccgagtggac
cgctggeggt
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acgagatgaa

tgggegtgge

<213> Cupriavidus necator

<400> 2
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atcecgecgee
ggaactgggt
ggtgagcgaa
ccaggcecgeg
gtgeggetceg
cgagatcgtg
ctecgegegat
cctgtgggac
atacggcatce
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caagggcgac
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gcaccagcag
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gccgtggtea
gtcatcatgg
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aaggccggea
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ggecctcaage
aacgacggcg
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ctggacctga
atgggetggg
atecggecgegt
gcgaagaagg

gagcgcaaa
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Thr Leu Asp Ser Met Ser Gly Leu Lys Pro Ala Phe Asp Lys Ala Gly
225 230 235 240

Thr Val Thr Ala Ala Asn Ala Ser Gly Leu Asn Asp Gly Ala Ala Ala
245 250 255

Val Val Val Met Ser Ala Ala Lys Ala Lys Glu Leu Gly Leu Thr Pro
260 265 270

Leu Ala Thr Ile Lys Ser Tyr Ala Asn Ala Gly Val Asp Pro Lys Val
275 280 285

Met Gly Met Gly Pro Val Pro Ala Ser Lys Arg Ala Leu Ser Arg Ala
290 295 300

Glu Trp Thr Pro Gln Asp Leu Asp Leu Met Glu Ile Asn Glu Ala Phe
305 310 315 320

Ala Ala Gln Ala Leu Ala Val His Gln Gln Met Gly Trp Asp Thr Ser
325 330 335

Lys Val Asn Val Asn Gly Gly Ala Ile Ala Ile Gly His Pro Ile Gly
340 345 350

Ala Ser Gly Cys Arg Ile Leu Val Thr Leu Leu His Glu Met Lys Arg
355 360 365

Arg Asp Ala Lys Lys Gly Leu Ala Ser Leu Cys Ile Gly Gly Gly Met
370 375 380

Gly Val Ala Leu Ala Val Glu Arg Lys
385 390

<210> 3

<211> 1182

<212> ADN

<213> Acido nucleico sintético

<400> 3

19



atgactgatg
ttggctaaaa
gececggegtea
tcaggtcaga
gctatgacca
gcaataatgg

gcaccacatg

gatacaatga
gctgaaaatg
ggttcacaaa
cctgtattaa
cgccagggag
actgtaactg
tcagcagcta
aatgcaggag
ctaagtagag
gctgegeagg
aatggaggag
actttactte

ggtggaggaa
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tagtaatagt
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tgggtgtage

<213> Cupriavidus necator

<400> 4
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atctgcagca
agaactaggg
ggtttcagaa
acaagcagct
ttgtggcagt
agaaatagtt

atctagggat

actttgggat
atatggaata
agcagcacaa
aaaaggagat
ttcaatgtcet
aagtgggtta
gttgggtett
ggtcatggge
accacaagac
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aagaagagat
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gcagtggtta
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ggattaaagg
gtagcaggtg

ggttttagga

gtatacaatc
actagagaag
aaagccggaa
cctgtageat
ggcttaaaac
aatgatggag
actccacttg
atgggtcctg
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gaaagaaaat
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gacaagtttt
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atgactcagc
cageggetgg
cgcgaaaagt
aatgtggctg
gaggttgatg
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aagcaggtga
gtgaacggge
catggcttca
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aagatcgtceg
tgegectggt
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<210>5
<211> 246
<212> PRT

gcattgecgta
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ggctggagca
actgggactc
tgctgatcaa
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tegacggeat
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ccatggcact
gctatatcge
cgacgatccce
tgtegtegga

atatgggctg

<213> Cupriavidus necator

<400> 5

ES2928891 T3

tgtgaccgge
ctttegtgtg
gcagaaggecce
gaccaagacc
caacgccggt
ggtgatcgac
ggcecgacegt
gttcggeccag
ggcgcaggaa
caccgacatg
ggtcaagege
ggagtccggt

a

ggcatgggtg
gtggccggtt
ctgggetteg
gcattcgaca
atcacccgeg
accaacctga
ggctggggece
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gtggcgacca
gtcaaggcga
ctgggectge

ttetecgaceg
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gtatcggaac
gecggecccaa
atttecattge
aggtcaagtce
acgtggtgtt
cctegetgtt
gcatcgtcaa
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agggcgtgac
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cgccatttge
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ccgcaagatg
caacgtcacce
catctegteg
ggceggectg
cgtcaacacg
cgtgctecgac
cgectegate

ctegetecaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

741



Met

Thr

Gly

Lys

Trp

65

Glu

Phe

Leu

Asp

Lys

145

His

Thr

Ala

Lys

Ser
225

Thr

Ala

Cys

Ala

50

Asp

Val

Arg

Thr

Arg

130

Gly

Gly

Val

Ile

Arg

210

Ser

Gln

Ile

Gly

35

Leu

Ser

Asp

Lys

Ser

115

Gly

Gln

Phe

Asn

Arg

195

Leu

Glu

Arg

Cys

20

Pro

Gly

Thr

Val

Met

100

Leu

Trp

Phe

Thr

Thr

180

Gln

Gly

Glu

Ile

Gln

Asn

Phe

Lys

Leu

85

Thr

Phe

Gly

Gly

Met

165

Vval

Asp

Leu

Ser

Ala

Arg

Ser

Asp

Thr

70

Ile

Arg

Asn

Arg

Gln

150

Ala

Ser

Val

Pro

Gly
230

Gly

ES2928891 T3

Tyr

Leu

Pro

Phe

55

Ala

Asn

Ala

Val

Ile

135

Thr

Leu

Pro

Leu

Glu

215

Phe

Gly

val

Ala

Arg

40

Ile

Phe

Asn

Asp

Thr

120

Val

Asn

Ala

Gly

Asp

200

Glu

Ser

Leu

Thr

Lys

25

Arg

Ala

Asp

Ala

105

Lys

Asn

Tyr

Gln

Tyr

185

Lys

Ile

Thr

His

22

Gly

10

Asp

Glu

Ser

Lys

Gly

20

Asp

Gln

Ile

Ser

Glu

170

Ile

Ile

Ala

Gly

Met
245

Gly

Gly

Lys

Glu

val

75

Ile

Ala

vVal

Ser

Thr

155

Val

Ala

Val

Ser

Ala
235

Gly

Met

Phe

Trp

Gly

60

Lys

Thr

val

Ile

Ser

140

Ala

Ala

Thr

Ala

Ile

220

Asp

Gly

Arg

Leu

45

Asn

Ser

Arg

Ile

Asp

125

Val

Lys

Thr

Asp

Thr

205

Cys

Phe

Gly

Val

30

Glu

Val

Glu

Asp

Asp

110

Gly

Asn

Ala

Lys

Met

190

Ile

Ala

Ser

Ile

15

Val

Gln

Ala

Val

Val

95

Thr

Met

Gly

Gly

Gly

175

Val

Pro

Trp

Leu

Gly

Ala

Gln

Asp

Gly

80

Val

Asn

Ala

Gln

Leu

160

Val

Lys

Val

Leu

Asn
240



10

15

<210>6
<211> 741
<212> ADN

<213> Acido nucleico sintético

<400> 6

atgacacaga
cagagattag
agagaaaaat
aatgttgetg
gaagtagatg
acaagagctg
aaacaggtta
gtaaatggtce
catggattta
gtttecteccag
aagattgtag
tgtgettggt

ggtggactte

<210>7
<211>1770
<212> ADN

gaatagctta
caaaggatgg
ggttggaaca
attgggattce
tgctcataaa
actgggatgce
tagatggaat
aaaaaggaca
cgatggcact
gatacatagce
caacaatacc
tatccagtga

acatgggata

<213> Cupriavidus necator

<400> 7

atggcgaccg
gtcacgecegg
actgaaggca
gtcaagatcg
gcgetgtgge
cgettegecg
ctgeeccaatg
cgccagecgea

cttgeccacca

gcaaaggcgce
ggccattcga
acggccacge
cgcecggegea
aggccatgge
gcgacgecatg
cgecgegectt
tecegettege

atceccgagge

ES2928891 T3

tgtaactgga
ttttagagta
gcagaaagct
aacaaagaca
taatgectggg
tgtaatagat
ggcagatagg
atttggacaa
tgcacaggaa
tactgatatg
tgtgaagaga
agaatcagga

a

ggcagcttece
tcecagcecaca
ggcecgegtece
gctgggtgat
cgagggcaag
gcgcaccaac
gaccgagctg
gatctcgcaa

gcagecgecetg

ggaatggggg
gttgcgggtt
cteggatttg
gecttttgata
atcacaagag
acaaatctta
ggatggggta
acaaattatt
gtagctacta
gtaaaagcta
cttggecttac

ttttectacag

acgcaggaag
tggectggaat
ggcattcecgg
atccagecage
gccgaggcca
ctceccatate
gecegatgeecg
tgggtecgatg

ctgatcgagt

23

gaattggcac
gtggcccaaa
actttatage
aggttaagtce
atgtagtttt
ctagcttatt
ggatagtaaa
caactgccaa
aaggagttac
ttaggcagga
ctgaagaaat

gagctgattt

gcaagtccca
ggtcecegeca
gcectggatge
gctacatgaa
ccggtecget
gcttegetge
tecgaggececga
cgatgtcgcece

cgggcggega

ggcaatatgt
ctcaccgagg
tagtgagggt
agaagtgggt

tagaaaaatg
caatgtaacg
tatttcatca
ggcaggactt
tgtaaataca
tgtattagat
agcatcaata

ctececttgaat

accattcaag
gtggcaggge
gctggecagge
ggacttctceca
gcacgaccgg
cgegttetac
tgeccaagace
cgccaactte

atcgetgegt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

741

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

gccggegtge
agcgegtttg
gagtacttce
ctgatggtge
ctggtgecgee
gacgccagca
atcgaagtecg
ggcggcacca
gccagegtceca
tttgtecgacg
ccgtgegege
gacctggtgt
gacctgetgt
ctgegecaca
gtgceggtgg
catatecgtge
ttegtgetgg
cgcagceccact
atcgagcatce
gcgaaacgceg

cctgggegat

<210> 8
<211> 588
<212> PRT

gcaacatgat
aggtcggecg
agctgttgceca
cgececgtgeat
atgtggtgga
tggceggcag
cgegegacat
ttgtetegac
cgetgetgac
agggccatgt
tgectgegegg
ggaactacgt
tetggaacgg
cctacctgea
acctggeccag
cgtggaccge
gtgegteggg
ggactaacga
acggcagctg
ccgegeccge

acgtcaaagce

<213> Cupriavidus necator

<400> 8

Met

1

Gln

Glu

Ala

ES2928891 T3

ggaagacctg
caatgtcgeg
gtacaagccg
caacaagtac
gcagggacat
cacctgggac
cagcggeccag
cgegetggeg
cacgctgetg
gcagttgecge
ccttgagetg
ggtcgacaac
cgacgccace
gaacgagcte
catcgacgtg
ggecctatgece
ccatatcgcee
tgegetgecg
gtggcecggac
caactatgge

caaggcatga

acacgecggea
gtgaccgaag
ctgaccgaca
tacatcectgg
acggtgttte
gactacatcg
gacaagatca
gtgctggecg
gactttgecg
gaggccacge
gccaatacct
tacctgaagg
aacctgecegyg
aaggtaccgg
ccgacctata
tecgacecgege
ggtgtgatca
gagtcgecge
tggaccgcecat

aatgcgeget

agatctecgeca
gcgeegtggt
aggtgcacge
acctgcagcece
tggtgtegtg
agcacgecgge
acgtgctegg
cgcgeggega
acacgggcat
tgggecggegg
tctegttett
gcaacacgcce
ggccgtggta
gcaagctgac
tectacggete
tgectggegaa
acccgecgge
agcaatggcect
ggetggecgg

atcgegecaat

gaccgacgag
cttegagaac
gcgeccgetg
ggagagctcg
gcgcaatceccg
catccgegee
cttetgegtg
gcacccggece
cctegacgte
cgeceggegeg
gcgcccgaac
ggtgeccgtte
ctgetggtac
cgtgtgegge
gcgcgaagac
caagctgecge
caagaacaag
ggccggegee
gcaggccgge

cgaacccgceg

Ala

Pro

Trp

Ser

Thr

Phe

Ser

35

Gly

Gly Lys Gly Ala
5

Lys Val Thr Pro
20

Arg Gln Trp Gln

Ile Pro Gly Leu

Ala Ala

Pro
25

Gly

Gly Thr

40

Asp Ala

24

Ser Thr Gln

10

Phe Asp Pro

Glu Gly Asn

Leu Ala Gly

Glu Gly

Ala Thr

30

Gly His

45

Val Lys

Lys Ser

15

Trp Leu

Ala Ala

Ile Ala

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1770



Pro

65

Ala

Leu

Tyr

Glu

Arg

145

Leu

Glu

Gly

Val

Leu

225

Leu

Pro

Phe

Trp

50

Ala

Leu

His

Arg

Leu

130

Phe

Ala

Ser

Lys

Ala

210

Leu

Met

Glu

Leu

Asp
290

Gln

Trp

Asp

Phe

115

Ala

Ala

Thr

Leu

Ile

195

Vval

Gln

Vval

Ser

Val

275

Asp

Leu

Gln

Arg

100

Ala

Asp

Ile

Asn

Arg

180

Ser

Thr

Tyr

Pro

Ser

260

Ser

Tyr

Gly

Ala

85

Arg

Ala

Ala

Ser

Pro

165

Ala

Gln

Glu

Lys

Pro

245

Leu

Trp

Ile

ES2928891 T3

Asp

70

Met

Phe

Ala

Val

Gln

150

Glu

Gly

Thr

Gly

Pro

230

Cys

Vval

Arg

Glu

55

Ile

Ala

Ala

Phe

Glu

135

Trp

Ala

val

Asp

Ala

215

Leu

Ile

Arg

Asn

His
295

Gln

Glu

Gly

Tyr

120

Ala

Val

Gln

Arg

Glu

200

vVal

Thr

Asn

His

Pro

280

Ala

Gln

Gly

Asp

105

Leu

Asp

Asp

Arg

Asn

185

Ser

Val

Asp

Lys

val

265

Asp

Ala

25

Arg

Lys

90

Ala

Leu

Ala

Ala

Leu

170

Met

Ala

Phe

Lys

Tyr

250

Vval

Ala

Ile

Tyr

75

Ala

Trp

Asn

Lys

Met

155

Leu

Met

Phe

Glu

Val

235

Tyr

Glu

Ser

Arg

60

Met

Glu

Arg

Ala

Thr

140

Ser

Ile

Glu

Glu

Asn

220

His

Ile

Gln

Met

Ala
300

Lys

Ala

Thr

Arg

125

Arg

Pro

Glu

Asp

Val

205

Glu

Ala

Leu

Gly

Ala

285

Ile

Asp

Thr

Asn

110

Ala

Gln

Ala

Ser

Leu

190

Gly

Tyr

Arg

Asp

His

270

Gly

Glu

Phe

Gly

95

Leu

Leu

Arg

Asn

Gly

175

Thr

Arg

Phe

Pro

Leu

255

Thr

Ser

Val

Ser

80

Pro

Pro

Thr

Ile

Phe

160

Gly

Arg

Asn

Gln

Leu

240

Gln

val

Thr

Ala



Arg

305

Gly

Glu

Ala

Leu

Leu

385

Asp

Pro

Pro

Glu

Leu

465

His

Asn

Ile

Leu

Gly
545

Asp

Gly

His

Asp

Arg

370

Arg

Leu

val

Gly

Leu

450

Ala

Ile

Lys

Asn

Pro

530

Ser

Ile

Thr

Pro

Thr

355

Glu

Gly

val

Pro

Pro

435

Lys

Ser

Val

Leu

Pro

515

Glu

Trp

Ser

Ile

Ala

340

Gly

Ala

Leu

Trp

Phe

420

Trp

Val

Ile

Pro

Arg

500

Pro

Ser

Trp

Gly

val

325

Ala

Ile

Thr

Glu

Asn

405

Asp

Tyr

Pro

Asp

Trp

485

Phe

Ala

Pro

Pro

ES2928891 T3

Gln

310

Ser

Ser

Leu

Leu

Leu

390

Tyr

Leu

Cys

Gly

val

470

Thr

Vval

Lys

Gln

Asp
550

Asp

Thr

Val

Asp

Gly

375

Ala

val

Leu

Trp

Lys

455

Pro

Ala

Leu

Asn

Gln

535

Trp

Lys

Ala

Thr

Vval

360

Gly

Asn

Val

Phe

Tyr

440

Leu

Thr

Ala

Gly

Lys

520

Trp

Thr

Ile

Leu

Leu

345

Phe

Gly

Thr

Asp

Trp

425

Leu

Thr

Tyr

Tyr

Ala

505

Arg

Leu

Ala

26

Asn

Ala

330

Leu

Vval

Ala

Phe

Asn

410

Asn

Arg

vVal

Ile

Ala

490

Ser

Ser

Ala

Trp

vVal

315

vVal

Thr

Asp

Gly

Ser

395

Tyr

Gly

His

Cys

Tyr

475

Ser

Gly

His

Gly

Leu
555

Leu

Leu

Thr

Glu

Ala

380

Phe

Leu

Asp

Thr

Gly

460

Gly

Thr

His

Trp

Ala

540

Ala

Gly

Ala

Leu

Gly

365

Pro

Leu

Lys

Ala

Tyr

445

Vval

Ser

Ala

Ile

Thr

525

Ile

Gly

Phe

Ala

Leu

350

His

Cys

Arg

Gly

Thr

430

Leu

Pro

Arg

Leu

Ala

510

Asn

Glu

Gln

Cys

Arg

335

Asp

Vval

Ala

Pro

Asn

415

Asn

Gln

val

Glu

Leu

495

Gly

Asp

His

Ala

Val

320

Gly

Phe

Gln

Leu

Asn

400

Thr

Leu

Asn

Asp

Asp

480

Ala

Vval

Ala

His

Gly
560
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Ala Lys Arg Ala Ala Pro Ala Asn Tyr Gly Asn Ala Arg Tyr Arg Ala
565 570 575

Ile Glu Pro Ala Pro Gly Arg Tyr Val Lys Ala Lys
580 585

<210>9

<211> 1767

<212> ADN

<213> Acido nucleico sintético

<400>9

27
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atggctacag gaaaaggagc agcagctagt acacaggaag gaaaatcaca accgtttaaa 60
gttacaccag gtecettttga ceccagecace tggttagaat ggtcacgeca gtggcagggt 120
actgagggaa atggacatgc agcagcaagt ggcattccag gattggatge tettgetggg 180
gtaaagatag ctccagectca gettggagat atacaacaga gatatatgaa agatttttea 240
gctetttgge aageccatgge agaaggaaaa gcagaagcga caggtccact tcatgacaga 300
agatttgetg gagatgettg gagaactaat ttgecatata gatttgetge cgetttttat 360
cttttgaatg ccagagettt aactgagett gcagatgetg tagaagetga tgctaaaaca 420
agacagagaa taagatttge tatttceccaa tgggttgatg ctatgtegee ggcgaatttt 480
ttagctacaa atcctgagge acagagatta cttattgagt ccggaggaga atcactaagg 540
gctggagtga gaaatatgat ggaagatttg accagaggaa agatctctca gacagacgaa 600
tctgecatttg aagtaggaag gaatgttgeg gtaactgaag gtgetgttgt atttgaaaat 660
gaatattttc aattactaca atataaacct ttgacagaca aggtgcatgce tagacctcett 720
cttatggttc caccttgtat aaataaatat tatattttag atcttcagec tgaatcatct 780
ttagtaagac acgttgtaga acaaggtcac acagtatttt tagtttcttg gagaaatcct 840
gacgcatcta tggecggcag tacctgggat gattatatag aacatgcage aataagggea 900
atagaagttg ctagagatat aagcggtcag gacaagatta atgtacttgg attttgtgta 960
ggaggaacta tagtttcaac agcactggeca gtattggetg ctagaggaga acatccagea 1020
gcatcggtaa ctttacttac aacactttta gattttgcag atactggaat attagacgta 1080
tttgttgatg aaggacacgt acaattaaga gaggcaacct tgggtggagg agectggtgca 1140
ccctgtgete ttecttagagg gttagaatta gcaaatactt ttagtttttt acgacctaat 1200
gacttagttt ggaattatgt agtggataat taccttaaag gaaacacacc tgtacctttt 1260
gatttattat tttggaatgg agatgcaacc aacttgectg gteccttggta ttgttggtat 1320
cttagacata cctaccttca aaatgaatta aaagttcctg gcaaactcac tgtatgeggt 1380
gtcececegttg atttggette aatagatgta ccaacttata tatacggaag tagagaggat 1440
catatcgtac cttggactgc ggcttacget tctacagcat tgetggectaa taaattgaga 1500
tttgtattag gagecttetgg tcacataget ggagtaataa atccaccage caaaaataaa 1560
cgaagtcatt ggaccaatga tgcacttcct gaatctccac agcagtgget tgetggtgea 1620
atagaacatc atggttcatg gtggcccgac tggacagcat ggttggcagg tcaagecggt 1680
gctaaaaggg ctgcgceccagce aaactatgge aatgcaagat acagggcectat agaaccgget 1740
ccaggaagat acgttaaagc aaaataa 1767
<210> 10
<211> 5024

28



<212> ADN

<213> Acido nucleico sintético

<400> 10

cctgcaggat
atcaggaaac
ttagaaatta
tttttaaata
aaaaaatcct
taatattgta
tgtcacatge
aatttattaa
ttttatagta
tacaattaat
tacaataaaa
aattcgagcet
gaggcctgca
aaccctggeg
aatagcgaag
tggecgectage
gccattattt
aaggcataac
tgattaatta
attcaattac
gctcettatat

acatcaagcce

aaaaaaattg
agctatgacce
gactaaactt
ctggacttaa
tttcaagttg
aacgtttett
aattgtatat
taatatcaat
aatatattta
taaaataaaa
attgaagtta
cggtacececgg
gacatgcaag
ttacccaact
aggccecgcac
ataaaaataa
ttttgaacaa
agtgctgaat
tactcattta
gggttaaaat

attaagctac

gttagagaac

ES2928891 T3

tagataaatt
gcggccgeag
caaaatgttt
acagtagtaa
tacattgtta
gattttttta
ttcaaataac
aaccaagatt
ttttatgtag
atagggtttt
ttgetttaag
ggatcctcta
cttggcactg
taatcgeett
cgatcgecect
gaagcctgca
ttgacaatte
agaaagaaat
tgaatgttta
atagacaagt
caacttagta

tctatctata

ttataaaata
atagtcataa
gttaaatata
tttgectaaa
tggtaatatg
catccatgta
aatatttatt
atacttaaat
taaaaaggtt
aggtaaaatt
gagggaatta
gagtcgacgt
gecegtegttt
gcagcacatce
tecccaacagt
tttgcaggcet
atttecttatt
ttacagaaaa
attgaataca
tgaaaaattt
tataagccaa

gcaatattte

29

gttttatcta
tagttccaga
taccaaacta
aaatttttte
taattgaaga
gtgcttaaaa
ttectegttaa
ggatgtttat
ataattataa
aagttatttt
ttcatatgac
cacgecgtecca
tacaacgtcg
ccectttege
tgecgecagect
tcttattttt
ttttattaag
gaaaattata
aaaaaaaata
aataaaaaaa
aacttaaatg

aaatgtaccg

caattttttt
atagttcaat
gtatagatat
aatttttttt
agttatgtag
aaccaaaata
attcacaaat
tttttaacac
ttgtatttat
aagaagtaat
catgattacg
tggagatcte
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
atggecgegece
tgatagtcaa
gaatttagta
cttgttatgt
taagtcctca
tgectaccaac

acatacaaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gaaacattaa
gcaataagta
tttttatttg
aagggggtga
atatcattat
tacgaaaggg
gaaaagaagg
aatatgcaaa
atacaatgag
gaaccgatat
agaacgtaca
taaaaagaaa
taaaaaatat
aatacatctt
aaaagagttc
gcagtagcag
taaaaatacg
tctatgggeca
aaatcaaagt
tgtttttcta
gtgataagtg
cagtgggcaa
taaacttgaa
aacagaaaag
gttaaagtgg
tattatattg
ggtgaattgg
gaaacatttt
tatgaaagtg
ccggaaaaca
aatttgcaga

gaagataaca

ctatatatat
agatttagaa
ataaaaatta
gcaaagtgac
tgactttage
ggagctttaa
gcgtatatga
atacattcgt
tcaagatgtt
ggatggtgtg
tgcattaaat
aaataattta
atctgtggtg
atgttatgat
ggggtagggt
accgtaaggt
gataccaatg
aactacgtce
caagtatgaa
ttaaaataaa
tctgacagtg
gttgaaaaat
tttgagaggg
agtattttga
atatcacaca
caatgattgt
ggatatatga
ccagcctttg
atacgcaacg
tttttaatgt
aaggatatga

aaattatact
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tcaatttatg
gtttatagece
gaagtatatt
agaggaaagc
agtaaacatt
aaagctcctt
aaacttgtaa
tgatgattca
tacataaagg
ccataaaaat
attatgecaag
tttattaatt
tagtgagceg
tatgtgtcgg
taagcatagt
cgttgtttag
aagggaaaag
aaagccgttt
atcataaata
ttaagtatat
tcacagaaag
tcacaaaaat
aacttagatg
ccactacttt
aataaaggaa
aaaccgccat
tgagatgata
gactgagtgt
gtatggaaac
atctatgata
ttatttgatt

tecetttggea

agattatctt
tttgtgtatt
tattttttea
agtatcttat
atgactttta
ggaatacata
aaattgcaaa
tgataaaaca
gaaagtccaa
gagatgtttt
gagctttaaa
taatattgag
atacaaaagg
tgggactteca
tgaggcaact
gtgtgttgta
tataattttt
ccaaatctge
aagtttaatt
agaatagttt
gatgattgtt
gtggtataat
gtatttgaaa
gcaagtgtac
aagggaatga
tcagagttta
ccaagctata
aagtctgact
aatcatagaa
ccgtggtcaa
cctattttta

attcaagtte

30

aacagatata
ggaagcagta
taattaattt
caaataacaa
tagtgcttgt
gaattcataa
gagtttatta
gtagcaacct
tgtattaatt
acagaggaag
aaagctcatg
agtgccgaca
atagtcacte
cgacgaaaac
aaacaatcaa
atacatacge
ggatgtagtt
taaaaagtat
ttgaagttat
aataatagta
atggattata
atctttgtte
aaattgataa
cttgtaccta
aactatatce
ggacggcaat
caatattteca
ttaaatcatt
tggaaggaaa
ccttegatgg
ctatggggaa

atcacgcagt

aatgtaaatt
cgcaaaggcet
atgaaaatga
ggtattagca
agctaagtag
attaatttat
aagatactga
attgcagtaa
gttcaaagat
aacagaaaaa
taaagaagag
cagtatgcac
gcattttcat
ccacaataaa
gctaggatat
tattaagatg
tgtttgttea
atcctttcta
tatgatatta
tatacttaat
ageggecgge
attagagcga
aaatagttgg
cagcatgacc
tgcaatgett
caatcaagat
caatgatact
tttagcagat
gccaaatget
ctttaatetg

atattataaa

atgtgacgga

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



5

tttcacattt
tgtctgtaac
taccctaagt
tegttecact
tttetgegeg
ttgeeggate
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtecgtgte
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatcecgg
aacgcctggt
ttgtgatgcet
cggttectgg
tetgtggata
accgagcgca
tgettegggg
ggattttgece
aggataggtg
cacctggcgg
acagatgagg
atcaaggtgt
ggcatgagcece
gtggactatg
ggecctgetga
atecctegece
ggegtggtec
gcgegtgatt

ggtgaagtac

<210> 11
<211> 8765
<212> ADN

geegttttgt
taaaaacaag
ttaaactcct
gagcgtcaga
taatectgetg
aagagctace
ctgttettet
catacctecge
ttacecgggtt
ggggttcegtg
agcgtgagcet
taagecggecag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
tcattatage
aaagggttcg
aagtaggcce
tgctcaacgg
gcaagcggat
actgccttee
tgteggecta
agcacgtcceg
aactctgget
tgectggegaa
gceccgaggge
gccaagcacg

atcaccgacg
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aaacgaattg
tatttaageca
ttttgataat
cceccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagceg
tetgetaate
ggactcaaga
cacacagccce
atgagaaagce
ggtcggaaca
tectgteggg
gcggagecta
gecttttget
cgectttgag
gagcgaggaa
gatttttteg
tgtagacttt
acccgegage
gaatcctget
ggctgatgaa
agacgaacga
cctgetggee
cgagectggee
caccgacgac
gatcgaagag
agagccatga
tecececatgeg

agcaaggcaa

caggaattga
aaaacatcgt
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcee
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgette
ggagagcgca
tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagetgata
gcggaagagce
gtatatccat
ccttggtgta
gggtgttcet
ctgcgagget
accaagccaa
agagcgattg
gtcggeccagg
cgcatcaatg
ccgegeacgg
aagcaggacg
cttttttage
ctccatcaag

gaccgatcgg

31

taaatagtta
agaaatacgg
aaatccctta
gatcttettg
cgctaccage
ctggcttcag
accacttcaa
tggetgetge
cggataagge
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tectgacttga
ccagcaacgce
ttecetgegtt
ccgctegeeg
gecccaatacg
cctttttege
tccaacggeg
tettecactgt
ggceggetac
ccaggaaggg
aggaaaaggc
gctacaaaat
gcgacctggg
cgeggttegg
agcttggcaa
cgctaaaacg
aagagcgact

gcce

acttcaggtt
tgttttttgt
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcageggtceg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gegtegattt
ggecttttta
atccectgat
cagccgaacg
cagggcccee
acgatataca
tcagececggge
ceccttatteg
cgecggegta
cagcccacct
ggeggceggee
cacgggegte
ccgectggge
tgatgccacg
ggtcatgatg
gcecggggggt

tegeggaget

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

5024



<213> Acido nucleico sintético

<400> 11

cctgcaggat
atcaggaaac
ttagaaatta
tttttaaata
aaaaaatcct
taatattgta
tgtcacatge
aatttattaa
ttttatagta
tacaattaat
tacaataaaa
ggagcagcag
tttgacccag
catgcagcag
gctcagettg
atggcagaag
gcttggagaa
gctttaactg
tttgetattt
gaggcacaga
atgatggaag
ggaaggaatg
ctacaatata
tgtataaata
gtagaacaag
ggcagtacct
gatataagcg
tcaacagcac

cttacaacac

aaaaaaattg
agctatgacc
gactaaactt
ctggacttaa
tttcaagttg
aacgtttett
aattgtatat
taatatcaat
aatatattta
taaaataaaa
attgaagtta
ctagtacaca
ccacctggtt
caagtggcat
gagatataca
gaaaagcaga
ctaatttgece
agcttgcaga
cccaatgggt
gattacttat
atttgaccag
ttgeggtaac
aacctttgac
aatattatat
gtcacacagt
gggatgatta
gtcaggacaa
tggcagtatt

ttttagattt
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tagataaatt
gceggecgeag
caaaatgttt
acagtagtaa
tacattgtta
gattttttta
ttcaaataac
aaccaagatt
ttttatgtag
atagggtttt
ttgetttaag
ggaaggaaaa
agaatggtca
teccaggattg
acagagatat
agcgacaggt
atatagattt
tgctgtagaa
tgatgctatg
tgagtcecgga
aggaaagatc
tgaaggtgct
agacaaggtg

tttagatett
atttttagtt

tatagaacat
gattaatgta
ggctgctaga

tgcagatact

ttataaaata
atagtcataa
gttaaatata
tttgectaaa
tggtaatatg
catccatgta
aatatttatt
atacttaaat
taaaaaggtt
aggtaaaatt
gagggaatta
tcacaaccgt
cgccagtgge
gatgctettg
atgaaagatt
ccacttecatg
gctgecgett
gctgatgceta
tecgecggega
ggagaatcac
tctecagacag
gttgtatttg
catgctagac
cagcctgaat
tcttggagaa
gcagcaataa
cttggatttt
ggagaacate

ggaatattag

32

gttttatcta
tagttccaga
taccaaacta
aaatttttte
taattgaaga
gtgecttaaaa
ttectegttaa
ggatgtttat
ataattataa
aagttatttt
ttecatatgge
ttaaagttac
agggtactga
ctggggtaaa
tttcagetet
acagaagatt
tttatectttt
aaacaagaca
attttttage
taagggctgg
acgaatctge
aaaatgaata
ctcttettat
catctttagt
atcctgacge
gggcaataga
gtgtaggagg
cagcagcate

acgtatttgt

caattttttt
atagttcaat
gtatagatat
aatttttttt
agttatgtag
aaccaaaata
attcacaaat
tttttaacac
ttgtatttat
aagaagtaat
tacaggaaaa
accaggtcct
gggaaatgga
gatagctcca
ttggcaagce
tgetggagat
gaatgccaga
gagaataaga
tacaaatcct
agtgagaaat
atttgaagta
ttttcaatta
ggttccacct
aagacacgtt
atctatggee
agttgctaga
aactatagtt
ggtaacttta

tgatgaagga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cacgtacaat
agagggttag
tatgtagtgg
aatggagatg
cttcaaaatg
gcttcaatag
actgeggett
tectggtcaca
aatgatgcac
tcatggtgge
ccagcaaact
aaagcaaaat
tagtatctge
caccagaact
aacaggttte
caagacaagc
aggtttgtgg
atgcagaaat
cgggatctag
atggactttg
aagaatatgg
ctgaagcagc
aaagaaaagg
tggattcaat
atgcaagtgg
aagagttggg
caaaggtcat
ggacaccaca
ctgteccateca
ccatagggca
tgaaaagaag

tagctttage

taagagagge
aattagcaaa
ataattacct
caaccaactt
aattaaaagt
atgtaccaac
acgcttetac
tagctggagt
ttectgaate
cecgactggac
atggcaatgc
aagaattega
agcaagaacg
aggggecagtg
agaagtaatt
agctattaaa
cagtggatta
agttgtageca
ggatggtttt
ggatgtatac
aataactaga
acaaaaagcc
agatcectgta
gtctggetta
gttaaatgat
tettacteeca
gggcatgggt
agacctggat
acaaatggga
tececcattgga

agatgcaaaa

cgttgaaaga
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aaccttgggt
tacttttagt
taaaggaaac
gectggtect
tectggcaaa
ttatatatac
agcattgetg
aataaatcca
tccacagecag
agcatggttg
aagatacagg
geteggtace
gcagttggaa
gttataaaag
atgggacaag
gcaggactte
aaggcagtaa
ggtggtcaag
aggatgggag
aatcagtate
gaagctcaag
ggaaaatttg
gcatttaaaa
aaaccggcct
ggagcagcag
cttgcaacta
cctgtteccag
cttatggaaa
tgggatactt
gccagtggat
aaaggacttg

aaataaatca

ggaggagctg
tttttacgac
acacctgtac
tggtattgtt
ctcactgtat
ggaagtagag
gctaataaat
ccagccaaaa
tggettgetg
gcaggtcaag
gctatagaac
aggaggatat
aatttggagg
cagcactgga
ttttaacage
cagcaatggt
tgttggcage
aaaatatgte
atgcaaaatt
acatgggaat
atgagtttge
atgaggaaat
cagatgaatt
ttgataaggce
cagttgtggt
taaagagcta
cgtctaaaag
taaatgaagce
caaaagtaaa
geccgeatttt
ccagcttatg

ttctgaatte

33

gtgcaccctg
ctaatgactt
cttttgattt
ggtatettag
gceggtgtece
aggatcatat
tgagatttgt
ataaacgaag
gtgcaataga
ccggtgctaa
cggctccagg
taaaatgact
atctttgget
aagggccggce
tggatcaggt
gccagctatg
taatgcaata
tgctgeacca
ggtggataca
tacagctgaa
agtaggttca
agttcctgta
tgtacgecag
aggtactgta
aatgtcagca
tgcaaatgca
agcactaagt
atttgetgeg
tgtgaatgga
agtaacttta
tataggtgga

gagctcggta

tgectettett
agtttggaat
attattttgg
acatacctac
cgttgatttg
cgtaccttgg
attaggagcet
tcattggacc
acatcatggt
aagggectgeg
aagatacgtt
gatgtagtaa
aaaatacctg
gtcaaaccag
cagaatcctg
accataaata
atggcaggtg
catgtactge
atgatagtag
aatgttgcta
caaaataagg
ttaataccac
ggagctacat
actgcagcta
gctaaagceta
ggagtcgate
agagctgaat
caggcccttg
ggagctattg
cttcatgaga
ggaatgggtg

ggaggtcaga

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



atgacacaga
cagagattag
agagaaaaat
aatgttgcetg
gaagtagatg
acaagagctg
aaacaggtta
gtaaatggtce
catggattta
gtttcteccag
aagattgtag
tgtgcttggt
ggtggactte
tcacgegtcece
ttacaacgte
ccececttteg
ttgegcagee
ttcttatttt
tttttattaa
agaaaattat
aaaaaaaaat
taataaaaaa
aaacttaaat
caaatgtacc
taacagatat
tggaagcagt
ataattaatt
tcaaataaca
atagtgettg
agaattcata

agagtttatt

gaatagctta
caaaggatgg
ggttggaaca
attgggatte
tgctcataaa
actgggatge
tagatggaat
aaaaaggaca
cgatggecact
gatacatage
caacaatace
tatccagtga
acatgggata
atggagatct
gtgactggga
ccagctggeg
tgaatggcga
tatggecgege
gtgatagtca
agaatttagt
acttgttatg
ataagtccte
gtgctaccaa
gacatacaag
aaatgtaaat
acgcaaaggce
tatgaaaatg
aggtattage
tagctaagta
aattaattta

aaagatactg

ES2928891 T3

tgtaactgga
ttttagagta
gcagaaagct
aacaaagaca
taatgctggg
tgtaatagat
ggcagatagg
atttggacaa
tgcacaggaa
tactgatatg
tgtgaagaga
agaatcagga
aaattcgage
cgaggcectge
aaaccctgge
taatagcgaa
atggcgctag
cgccattatt
aaaggcataa
atgattaatt
tattcaatta
agctcttata
cacatcaage
agaaacatta
tgcaataagt
ttttttattt
aaagggggtg
aatatcatta
gtacgaaagg
tgaaaagaag

aaatatgcaa

ggaatggggg
gttgegggtt
ctecggatttg
gcttttgata
atcacaagag
acaaatctta
ggatggggta
acaaattatt
gtagctacta
gtaaaagcta
cttggettac
ttttectacag
teggtacecg
agacatgcaa
gttacccaac
gaggcccgca
cataaaaata
tttttgaaca
cagtgctgaa
atactcattt
cgggttaaaa
tattaagcta
cgttagagaa
actatatata
aagatttaga
gataaaaatt
agcaaagtga
ttgactttag
gggagcttta
ggcgtatatg

aatacattcg

34

gaattggcac
gtggcccaaa
actttatage
aggttaagtce
atgtagtttt
ctagecttatt
ggatagtaaa
caactgccaa
aaggagttac
ttaggcagga
ctgaagaaat
gagctgattt
gggatcctet
gcttggcact
ttaatcgect
ccgatcegece
agaagcctge
attgacaatt
tagaaagaaa
atgaatgttt
tatagacaag
ccaacttagt
ctctatctat
ttcaatttat
agtttatage
agaagtatat
cagaggaaag
cagtaaacat
aaaagctcct
aaaacttgta

ttgatgatte

ggcaatatgt
ctcacecgagg
tagtgagggt
agaagtgggt
tagaaaaatg
caatgtaacg
tatttcatca
ggcaggactt
tgtaaataca
tgtattagat
agcatcaata
ctcecttgaat
agagtcgacg
ggecegtegtt
tgcagcacat
tteccaacag
atttgcagge
catttcttat
tttacagaaa
aattgaatac
ttgaaaaatt
atataagcca
agcaatattt
gagattatct
ctttgtgtat
ttatttttte
cagtatctta
tatgactttt
tggaatacat
aaaattgcaa

atgataaaac

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

5400

5460

5520



agtagcaacce
atgtattaat
tacagaggaa
aaaagctcat
gagtgcecgac
gatagtcact
acgacgaaaa
taaacaatca
aatacatacg
tggatgtagt
ctaaaaagta
tttgaagtta
taataatagt
tatggattat
tatctttgtt
aaaattgata
ccttgtacct
aaactatatc
aggacggcaa
acaatattte
tttaaatcat
atggaaggaa
accttcgatg
actatgggga
catcacgcag
ataaatagtt
tagaaatacg
aaaatccctt
ggatcttett
ccgctaccag
actggcttca

caccacttca

tattgcagta
tgttcaaaga
gaacagaaaa
gtaaagaaga
acagtatgca
cgcattttca
cccacaataa
agctaggata
ctattaagat
ttgtttgttce
tatecctttet
ttatgatatt
atatacttaa
aageggecgg
cattagagcg
aaaatagttg
acagcatgac
ctgcaatget
tcaatcaaga
acaatgatac
ttttagecaga
agccaaatge
gctttaatct
aatattataa
tatgtgacgg
aacttcaggt
gtgttttttg
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca

agaactctgt
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aatacaatga
tgaaccgata
aagaacgtac
gtaaaaagaa
ctaaaaaata
taatacatct
aaaaagagtt
tgcagtagea
gtaaaaatac
atctatgggc
aaaatcaaag
atgtttttet
tgtgataagt
ccagtgggeca
ataaacttga
gaacagaaaa
cgttaaagtg
ttattatatt
tggtgaattg
tgaaacattt
ttatgaaagt
teceggaaaac
gaatttgcag
agaagataac
atttcacatt
ttgtctgtaa
ttacecctaag
ttcgttcecac
ttttetgege
tttgeeggat
gataccaaat

agcaccgecet

gtcaagatgt
tggatggtgt
atgcattaaa
aaaataattt
tatctgtggt
tatgttatga
cggggtaggg
gaccgtaagg
ggataccaat
aaactacgtc
tcaagtatga
attaaaataa
gtctgacagt
agttgaaaaa
atttgagagg
gagtattttg
gatatcacac
gcaatgattg
gggatatatg
tccagecttt
gatacgcaac
atttttaatg
aaaggatatg
aaaattatac
tgcegttttg
ctaaaaacaa
tttaaactce
tgagcgtcag
gtaatctget
caagagctac
actgttcttc

acataccteg

35

ttacataaag
gccataaaaa
tattatgecaa
atttattaat
gtagtgagce
ttatgtgteg
ttaagcatag
tegttgttta
gaagggaaaa
caaagccgtt
aatcataaat
attaagtata
gtcacagaaa
ttcacaaaaa
gaacttagat
accactactt
aaataaagga
taaaccgceca
atgagatgat
ggactgagtg
ggtatggaaa
tatctatgat
attatttgat
tteetttgge
taaacgaatt
gtatttaage
tttttgataa
acccecgtaga
gcttgcaaac
caactetttt
tagtgtagcc

ctectgetaat

ggaaagtcca
tgagatgttt
ggagctttaa
ttaatattga
gatacaaaag
gtgggactte
ttgaggcaac
ggtgtgttgt
gtataatttt
tccaaatctg
aaagtttaat
tagaatagtt
ggatgattgt
tgtggtataa
ggtatttgaa
tgcaagtgta
aaagggaatg
ttcagagttt
accaagctat
taagtctgac
caatcataga
accgtggtca
tecctattttt
aattcaagtt
gcaggaattg
aaaaacatcg
tetecatgace
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tecgaaggta
gtagttaggc

cctgttacca

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

7440



gtggetgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagce
ctctgacttg
gccagcaacg
tttectgegt
accgcetcgee
cgcccaatac
tececttttteg
atccaacgge
ttettecactg
tggeecggeta
accaggaagg
gaggaaaagg
ggctacaaaa
ggegaccetgg
gecgeggtteg
gagcttggceca
ccgctaaaac
gaagagcgac

ggcce

ccagtggega
cgecageggte
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggeecttttt
tatccectga
gcagccgaac
gcagggccce
cacgatatac
gtcagccggg
tececettatte
ccgeecggegt
gcagcccace
cggcggcggce
tcacgggegt
gecgectggg
gtgatgccac
aggtcatgat
ggccgggggyg

ttegeggage
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taagtegtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtateccg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttcctg
ttetgtggat
gaccgagcge
ctgetteggg
aggattttge
caggataggt
gcacctggceg
aacagatgag
tatcaaggtg
cggcatgage
cgtggactat
cggectgetg
gatcctegee
gggegtggte
tgegegtgat

tggtgaagta

cttacecgggt
gggggttegt
cagcgtgage
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gecettttget
aaccgtatta
agcgagtcag
gtcattatag
caaagggtte
gaagtaggcce
gtgctcaacg
ggcaagcgga
tactgectte
ctgtecggect
gagcacgtcce
aaactctgge
ctgectggega
cgcccgaggg
tgccaagecac

catcaccgac
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tggactcaag
gcacacagce
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggecggagect
ggeecttttge
ccgectttga
tgagcgagga
cgatttttte
gtgtagactt
cacccgcgag
ggaatcctge
tggectgatga
cagacgaacg
acctgetgge
gcgagcetgge
tcaccgacga
agatcgaaga
cagagccatg
gtcecccatge

gagcaaggca

acgatagtta
cagcttggag
cgccacgett
aggagagcge
gtttegecac
atggaaaaac
tcacatgtte
gtgagctgat
agcggaagag
ggtatatcca
tecettggtgt
cgggtgttee
tectgegagge
aaccaagcca
aagagcgatt
cgteggecag
ccgcatcaat
ccecgegeacg
gaagcaggac
acttttttag
gctceccatcaa

agaccgatcg

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8765
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REIVINDICACIONES
1. Un microorganismo de Wood-Ljungdahl de origen no natural, capaz de producir polihidroxibutirato, que comprende:

a. un acido nucleico que codifica una enzima heterdloga acetil-CoA C-acetiltransferasa (EC 2.3.1.9) que convierte
acetil-CoA en acetoacetil-CoA,

b. un acido nucleico que codifica una enzima heteréloga acetoacetil-CoA reductasa (EC 1.1.1.36) o un acido
nucleico que codifica una enzima heteréloga 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (EC 1.1.1.157) que convierte
acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA, y

c. un acido nucleico que codifica una enzima heteréloga polihidroxialcanoato sintasa (EC 2.3.1.-) que convierte 3-
hidroxibutiril-CoA en polihidroxibutirato.

2. El microorganismo de la reivindicacién 1, en donde la acetil-CoA C-acetiltransferasa es de Acinetobacter baumannii,
Aeromonas hydrophilia, Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Clostridium
acetobutylicum, Cupriavidus necator, Escherichia coli, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mandelii, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida o Streptomyces
coelicolor.

3. El microorganismo de la reivindicacién 1, en donde la acetoacetil-CoA reductasa es de Acinetobacter baumannii,
Aeromonas hydrophilia, Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Cupriavidus
necator, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mandeli,
Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida o Streptomyces coelicolor.

4. El microorganismo de la reivindicacion 1, en donde la 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa es de Clostridium
beijerinckii, Clostridium acetobutylicum o Clostridium kluyveri.

5. El microorganismo de la reivindicacion 1, en donde la polihidroxialcanoato sintasa es de Acinetobacter baumannii,
Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophilia, Alcaligenes latus, Arthrospira platensis, Bacillus subtilis, Burkholderia
cepacia, Cupriavidus necator, Haloferax mediterranei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mandelii, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida, Pseudomonas sp. 61-3, Rhodospirillum
rubrum o Streptomyces coelicolor.

6. El microorganismo de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo es un miembro de un género seleccionado
del grupo que consiste en Acetobacterium, Alkalibaculum, Blautia, Butyribacterium, Clostridium, Eubacterium,
Moorella, Oxobacter, Sporomusa y Thermoanaerobacter.

7. El microorganismo de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en
Acetobacterium woodii, Alkalibaculum bacchii, Blautia producta, Butyribacterium methylotrophicum, Clostridium
aceticum, Clostridium autoethanogenum, Clostridium carboxidivorans, Clostridium coskatii, Clostridium drakei,
Clostridium formicoaceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium magnum, Clostridium ragsdalei, Clostridium
scatologenes, Eubacterium limosum, Moorella thermautotrophica, Moorella thermoacetica, Oxobacter pfennigii,
Sporomusa ovata, Sporomusa silvacetica, Sporomusa sphaeroides y Thermoanaerobacter kiuvi.

8. El microorganismo de la reivindicaciéon 7, en donde el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en
Clostridium autoethanogenum, Clostridium coskatii, Clostridium ljungdahlii y Clostridium ragsdalei.

9. El microorganismo de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo es capaz de consumir sustratos gaseosos
que comprenden uno o mas de CO, CO2 y Ha.

10. El microorganismo de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo es:
a. anaerobio,
b. no es capaz de degradar el polihidroxibutirato, o

c. no fotétrofo, fotosintético o metanétrofo.

11. Un método para producir polihidroxibutirato que comprende, cultivar el microorganismo de la reivindicacion 1, en
presencia de un sustrato gaseoso, de modo que el microorganismo produce polihidroxibutirato.

12. El método de la reivindicacion 11, en donde el sustrato gaseoso comprende uno o mas de CO, CO2 y Ha.
13. El método de la reivindicaciéon 11, en donde el cultivo se realiza:
a. en condiciones anaerobias,

b. sin sustratos hidrocarbonados o
c. sin luz.
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