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DESCRIPCION

Método de produccion de acido succinico y otros productos quimicos utilizando una materia prima que contiene
sacarosa

La presente invencion esta en el campo de la produccién de productos quimicos organicos basicos y especializados
utilizando biocatalizadores que se han modificado para aumentar su capacidad para utilizar una materia prima que
contienen sacarosa. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a bacterias alteradas genéticamente que
producen productos quimicos organicos seleccionados de entre un grupo que consiste en acido succinico, acido
fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol, en un medio minimo comprendiendo dichas bacterias un gen exdgeno
especifico que codifica una sacarosa fosforilasa independiente de PTS, asi como a los métodos respectivos de
produccion fermentativa de un producto quimico organico seleccionado de entre un grupo que consiste en acido
succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol, en un medio minimo utilizando dichas bacterias.

Un gran nimero de productos quimicos organicos se derivan actualmente de materias primas petroquimicas. Hay un
interés creciente por la produccion de muchos de estos compuestos organicos derivados de petroquimicos mediante
procesos de fermentacion bioldgica utilizando materias primas renovables. La lista de compuestos organicos que se
pueden derivar de materias primas renovables incluye 1,4-diacidos (succinico, fumarico, malico, glucarico, maldnico,
y maleico), acido 2-5-furano dicarboxilico, acido propiénico, acido aspartico, acido glucarico, acido glutamico, acido
itaconico, acido levulinico, 3-hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol, xilitol, arabinitol, y butanodioles tales como 1,4-
butanodiol, 1,3-butanodiol, y 2,3-butanodiol. Ademas de estos compuestos, también se pueden producir muchos
otros tipos de compuestos organicos que incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos, vitaminas, alcoholes (tales
como etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, isobutanol, y alcoholes superiores), acidos grasos, ésteres de
acidos grasos, hidrocarbonos, isoprenoides, terpenos, carotenoides, y aminas utilizando materias primas renovables.
Se hace referencia a cualquiera de dichos compuestos en el presente documento como un “compuesto deseado”.
Sin embargo, para la mayoria de estos compuestos deseados, no se habia desarrollado adn un proceso de
fermentacién comercialmente atractivo que utiliza sacarosa como fuente de carbono.

Entre estos compuestos organicos que se pueden derivar de materias primas renovables, el acido succinico merece
una especial mencion. Se en modificado genéticamente varias especies microbianas incluyendo Escherichia coli,
Corynebacterium glutamicum y Brevibacterium flavum, Mannheimia succiniproducens, Basfia succiniproducens y
Anaerobiospirilum succiniproducens para su uso como biocatalizadores en la produccién de acido succinico
utilizando materias primas renovables. Estos biocatalizadores en demostrado que producen acido succinico con muy
alto rendimiento y productividad. Actualmente, la produccién de acido succinico utilizando estos biocatalizadores se
lleva a cabo utilizando dextrosa como fuente de carbono organico.

Existe la necesidad de desarrollar procedimientos que utilicen materias primas renovables mas baratas con el fin de
hacer que la produccién biologica de acido succinico sea competitiva con la produccion de acido succinico de
materias primas petroquimicas utilizando procesos puramente quimicos. Estan en camino los esfuerzos para utilizar
fuentes de carbono derivadas de la hidrélisis de materiales celulésicos como materia prima para la produccién de
acido succinico utilizando un biocatalizador. Sin embargo, las técnicas para la produccion de materias primas de
materiales celuldsicos por la fermentacion biologica estan lejos de perfeccionarse en este momento. Por lo tanto,
existe la necesidad inmediata de una materia prima barata adecuada para la produccion bioloégica de acido
succinico. El precio de los distintos azucares varia con el tiempo y la localizacién geografica. En muchas partes del
mundo la sacarosa es menos cara que la glucosa la mayor parte o todo el tiempo, especialmente en areas tropicales
en las que medran.

La melaza derivada del procesamiento de la cafia de azlcar representa una materia prima barata para cualquier
fermentacion industrial. La melaza es barata, facilmente disponible, y abundante. La melaza es rica en sacarosa y
existe la necesidad de desarrollar biocatalizadores con la capacidad de utilizar la sacarosa como fuente de carbono
en la produccién fermentativa de acido succinico. En algunos casos, sera preferible utilizar sacarosa purificada en la
fermentacion como fuente de carbono, por ejemplo, cuando el producto de fermentacion de interés deba estar
altamente purificado, y cuando sea mas barata que retirar los compuestos no azucares de la melaza antes de las
fermentaciones. La sacarosa purificada en forma de “azicar de mesa” se ha producido durante muchos afios por
métodos bien conocidos, y también se puede utilizar un material equivalente a este como fuente de carbono en la
presente invencion. Ademas, la utilizacién de molasa o sacarosa por los biocatalizadores tiene una significacion
industrial amplia ya que se pueden utilizar la melaza o sacarosa para producir una amplia variedad de productos
quimicos organicos, asi como mase celular completa. Por lo tanto, la presente invencion tiene una aplicacion mas
amplia en la industria de la fermentacion en general detras de la produccion fermentativa de acido succinico. Un
medio que contenga sacarosa puede comprender jugo o melaza derivada de la cafia de azulcar, remolacha
azucarera, sorgo dulce, o cualquier material vegetal que contenga sacarosa.

Un mecanismo para el transporte de sacarosa y otros azlcares que se encuentra frecuentemente en bacterias se
basa en el sistema de fosfotransferasa (PTS=. El PTS estda compuesto por dos proteinas de acoplamiento
energético, la Enzima | y Hpr, y la Enzima Il proteicas especificas de varios azicares o complejos proteicos, que
normalmente consisten en tres dominios proteicos EIIA, EIIB y EIIC. La organizacion de los dominios Ell difieren
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entre las bacterias. Ell puede consistir en una unica proteina fusionada o diferentes dominios fusionados y no
fusionados. La translocacion del azucar especifico a través de la membrana se facilita por el dominio integral de
membrana. Sin embargo, es el complejo de los tres dominios enzimaticos o proteicos, funcionando juntos, el que
lleva al transporte y fosforilacion del sustrato de aziucar, dando como resultado en un agrupamiento intracelular de
carbohidrato fosforilado (Neidhardt y Curtiss, 1996).

Existen mecanismos alternativos para el transporte bacteriano de sacarosa ademas del PTS. Estas permeasas de
azucar independientes del PTS facilitan la acumulacion de sacarosa sin modificaciones quimicas. Incluyen sistemas
de simporte de catién de soluto, tal como el simportador ScrT en el operén de sacarosa en Bifidobacterium lactis y el
transportador CscB de la cepa W de E. coli. Estos sistemas de transporte especificos de sacarosa se agrupan
generalmente con los genes catabolicos y reguladores con distintas disposiciones en diferentes bacterias.

Existen varios ejemplos en la bibliografia que describen la clonacion de los genes de utilizacion de la sacarosa y la
instalacion de dichos genes en los organismos que no contienen nativamente dichos genes. Existen ejemplos de
clonacion y transferencia de los genes de utilizacion de sacarosa dependientes de PTS e independientes de PTS.
Sin embargo, cada uno de estos ejemplos tiene al menos una caracteristica que los hacen indeseables para su uso
en un entorno comercial. Por ejemplo, el mantenimiento de los genes de utilizacion de la sacarosa en plasmidos
replicantes (tales como el pScrl plasmidico descrito en la Publicacion de solicitud de patente de EE. UU. N.°
2008/0274526 A1) no es deseable debido a que los plasmidos pueden ser inestables (Shukla et al., 2004) o se
pierden durante las muchas generaciones de un cultivo a gran escala, y a menudo necesitan la presencia de
antibiotico para el mantenimiento. También la expresion de un gen de un plasmido multicopia puede ser excesivo,
dando lugar a la pérdida de energia y materiales, o inhibicion del crecimiento.

Los genes cromosomicos de utilizacion de sacarosa independientes de PTS cscAKB de E. coli EC3132 se han
integrado en el cromosoma de cepas derivadas de E. coli K-12 (Patente de EE. UU. 6.960.455). Pero se sabe que
este operdn en particular es relativamente ineficaz en conferir una utilizaciéon de la sacarosa, especialmente a bajas
concentraciones de sacarosa, con los que el tiempo de doblaje era de 20 horas (1200 minutos) (Bockmann et al.,
1992). Una comparacion de homologia de la secuencia de ADN de la regién del operén cscRAKB de EC3132 con la
de una E. coli ATCC 9637 eficaz utilizador de la sacarosa (Shukla et al., 2004) utilizando el programa Megalign del
software de DNASTAR revelaba un indice de similitud de 98,1. Por lo tanto, existen muchas diferencias entre los dos
operones csc, y estas diferentes estan dispersas a lo largo del operén. Muchas de las mutaciones puntuales en el
operon de EC3132 producen cambios no conservadores en las secuencias proteicas, y algunas de las mutaciones
estaban en regiones promotoras, luego debe ser el caso de que el operon de EC3132 sea simplemente defectuoso
debido a una o mas de estas mutaciones. Se podrian aislar los mutantes espontaneos de rapido crecimiento con un
tiempo de doblaje en sacarosa de bajo a 50 minutos de las EC3132, pero cuando los operones cscAKB se
instalaban en una cepa K-12, el tiempo de doblaje en medio de sacarosa aumentaba hasta 75 minutos en el mejor
de los casos (Jahreis et al., 2002). Ninguno de los operones csc mutados de EC3132 cambiaban la secuencia de
ADN para que fuera mas eficaz como el operéon de la ATCC 9637. De por si, parece que el operdn desvelado por
Jahreis et al (2002) no es tan deseable como el de la ATCC 9637.

Otra estrategia que se ha propuesto para hacer posible la utilizacién de la sacarosa es simplemente modificar una
cepa para segregar invertasa (Lee et al., 2010 a). En este caso la invertasa de la Mannheimia succiniproducens
demostré ser superior a la invertasa de E. coli W, ensefiando que se evite el uso de la invertasa de E. coli W.
Ademas, en las bacterias esta estrategia es inherentemente menos eficaz que importar la sacarosa antes de
escindirla, ya que después de la escision en glucosa y fructosa por la invertasa, se deben importar dos moléculas de
azucar mas bien que solo una, y esto necesita mas gasto de mas energia. Ademas, en este ejemplo de la técnica
anterior, durante el inicio de la fermentacion con 20 g/l de sacarosa, la fructosa externa se acumulaba a mas de 10 /I,
y tardaba 50 horas para que esta fructosa externa se consumiera completamente (Lee et al., 2010 b). Por lo tanto,
aunqgue se desvelaba una cepa que utilizaba la sacarosa, el sistema tenia caracteristicas de actuacién que no eran
atractivas comercialmente. La secrecion de fructosa por las cepas de E. coli cultivadas en sacarosa es un problema
general, y la fructosa que permanece al final de un tiempo de fermentacion deseable, que es a menudo de 48 horas
0 menos no es deseable. Por lo tanto, existe la necesidad de microorganismos que puedan fermentar la sacarosa en
un producto deseable con un titulo comercialmente atractivo, que normalmente es mas de 20 gramos por litro, sin
dejar mas de 2 gramos por litro de fructosa remanente después de un tiempo de fermentaciéon de 48 h o menos.

Las cepas SZ63 y SZ85 de E. coli se modificaron previamente para producir D-lactato épticamente puro a partir de
azucares hexosas y pentosas. Para expandir el intervalo de sustrato para incluir la sacarosa, se clon6 un operén
cscR’AKB y se caracterizé a partir de E. coli KO11, un derivado de la E. coli W (Shukla et al., 2004). El plasmido
cargado con el operdn resultante se expreso funcionalmente en SZ63, pero era inestable en SZ85.

El documento US 6.960.455 desvela un método de produccién de aminoacidos utilizando cepas derivadas de E. coli
K-12 transducidas con el operén cscRAKB de la cepa EC3132 que se localiza en el locus dsdA del cromosoma.
Como consecuencia de la insercién del operdn cscRKAB en esta localizacion del cromosoma, las cepas resultantes
no pueden catabolizar la D-serina. Como se ha puntualizado anteriormente, los genes csc utilizados en esta técnica
anterior se derivaban de un operon EC3132 defectuoso, que crece pobremente a bajas concentraciones de
sacarosa (Bockmann et al., 1992; Jahreis et al, 2002). Las cepas resultantes contienen el gen cscR, que codifica un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 686 301 T3

represor, de manera que se espera que las cepas sean subdptimas en la utilizacién de sacarosa, especialmente en
presencia de glucosa, que se esperaria que produce represion de los genes cscAKB (Jahreis et al., 2002; Shukla et
al., 2004). La melaza normalmente contiene algo de glucosa. No se menciond ningun intento para corregir
cualquiera de los defectos inherentes al operén csc de EC3132 en el documento 6.960.455. Ademas, no se
menciona en esta patente la produccion de productos quimicos distintos de aminoacidos, tales como el succinato.

El documento US 7.179.623 desvela una cepa construida a partir de una cepa no asimilativa de sacarosa en la que
dicha cepa alberga genes PTS de sacarosa de E. coli VKPM B-7915 (genes scrKYABR), pero de nuevo, esta
patente no menciona la produccién de productos quimicos distintos de aminoacidos, y el sistema dependiente de
PTS en la presente divulgacion no es 6ptimo para la produccion de productos quimicos que se derivan del
fosfoenolpiruvato (PEP).

En el contexto de lo anterior, el documento WO 2009/078687 A2 describe un microorganismo recombinante capaz
de metabolizar sacarosa.

La presente invencion se refiere a los siguientes articulos:

1. Una bacteria genéticamente alterada que produce un producto quimico organico seleccionado de entre un
grupo que consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol, en un medio minimo,
comprendiendo dicha bacteria un gen exégeno que codifica sacarosa fosforilasa independiente de PTS derivada
de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium lactis,
donde la bacteria alterada genéticamente se selecciona de entre un grupo que consiste en Escherichia coli,
Gluconobacter oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus,
Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis,
Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumescens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus,
Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium ammoniagenes,
divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium globosum, Brevibacterium
fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum, Brevibacterium pusillum, Brevibacterium
testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium linens, Brevibacterium
protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium callunae,
Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Enterobacter aerogenes, Erwinia
amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi, Flavobacterium peregrinum,
Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum, Flavobacterium sewanense,
Flavobacterium breve, Flavobacterium meningosepticum, Micrococcus sp. CCM825, Morganella morganii,
Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, Propionibacterium shermanii,
Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas ovalis,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovol-ans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas testosteroni,
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC
15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio
tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces
coelicolor, Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus,
Streptomyces tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces an-tibioticus, Streptomyces cacaoi,
Streptomyces lavendulae, Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus
circulans, Bacillus thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens,
Salmonella typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus
amylolliquefaciens, Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri.

2. La bacteria genéticamente alterada del articulo 1 que comprende adicionalmente una o mas enzimas
seleccionadas de entre un grupo que consiste en sacarosa permeasa, glucocinasa, fructocinasa y
fosfofructocinasa.

3. La bacteria genéticamente alterada del articulo 1 que comprende adicionalmente una azucar permeasa
independiente de PTS que facilita la acumulacién de sacarosa sin una modificacién quimica.

4. La bacteria genéticamente alterada del articulo 1, en el que dicho gen exdgeno esta contenido en un plasmido
replicante.

5. La bacteria genéticamente alterada del articulo 1, en el que dicho gen exdgeno esta integrado en el
cromosoma del huésped.

6. La bacteria genéticamente alterada del articulo 1, en el que la bacteria es una cepa bacteriana PTS".

7. La bacteria genéticamente alterada del articulo 1, en el que la bacteria tiene un nivel reducido de actividad de
PTS en comparacién con una cepa de tipo silvestre relacionada.
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8. La bacteria genéticamente alterada del articulo 1, en el que la bacteria es una cepa bacteriana PTS'.

9. Un método para la produccién fermentativa de un producto quimico organico seleccionado de entre un grupo
que consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol, en un medio minimo que
comprende:

(a) la provisidon de un microorganismo que expresa un gen de sacarosas fosforilasa independiente de PTS
derivado de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o
Bifidobacterium lactis, en el que el microorganismo se selecciona de entre un grupo que consiste en
Escherichia coli, Gluconobacter oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter
viscosus, Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes
faecalis, Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumescens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter
hydrocarboglutamicus, Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium
ammoniagenes, divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium
globosum, Brevibacterium fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum, Brevibacterium
pusillum, Brevibacterium testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium
linens, Brevibacterium protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum,
Corynebacterium callunae, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum,
Enterobacter aerogenes, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi,
Flavobacterium peregrinum, Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum,
Flavobacterium sewanense, Flavobacterium breve, Flavobacterium meningosepticum, Micrococcus sp.
CCMB825, Morganella morganii, Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri,
Propionibacterium shermanii, Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas ovalis, Pseudomonas stutzeri Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas
mucidolens, Pseudomonas testosteroni, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus
rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC 15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae,
Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces
violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces coelicolor, Streptomyces flavelus,
Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus, Streptomyces tanashiensis,
Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi, Streptomyces lavendulae,
Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus circulans, Bacillus
thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens, Salmonella
typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amylolliquefaciens,
Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri;

b) el cultivo del microorganismo de la etapa (a) en un medio que contiene sacarosa, de manera que el
microorganismo utiliza sacarosa para producir dicho producto quimico organico; y

c) opcionalmente la recuperacién de dicho producto organico a partir del caldo de fermentacion.

10. El método de produccion fermentativa de un producto quimico organico seleccionado de entre un grupo que
consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol del articulo 9, en el que dicho
microorganismo es un organismo PTS".

11. El método de la produccion fermentativa de un producto quimico organico seleccionado de entre un grupo
que consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol del articulo 9, en el que dicho
microorganismo es un organismo PTS".

Se describen en el presente documento biocatalizadores y un método para utilizar una materia prima bioldgica
renovable que contiene sacarosa en la produccion fermentativa de productos comercialmente importantes, por
ejemplo, pero no limitado a productos quimicos basicos y especializados. Especificamente, la presente invencion es
util en la producciéon fermentativa de acidos organicos utilizando materias primas renovables que contienen
sacarosa. Mas especificamente, la presente invencion es util en la produccién fermentativa de acido succinico de
una materia prima renovable que contiene sacarosa utilizando biocatalizadores que se han construido para que
tengan una utilizacion mejorada de sacarosa. Los principios de la presente divulgacion se pueden aplicar a muchos
otros compuestos quimicos deseados que se puedan producir por fermentacion, particularmente acido fumarico y
acido malico.

Como se describe en el presente documento, los genes que codifican las proteinas implicadas en el transporte y
metabolismo de la sacarosa se pueden introducir en una amplia variedad de biocatalizadores que confieren una
nueva capacidad al biocatalizador para utilizar la sacarosa como fuente de carbono y energia en el medio de
fermentacién, o para aumentar o mejorar una capacidad que ya existe del biocatalizador para el transporte y
metabolismo de sacarosa.

En una realizacion, la presente divulgacion mejora la capacidad para importar y metabolizar sacarosa por un
biocatalizador que se ha construido previamente para producir un producto quimico tal como el acido succinico en
cantidades comercialmente significativas, en el que dicho biocatalizador no tenia originalmente la capacidad para
utilizar eficazmente sacarosa como fuente de carbono organico para la produccion fermentativa de un producto
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quimico de interés comercial tal como el acido succinico. En un aspecto descrito en el presente documento, la
incapacidad o poca capacidad del biocatalizador original para utilizar la sacarosa radica en la ausencia de genes que
codifican el transporte y metabolismo de sacarosa. En otro aspecto, la incapacidad del biocatalizador para utilizar
sacarosa es resultado de la consecuencia no intencionada de modificaciones genéticas con el fin de mejorar el
rendimiento y productividad de acido succinico en el medio de fermentacion en el que la mayoria de las fuentes de
carbono organico es distinta de sacarosa. En otro aspecto, la incapacidad del biocatalizador para utilizar la sacarosa
resulta de uno o mas defectos en el sistema de utilizacién de sacarosa nativa que hace al sistema incapaz de
conseguir una utilizacion comercialmente atractiva de sacarosa para la fermentacion utilizando un medio que
contiene sacarosa. Se describe en el presente documento soluciones genéticas para superar cualquiera de estos
aspectos de deficiencia genética en la utilizacion de sacarosa.

En otra realizacion, la presente divulgacion tiene como objetivo aumentar la capacidad de utilizacion de la sacarosa
de los biocatalizadores utilizados en la produccién de acido succinico. La presente invencion aumenta la utilizacion
de la sacarosa mediante la mejora de la capacidad del transporte y metabolismo de sacarosa por medio de
modificaciones genéticas. En un aspecto descrito en el presente documento, la capacidad de transporte de sacarosa
ya existente del biocatalizador se mejora mediante la introduccidon de genes que codifican las proteinas implicadas
en un mecanismo de captacion de sacarosa dependiente de PTS. En otro aspecto, la presente divulgacion
proporciona genes adicionales que codifican las proteinas asociadas con un sistema de sacarosa permeasa
independiente de PTS tal como el sistema de sacarosa permeasa de simporte de cationes para aumentar la
capacidad de transporte de sacarosa ya existente del biocatalizador. En otro aspecto mas, la presente divulgacion
aumenta la utilizacion de sacarosa mediante la provision de genes que codifican el metabolismo de la sacarosa
transportada en la célula.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un procedimiento para la produccion de acido succinico en
un medio que contiene sacarosa el cual utiliza un biocatalizador que ha mantenido un sistema funcional de
fosfotransferasa dependiente de PEP para la captacién de azlcares.

La utilizaciéon de sacarosa en la produccion de acido succinico por el biocatalizador implica la participacion de varias
proteinas responsables de la conversion de sacarosa en tres productos de carbono intermedios que puedan entran
en el ciclo del acido tricarboxilico y en ultimo término dar como resultado acido succinico. En un aspecto, la presente
divulgacién aumenta genéticamente la actividad de una o mas enzimas implicadas en la conversion de sacarosa en
seis productos de carbono intermedios que puedan metabolizarse adicionalmente por las rutas bioquimicas
normales. Ademas de los transportadores de sacarosa, las dianas enzimaticas adecuadas para la modificacion
genética se seleccionan de entre una lista que consiste en sacarosa fosforilasa, sacarosa hidrolasa (invertasa),
sacarosa-6-fosfato hidrolasa, glucosa cinasa (glucocinasa), y fructosa cinasa (fructocinasa).

En otra realizacién, se describe en el presente documento un procedimiento para la produccién de acido succinico
utilizando sacarosa como materia prima renovable. En un aspecto, se describe en el presente documento un
procedimiento para la produccién de acido succinico en un medio que contiene sacarosa que utiliza un
biocatalizador que tiene una disminucién de la actividad del sistema de fosfotransferasa dependiente de PEP.

En un aspecto, se describe en el presente documento la adicién de genes a un organismo de manera que se instala
o0 aumenta la actividad de una o mas proteinas y/o enzimas implicadas en la importacién y conversion de sacarosa
en productos metabdlicos intermedios tales como fructosa 1,6-bifosfato y que se puedan metabolizar después por la
célula. Los genes que codifican proteinas o enzimas relevantes adecuadas para la modificacion genética en el
presente documento son uno, o una combinacién de mas de un gen seleccionado de entre una lista que consiste en
los genes que codifican un importador de sacarosa dependiente de PTS (una proteina PTS habitualmente llamada
Enzima II°¥, o EII*", que funciona junto con otras proteinas PTS para conseguir la importacion y fosforilacion de la
sacarosa para dar lugar a sacarosa-6-fosfato en el citoplasma), sacarosa-6-fosfato hidrolasa, sacarosa permeasa
(una permeasa independiente de PTS que transporta la sacarosa en la célula sin fosforilacion concomitante),
invertasa o sacarosa hidrolasa, sacarosa fosforilasa, glucosa cinasa (glucocinasa), fructosa cinasa (fructocinasa),
hexosa-fosfato isomerasa, y fosfofructocinasa (fructosa-1-fosfato cinasa).

En otra realizacién, se describe en el presente documento un procedimiento para la produccién de acido succinico u
otros productos quimicos utilizando sacarosa como materia prima renovable. En un aspecto, se describe en el
presente documento un proceso de produccion de acido succinico en un medio que contiene sacarosa que utiliza un
biocatalizador que tiene una disminucién de la actividad de al menos una proteina del sistema PTS nativo del
organismo con respecto al de la cepa parental o ancestral. En un aspecto, se describe en el presente documento un
proceso para la produccion de acido succinico u otros productos quimicos en un medio que contiene sacarosa que
utiliza un biocatalizador que mantiene un sistema de fosfotransferasa dependiente de PTS completamente funcional
para la captacion de un azucar.

Los nuevos aspectos de la presente divulgacion son que los genes cscABK de un utilizador de sacarosa robusto no
patégeno se han integrado en el cromosoma de una bacteria, de manera que la nueva bacteria construida pueda
producir un producto comercial en un procedimiento viable comercialmente. El titulo del producto de la sacarosa es
igual a al menos el titulo producido por el organismo parental a partir de la glucosa, y el rendimiento del producto es
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mayor a 0,8 g/g de azucar. El operon cscABK se integra en un sitio del cromosoma que no interfiera con ningun
aspecto relevante en el crecimiento o produccion de los productos deseados.

Las ventajas adicionales de la presente invencion se volveran facilimente evidentes de la descripcion siguiente.
Las figuras muestran:

FIG. 1. Cinética de la utilizacién de sacarosa y produccion de acido succinico por la cepa SD14 de E. coli
cultivada en un medio minimo suplementado con un 10 % de sacarosa (p/p). Para las Figuras 1-5, las
fermentaciones se hicieron en pequefios fermentadores microaerébicos como se describe en Jantama et al.
(2008 a), excepto que los volumenes eran de 300 ml y la neutralizacién se conseguia con una solucién que
contenia 2,4 M de carbonato potasico y 1,2 M de hidréxido potasico.

FIG. 2. Cinética de la utilizacién de sacarosa en tres experimentos diferentes con la variacion de concentracion
de las concentraciones de sacarosa. Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de 100 g/l, 150 g/l y 200
g/l. Se utilizé la cepa SD14 de E. coli en estos experimentos.

FIG. 3. Cinética del cambio de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo durante la produccion
fermentativa de acido succinico. El medio de fermentacion contenia sacarosa como fuente de carbono organico.
Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de 100 g/l, 150 g/l y 200 g/I. Se utilizé la cepa SD14 de E. coli
en estos experimentos.

FIG. 4. Cinética del cambio de la concentraciéon de fructosa en el medio de cultivo durante la producciéon
fermentativa de acido succinico. El medio de fermentacién contenia sacarosa como fuente de carbono organico.
Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de 100 g/l, 150 g/l y 200 g/I. Se utilizé la cepa SD14 de E. coli
en estos experimentos.

FIG. 5. Cinética de acumulacion en el medio de cultivo. Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de
100 g/I, 150 g/l y 200 g/I. Se utilizé la cepa SD14 de E. coli en estos experimentos.

FIG. 6. Cinética de acumulacion de acido succinico durante el cultivo fermentativo de la cepa SD14 de E. coli en
un biorreactor New Brunswick de 7.000 ml con un volumen de partida de 3.000 ml y microaireacién a una
velocidad de 0,005 litros de aire por minuto.

Se describe en el presente documento biocatalizadores para la produccién de acido succinico con alto titulo,
rendimiento y productividad utilizando una materia prima que contiene sacarosa. La sacarosa es un disacarido
también conocido como sacarosa, 1-O-a-D-glucopiranosil-3-D-fructofurandsido, y a-D-glucopiranosil-1,2-3-D-
fructofurandsido. El término “rendimiento” como se define en el presente documento se refiere a una cantidad de
gramos de producto (tal como acido succinico) producido por gramo de azucar (tal como glucosa o sacarosa)
consumido. El término “productividad” como se define en el presente documento se refiere a la cantidad de gramos
de producto (tal como acido succinico) producido por litro de cultivo por hora. El término “titulo” se define como la
concentracion de producto (tal como el acido succinico) en el caldo de fermentacién en gramos por litro. El
rendimiento deseable para el acido succinico esta en el intervalo de 0,7 — 1,2 gramos de acido succinico producido
por gramo de azucar consumido. La productividad del acido succinico esta en el intervalo de 1 gramo o mas de
acido succinico producido por litro por hora.

Para cualquier compuesto determinado, puede ser mas apropiado producir una sal de dicho compuesto, como, por
ejemplo, el acido succinico se puede producir a un pH cercano a 7 como una sal de sodio, potasio, calcio, magnesio,
amonio, etc., mientras que la lisina se puede producir como una sal cloruro, sulfato, bicarbonato, etc. De por si, en
cualquier momento que un compuesto se nombra en el presente documento, significa que esta incluida cualquier sal
de dicho compuesto, y en cualquier momento que se nombra una sal, significa que el acido libre o base libre también
estan incluidos.

La velocidad de crecimiento bacteriano se mide en términos de aumento de la tasa de densidad éptica a 550 o 660
nanémetros del liquido de cultivo resultante de la multiplicacién bacteriana. La velocidad de crecimiento bacteriano
se expresa también en términos de tiempo necesario para doblar las células bacterianas. Las células bacterianas de
E. coli de tipo silvestre se ha informado que se replican una vez cada 20 minutos. En las células bacterianas
adecuadas para la presente investigacion se espera que las células bacterianas tengan un tiempo de doblaje de al
menos 20 minutos, pero menos de 20 horas.

De acuerdo con la presente divulgacion, el biocatalizador para la produccién de acido succinico se puede desarrollar
de dos maneras diferentes. En la primera estrategia, las especies bacterianas de tipo silvestre seleccionadas se
modifican genéticamente para que crezcan con sacarosa como la Unica fuente de carbono. Es preferible que la cepa
bacteriana modificad genéticamente, aunque adquiera la capacidad de crecer bien en un medio que contiene
sacarosa como Unica fuente de carbono, siga manteniendo la capacidad de utilizar otras fuentes de carbono
igualmente bien. Una vez que se identifica una cepa microbiana particular con la capacidad de crecer en sacarosa



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 686 301 T3

como Unica fuente de carbono, se llevan a cabo modificaciones genéticas posteriores en las rutas metabdlicas
siguiendo los métodos de modificacion genética conocidos en la técnica para obtener una cepa bacteriana que
pueda creer en medio que contiene sacarosa y produzcan acido succinico con alto rendimiento y productividad. Por
ejemplo, las solicitudes de patente publicadas bajo el Tratado de Cooperacion de patentes con el N.° de publicacion
WO 2010/115067 y la Publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos N.° US 20100184171 proporcionan los
detalles sobre las técnicas de modificacion genética utiles en la generacion de una cepa de E. coli con una
capacidad mejorada de produccion de acido succinico.

En la segunda estrategia, se utiliza como cepa parental una cepa bacteriana que ya se ha desarrollado para que
tenga un rendimiento y productividad comercialmente atractivos de produccion de acido succinico como se
describen en las publicaciones de solicitud de patente US 20100184171 y WO 2010/115067. Se llevan a cabo
modificaciones genéticas adicionales con esta cepa para obtener una cepa bacteriana que tenga la capacidad para
crecer en un medio que contenga sacarosa y produzca acido succinico con un titulo, rendimiento y productividad
comercialmente atractivos.

Mas especificamente, la presente divulgacion se enfoca en el desarrollo de un biocatalizador que mantenga su
capacidad original para producir acido succinico con un titulo y productividad suficientes mientras que gana la nueva
capacidad para crecer en un medio que contenga sacarosa como la fuente de carbono principal. Por ejemplo, la
cepa KJ122 de E. coli descrita por Jantama et al. (2008 a, b) se puede seleccionar como cepa de partida. Se ha
informado que la cepa KJ122 de E. coli tiene la capacidad para producir acido succinico en un medio minimo de
glucosa con un titulo y productividad altos. La expresion “medio minimo” significaria un medie que contiene solo
sales minerales, una fuente de carbono purificada (tal como glucosa o sacarosa) y betaina. Un “medio minimo” no
contiene cualquier componente rico o no definido quimicamente tales como péptidos o nucleétidos, tales como los
que se encuentran en el extracto de levadura, triptona, peptona, liquido de maceracién de maiz, u otros hidrolizados
o materiales biolégicos complejos. Un medio minimo puede estar en forma liquida o sélida, como en placas de agar.
Un medio minimo puede tener uno o mas compuestos purificados, tal como vitaminas o aminoacidos, que se afiaden
para satisfacer una necesidad de crecimiento especifica de una cepa en particular. La cepa KJ122 de E. coli se
derivaba de la cepa C de E. coli mediante eliminaciones genéticas y evolucion metabdlica como se describe en la
Publicacion de solicitud de patente de EE. UU. N.° US 20100184171 y la solicitud de patente publicada el 7 de
octubre y 2 de abril de 2010 bajo el tratado de cooperacion de patentes con el N.° de publicacion WO 2010/115067
A1. Estos dos documentos de publicaciéon de solicitud de patente proporcionan los detalles sobre los cambios
genéticos que dan lugar al desarrollo de la cepa KJ122 de E. coli. La KJ122 no tiene una capacidad sustancial para
utilizar sacarosa como fuente de carbono en la produccion de acido succinico. Esta deficiencia en la utilizacion de
sacarosa apuntada en la KJ122 se atribuye a la deficiencia genética en la cepa parental, a saber, la cepa C de _E.
coli, que se sabe que es deficiente genéticamente en la utilizacién de sacarosa.

La expresion “utilizacion de sacarosa”, como se utiliza en la presente solicitud incluye tanto el transporte de sacarosa
desde el medio de cultivo a las células bacterinas como el metabolismo posterior de la sacarosa en la célula. La
incapacidad sustancial de KJ122 para transportar y metabolizar sacarosa radica en la falta de genes que codifican
tanto el transporte como el metabolismo de sacarosa. Los inventores han descubierto estrategias genéticas que
harian posible que la KJ122 utiliza la sacarosa como fuente de carbohidratos mientras que mantiene su capacidad
original para producir acido succinico con titulo, rendimiento, y productividad altos.

El término “carbohidrato” como se utiliza en el presente documento incluye monosacaridos tales como glucosa,
fructosa, xilosa, y arabinosa, disacaridos tales como sacarosa, melibiosa, maltosa y lactosa, trisacaridos tales como
rafinosa, y maltotriosa, y oligosacaridos superiores, e hidrolizados derivados de la digestidon enzimatica o quimica de
polisacaridos tales como el almidén, celulosa y hemicelulosa.

El transporte de sacarosa en las células bacterianas, y el metabolismo posterior de la sacarosa, puede mediarse por
al menos cuatro mecanismos diferentes, incluyendo el sistema de fosfotransferasa (PTS) dependiente de
fosfoenolpiruvato (PEP), y tres sistemas independientes del PTS, incluyendo un sistema de sacarosa permeasa de
simporte de cationes. Como se ha descrito en el presente documento, es posible alterar cualquiera de estos
sistemas de transporte y utilizaciéon de sacarosa con el objetivo de conferir una nueva capacidad para utilizar la
sacarosa o para aumentar la capacidad ya existente de utilizacion de sacarosa. La expresion “funcion de utilizacion
de sacarosa” como se utiliza en el presente documento se refiere tanto a la funcién de captacién de sacarosa como
al metabolismo de sacarosa en la célula. El metabolismo de sacarosa en la célula implica la conversion de sacarosa
en compuestos de tres carbonos que puedan entrar en la sintesis de compuestos organicos comercialmente
importantes.

Las expresiones “organismo PTS™ o “bacteria PTS™ se refiere a una bacteria que tiene la capacidad para el
transporte de sacarosa basandose en un PTS. La expresion “organismo no PTS” o “bacteria no PTS” se refiere a
células bacterianas cuya capacidad de captacion de sacarosa se basa en mecanismos de transporte distintos del
PTS. De manera similar, la expresion “transporte de sacarosa no PTS” se refiere al transporte de sacarosa a través
de la membrana bacteriana utilizando un mecanismo diferente del PTS dependiente de PEP. La expresion
“organismo PTS’ “significa un organismo que tiene una mutacién en uno o mas genes que codifican una proteina
que funciona en el PTS, de manera que la actividad del PTS disminuye con respecto al del PTS de tipo silvestre. La
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expresion “sacarosa permeasa’ como se utiliza en el presente documento incluye las proteinas implicadas en la
captacion de sacarosa desde el medio a la célula. Las proteinas implicadas en la captacion de sacarosa puede ser
un componente del TPS o una proteina no asociada al PTS.

Un tipo de sistema comienza importando la sacarosa en la célula mediante un sistema de fosfotransferasa (PTS)
que utiliza el fosfoenolpiruvato (PEP) como fuente de energia y fosfato, y que fosforila la sacarosa en el proceso de
transporte. Los inventores llamaran a este tipo de sistema de importacion y metabolismo de sacarosa un sistema o
mecanismo “dependiente de PTS” En este primer tipo de sistema, existe un componente proteico que tiene una
afinidad util o especifico por la sacarosa. Esta proteina se llama, entre otros nombres, Enzima II°®. La enzima 1I°*
funciona junto con otras dos proteinas que no son especificas para la sacarosa, llamadas subunidades del PTS
comunes. Estas dichas otras proteinas (proteinas comunes a mas de un PTS especifico de un organismo en
particular) incluye proteinas que se llaman, entre otros nombres, El y Hpr. En Escherichia coli (E. coli), los genes que
codifican en estos componentes proteicos generales se llaman, entre otros nombres ptsH y ptsl. La mayoria de las
bacterias tienen varias proteinas del PTS que son diferentes de la Enzima II°*, que no son especificas para la
sacarosa, pero que son especificas para otros azucares (tales como glucosa, manosa, etc.), y que pueden funcionar
junto con las subunidades de PTS comunes en la importacion de dichos otros azucares. Los genes y proteinas que
constituyen un PTS se encuentran en una amplia variedad de géneros y especies bacterianos. Muchos de dichos
genes y proteinas son homologos a los que se encuentran en E. coli, pero algunos no son muy homadlogos, si los
son, a sus equivalentes de E. coli Un ejemplo de este primer tipo de sistema de transporte de sacarosa
(dependiente de PTS) es el sistema codificado por los genes scrKYABR de, por ejemplo, bacterias del género
Klebsiella y el plasmido Gram-negativo pUR400 (Reid y Abratt, 2005). En estos operones, scrK codifica una
fructocinasa, scrY codifica una porina de membrana externa especifica de sacarosa, scrA codifica una proteina de
transporte Enzima 1I°* del PTS, scrB codifica un sacarosa-6-fosfato hidrolasa, y scrR codifica un represor.

Un segundo tipo de sistema de transporte de sacarosa no utiliza directamente el PEP como fuente de energia o
donante de fosfato, si no que utiliza el simporte de protones (u otros cationes) como fuente de energia para llevar la
sacarosa dentro de la célula sin fosforilacion concomitante. Los inventores llamaran a este tipo de sistema de
transporte y metabolismo de sacarosa un sistema “independiente de PTS”. Un ejemplo de este segundo tipo es el
sistema codificado por los genes cromosomicos cscRAKB presentes en algunas, pero no todas, las cepas de E. coli
cerca del locus dsdA (de la D-serina desaminasa). Ejemplos de cepas de E. coli que contienen los genes cscRAKB
son EC3132 (Bockman et al., 1992) y ATCC 9637, también conocidas como E. coli W o la cepa Waksman (Shukla et
al., 2004). Notese que hay algo de confusion en la bibliografia como para la identidad de la familia de cepas
descritas en Shukla et al. (2004). En la publicacion de Shukla et al (2004), la cepa parental llamada KO11 se
describié como derivada de la ATCC 11303 o E. coli B, pero en realidad, la cepa se deriva de la ATCC 9637. En este
tipo de operén, cscA codifica una invertasa, cscB codifica un simportador de sacarosa, cscK codifica una
fructocinasa, y cscR codifica un represor.

Un tercer mecanismo para la utilizacién de sacarosa, que también es independiente de PTS, puede utilizar en
algunos casos algunos de los mismos genes o tipo de genes que uno de los otros sistemas. En este mecanismo, se
libera invertasa (por ejemplo, codificada por cscA) en el medio, sea deliberadamente o por lisis celular, en donde
escinde la sacarosa en glucosa y fructosa. Los dos monosacaridos se importan entonces en la célula y se fosforilan
por las vias normales para los monosacaridos. Este tipo de sistema se utiliza por la levadura Saccharomyces
cerevisiae, en el que la invertasa se codifica por un gen, por ejemplo, SUC2, y la invertasa se secreta en el
periplasma y el espacio extracelular. La glucosa mas fructosa resultantes se importan entonces por difusores
facilitados y los azucares se introducen en la célula por cinasas.

Un cuarto mecanismo para la utilizaciéon de sacarosa, que también es independiente de PTS, también puede en
algunos casos utilizar alguno de los mismos genes o tipos de genes que uno de los otros sistemas. En este
mecanismo, la sacarosa se importa, por ejemplo, mediante una permeasa codificada por cscB, después de lo cual
se escinde por fosforolisis catalizada por una sacarosa fosforilasa. La glucosa-1-fosfato y fructosa citoplasmaticas
resultantes se metabolizan entonces por las vias normales para estos metabolitos.

Un informe de la bibliografia (Alaeddinoglu y Charles, 1979) establece que los genes de utilizacion de la sacarosa
codificados cromosémicamente de E. coli que estan integrados cerca del locus dsdA (presumiblemente cscRAKB)
necesita un gen ptsl intacto con el fin de que funcionen. Esta declaracién contradice la mayoria del resto de la
bibliografia, que establece que los genes cscRAKB codifican un sistema independiente de PTS. Dada esta aparente
contradiccién, es posible que uno de los sistemas que los inventores definieron como el sistema “independiente de
PTS” puede de hecho tener alguna dependencia del sistema PTS.

En un aspecto, se describe en el presente documento la adicion de genes a un organismo con el fin de instalar o
aumentar la actividad de una o mas proteinas y/o enzimas implicadas en la importaciéon y conversion de sacarosa en
metabolitos intermedios tal como la fructosa 1,6-bifosfato que se puede metabolizar adicionalmente por la célula. Los
genes que codifican proteinas o enzimas relevantes (llamadas en el presente documento una “funcién de utilizacion
de sacarosa”) adecuados para la modificacion genética se seleccionan de entre una lista de genes que codifican un
importador de sacarosa dependiente de PTS (una proteina PTS llamada habitualmente Enzima 11 o EII** que
funciona junto con otras proteinas PTS para conseguir la importacion y fosforilacion de sacarosa para dar sacarosa-
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6-fosfato citoplasmatica), sacarosa-6-fosfato hidrolasa, fructocinasa, sacarosa permeasa (una permeasa
independiente de PTS que transporta sacarosa a la célula sin fosforilacion concomitante), invertasa o sacarosa
hidrolasa, sacarosa fosforilasa, glucosa cinasa (también conocida como glucocinasa), fructosa cinasa (también
conocida como fructocinasa), hexosa-fosfato isomerasa, y fosfofructo cinasa (fructosa-1-fosfato cinasa).

En otra realizacion, se describe en el presente documento un proceso para la produccién de acido succinico u otros
productos quimicos utilizando sacarosa como materia prima renovable. En un aspecto, se describe un procedimiento
para la produccion de acido succinico a partir de un medio que contiene sacarosa que utiliza un biocatalizador que
tiene una actividad disminuida en al menos una proteina del sistema PTS nativo del organismo con respecto al de su
cepa ancestral o parental. En otro aspecto, se describe en el presente documento un procedimiento para la
producciéon de acido succinico u otro producto quimico en un medio que contiene sacarosa que utiliza un
biocatalizador que mantiene un sistema dependiente de PTS nativo completamente funcional para la captacion de
azucares.

El PTS se descubrio originalmente en E. coli y ahora se sabe que tiene un papel importante en el transporte de
carbohidratos en una cantidad enorme de especies bacterianas. La organizacion molecular del PTS se conoce muy
bien. A través de las especies bacterianas, el PTS esta altamente conservado en su organizacion basica. Se
describen en el presente documento biocatalizadores en los que los componentes del PTS se transfieren
genéticamente de una segunda bacteria donante a una primera bacteria receptora con el fin de hacer posible que el
biocatalizador utilice mejor una fuente de carbohidrato deseable en la fermentacion. En particular, se describe en el
presente documento biocatalizadores que pueden utilizar una materia prima renovable que contiene sacarosa en la
producciéon fermentativa de productos tales como el acido succinico. Mas especificamente, se describen en el
presente documento biocatalizadores que pueden utilizar sacarosas y melaza derivada del procesamiento de cafa
de azucar en la produccion de acido succinico mediante fermentacion biolégica. Como el trisacarido rafinosa
contiene sacarosa, todos los aspectos descritos en el presente documento que se aplican a la sacarosa se aplicaran
también a la rafinosa, a condicién de que esté presente en el biocatalizador un sistema de escisién de rafinosa.

La composicion basica de PTS es similar en todas las especies bacterianas estudiadas hasta ahora. Contiene tres
componentes principales, a saber, El, HPr, y Ell. Los componentes El y HPr estan en el citoplasma y se conocen
como componentes “generales” ya que pueden trabajar en conjuncion con una variedad de componentes Ell
especificos del carbohidrato.

El componente Ell contiene tres subcomponentes, a saber, EIIA, EIIB, y EIIC. Las proteinas EIIB y EIIC estan unidas
a la membrana y el componente EIIA se localiza en el citoplasma o el lado citoplasmatico de las proteinas de
membrana. La enzima Ell puede formar una Unica proteina con tres dominios (A, B y C) o puede dividirse en dos a
cuatro proteinas distintas. Ell es especifica de carbohidratos y se ha informado que E. coli tiene al menos 15
complejos Ell diferentes. Por lo tanto, el componente Ell especifico del transporte de glucosa a través de la
membrana se denomina como EIIA®“/EIICB®".

Todos los componentes del PTS son de naturaleza proteica. Los genes que codifican los distintos componentes de
PTS se han identificado. El gen pts/ en E. coli codifica la proteina El de 63 kDa. La proteina fosfoportadora HPr que
contiene histidina de 10 kDa se codifica por el gen ptsH en E. coli. La proteina EIIA®" se codifica por el gen crr
(resistente a la represion de resistencia de carbohidratos). La proteina EIICB®" se codifica por el gen ptsG en E. coli.

El sistema PTS no solo es responsable del transporte de distintos carbohidratos a través de la membrana celular,
sino que también cataliza la conversion de carbohidratos en sus respectivos fosfoésteres durante el transporte. El
transporte acoplado con fosforilacion de carbohidratos por el PTS se consigue por la interaccion entre los
componentes proteicos El, HPr, y Ell.

Durante la glucolisis, se producen cuatro moles de PEP a partir de cuatro moles de glucosa, y la mitad del PEP se
consume para proporcionar la energia de la captacion de glucosa. En el caso de la importacion de sacarosa, de dos
moles de hexosa que aparecen de un mol de sacarosas también se producen cuatro moles de PEP, pero solo se
consume un mol de PEP para el transporte de sacarosa, por lo tanto, se incrementa 1,5 veces la cantidad de PEP
disponible como fuente de esqueletos de carbono para la biosintesis en la célula cuando se utiliza la sacarosa como
fuente de carbono. Es posible mejorar adicionalmente el rendimiento de acido succinico y otros productos quimicos
proporcionando a la E. coli con un sistema de utilizacion de sacarosa independiente de PT que no consuma PEP
para la importacion de sacarosa. Esta estrategia es particularmente ventajosa para la produccion de productos
quimicos que se derivan al menos en parte de o mediante PEP, tal como succinato, malato, fumarato, lactato,
etanol, butanoles, propano dioles, acido 3-hidroxipropiénico, acido acrilico, acido propiénico, acido lactico,
aminoacidos tales como glutamato, aspartato, metionina, lisina, treonina, e isoleucina, y muchos otros compuestos.

Se describen en el presente documento maneras para modificar un PTS y a su vez el patrén bacteriano de
utilizacion de carbohidratos. Como las proteinas El y HPr funcionan como “componentes generales” del sistema
PTS, la inactivacion de cualquiera de el gen pts/ que codifica la proteina El o el gen ptsH que codifica la proteina
HPr daria lugar a la inactivacion completa del PTS. Habra sustancialmente menos transporte de carbohidratos
mediante el sistema PTS en células bacterianas cuando la actividad de ptsH o pts/ ha sido disminuida. Cuando el
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PTS se ha inactivado parcial o completamente, la célula bacteriana tiene que depender de uno u otro sistema
alternativo de permeasas para el transporte de carbohidratos. Por otra parte, cuando se inactiva el gen que codifica
un componente Ell particular especifico de carbohidrato, solamente se bloquearia el transporte de ese carbohidrato
dependiente del componente Ell inactivado. Por lo tanto, la inactivacion de genes crr o ptsG bloquearia solo el
transporte de la glucosa mediante PTS, y el transporte de otros carbohidratos se produciria normalmente.

Cuando existe un transporte activo de glucosa mediante PTS, la Ell®® se mantienen no fosforilada ya que hay un
sustrato de carbohidratos para aceptar su grupo fosfato, cuando no hay glucosa en el medio, la forma fosforilada de
EN®° no puede transferir su grupo fosfato a la glucosa y por lo tanto permanece en su estado fosforilado. La ENI® no
fosforilada media en el fenémeno conocido en general como represion por catabolito de carbono (CCR). En la CCR,
cuando existe glucosa en el medio de cultivo, el transporte y utilizacion de otros carbohidratos del medio se evita
hasta que se utiliza completamente la glucosa del medio. La represion por catabolito de carbono se produce por el
efecto inhibidor de la EIl®° no fosforilada sobre los sistemas permeasa. Se sabe que varias permeasas implicadas
en el transporte de carbohidratos se inhiben por la ElI®° no fosforilada. Ademas, se sabe que la ENI°® no fosforilada
tiene un efecto negativo sobre la transcripcion de varios genes implicados en el transporte y metabolismo de
carbohidratos mediante su influencia sobre el sistema de adenilato ciclasa. Por lo tanto, en ciertas circunstancias, es
ventajoso disminuir la actividad del sistema PTS especifico de glucosa con el fin de aliviar a la célula de la represién
por catabolito de carbono.

En la produccién fermentativa de acido succinico, existe la necesidad de conservar el PEP dentro de la célula. El
PEP puede actuar como el sustrato para las enzimas carboxilantes en la célula. La carboxilaciéon del PEP da como
resultado el acido oxaloacético que entra en el ciclo del acido tricarboxilico y contribuye a la produccién de acido
succinico. La importancia de la carboxilacion del PEP en la produccion bioldgica de acido succinico esta muy bien
reconocida como se prueba por el hecho de que algunos de los biocatalizadores mas satisfactorios que se utilizan
actualmente en la produccién de acido succinico, tales como KJ122, tienen un PTS que tiene reducida al menos
parcialmente su actividad y el transporte de carbohidratos estda mediado al menos parcialmente por un sistema de
permeasa independiente del PTS. La reduccién de la actividad del PTS ayuda a la conservacion del PEP. Ademas,
los biocatalizadores para la produccion de acido succinico tales como la KJ122 tienen modificaciones genéticas que
dan lugar a un aumento en la tasa de carboxilacion del PEP (Zhang et al., 2009 a, b). Por lo tanto, en la cepa KJ122
desarrollada para la produccion de acido succinico, el PTS esta inactivado al menos parcialmente por una mutacion
en el gen ptsl. Ademas, el gel pck de PEP carboxicinasa ha adquirido una mutacién que produce un aumento en la
actividad especifica de carboxilacion del PEP. Aunque es ventajoso reducir la actividad del PTS cuando se utiliza la
glucosa como fuente de carbono organico en la producciéon fermentativa de acido succinico, la misma estrategia
puede que no sea la 6ptima para el desarrollo de una cepa para la producciéon de acido succinico utilizando
sacarosa como la fuente primaria de carbono organico.

En una realizacion, se describe en el presente documento un procedimiento para reactivar el “componente general”
del sistema PTS en la cepa KJ122 y al mismo tiempo inactivar la captacion de glucosa mediante el sistema PTS. El
gen pstl mutado en KJ122 se remplaza por un gen pts/ de tipo silvestre y el gen pfsG se elimina. Estas
modificaciones genéticas permiten el transporte de carbohidratos diferentes de glucosa mediante el PTS. Ademas, la
eliminacion del gen ptsG elimina la represién por catabolito de carbono que resulta de la proteina EIIA®® no
fosforilada. Esta situacion es la contraria a la situacion en la que el gen pts/ esta mutado. En la célula bacteriana con
un gen ptsl intacto y eliminacion del ptsG, se espera que la proteina EIIA®“ esté en su estado fosforilado. Cuando la
proteina EIIA®® esta en su estado fosforilado, no se produce ninguna actuacién inhibidora en otras permeasas ni
sobre la transcripcion de los genes implicados en el metabolismo de carbohidratos.

Cuando se transporta la sacarosa mediante un PTS, entra en la célula en forma fosforilada como sacarosa-6-fosfato.
El metabolismo adicional de sacarosa-6-fosfato en la célula implica las siguientes reacciones bioquimicas. En la
primera etapa, la sacarosa-6-fosfato se hidroliza mediante la enzima hidrolizante apropiada tal como la sacarosa-6-
fosfato hidrolasa para liberar glucosa-6-fosfato y fructosa. La glucosa-6-fosfato se convierte en fructosa-6-fosfato
mediante la accion de una enzima isomerasa. En las siguientes etapas, la fructosa-6-fosfato se fosforila
adicionalmente para formar fructosa 1-6 bifosfato que a su vez se escinde en fosfogliceraldehido y dihidroxiacetona
fosfato. Estos tres compuestos de carbono derivados de la fructosa-1,6-bifosfato entraran en el ciclo del acido
tricarboxilico y proporcionaran la matriz de carbono para la produccién de acido succinico.

La fructosa liberada de la hidrdlisis de la sacarosa-6-fosfato necesita fosforilarse antes de que entre en la ruta
glicolitica. La fosforilacion de fructosa esta mediada por la fructocinasa. Cuando no existe fructocinasa enddégena o
cuando la actividad de la enzima enddgena es baja, es necesario proporcionar una fuente adicional de actividad de
enzima fructocinasa mediante la introduccién de un gen exégeno que codifique la actividad de la enzima fructosa
cinasa.

Esta estrategia de inactivacion del gen ptsG y el transporte de sacarosa mediante PTS es posible solamente en las
cepas en las que exista un componente EIIA/CB especifico de sacarosa del PTS. Esta proteina se llama entre otros
nombres Enzima II**". Cuando no existe dicho componente EIIA/CB especifico de sacarosa enddgeno en la cepa ya
desarrollada para la produccion de acido succinico, existe la necesidad de proporcionar genes exdgenos que
codifiqguen los componentes EIIA/CB especificos de sacarosa, que puedan funcionar juntos con los “componentes
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generales” del PTS ya presente en el biocatalizador de la produccion de acido succinico.

En otra realizacion descrita en el presente documento, cuando existe la necesidad de mantener el PTS en un estado
de actividad reducida con el fin de mantener un agrupamiento de PEP suficiente como sustrato para la carboxilasa
y/o carboxicinasa enzimaticas, se puede facilitar el transporte de sacarosa utilizando una sacarosa permeasa
independiente del PTS. En la circunstancia en la que el biocatalizador ya desarrollado para la produccién de acido
succinico no tenga un gen que codifique la permeasa especifica de sacarosa no PTS, es necesario introducir un gen
exogeno que pueda mediar en el transporte no PTS de sacarosa a la célula. Se ha informado que varias cepas
bacterianas tales como la cepa W de E. coli tienen un operén que codifica proteinas implicadas en el transporte no
PTS de sacarosa en la célula. Cualquiera de los operones de sacarosa permeasa de otras cepas bacterianas
conocidos se pueden introducir en estas cepas bacterianas que carecen de la capacidad de transporte no PTS de
sacarosa. Un ejemplo de esta captaciéon no PTS de sacarosa es la que se codifica por los genes cscRAKB
cromosomicos presentes cerca del locus dsdA (de la D-serina desaminasa) en algunas, pero no todas las cepas de
E. coli. Ejemplos de cepas de E. coli que contienen genes cscRAKB son la cepa EC3132 de E. coliy la cepa ATCC
9637 de E. coli, también conocida por E. coliW o cepa Waksman, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Erwinia
amylovora, y muchas otras.

Ciertas cepas de E. coli tales como la cepa W de E. coli (ATCC 9637) se sabe que poseen una ruta metabdlica y de
transporte de sacarosa independiente de PTS codificada cromosdmicamente. Los tres genes diferentes implicados
en el metabolismo y transporte de sacarosa independiente de PTS, a saber, cscB, cscA, y cscK se organizan en el
ADN cromosémico como un operon. El gen cscB codifica un simportador de sacarosa: H+. El gen cscA codifica una
invertasa enzimatica que escinde la sacarosa transportada en la célula en glucosa y fructosa. El gen cscK codifica
una fructocinasa. El operdn csc esta bajo el control de una proteina represora codificada por el gen cscR. En una
realizacion especifica descrita en el presente documento, los genes cscA, cscB y cscK se introdujeron en una cepa
KJ122 productora de succinato, sin un gen cscR regulador de control intacto. Estos tres genes cscABK, se pueden
introducir en la cepa KJ122 sobre un plasmido auto-replicante o, preferentemente, se pueden integrar en el
cromosoma del huésped. En una realizacién preferida, los tres genes cscABK, se integran en una region no esencial
del cromosoma del huésped (una region en la que la insercion de los genes afadidos no tenga una influencia
significativamente negativa en ningun aspecto relevante del crecimiento o produccién del producto deseado tal como
el succinato en un proceso comercial) y los genes afiadidos se expresan a partir de uno o mas promotores
constitutivos apropiados.

El titulo del producto de la sacarosa es igual a al menos el titulo producido por el organismo parental a partir de la
glucosa, y el rendimiento del producto es mayor de 0,8 gramos de acido succinico producido /gramo de sacarosa
consumida. Los genes exdgenos introducidos en la célula se pueden mantener en la célula sobre un plasmido auto-
replicante. Un plasmido se puede mantener mediante la seleccidon con antibiéticos o la complementacién de una
mutacion cromosémica. Preferentemente, los genes exdgenos se integran el cromosoma del huésped de manera
que no haya necesidad de afiadir antibiéticos para mantener los plasmidos en la célula. Existen varias localizaciones
posibles en la célula para la integracion de los genes exdgenos. Las localizaciones preferenciales para la integracion
de los genes exdgenos en el ADN cromosémico de E. coli incluye regiones con funciones no esenciales para el
crecimiento y la formacion del producto en condiciones de fermentacién comerciales.

Estas permeasas de azucares independientes de PTS facilitan el transporte de sacarosa en la célula sin ninguna
modificacion quimica. El sistema de sacarosa permeasa independiente de PTS incluyen sistemas de simporte de
catién de soluto, tal como el simportador ScrT en el operdon de sacarosa de Bifidobacterium lactis y el trasportador
CscB de E. coli. Estos sistemas de transporte especificos de sacarosa estan agrupados en general con los genes
catabdlicos y reguladores en distintas disposiciones en las diferentes bacterias.

Cuando los genes exdgenos se obtienen como un operon, se prefiere eliminar cualquiera de los genes reguladores
negativos o proteinas del operon. Es ideal tener solo los genes y proteinas que funcionan positivamente en el
transporte y metabolismo de sacarosa. Por lo tanto, la expresion de los genes de utilizacion de la sacarosa no esta
inhibida preferentemente por un represor o por represion por catabolito de carbono.

Cuando se utiliza un sistema de transporte de sacarosa no PTS como mecanismo de transporte, la sacarosa que
entra en la célula esta aun en forma no fosforilada y es necesario fosforilar la sacarosa antes de que entre en la ruta
metabolica de la célula. La sacarosa se puede fosforilar utilizando una sacarosa cinasa endégena ya presente en la
célula. En el caso en el que no haya una sacarosa cinasa endogena en la célula, se puede introducir un ADN
exogeno que codifique la sacarosa cinasa en la célula. Una vez que la sacarosa esta fosforilada, la sacarosa-6-
fosfato resultante se puede metabolizar por las acciones de las enzimas sacarosa-6-fosfato hidrolasa, glucosa-6-
fosfato-isomerasa, fructocinasa, fosfofructocinasa, y fructosa 1,6-bifosfato aldolasa como se ha descrito
anteriormente. De nuevo, si fuera necesario, los genes que codifican estas enzimas se pueden introducir en el
biocatalizador que se desarrolle. Como alternativa. después de que la sacarosa entre en la célula, puede escindirse
en glucosa y fructosa por una invertasa. La glucosa y fructosa resultantes pueden entrar en el metabolismo por
acciones de las enzimas glucocinasa y fructocinasa, respectivamente.
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La fosforilacion de la sacarosa también se puede conseguir por la sacarosa fosforilasa (SPasa). La sacarosa
fosforilada cataliza la conversion de sacarosa (a-D-glucopiranosil-1,2-3-D-fructofurandsido) y fosfato en D- fructosa y
a-G-1-P (a-D-glucosa-1-fosfato). Esta reaccion de fosforolisis consigue las dos etapas necesarias para que los
carbonos de sacarosa entren en el metabolismo central, 1) la escision del disacarido en dos monosacaridos y 2) la
fosforilacion de al menos uno de los monosacaridos. Otro beneficio de esta fosforolisis es que no consume ATP para
la fosforilacion como la reaccién de glucocinasa. En vez de esto, la energia para la formacion del enlace fosfato se
deriva de la energia liberada por la hidrolisis. Como tal, se puede realizar una mejora en la utilizacién de sacarosa
introduciendo, por ejemplo, ademas de los genes cscAKB de la cepa W de E. coli, un gen que codifique una
sacarosa fosforilasa en una célula bacteriana sin capacidad de utilizacién de la sacarosa. De manera alternativa, el
gen de invertasa, cscA, se puede remplazar con un gen que codifique la sacarosa fosforilasa. Se han descrito varias
sacarosa fosforilasas (Goedl et al., 2007). Cualquiera de dichos genes que codifican una sacarosa fosforilasa se
puede clonar y expresar en una cepa receptora por medios bien conocidos en la técnica. En una realizacion
preferida, se integra un casete de expresion que incluye un gen de sacarosa fosforilasa en el cromosoma de una
cepa receptora.

Los sistemas de permeasa dependientes de PTS e independientes de PTS para el transporte de sacarosa no son
mutuamente excluyentes entre ellos. Es posible tener un PTS funcionalmente activo junto con un sistema de
permeasa independiente de PTS funcionalmente activo para el transporte de sacarosa en la misma célula
bacteriana.

Se desvela en el presente documento la transferencia genética de sistemas de transporte y utilizacion de la
sacarosa a partir de uno o mas organismos donantes que contienen naturalmente los genes relevantes (por ejemplo,
scrKYABR, scrRAKB, cscRAKB, scrP, spl o una combinacién, o un subconjunto de los mismos) en un organismo
receptor que no contienen naturalmente dichos genes relevantes, de tal manera que se confiera a dicho organismo
receptor una nueva capacidad para utilizar la sacarosa o para aumentar la capacidad de utilizaciéon de la sacarosa
ya existente. ScrP y Spl son genes que codifican la sacarosa fosforilasa. Ejemplos de dichos organismos que no
contienen naturalmente los genes relevantes de transporte y utilizacion de sacarosa incluyen, pero no se limitan a,
cepas de E. coli K-12 (tales como EMG2, MG1655, W3110, W3350, C600, y DH5a), que es la cepa de fondo para la
gran mayoria del trabajo de modificacion genética hecho en E. coli, ATCC 8739 (E. coli C), ATCC 11303 (E. coli B),
BL21 (véase el catalogo de New England Biolabs, 2007-2008) y derivados de estas cepas. Otros ejemplos de dichos
organismos receptores incluyen una amplia variedad de otras bacterias y arqueas que no tienen la capacidad nativa
para utiliza sacarosa, o que utilizan poco la sacarosa. La unica limitacion es que el organismo receptor debe ser
capaz de alterarse genéticamente (por modificacion genética, emparejamiento, transduccion, transformacion, etc.),
de manera que los genes de utilizacion de sacarosa descritos en el presente documento se puedan instalar en la
cepa receptora. El organismo receptor también puede ser de un tipo que ya ha sido construido, seleccionado,
explorado, reproducido, o alterado de otra manera de manera que puede ya producir un producto quimico de interés.
Un ejemplo de este tipo de cepa receptora es la KJ122 (Jantama et al., 2008 a, b) y un ejemplo del producto quimico
de interés es el acidos succinico.

Otros ejemplos de organismos receptores incluyen, pero no se limitan a: Gluconobacter oxydans, Gluconobacter
asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus, Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumescens, Arthrobacter
paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus, Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter
indicus, Brevibacterium ammoniagenes, divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum,
Brevibacterium globosum, Brevibacterium fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum,
Brevibacterium pusillum, Brevibacterium testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium,
Brevibacterium linens, Brevibacterium protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum,
Corynebacterium callunae, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Enterobacter
aerogenes, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi, Flavobacterium
peregrinum, Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum, Flavobacterium
sewanense, Flavobacterium breve, Flavobacterium meningosepticum, Micrococcus sp. CCM825, Morganella
morganii, Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, Propionibacterium shermanii,
Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas ovalis,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas testosteroni,
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC 15592,
Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio tyrogenes,
Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces coelicolor,
Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus, Streptomyces
tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi, Streptomyces lavendulae,
Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus circulans, Bacillus
thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium,
Salmonella  schottmulleri, Bacillus  subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amylolliquefaciens, Basfia
succiniciproducens y Xanthomonas citri.

La presente invencion se explicara en detalle posteriormente. La bacteria que pertenece al género Escherichia como
se describe en el presente documento es una cepa que se construye a partir de una Escherichia coli no asimilativa
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de sacarosa como cepa parental, y que después de la construccion alberga genes de sacarosa, preferentemente
genes independientes de PTS de sacarosa y que tiene la capacidad para producir acido succinico.

Los materiales genéticos para conferir la capacidad de utilizaciéon de sacarosa a una cepa bacteriana receptora
puede obtenerse a partir de varias cepas bacterianas donantes. Dependiendo de la cepa de bacteria donante que
sirva como fuente del material genético para conferir la capacidad de utilizacion de sacarosa, la cepa receptora
adquiere la capacidad de utilizacion de sacarosa dependiente de PTS o una capacidad de utilizacion de sacarosa
independiente de PTS.

Se sabe que el Clostridium acetobutyllicum ATCC 824 y Clostridium beijerinickii transportan sacarosa mediante un
PTS. Se comunicé que el operdn para el transporte y metabolismo de sacarosa en cada uno de estos organismos
codifica tres proteinas funcionales y una proteina reguladora. Por lo tanto, en el Clostridium acetobutilicum, el operén
de transporte y metabolismo de sacarosa contiene los genes scrA, scrB, scrK'y scrT que codifican la Enzima 1l del
PTS, la sacarosa-6-fosfato hidrolasa, fructocinasa, y una proteina reguladora antiterminadora, respectivamente. En
el caso de Clostridium beijerinickii, el operon de transporte y metabolismo de sacarosa contiene los genes scrA,
scrB, scrK, y scrR que codifican la Enzima Il del PTS, sacarosa-6-fosfato hidrolasa, fructocinasa, y una proteina
reguladora, respectivamente. Cuando se necesita convertir una cepa bacteriana incapaz de utilizar sacarosa en una
cepa que utiliza sacarosa, solamente los genes scrA, scrB y scrK obtenidos de cualquiera de las especies de
Clostridium se introducen en la cepa negativa al PTS de sacarosa. Estos tres genes se pueden derivar de una Unica
especie de Clostridium. De manera alternativa, uno o dos genes se pueden derivar de una especie y el resto de los
genes puede derivarse de otras especies.

El Staphylococcus xylosus puede ser una fuente de un gen scrA que codifica una proteina de PTS especifico de
sacarosa y un gen scrB que codifica una sacarosa fosfato hidrolasa.

La Mannheimia succiniproducens es otra fuente de un gen que codifica una proteina de PTS especifico de sacarosa.
Se ha demostrado recientemente que el gen MS0784 de M. succiniproducens codifica una proteina con una funcion
PTS especifica de sacarosa. Se ha demostrado recientemente que el gen MS0909 codifica una proteina con
actividad sacarosa 6-fosfato hidrolasa. El Corynebacterium glutamicum es otra fuente mas de genes utiles en el
presente documento. El gen de PTS de sacarosa que codifica la proteina EIIBCA de sacarosa también como la
sacarosa-6-fosfato hidrolasa se pueden obtener del operdn del PTS de sacarosa de C. glutamicum. El operén del
PTS de fructosa de C. glutamicum se puede utilizar como la fuente de un gen de fructosa-1-fosfato cinasa. Tanto el
Corynebacterium glutamicum como Mannheimia succiniproducens carecen del gene para fructocinasa y la fructosa
liberada de la hidrdlisis de la sacarosa-6-fosfato se libera en el medio y se capta mediante un PTS de fructosa. Una
forma para mejorar la utilizacion de sacarosa en las cepas que carecen de actividad de enzima fructosa cinasa es
introducir un gen exégeno que codifica la enzima fructosa cinasa.

Otras fuentes de genes y proteinas de utilizacion de sacarosa son las siguientes: La proteina ScrA del PTS
especifico de sacarosa se pueden derivar de Erwinia chrysanthemi 3937. De manera similar, el Bacillus subtilis
puede ser la fuente de la proteina SacP del PTS especifico de sacarosa. El gen sacP de B. subtilis codifica la
proteina EIIBC®™ que funciona presumiblemente con la ENAS" para transportar la sacarosa. El gen sacA codifica la
sacarosa-6-fosfato hidrolasa que hidroliza la sacarosa-6-fosfato intracelular.

En el operdn scrARBK de las especies de Clostridium, scrA codifica el dominio EIIBC*® del PTS de sacarosa, que
esta complementada probablemente por la proteina EIIA®"Y. El scrB codifica la sacarosa hidrolasa y el scrK codifica
la fructocinasa. En el Staphylococcus xylosus, el scrA esta separado del scrB y scrK. El gen scrA codifica la EIIBC.
El gen scrB codifica la sacarosa hidrolasa y scrK codifica fructocinasa. En la bacteria acidolactica Gram-positiva
Pediococccus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, y Streptococcus mutans el scrA codifica una proteina del PTS
de sacarosa. El scrB codifica la sacarosa-6-P hidrolasa. El scrK codifica la fructocinasa. En las bacterias entéricas
de Salmonella spp. el plasmido conjugativo y el transposén conjugativo tiene un operdn scrKYABR. El scrk codifica
fructocinasa, scrY codifica una porina de membrana externa, scrA codifica la proteina de transporte EII’”, y scrB
codifica una sacarosa-6-P hidrolasa. La Erwinia amylovora tiene el mismo agrupamiento genético de scrKYABR que
en la Klebsiella pneumoniae y pUR400. El Vibrio alginolyticus tiene el operon scrRAKB. El gen scrA codifica una
proteina EIIBC™™ que esta complementada por la subunidad EIIA%" de E. coli y scrB codifica la sacarosa hidrolasa.

El aislado EC3132 de E. coli de tipo silvestre puede utilizar la sacarosa mientras que la cepa K12 de E. coli no puede
utilizar la sacarosa. Los genes no PTS implicados en la utilizacién y metabolismo de sacarosa a saber cscB, cscK,
cscA y cscR estan localizadas cromosémicamente en EC3132. Estos genes cscB, cscK, cscA y cscR de la cepa
EC3132 de E. coli se pueden introducir en la cepa K12 de E. coli para conferir la capacidad de utilizacién de
sacarosa a la cepa K12 de E. coli.

El gen de la sacarosa fosforilasa se puede obtener en el ADN de Bifidobacterium longum, Leuconostoc

mesenteroides (por ejemplo, la cepa DSM 20193), Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium lactis. El gen scrP
de B. lactis y el gen spl de B. longum codifican la sacarosa fosforilasa.
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El B. longum puede ser una fuente de genes de permeasa, fosforilasa y fructocinasa. En el B. longum, los genes de
la permeasa (scrT) y fosforilasa (scrP) existen en un operén junto con un gen que codifica un regulador
transcripcional (scrR). también esta presente en el B. longum un gen de la fructocinasa (frk) que es inducible por la
fructosa y esta sometido a represion mediada por glucosa. Mediante el uso de conjuntos de cebadores especificos,
las fases de lectura abierta de estos genes se pueden obtener y expresarse en el biocatalizador utilizando
promotores adecuados.

Los genes que codifican la glucocinasa y fructocinasa pueden obtenerse de Zymomonas mobilis. Una glucocinasa
con amplia especificidad por hexosa se puede obtener de Bacillus sphaericus C3-41. La glucocinasa de estas
especies bacterianas se ha demostrado también para fosforilasa fructosa y manosa también. La glucocinasa
codificada por glk genémico de E. coli sola o en combinacion con la glucocinasa codificada por glk de Zymomonas
mobilis localizado en un plasmido también cataliza la fosforilacion de la glucosa. Ademas de la copia del gkl ya
presente en el ADN gendmico de E. coli, se proporcionan copias adicionales del gen glk en un plasmido de baja
copia ajo el control de ciertos promotores constitutivos, o integrado en el cromosoma.

Los genes exdgenos introducidos en la célula pueden mantenerse en la célula en un plasmido auto-replicante. Un
plasmido se puede mantener mediante seleccion con antibidticos o complementaciéon de una mutacion
cromosomica. Sin embargo, cuando se mantienen genes exdgenos en el biocatalizador en un plasmido auto-
replicante en la célula, es necesario asegurarse que no habra un gasto innecesario de energia y materiales que den
lugar a la inhibicién del crecimiento y una disminucion del rendimiento o productividad del material organico que se
va a fabricar utilizando el biocatalizador. Preferencialmente, los genes exdgenos se integran en el cromosoma del
huésped de manera que no existe la necesidad de afiadir antibidticos para mantener los plasmidos en la célula.
Existen varias localizaciones posibles en la célula para la integracion de los genes exdgenos. Las localizaciones
preferenciales para integrar los genes exdgenos en el ADN cromosémico de E. coli incluye regiones sin funciones
esenciales para el crecimiento y formacion de productos en condiciones de fermentacién comerciales.

Cuando se obtienen los genes exdgenos como un operdn, es preferible eliminar cualquier posible gen regulador
negativo o proteinas del operén. Es ideal tener solo los genes y proteinas que funcionan positivamente en el
transporte y metabolismo de sacarosa. Por lo tanto, la expresion de genes de utilizacién de sacarosa es preferible
que no se inhiba por un represor o por represién por catabolito de carbono.

Los genes necesarios para la utilizacion de sacarosa se pueden derivar a partir de dos organismos donantes
distintos. Por ejemplo, el gen scrK para la fructocinasa se podria derivar de K. pneumoniae, y los genes cscA 'y cscB
se podrian derivar de la cepa W de E. coli, y los tres genes se podrian combinar en una cepa receptora. Como otro
ejemplo, un gen que codifica la sacarosa fosforilasa de Leuconostoc mesenteroides se podria instalar junto con los
genes cscB y cscK de la cepa W de E. coli, sea con o sin el gen cscA.

Cualquier bacteria que no sea asimilativa para sacarosa y tiene la capacidad para producir acido succinico puede
mejorarse de acuerdo con la presente divulgacion.

La bacteria descrita en el presente documento se puede obtener mediante la introduccion de genes que utilizan la
sacarosa por un sistema de utilizacion de sacarosa dependiente de PTS o un sistema que utiliza sacarosa
independiente de PTS en una cepa productora de acido succinico tal como la KJ122. De manera alternativa, la
bacteria descrita en el presente documento se puede obtener confiriendo la capacidad para producir acido succinico
a una bacteria en la cual ya esta presente un sistema que utiliza la sacarosa dependiente de PTS o un sistema que
utiliza la sacarosa independiente de PTS. Esta ultima alternativa se puede conseguir, por ejemplo, siguiendo todas
las etapas utilizadas para la construccion de la KJ122 (desvelado en Janatama et al., 2008), pero comenzando con
la cepa ATCC 9637 en vez de comenzar con la cepa ATCC 8739.

La fuente del sistema de utilizacion de sacarosa dependiente de PTS o un sistema de utilizacion de sacarosa
independiente del PTS no esta particularmente limitado a condicion de que los genes relevantes puedan funcionar o
hacer que funcionen en la célula bacteriana de interés.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion de la presente invencion y no como limitacion.
Ejemplo 1
Construccion de SD14, un derivado de KJ122 que contiene el agrupamiento genético cscBKA de E. coli W

El agrupamiento genético cscBKA que codifica los genes para la utilizacion de sacarosa, captacion y utilizacion, se
amplificaron desde el ADN gendmico de la cepa W de Escherichia coli (ATCC 9637) utilizando una reaccion en
cadena de la polimerasa. Los cebadores de la PCR se disefiaron de tal manera que el producto de la PCR resultante
contenia solo los genes cscB, cscK, y cscA del operdn csc original de la cepa W y no un gen cscR funcional que
codifica una proteina represora. Ademas de las secuencias homologas del operén csc, los cebadores para la
amplificacion por PCR incluian 50 bases (pb) en el extremo 5’ de secuencias que son homadlogas con el sitio para la
integracion en el cromosoma de E. coli KJ122. Las secuencias de los cebadores de la PCR utilizados en el presente
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ejemplo se enumeran en la Tabla 1. El sitio diana para la integracion esta a 291 pb corriente arriba del gen rrnC.
Este sitio no codifica ningiin gen conocido minimizando de esta manera la posibilidad de alterar una funcién genética
importante de E. coli.

El producto de la PCR obtenido utilizando los cebadores SD032 y SD033 y el ADN cromosémico de la ATCC 9673
como matriz se purificé utilizando Kits de Purificacion de PCR QlAquick de Qiagen como instruye el fabricante. Los
fragmentos purificados se transformaron entonces en KJ122 que contenia el plasmido auxiliar pkD46 de acuerdo
con el método descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000). El pkD46 esta disponible en E. coli
Genetic Stock Center, Yale University, New Haven, CT. La seleccién era por el crecimiento en placas minimas con
sacarosa. Las cepas resultantes se ensayaron en cuanto a la integracion correcta de los genes csc en el sitio diana
que se pretendia corriente arriba del rrnC por PCR diagndstica utilizando los cebadores del SD033 al SD036 en
distintas combinaciones apropiadas. Las cepas correctas crecian bien en un medio minimo con sacarosa y daba
lugar a colonias rojas en las placas de sacarosa MacConkey. Para todos los medios de cultivo, la sacarosa era
ultrapura (por ejemplo, el numero de catalogo de Sigma S 7903). Las soluciones de reserva de sacarosa se hicieron
al 50 % (peso/volumen) en agua desionizada y se esterilizaron por filtracion a través de unidades de filtro Nalgene
de membrana de nilon desechable de 0,2 micrémetros. Un aislado particular llamado SD14 se utiliz6 para el trabajo
posterior.

En una manera similar a la descrita anteriormente, se puede amplificar cualquier secuencia de ADN que codifica los
genes de utilizacion de sacarosa (sean independientes de PTS o dependientes de PTS, por ejemplo, un operén
scrKYBA de Klebsiella pneumoniae o pUR500) por PCR e integrarse en el cromosoma de una cepa receptora en la
misma diana descrita anteriormente o en cualquier otra diana. Por ejemplo, utilizando los cebadores SD038 y
SDO039, el operdn cscbBAK de E. coliW se puede integrar justo corriente arriba del gen dnaA en KJ122.

Las Figuras 1 — 5 proporcionan los resultados de los experimentos hechos con la cepa SD14 en fermentadores
microaerobicos a pequefa escala. La Figura 1 proporciona los datos de la cinética de utilizacion de sacarosa, y la
cinética para la acumulacion de glucosa, fructosa, y acido succinico. También se muestra en la Figura 1 la cinética
de crecimiento bacteriano. Las Figuras 2 — 5 muestran la cinética de utilizacion de sacarosa, la cinética de
acumulacién de glucosa, la cinética de acumulacion de fructosa, y la cinética de acumulacion de acido succinico,
respectivamente. En los experimentos descritos en las Figuras 2- 5 se utilizaron tres concentraciones diferentes de
sacarosa (100 g/l, 150 g/l y 200 g/l).

Ejemplo 2
Analisis de crecimiento y utilizacion de sacarosa en la cepa recombinante SD14 en un fermentador de 7 litros

La cepa SD14 se cultivd en un medio minimo suplementado con un 10 % de sacarosa. Se utilizé una solucién madre
que contenia tanto hidréxido amoénico como bicarbonato aménico (NHsOH 7 N y NH,HCO3 3M) para neutralizar el
acido succinico producido en los fermentadores a 39 °C. El volumen de partida de 3 litros contenia sulfato potasico
monobasico (18 mM), sulfato magnésico (2 mM), betaina (1,33 mM), elementos traza (Jantama et al., 2008 a, b),
antiespumante 204 (8 ppm) y sacarosa por lotes a 98 g/l. Se ajusté el pH inicialmente a un pH de 7,0 y a
continuacion se mantuvo a un pH de 6,5 por la adicién de la solucién de hidréxido aménico/bicarbonato aménico
descrita anteriormente. Se suministré aire a 5 ml/minuto. El indculo de 150 ml se cultivd aerébicamente y contenia
un medio minimo con un 2 % de sacarosa y suplementado con un 0,1 mM de cloruro calcico.

Por comparacion, se fermenté la KJ122 en el mismo medio con la misma solucién de neutralizacion, excepto en la
fuente de carbono era glucosa, en lotes de 25 g/l y entonces se suministré en modo semi-continuo desde una
concentracion de 220 g/l. Se ensayaron los azucares, succinato y productos secundarios por HPLC, como se habia
descrito (Zhang et al., 2009 a, b; Jantama et al., 2008 a, b).

Los resultados se compararon con una operacion semi-continua de la cepa parental KJ122 cultivada en glucosa en
la Tabla 2. La cinética de utilizacién de sacarosa, acumulacion de glucosa, acumulacién de fructosa y produccion de
succinato durante la fermentacion con SD14 se muestra en la Figura 6. La sacarosa se consumio completamente en
unas 50 horas y la concentracion de acido succinico en el medio alcanzaba un valor de 83,08 gramos por litro de
caldo de fermentacion a las 50 horas. Las concentraciones de glucosa y fructosa en el medio alcanzaban su pico
sobre las 25 horas.

Ejemplo 3

Clonacion y expresion de una sacarosa fosforilasa en SD14

El gen de sacarosa fosforilasa de la cepa DSM 20193 de Leuconostoc mesenteroides (Goed! et al., 2007) se clond
por amplificacion por PCR utilizando los cebadores BY107 y BY108 (véase la Tabla 1) y el ADN gendémico como
matriz. El producto de la PCR resultante de 1594 pb se purificé en la columna de purificacion PCR QIAquick de

Qiagen, se escindi6 con las enzimas de restriccion Xbal y BamHI (New England Biolabs), y se purificaron por
electroforesis en gel de agarosa. El fragmento resultante se ligd en la estructura Xbal a BamHI de pOM324 (Solicitud
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de Patente de EE. UU. 2009/0311756) para dar el plasmido pRY801, que coloca el gen de sacarosa fosforilasa bajo
el control de un promotor constitutivo fuerte. El casete promotor-gen de sacarosa fosforilasa- terminador se escinde
del pRY801 cortando con Xhol y BamHI, y los extremos pegajosos del casete resultante se hacen truncan con el Kit
Blunting Quick (New England Biolabs), y el fragmento truncado se ligé en el pMH17F (SEQ ID NO. 13) que se
habian cortado con BsrBl y se traté con fosfatasa de intestino de ternera (New England Biolabs), para dar el
plasmido pRY802F (SEQ ID NO. 14). En el pRY802F, el casete de expresion de sacarosa fosforilasa esta
flanqueado en cada extremo con aproximadamente 500 pb de secuencia de ADN que es homdloga a una secuencia
justo corriente abajo del gen thrV de la cepa SD14. El casete y la secuencia circundante se amplifica por PCR
utilizando pRY802F como matriz y los cebadores BY83 y BY84 (véase la Tabla 1). El fragmento resultante de 2,7
kilobases se purificé en la columna de purificacion PCR QlAquick Qiagen. Este fragmento se instalé entonces en la
SD14 cerca del locus thrV por el método de remplazo genético de dos etapas de Hantama et al. (2008 a, b),
utilizando un casete cat-sacB de seleccion y contra seleccion con las misas secuencias flanqueantes homologas de
la region thrV para la primera etapa. Para la primera etapa, el casete cat-sacB se obtiene como un fragmento
truncado EcolCRI a partir de pCA2 y se liga en el BsrBI escindido, y tratado con fosfatasa de intestino de ternera,
pMH17F como se ha descrito anteriormente, para dar el plasmido pRY803F (SEQ ID NO. 15). El casete cat-sacB
con las secuencias circundantes homologas de la region thrV se amplifica por PCR utilizando los cebadores BY83 y
BY84. El producto de ADN lineal de 4 kb se utiliza para transformar la SD14 para la resistencia al cloranfenicol para
dar la cepa RY863. En la segunda etapa, el producto de ADN lineal de 2,7 kb descrito anteriormente (que contiene el
casete de expresion de sacarosa fosforilada de pRY802F) se utilizé para transformar la RY803 para resistencia a la
sacarosa (Jantama et al., 2008 a, b) para dar la cepa RY864. La cepa correcta se verifico utilizando una PCR
diagndstica con el ADN cromosomico como matriz y BY83 y BY84 como cebadores. La cepa resultante, RY864,
tiene el casete de sacarosa fosforilasa integrado cerca de thrV, y expresa un nivel significativo de sacarosa
fosforilasa, que mejora la eficacia de utilizacion de sacarosa ahorrando un ATP por mol de sacarosa escindida.
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Tabla 1 Cebadores utilizados en la PCR
SEQ |Cebador Secuencia del cebador (5" a '3)
ID NO. |N.°
SEQ ID |SD032 taaatttcctcttgtcaggccggaataactccctataatgcgccaccact
NO. 1 aggcgtttggattaggcgatt
SEQ ID |SD033 ctcaggagaaccccgctgacccggeggegtgtttgecgttgttcegtgte
NO. 2 gatccgttgttccacctgatatt
SEQ ID |SD034 ttagtatgccaccaggaagt cebadores en la insercion flanqueante de rrnc (tiene 1 falta de
NO. 3 coincidencia con la secuencia de KJ122)
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Tabla 1 Cebadores utilizados en la PCR
SEQ |Cebador Secuencia del cebador (5" a '3)

ID NO. |N.°

SEQ ID |SD035 atgctcaaagaattaaactt cebadores en la insercion flanqueante de rrnc (tiene 1 falta de

NO. 4 coincidencia con la secuencia de KJ122)

SEQ ID |SD036 cagttttcttcgcaatttcg cebador interno a cscB

NO. 5

SEQ ID |SD037 gacacgctcgccctaaggat cebador interno acscA

NO. 6

SEQ ID |SD038 tggaaagtcctgtggataaatcgggaaaatctgtgagaaacagaagatct

NO. 7 gagcgactgtaccagaacatga

SEQ ID |SD039 agatcctgcaaaacgatcgggaccgcggatcatagcctaaactgcgcaag

NO. 8 tcgccgtaatgggctttga

SEQ D |BY83 ttacctagagagggtgagaattgccgaacat

NO. 9

SEQID |BY84 gatgagagaagattttcagcctgatacagatt

NO. 10

SEQ ID |BY107 gggtctagaatagtggaggaataataatggaaattcaaaacaaag

NO. 11

SEQ D |BY108 cgcggatccttgtctgtcaatataatatttcccactatcagca

NO. 12

SEQ ID |pMH17F |Plasmido clon de la region thrV, resistencia a espectinomicina

NO. 13

SEQ ID |pRY802F [Gen de sacarosa fosforilasa de la cepa DSM 20193 de Leuconostoc

NO. 14 mesenteroides dirigido por un promotor constitutivo, para la integracion en el

locus thrvV
SEQ ID |pRY803F |Casete cat-sacB para la integracion en el locus thrV
NO. 15
Tabla 2. Ejemplos de fermentacion
Cepa |Fuente de carbono Titulo de succinato g/l| Rendimiento de | Titulo de fructosa g/l | Tiempo
succinato g/g

SD14 |Sacarosa 98 g/l discontinua 83,1 0,85 1,80 45 h
KJ122 |Glucosa 106 g/l semicontinua |82,6 0,86 0 48 h

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Myriant Corporation
Dole, Sudhanshu

Yocum, R. Rogers
Hermann, Theron
Yu, Xiaohui

<120> Método de produccion de acido succinico y otros productos quimicos utilizando una materia prima que
contiene sacarosa.
<130> MT2011-05PCT

<150> US 61/459.446

<151> 13-12-2010

<160> 15

<170> PatentIn versién 3.5

<210> SEQ ID NO. 1

<211>71

<212> ADN

<213> ADN sintético

<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD032
<400> Secuencia
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taaattteoct cttgtcagge cggaataact ccectataatg cgocaccact aggegtttgg

attaggcgat t

<210> SEQ ID NO. 2

<211>73

<212> ADN

<213> ADN sintético

<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD033
<400> Secuencia

cteaggagaa ccecgetgae coggeggegt ghttgeogtt gtteocgtgte gatcegttgt

tocacctgat att

<210> SEQ ID NO. 3
<211> 20
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD034
<400> Secuencia
ttagtatgcc accaggaagt 20
<210> SEQ ID NO. 4
<211> 20
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD035
<400> Secuencia
atgctcaaag aattaaactt 20
<210> SEQ ID NO. 5
<211> 20
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD036
<400> Secuencia
cagtittctt cgcaatticg 20
<210> SEQ ID NO. 6
<211> 20
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD037
<400> Secuencia

gacacgctcg ccotaaggat 20
<210> SEQ ID NO.7
<211>72
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD038
<400> Secuencia

tggaaagtcc tgtggataaa tcgggaaaat ctgtgagaaa cagaagatct gagocgactgt

accagaacat ga

<210> SEQ ID NO. 8

<211> 69

<212> ADN

<213> ADN sintético

<220> Caracteristica: Cebador de PCR SD039
<400> Secuencia

20

60

71

60

73

60

72



10

15

20

25

30

35

ES 2 686 301 T3

agatcctgca aaacgatcgg gaccgcggat catagcctaa actgcgcaag tcgccgtaat

gggetttga

<210> SEQ ID NO. 9
<211> 31
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR BY83
<400> Secuencia
ttacctagag agggtgagaa ttgecgaaca t 3
<210> SEQ ID NO. 10
<211> 32
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR BY84
<400> Secuencia
gatgagagaa gattttcagc ctgatacaga tt 32
<210> SEQ ID NO. 11
<211> 45
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR BY 107
<400> Secuencia

gggtctagaa tagtggagga ataataatgg aaattcaaaa caaag

<210> SEQ ID NO. 12
<211> 43
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Caracteristica: Cebador de PCR BY108
<400> Secuencia
cgcggatect tgtetgtcaa tataatatit cecactatea gea
<210> SEQ ID NO. 13
<211> 5772
<212> ADN
<213> ADN plasmidico pMH17F

<220> Caracteristica: Clon plasmidico de la regioén thrV, resistencia a espectinomicina

<400> Secuencia

43
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gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccc
aaggecgoctyg
aatgtcacga
gegatttgee
gtagaggagce
gtgagttata
tataaattat
cagagggtet
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaage
aaggetttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaace

agcgaggcecyg

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgeccatt
aaaagacage
cgagcettgeg
aaacagcogtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcge
actcaaccecc
ccaatacgct
aaccagagag
gattttecag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgctt
aataagtaaa

cecgactgat
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gectgttgat
ggataatccg
gtcagatagce
tttcttgtat
tacccecatt
gactcaggtyg
agggtgctac
tgcgacatce
ggatctattc
atataaacaa
acaagtttte
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgecttate
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca

acgttgattt

gatacegetyg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cetgatggte
ttaagecttt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtetga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgeocaagtt
ttttecagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
c¢ttacageaa

teocaagttga
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ccttactggyg
actggaaaat
agacccgoca
ttcecttgeat
gcegtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgoggaact
tttttattct
caaaggtcta
ctageagaat
agcccatete
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgqg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagegaa
aaaaaaatte
gaggatttat
agagattage
taaaaggctt
tatgaaattyg

actagataga

tgeattagee
cagagggcag
taaaacgccco
gaatccataa
cagegaactg
ggaatattca
ggtetgtttt
gactaaagta
ttcoctttatte
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaageaa
attttatget
acggtatcgt

tatggtgtat

cetttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata

caaatggatce

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



tecgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattea
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tecatggcaat
ttetgataae
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgeccte
gcaaacccte
cgeccttocag
gcegegacqgy
tgcogtagaa
getegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
geageggtgyg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tegagegeca
geggectgaa

aaacaacgcqg

acttgagaac
ttoctaccta
gctecaccagt
ttcgtteteoa
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgyg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacage
caaagcotgeo
tetggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatcecge
aaaaccgagqg
ccgaggtett
gaacagcaag
cagcocaggac
gtggaaacgyg
atgcaagtag
taacggegca
gocctcocgggoa
cagcaacgat
agcggtgatce
tetegaaceg
gocacacagt

gcegagetttg

ES 2 686 301 T3

aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttett
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacqgg
atagegeottt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gocaagetet
atcgtgeegt
atgcoegtte
atgcgaacca
cegatotect
gccocgocaaty
agaaatgect
atgaaggcac
cgtatgcget
gtggoggttt
tccaagcagc
gttacgeage
gccgaagtat
acgttgotgg
gatattgatt

atcaacgacce

aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacyg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cageoggeaa
gecogtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcegg
gaagccaggyg
cctgacgatg
cgactteget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttyg
aagcgcgtta
agggcagteyg
cgactcaact
cogtacattt
tgetggttac

ttttggaaac
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tgacaaaata
actacacgat
tgacatgeaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gocctgaaaca
cgectecagt
acctgaagece
gggcageaaa
ggggacctct
tcatccaccyg
caaggeoccga
cagatccttyg
ctgggecgaac
ggtecagecacce
cagatccogtg
cgtggagace
getgeccaag
gacataagcc
gtcecagaacce
ttatgactgt
cgcegtygggt
c¢ectaaaaca
atcagaggta
gtacggetec
ggtgacegta

tteggettee

ccaacaacca
gectttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgotg
ggggaaaaaa
ggatctgega
acecgttatyg
agggtcoccca
gatcaattcc
tecttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaage
cacagcacct
gaaaccttge
gttgeegggt
tgtteggttce
ttgaccgaac
ttetttggag
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcegtca
gcagtggatyg
aggettgatyg

cctggagaga

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300



gegagattct
gttatccage
gtatettega
aacatagcgt
aggatctatt
ctggegatga
gcaaaatcge
atcagecoegt
cotegegage
tagtcggeaa
actcaagegt
tgcttttatt
aaaggctggce
aaatctagog
agattatatt
ttcacaaaac
tttcecgact
taggecaccee
tacctagaga
ggtcagcagc
tttgatgage
attgggctgg
cgaaccgtcyg
ccotgatgaat
atccattaat
cttgatttga
cttegoaacy
caaacaacagq
tctggecagtt
ttcacttctyg
ttettttota

ggggacctca

cogegotgta
taagegegaa
gocagocacy
tgccttggta
tgaggcogeta
gogaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaage
tttttcttgt
agggetttac
actaattaat
ggtttacaaqg
ggaaagcggyg
aggctttaca
gggtgagaat
aacgegttge
caacgtegge
cgeagteggg
ctgaccgggt
tttttgegea
tgaatgttag
tgtetggeag
ttcaaateoeg
ataaaacaaa
ccctactcte
agtteggeat
atcetgecegaa

ccecttaccaa
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gaagtcacea
ctgeaatttyg
ategacattg
ggtccagegyg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtegectgecy
getagacagyg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgate
tagggaccct
catacgttgg
cagtgagege
ctttatgett
tgccgaacat
cattgcgegt
gotegatect
tatgacaatg
aatttttatg
tectaaatea
ttcgaaaage
tttatggegyg
ctoocggegy
aggcccagte
gcatggggag
ggggtcaggt

ctttaacceta

gggtgcgete

ttgttgtgea
gagaatggea
atetggetat
cggaggaact
taacgetatg
tgteocageat
actgggcaat
cttatettgg
tocactacgt
caagccgacg
ttgeteacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtecccc
ccgatteoatt
aacgcaatta
ccggetegta
gogcataagt
tcgctgtgta
gagatggtga
ttgtgtgtaa
gatcgtgggg
gagcegtacga
aaaaaggcca
gogtooctgeo
atttgtecta
ttecgactga
accccacact
gggaccaceyg

aaaagtggtg

taccaactga

24

cgacgacate
gogcaatgac
cttgetgaca
ctttgatccy
gaactegecg
ttggtacage
ggagegectyg
acaagaagaa
gaaaggcgayg
ccgettogeg
ccaaactate
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagetyg
atgtgagtta
tgtigtgtgg
ttcceoggaca
tgaagccgaa
aagaggtgct
cacatgagat
aaatagtgga
gggcattttt
tocctttegga
cgocacecte
ctogggagagy
gocttttgtt
accatcggeyg
cgctactgec
ctgataccca

gccatatcag

attceogtgge
attcettgeag
aaagcaagag
gttcctgaac
cocgactggg
gcoagtaaceg
ccggcccagt
gategettgg
atcaccaagg
gegeggetta
aggtcaagte
atatatcatg
atccgeatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
goctcacteat
aattgtgagt
gatttcaggt
aattatgttyg
ggatacgatg
ggggtttgea
gcaagctgca
ategeaggta
tggoottteyg
cgyggoegtty
tgttcaccga
ttatttgatg
ctacggecggt
gccagacaaa
gagtcgaact

cacgctaaat

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

£100

5160

5220
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ttgatgeoctyg
ggogttteoac
gcaaattetg
tcttototea
gctgtaccga
ggcgttaccce
gaagaggoce
ctgatgeggt
ctcagtacaa

gctgacgaat

geagtteocet
tteotgagtte
ttttatcaga
toecggataac
gotogaatte
aacttaatcg
geacegateog
attttctcoet
tetgetetga

tec

<210> SEQ ID NO. 14

<211> 7558
<212> ADN

ES 2 686 301 T3

actctogeat
ggcatggggt
cogettetge
aatttcacac
actggcogtc
ccttgcagcea
ccectteoccaa
tacgecatctg

tgcegeatag

<213> ADN plasmidico pRY802F

<220> Caracteristica: gen de sacarosa fosforilasa de la cepa DSM 20913 de Leuconostoc mesenteroides dirigida

ggggagacce
caggtgggac
gttetgattt
aggaaacagc
gttttacaac
catceccectt
cagttgegea
tgoggtattt

ttaagccage

por el promotor constitutivo para la integracion en el locus thrV.
<400> Secuencia

gttgacagta
agtetgaatg
gaactgctga
tgagaagcoce
aaggocgoctyg
aatgtcacga
gegatttgee
gtagaggage
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactage
gtgtggcact
tcacttataa

tagctaaagc

_agacgggtaa
acetgteacy
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagettgeg
aaacagegtt
cacagggcty
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagqg
tcacctagac
gattagtcge
actcaaccee
ccaatacgct

aaccagagag

gecetgttgat
ggataateeg
gtcagatage
tttcetgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgegacatee
ggatctatte
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga

ctgatgacga

gataccgetyg
aagtggtcag
accacatage
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggte
ttaagecttt
ttttgtaata
tttttatett
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtetga
cggagceatga
acecctacaag

acatcagtag

gaactgtgga

25

cacactacca
cacegegeta
aatetgtate
tatgaccatg
gtogtgactg
tcgecagetyg
gectgaatgy
cacaccgeat

coccgacacee

ccettactggyg
actggaaaat
agaccogeda
ttccocttgeat
gccgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgeggaact
tttttattet
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctc
attagttgtt
aaccaagceta
gaaagaacgy
ggaaaatget

aatcaggaat

taeggegetac
cggacgoecay
aggctgaaaa
attacgccaa
ggaaaaccct
gogtaatage
cgaatggoge
atggtgcact

goecaacacoe

tgcattagec
cagagggeayg
taaaacgeee
gaatccataa
cagcocgaactg
ggaatattca
ggtetgtttt
gactaaagta
ttetttatte
gocggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatget
acggtategt

tatggtgtat

cotttggtta

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5772

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

1020



aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agogaggcecyg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctecaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttetgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgeecte
gcaaaccctec
cgoctteoecag
gecgegacgg
tgccgtagaa
getegtteoge
gacgeacace

gtaagetgta

gattttcecag
tgaagagata
tgttaagtet
aacacaaaagqg
gttaatgectt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttectaccta
gctcaccagt
ttegttetea
cggaaggate
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgtteoa
gaacaggtga
ttgttacage
caaagctgcce
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgecacgatg
actgatccge
aaaaccgagyg
ccgaggtett
gaacagcaag
cagocaggac
gtggaaacgy

atgcaagtag
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tggacaaact
ttgccttatc
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggotcacge
tgaggttett
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagocgettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagetct
atcgtgeegt
atgccegttce
atgecgaacca
cegatctect
gccgccaatg
agaaatgect
atgaaggeac

cgtatgeget

atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tcecaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacqg
atggetettg
caccgttaga
atagatacat
atecgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
goccgtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcogg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgacttaget
gaacccagtyg

cacgcaactg
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ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggcett
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagetttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgcctcocogt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct
teatecaceg
caaggcccga
cagatcctty
ctgggegaac
ggtcagcacc
cagatecegtyg
cgtggagacc
gotgeccaag
gacataagee

gtccagaacce

aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
getttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgetg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
accecgttatg
agggtcccca
gatcaattcce
tcettggage
acccgecagtt
aaacgatgct
accggcaagc
cacagcaccet
gaaaccttge
gttgccgggt
tgtteggtte

ttgacegaac

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



geageggtgyg
tacagtotat
tgttatggag
tcatgaggga
tegagegeca
gcggectgaa
aaacaacgcog
goegagattot
gttatccage
gtatettega
aacatagogt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatage
atcagcoogt
cctocgogege
tagteggeaa
actcaagegt
tgcttttatt
aaaggotgge
aaatctageg
agattatatt
tteacaaaac
ttteocegact
taggoaccce
tacctagaga
ggtcagcage
tttgatgage
attgggctag
cgaaccgteg
cctgatgaat

atccattaat

taacggegea
goctegggea
cagcaacgat
ageggtgate
tetegaaceg
gccacacagt
goegagetttg
cegogetgta
taagogogaa
gocagocacyg
tgecttggta
tgaggegeta
gegaaatgta
googaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgteta
tagatgeact
atttttaage
tttttettgt
agggetttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggyg
aggctttaca
gggtgagaat
aacgegtitge
caacgtogge
cgcagtoggg
ctgaccgggt
tttttgogea

tgaatgttag
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gtggeggttt
tocaagoage
gttacgcagce
gocgaagtat
acgttgetgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgoaatttyg
ategacattg
ggtecagaegy
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtegetgoog
gotagacagg
gaagaatttyg
acaattegtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcegeaata
taagetgate
tggggaccet
catacgttgg
cagtgagage
ctttatgett
tgocgaacat
cattgcgegt
gotogatoct
tatgacaaty
aatttttatg
toctaaatca

ttcgaaaage

teatggettg
aagegegtta
agggeagteg
agactoaact
cogtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgea
gagaatggea
atetggetat
cggaggaact
taacgotatg
tgtocccgeat
actgggeaat
cttatottgg
tccactacgt
caagecgacg
ttgcetoacag
agecectacac
gttggegaag
eggtggatga
agaggtccee
cegatteatt
aacgcaatta
coggetogta
gogeataagt
tcgetgtgta
gagatggtga
ttgtgtgtaa
gatcgtgggg
gagegtacga

aaaaaggcca
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ttatgactgt
cgeegtggygt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggotce

ggtgaccgta

tteggettoco
cgacgacato
gegoaatgac
cttgetgaca
ctttgatceg
gaactegecog
ttggtacage
ggagegeetg
acaagaagaa
gaaaggcgag
cegettegeg
ccaaactate
aaattgggag
taategeaac
cottttgaat
ttttttattt
aatgcagetg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
ttceccggaca
tgaagccgaa
aagaggtgct
cacatgagat
aaatagtgga
gggrattttt

tcectttcgga

ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggegteoa
gcagtggatyg
aggcttgatyg
cetggagaga
atteogtgge
atteottgcag
aaagcaagag
gttectgaac
cecgactggg
gcagtaaccy
coggoccagt
gatoegettgg
atcaccaagg
gegeggotta
aggtcaagte
atatatcatyg
atcogeatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagyg
geteactcat
aattgtgagt
gatttcaggt
aattatgttyg
ggatacgatyg
ggggtttgca
gcaagctgea
atcgoaggta

tggcectttcyg

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



cttgatttga
cttcogeaacy
ccaaaactgt
agaagagatc
tgtaataatt
taatggaaat
taaaagatgt
tgttgcocttt
ttgatgecge
tgtttgactt
agaatcatga
aggecggega
aggcaccaac
ttggtgaaga
caacccttga
atgcagttaa
tgaatgaagt
aacattactc
taccaatgac
tgaagatgte
ttgatgcceg
aggttggege
accaaattaa
gtocgtgtett
caggtgaaaa
attactatac
tgaagetatt
ttgacacgce
aagctgtatt
ctgttatgag

actgttiect

tgtctggcag
ttcaaatccy
geteagtace
cacgctgtgt
taattacagg
tcaaaacaaa
tcatcaagtce
cttcceocttea
atttggtgat
catgattaac
cgattcaaag
aaaccgtoca
gcaagaaate
acaaattgac
agacatggta
aaaagttgac
acgtgaaatt
aatccctaaa
aacgctttac
accaatgaag
tgatattcta
gaatgtcaaa
ctcaacttat
ccaagtcttt
cgatatcgeg
gcgtgaagaa
gteatggegt
aactgataca
aacagcegat
cagtgataat

gagggaagca
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tttatggcgg
tcgaggcetat
gecaatattt
aaaaatttta
cgggggcaac
gcaatgttga
ttgaaagaag
acaggtgatc
tgggcagaty
catatttectce
tataaagatt
acacaagcecy
acttttgatg
attgatgtta
aaacatggtyg
acaaatgact
ttgacaccat
aagatcaatg
acattgtatt
caattcacaa
actgatgatg
aagacatatt
tattcagcat
gcgectggaa
cttttggagt
gttaagtcag
aatgaaagoce
acaattgtgg
goggocaaca
ttgacteaga

gtttttttge

gcgtoectygcec
tgacgacagc
ctecettgag
caaaaaggta
cocogootgtt
tcacttatgce
atattggaga
gcggttttge
tcgaageatt
gtgaatcagt
tetttatteg
atgttgactt
atggcacaac
attcagecat
ctaacttgat
tettegttga
taaaggctga
atcatggtta
caggtaagac
cattggacac
aaattgacta
catcetgette
tgggaaatga
ttccacaaat
caactaaaga
aagttaagcg
ctgeatttga
tgacacgtca
aaacttttga

actaaactat

tgatagtggy
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cgccaccctce
tatggttcac
gggtacaaag
ttgactttec
ctagaatagt
tgattcgttg
tgcgattggt
gccagccegat
gggtgaagaa
gatgtatcaa
ttgggaaaag
aatttacaag
agaaaacttg
tgocaaggaa
tcgtttggat
goecagaaate
aattttacca
cttecacctat
aaatcaattg
gcatgatggt
cgcttctgaa
atacaacaac
tgatgcagca
ttattacgtt
aggtogtaat
accagttgtt
tttggotgge
agatgaaaat
aatcegttgag
atttgaatca

aaatattata

cgggccgttyg
tgtccaccaa
aggtgteocct
ctacagggtg
ggaggaataa
ggcaaaaact
ggggttcatt
tatactegtg
tactatttga
gattttaaga
ttetgggeaa
cgtaaagata
tggaatactt
tttattaaga
gcetttgegt
tgggacactt
gaaattcatg
gactttgcat
gcaaagtggt
attggtgteg
caactttaca
cttgatattt
tacttgttga
gotttgttgg
attaaccgtce
gctaacttat
tcaatcacag
ggtcaaaaca
aatggtcaaa
attteotaaga

ttgacagaca

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660



10

aggatcctecce
aacaaaaggc
actctcgeat
cggcatgggy
gecgaacttt
taccaagggt
ttecectactce
gagttcggca
atcagaccge
gataacaatt
gaattcactg
taatcgeett
cgatcgeocect
tctccttacyg

ctctgatgec

cggcoggattt
cocagtcttce
ggggagaccce

tcaggtggga

aacctaaaaa
gegetetace
tegeatgggg
tggggtcagy
ttctgogtte
tcacacagga
geoegtegttt
gcagcacatc
tcccaacagt

catctgtgcg

gcatagttaa

<210> SEQID NO. 15

<211> 8998
<212> ADN
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gtcocctactcog
gactgagcct
cacactacca
ccaccgeget
gtggtgctga
aactgagcca
agaccccaca
tgggaccacc
tgatttaatc
aacagctatg
tacaacgteg
cocctttege
tgcgcagect
gtatttcaca

gcocagoecoccog

<213> ADN plasmidico pRY803F
<220> Caracteristica: casete cat-sacB para la integracion en el locus teh thrV
<400> Secuencia
<221> misc_feature
<222> (5979)..(5979)
<223>nesa,c,got
<400> Secuencia

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgcetga
tgagaagccc
aaggcgectg
aatgtcacga
gegatttgee
gtagaggage
gtgagttata
tataaattat

cagagggtct

agacgggtaa
acctgtecacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagettgeg
aaacagegtt
cacagggctyg
aaccacttga

agcagaattt

gectgttgat
ggataatceceg
gtcagatage
tttcttgtat

tacccccatt

gactcaggtyg
agggtgctac
tgegacatee
ggatctatte
atataaacaa

acaagttttc

ggagagtgtt
tttgttttat
toggegetac
actgeoegeca
tacccagagt
tatcageacg
ctaccatcgg
gogotacgge
tgtatcagge
accatgatta
tgactgggaa
cagetggogt
gaatggcgaa
cogoatatgg

acacccgoca

caccgacaaa
ttgatgtctyg
ggcggtttea
gacaaattet
cgaactggyy
ctaaatttga
cgctacggoeg
cgccaggcaa
tgaaaatctt
cgccaagetg
aaccctggeyg
aatagcgaag
tggcgceectga
tgcactcteca

acacccgetg

caacagataa
gcagttcocct
cttctgagtt
tttctaatet
acctecaccet
tgeoctggcag
tttcacttct
attctgtttt
ctctcatceg
taccgagete
ttacccaact
aggcoccgcac
tgcggtattt
gtacaatctg

acgaattc

gataccgetg
aagtggtcag
accacatage
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggte
ttaageettt
ttttgtaata
tttttatett

adaaaacaca

cagcaaaggt

29

coettactggyg
actggaaaat
agaccegoca
ttcecttgeat
gcecgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgeggaact
tttttattet
caaaggtcta

ctagcagaat

tgecattagee
cagagggcag
taaaacgeee
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtcetgtttt
gactaaagta
ttetttatte
goggaattta

ttacagatac

6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7558

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ccacaactea
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagc
aaggetttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaace
agcgaggeceyg
tegtaacega
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
teatggeaat
ttectgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgcteogeg
cettgoeocte

gcaaaccctce

aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtege
actcaaccec
ccaatacget
aaccagagag
gatttteocag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaaqg
gttaatgett
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttectacceta
gctcaccagt
ttegttetea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagetgttea
gaacaggtga
ttgttacage
caaagctgec
tetggaagaa
aaactagcaa

gttttgtgaa

aatataatct
caggctgggt
ccgeacgatyg

actgatcecgce
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actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgccttatce
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggcteacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgy
atagogettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct

ategtgecgt

atgccecgttce

atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgyg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacyg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagcoggeaa
goocegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc

catacagaag
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agcccatete
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgy
ggaaaatget
aatcaggaat
ctcaagogaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagcetttt
taacagatga
tagaacatga
goctgaaaca
cgeoctocoegt
acctgaagee
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccy
caaggcccga

cagatcettg

ctgggcgaac

aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgct
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
getttaactyg
agtaagcatyg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtee
acgagttttt
acageatgta
aattgaacac
ggcgatgetg
ggggaaaaaa
ggatctgega
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcce
tcecttggage
acccgeagtt

aaacgatgct

720

780

840

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



cgecttecag
gccgcgacgg
tgccgtagaa
getegttege
gacgcacace
gtaagctgta
gecagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tocgagogeca
goeggectgaa
aaacaacgeqg
goegagattet
gttatccagce
gtatcttega
aacatagcegt
aggatctatt
ctggegatga
gcaaaatege
atcagccogt
cctagegege
tagteggeaa
actcaagcgt
tgettttatt
aaaggctgge
aaatctageg
agattatatt
tteacaaaac
tttoccgact
taggcaccce

tacctagaga

aaaaccgagyg
cocgaggtctt
gaacagcaaqg
cagccaggac
gtggaaacgy
atgcaagtag
taacggcgea
gectogggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaccyg
gecacacagt
gogagetttg
cegegetgta
taagcgcogaa
gocagecacy
tgecttggta
tgaggcgceta
gcgaaatgta
gocgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaage
tttttettgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggy

aggctttaca

gggtgagaat
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atgegaacca
ccgatctoct
gocgecaaty
agaaatgoct
atgaaggcac
cgtatgcget
gtggeggttt
tcoccaageage
gttacgcage
gccgaagtat
acgttgctgy
gatattgatt
atcaacgace
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtecagegy
aatgaaacct
gtgettacgt
gtegetgeog
gctagacaggy
gaagaatttg
acaattegtt
aagcacataa
gtgcataata
tategeaata
taagetgate
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagege
ctttatgctt

tgcegaacat

ctteatecgg
gaagccaggg
cctgacgatyg
cgactteoget
gaacccagtyg
cacgcaactyg
tcatggettyg
aagegogtta
agggcagtcy
cgactcaact
cogtacattt
tgcetggttac
ttttggaaac
ttgttgtgea
gagaatggca
atetggetat
cggaggaact
taacgctatg
tgtecegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tcecactacgt
caagecgacy
ttgctcacag
agecctacac
gttggegaag
eggtggatga
agaggtccce
cegatteatt
aacgcaatta
ceggctogta

gegeataagt
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ggtcagcace
cagatccgtg
cgtggagace
getgeccaag
gacataagcc
gtccagaace
ttatgactgt
cgeegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcoe
ggtgaccgta
tteggottee
cgacgacate
gcgcaatgac
cttgetgaca
ctttgatecy
gaactogocog
ttggtacage
ggagegoctg
acaagaagaa
gaaaggcogag
cegettogeg
cgaaactate
aaattgggag
taatcgeaac
cettttgaat
ttttttattt
aatgcagetg
atgtgagtta
tgttgtgtgy

tteceggaca

aceggcaage
cacagcacct
gaaaccttge
gttgcegggt
tgttoggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggegtca
gecagtggatyg
aggcettgatyg
cetggagaga
attecgtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttectgaac
cccgactggy
gcagtaacceg
ceggeccagt
gatcgettgg
atcaccaagyg
gegeggetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atcegeatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg

geteacteat

aattgtgagt

gattteocaggt

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4280

4440



ggtcagcagc
tttgatgagc
attgggetoy
cgaaccgteg
cctgatgaat
atccattaat
cttgatttga
cttcgcaacg
ttetetagaa
ttcgecagaat
tggogaaaat
agatcactac
atggagaaaa
cattttgagyg
attacggcet
cacattettyg
gagctggtga
acgttttcat
tcgcaagatg
aatatgtttt
gocaatatgg
gacaaggtge
gtcocggeagaa
tttttttaag
ataagoggat
gggtcgttaa
egeggaceqgy
tatgatattt
aaaaaataca
graaatcett

acgagagtet

aacgcgttgce
caacgtcggc
cgcagteggy
ctgacocgggt
tttttgogea
tgaatgttag
tgtctggcag
ttcaaatccg
agtataggaa
aaataaatcc
gagacgttga
cgggcgtatt
aaatcactgg
catttcagte
ttttaaagac
cccgectgat
tatgggatag
cgctctggag
tggcgtgtta
tegteteage
acaacttctt
tgatgeeget
tgcttaatga
gocagttattg
gaatggcaga
atagccgett
atcccateac
tctgaattgt
gagaatgaaa
ttatgatttt

aatagaatga
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cattgecgogt
gctcgatcct
tatgacaatg
aatttttatg
toctaaatca
ttcgaaaagce
tttatggcgg
ctcgaattcc
cttegaattg
tggtgteccet
teggeacgta
ttttgagtta
atataccacc
agttgetcaa
cgtaaagaaa
gaatgeteat
tgttcaccct
tgaataccac
cggtgaaaac
caatcecetygg
cgooccoogtt
ggcgattoag
attacaacag
gtgcccttaa
aattogaaag
atgtctattyg
atatacctge
gattaaaaagqg
agaaacagat
ctatcaaaca

ggtegaaaag

tcgetgtgta
gagatggtga
ttgtgtgtaa
gatogtggyg
gagogtacga
aaaaaggcca
gcgteoctgee
cgecgeccgat
tegacaaget
gttgataccg
agaggtteca
togagatitt
gttgatatat
tgtacctata
aataagcaca
ceggaattee
tgttacaccg
gacgatttcc
ctggoctatt
gtgagtttea
ttcaccatgg
gttcatcatg
tactgcgatg
acgcctggtg
caaattcgac
ctggtttant
cagttcactat
gcaactttat
agatttttta
aaagaggaaa

taaategoge
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tgaagccgaa
aagaggtgct
cacatgagat
aaatagtgga
gggecattttt
tocctttegga
cgcecacccte
gaattgatcc
ageatgtgac
ggaagccctg
acttteoacca
caggagetaa
cecaatggea
accagacegt
agttttatce
gtatggeaat
ttttcecatga
ggcagtttct
tccctaaagg
ccagttttga
gcaaaktatta
cagtttgtga
agtggcaggy
ctacgcctga
coggtogtog
cggtacccgg
tatttagtga
gccecatgcaa
gttetttagg
atagaccagt

gggtttgtta

aattatgttg
ggatacgatg
ggggtitgea
gcaagctgea
atcgcaggta
tggccttteg
caggecgttg
gaagttccta
ggaagatcac
ggccaacttt
taatgaaata
ggaagctaaa
togtaaagaa
tecagetggat
ggoctttatt
gaaagacggt
gcaaactgaa
acacatatat
gtttattgag
tttaaacgtyg
tacgcaagge
tggetteocat
cggggoegtaa
ataagtgata
gttcagggca
ggatcgegge
aatgagatat
cagaaactat
cocgtagtet
tgcaatccaa

ctgataaage

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5%40
6000
6060
6120
6180
6240

6300



aggcaagace
tttaggtctt
aagcagaccq
tgcaaaacaa
agcgtttgeg
tacacgccat
tgaattcgat
cagctggeca
ctttgeatta
aaaagtcgge
cgacaaattc
agccacattt
ttacggcaaa
gaacatcaac
aaatgtacag
agatcctcac
aactgaagat
cacatcatte
tgagttagca
agtgatgaaa
ctttaaaatg
tgacggcatt
cccatacaag
tgtaaccttt
tacaagctat
cttactgetyg
aggacaatta
tttettttat
tatgttggea
caccggtgeg
getgagetee

aacaaaaggce

taaaatgtgt
tttttattgt
ctaacacagt
gcaacagtat
aaagaaacga
gatatgetge
tcgtccacaa
ttacaaaacg
gecggagate
gaaacttcta
gatgcaaatg
acatctgacyg
caaacactga
ggtgtagagyg
cagttcatcyg
tacgtagaag
ggctaccaag
ttccgtcaag
aacgygegete
cogetgattyg
aacggcaaat
acgtctaacyg
cocgetgaaca
acttactcac
atgacaaaca
aacatcaaag
acagttaaca
ttettecatt
ctgatgaggy
tcagcagaat
cggeggattt

ccagtettec
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aaagggcaaa
gcocgtaactaa
acataaaaaa
taacctttac
accaaaagcc
aaatecctga
ttaaaaatat
ctgacggcac
ctaaaaatge
ttgacagcty
attctatcct
gaaaaatccyg
caactgcaca
attataaatc
atgaaggcaa
ataaaggcca
gcgaagaatc
aaagtcaaaa
toggtatgat
catctaacac
ggtacctgtt
atatttacat
aaactggect
acttcgctgt
gaggattcta
gcaagaaaac
aataaaaacg
taaatggatg
tgtecagtgaa
atgtgataca
gtectacteg

gactgageoct

gtgtatactt
cttgccatct
ggagacatga
tacecgeactyg
atataaggaa
acagcaaaaa
ctecttetgea
tgtcgcaaac
ggatgacaca
gaaaaacgct
aaaagaccaa
tttattctac
agttaacgta
aatctttgac
ctacagectea
caaatactta
tttatttaac
acttctgeaa
tgagctaaac
agtaacagat
cactgactcc
gcttggttat
tgtgttaaaa
acctcaagcy
cgcagacaaa
atetgttgte
caaaagaaaa
catgegetag
gtgetteatyg
ggatatattc
ggagagtgtt

tttgttttat
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tggegtcace
tcaaacagga
acgatgaaca
ctggcaggag
acatacggca
aatgaaaaat
aaaggectgy
tatcacggct
tegatttaca
ggecgegtct
acacaagaat
actgatttct
tecagecatcag
ggtgacggaa
ggcgacaace
gtatttgaag
aaagcatact
agegataaaa
gatgattaca
gaaattgaac
cgeggatcaa
gtttctaatt
atggatcttyg
aaaggaaaca
caatcaacgt
aaagacagca
tgeccaatate
cggagtgtat
tggcaggaga
cgettecteg
caccgacaaa

ttgatgtetyg

cettacatat
gggctggaag
tcaaaaagtt
gegeaactcea
tttcccatat
atcaagttee
acgtttggga
accacatcgt
tgttetatea
ttaaagacag
ggtcaggttc
ceggtaaaca
acagetettt
aaacgtatca
atacgctgag
caaacactgg
atggcaaaag
aacgcacggc
cactgaaaaa
gegeogaacygt
aaatgacgat
ctttaactgg
atcctaacga
atgtcgtgat
ttgcgeccgag
tecttgaaca
ctattggeat
actggettace
aaaaaggetg
ctcactgact
caacagataa

geagtteect

6360

6420

6480

6540

6600

6660

8720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220



actctcgecat
cggcatgggy
gccgaacttt
taccaagggt
ttecctacte
gagtteggea
atcagaccgc
gataacaatt
gaattcactyg
taatcgeoett
cgategecct
tetecttacg

ctctgatgecce

Jggggagaccc

tcaggtggga

aacctaaaaa
gegetetace
tegeatgggy
tggggtcagy
ttetgegtte
tcacacagga
gocegtegttt
gcagecacate
toecaacagt
catetgtgeg

gcatagttaa
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cacactacca
ccaccgcgcet
gtggtgctga
aactgagcca
agaccccaca
tgggaccace
tgatttaatc
aacagctatg
tacaacgtcyg
coecctttege
tgegeageoct
gtatttcaca

gccagccccyg

tcggegetac
actgccgcca
tacccagagt
tatcageacy
ctacecategg
gegetacgge
tgtatcagge
accatgatta
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggegaa
cegeatatgg

acacccgoca

34

ggcggtttca

gacaaattct
cgaactgggy
ctaaatttga
cgcetacggeg
cgcecaggcoaa
tgaaaatctt
cgccaagcetg
aaccctggcg
aatagegaag
tggegectga
tgecactctea

acacccgctg

cttctgagtt
tttctaatct
acctcaccct
tgectggeag
ttteacttet
attetgtttt
ctctcatccg
taccgagcte
ttacccaact
aggeccgeac
tgeggtattt
gtacaatcetyg

acgaattc

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8998
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria genéticamente alterada que produce un producto quimico organico seleccionada de entre un grupo
que consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol, en un medio minimo,
comprendiendo dicha bacteria un gen exdgeno que codifica una sacarosa fosforilasa independiente del PTS
derivado de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium
lactis, en el que el microorganismo se selecciona de entre un grupo que consiste en Escherichia coli, Gluconobacter
oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus, Achromobacter lacticum,
Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, Arthrobacter citreus, Arthrobacter
tumes-cens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus, Arthrobacter oxydans, Aureobacterium
saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium ammoniagenes, divaricatum, Brevibacterium lactofermentum,
Brevibacterium flavum, Brevibacterium globosum, Brevibacterium fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum,
Brevibacterium  helcolum, Brevibacterium pusillum, Brevibacterium testaceum, Brevibacterium roseum,
Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium linens, Brevibacterium protopharmiae, Corynebacterium acetophilum,
Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium callunae, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium
acetoglutamicum, Enterobacter aerogenes, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia
chrysanthemi, Flavobacterium peregrinum, Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium
rhenanum, Flavobacterium sewanense, Flavobacterium breve, Flavobacterium menin-gosepticum, Micrococcus sp.
CCM825, Morganella morganii, Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri,
Propionibacterium shermanii, Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas ovalis, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas
testosteroni, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp.
ATCC 15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii,
Vibrio tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa,
Streptomyces coelicolor, Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces
olivaceus, Streptomyces tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi,
Streptomyces lavendulae, Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus
circulans, Bacillus thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens,
Salmonella typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amylolliquefaciens,
Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri.

2. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente una o mas enzimas
seleccionadas de entre un grupo que consiste en sacarosa permeasa, glucocinasa, fructocinasa, y fosfofructocinasa.

3. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente una permeasa de
azucares independiente de PTS que facilita la acumulacién de sacarosa sin modificacién quimica.

4. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicacion 1, donde dicho gen exdgeno esta contenido en un
plasmido replicante.

5. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicacion 1, donde dicho gen exdgeno esta integrado en el
cromosoma del huésped.

6. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicacion 1, donde la bacteria es de una cepa bacteriana PTS".

7. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicaciéon 1, donde la bacteria tiene un nivel reducido de actividad
del PTS en comparacién con una cepa relacionada de tipo silvestre.

8. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicacion 1, donde la bacteria es de una cepa bacteriana PTS".

9. Un método para la produccion fermentativa de un producto quimico organico seleccionado de entre un grupo que
consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol, en un medio minimo que comprende:

(a) proporcionar un microorganismo que expresa un gen exogeno de sacarosa fosforilasa independiente del PTS
derivado de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium
lactis, en el que el microorganismo se selecciona de entre un grupo que consiste en Escherichia coli,
Gluconobacter oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus,
Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis,
Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumes-cens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus,
Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium ammoniagenes,
divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium globosum, Brevibacterium
fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum, Brevibacterium pusillum, Brevibacterium
testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium linens, Brevibacterium
protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium callunae,
Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Enterobacter aerogenes, Erwinia
amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi, Flavobacterium peregrinum,
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Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum, Flavobacterium sewanense,
Flavobacterium breve, Flavobacterium menin-gosepticum, Micrococcus sp. CCM825, Morganella morganii,
Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, Propionibacterium shermanii,
Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas ovalis,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas testosteroni,
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC
15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio
tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces
coelicolor, Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus,
Streptomyces tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi,
Streptomyces lavendulae, Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus
circulans, Bacillus thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens,
Salmonella typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus
amylolliquefaciens, Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri.

(b) cultivar el microorganismo de la etapa (a) en un medio que contiene sacarosa, por lo que el microorganismo
utiliza sacarosa para producir dicho producto quimico organico; y

(c) opcionalmente la recuperacion de dicho producto quimico organico del caldo de fermentacion.

10. El método para la produccion fermentativa de un producto quimico organico seleccionado de entre un grupo que
consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol de la reivindicacion 9, donde dicho
microorganismo es un organismo PTS".

11. El método para la produccion fermentativa de un producto quimico organico seleccionado de entre un grupo que

consiste en acido succinico, acido fumarico, acido malico, y 1,4-butanodiol de la reivindicacion 9, donde dicho
microorganismo es un organismo PTS".

36



all

ES 2 686 301 T3

Fermentacion de sacarosa por la cepa SD14
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Fermentacion de sacarosa por la cepa SD14 (se utilizaron distintas
concentraciones de sacarosa como se muestra)
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Fermentacion de sacarosa por la cepa SD14 (las concentraciones de
partida de sacarosa eran 100 g/l, 150 g/l y 200 g/l). La acumulacion de
glucosa se muestra a continuacion.
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Fermentacion de sacarosa por la cepa $SD14 (las concentraciones de
partida de sacarosa eran 100 g/l, 150 g/l y 200 g/l). La acumulacion de
fructosa se muestra a continuacion.
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Fermentacion de sacarosa por la cepa $D14 {las concentraciones de
partida de sacarosa eran 100 g/l, 150 gi v 200 g/i}. El succinato
producido se muestra a continuacion,
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Figura 5
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Fermentacion de sacarosa por la cepa SD14. La concentracion de
sacarosa de partida era 100 g/l
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