ES 2702930 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 702 930
Eint. a1

C12N 9/10 (2006.01)
C12P 7/46 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud internacional: 06.02.2015  PCT/EP2015/052523
Fecha y niumero de publicacién internacional: 13.08.2015 WwWO015118111

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  06.02.2015 E 15738594 (9)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 03.10.2018  EP 3102674

T|’tu|0: Microorganismo modificado con un comportamiento de separacion de biomasa mejorado

Prioridad: @ Titular/es:
07.02.2014 EP 14154287 BASF SE (100.0%)
05.05.2014 EP 14167002 Carl-Bosch-Strasse 38
67056 Ludwigshafen am Rhein, DE
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: KRAWCZYK, JOANNA MARTYNA:
06.03.2019 HAEFNER, STEFAN:

SCHRODER, HARTWIG;
DANTAS COSTA, ESTHER;
ZELDER, OSKAR;

VON ABENDROTH, GREGORY;
WITTMANN, CHRISTOPH;
STELLMACHER, RENE y
BECKER, JUDITH

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2702930 T3

DESCRIPCION
Microorganismo modificado con un comportamiento de separacion de biomasa mejorado

La presente invencion se refiere a un microorganismo modificado, a un procedimiento para producir un compuesto
organico y al uso de un microorganismo modificado.

Los compuestos organicos, como los pequefios &cidos dicarboxilicos que tienen 6 o menos carbonos, son
sustancias quimicas comercialmente importantes con muchos usos. Por ejemplo, los diacidos pequefios incluyen
1,4-diacidos, como el acido succinico, el acido malico y el acido tartarico, y la molécula de 5 carbonos, acido
itaconico. Otros diacidos incluyen el acido oxdlico de dos carbonos, el acido malénico de tres carbonos, el acido
glutérico de cinco carbonos y el acido adipico de 6 carbonos y también existen muchos derivados de dichos
di4cidos.

Como grupo, los diacidos pequefios tienen cierta similitud quimica y sus usos en la produccién de polimeros pueden
proporcionar propiedades especializadas a la resina. Esta versatilidad les permite integrarse facilmente en los
mercados de infraestructura de productos quimicos derivados. Por ejemplo, las moléculas de 1,4-diacido cumplen
con muchos de los usos del producto quimico anhidrido maleico a gran escala, ya que se convierten en una
variedad de productos quimicos industriales (tetrahidrofurano, butirolactona, 1,4-butanodiol, 2-pirrolidona) y
derivados de succinato succindiamida, succinonitrilo, diaminobutano y ésteres de succinato. El acido tartarico tiene
varios usos en las industrias de alimentos, cuero, metal e impresion. El 4cido itacénico forma el material de partida
para la produccién de 3-metilpirrolidona, metil-BDO, metil-THF y col.

En particular, el &cido succinico o el succinato, estos términos se usan indistintamente en el presente documento, ha
despertado un gran interés porque se ha utilizado como un precursor de muchos productos quimicos de importancia
industrial en las industrias alimentaria, quimica y farmacéutica. De hecho, un informe del Departamento de Energia
de los EE. UU. describe que el acido succinico es uno de los 12 principales componentes quimicos fabricados a
partir de biomasa. Por lo tanto, la capacidad de producir diacidos en bacterias seria de importancia comercial
significativa.

El documento WO-A-2009/024294 desvela una cepa bacteriana productora de acido succinico, que es un miembro
de la familia de Pasteurellaceae, originalmente aislada del rumen, y capaz de utilizar glicerol como fuente de
carbono y cepas variantes y mutantes derivadas de la misma que conservan dicha capacidad, en particular, una
cepa bacteriana designada DD1 depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B , D-38124 Braunschweig, Alemania) con el numero de depdsito DSM 18541 (ID
06-614) y que tiene la capacidad de producir acido succinico. La cepa DD1 pertenece a la especie Basfia
succiniciproducens y a la familia Pasteurellaceae segun lo clasificado por Kuhnert et al., 2010. Las mutaciones de
estas cepas, en las que se ha alterado el gen IdhA y/o el gen pfID o el gen pflA, se desvelan en el documento WO-A-
2010/092155, estando estas cepas mutantes caracterizadas por un aumento significativo de la produccién de acido
succinico a partir de fuentes de carbono como el glicerol o0 mezclas de glicerol y carbohidratos como la maltosa, en
condiciones anaerobias en comparacion con el tipo silvestre DD1 desvelado en el documento WO-A-2009/024294.

Sin embargo, cuando se utilizan cepas bacterianas como las desveladas en el documento WO-A-2009/024294 o en
el documento WO-A-2010/092155 para la produccion de compuestos organicos tales como acido succinico, todavia
es mejorable la selectividad de las fuentes de carbono para la conversion en los compuestos organicos deseados y
también el rendimiento del compuesto organico deseado.

Ademas, se ha observado que cuando se usan las cepas bacterianas de la técnica anterior, a veces es dificil
separar la biomasa del caldo de fermentacion al final del procedimiento de fermentacién. Normalmente, la
produccién fermentativa de compuestos organicos, como el acido succinico, comprende las etapas de cultivar los
microorganismos en condiciones de cultivo adecuadas en un medio que comprende al menos una fuente de carbono
asimilable para permitir que el microorganismo produzca el compuesto organico deseado y la posterior recuperacion
de los compuestos organicos del caldo de fermentacion, en el que, en una primera etapa del procedimiento de
recuperacion, los microorganismos (es decir, la biomasa) se separan generalmente del medio de cultivo mediante,
por ejemplo, sedimentacion o centrifugacion. Cuando se usan los microorganismos de la técnica anterior, la biomasa
no se puede separar facilmente del caldo de fermentacién, que, como parte del caldo de fermentacion esta atrapado
de alguna manera en la biomasa, lo que a veces conduce a la pérdida de una cierta cantidad del caldo de
fermentacion (y por lo tanto también a una pérdida de una cierta cantidad del compuesto organico deseado).

El documento WO 2014/018596 A2 desvela un aislado de la bacteria Escherichia coli (E. coli) que comprende un
nivel reducido de actividad B-galactosidasa, una via defectuosa de sintesis de acido coldnico, una mutacién en una
proteasa intracelular dependiente de adenosina-5'-trifosfato (ATP), una mutacién en el gen lacA, una mutacion en el
gen thyA, y un acido nucleico aislado que codifica una enzima a(1,2) fucosiltransferasa que acepta lactosa y el uso
de esa bacteria para la produccién de un oligosacarido fucosilado.

El documento WO 2013/087884 Al desvela el uso de un microorganismo mutado y/o transformado que comprende
un cambio genético que conduce a una expresion modificada de los reguladores transcripcionales de la proteina de
control de la respiracién aerobia ArcA y el regulador de isocitrato liasa IcIR, para regular al alza al menos uno de los
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genes del operén &cido colanico, en el que dicho operén comprende los genes cpsG, cpsB, gmd y fcl que codifican
una fosfomanomutasa, una manosa-1-fosfato guanililtransferasa, GDP-manosa 4,6-deshidratasa y GDP-fucosa
sintasa, respectivamente.

Por lo tanto, era un objeto de la presente invencion superar las desventajas de la técnica anterior.

En particular, un objeto de la presente invencion era proporcionar microorganismos que pueden usarse para la
produccién fermentativa de compuestos organicos tales como acido succinico y que no solo producen los productos
organicos deseados, tales como acido succinico, a partir de fuentes de carbono asimilables tales como glicerol,
glucosa, sacarosa, xilosa, lactosa, fructosa o maltosa en grandes cantidades, preferentemente solo con cantidades
bajas de productos secundarios, pero que también se puedan separar facilmente del caldo de fermentacion en el
procedimiento posterior de recuperacion del compuesto organico, con solo una pequefia cantidad de caldo de
fermentacién atrapado en la biomasa.

Una contribucién para lograr los objetivos mencionados anteriormente es proporcionada por un microorganismo
modificado tal como se define en la reivindicacion 1.

Sorprendentemente, se ha descubierto que una reduccion de la actividad de la enzima que esta codificada por el
gen wcal (esta enzima presumiblemente es una glucosa transferasa), por ejemplo, mediante una delecion del gen
wcaJ, da como resultado un microorganismo que, después de la produccion fermentativa de compuestos organicos
como el acido succinico en un medio de cultivo apropiado, se puede separar, como la biomasa, del medio de cultivo
mas facilmente que el microorganismo correspondiente en el que la actividad de este La enzima no ha disminuido.
Cuando se usa el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion, queda atrapado en la biomasa
que se separa en el procedimiento de purificacion menos caldo de fermentacion, lo que significa que se puede
obtener una mayor cantidad de caldo de fermentacion por gramo de biomasa utilizado en el procedimiento de
fermentacion (y por lo tanto una mayor una cantidad del compuesto organico deseado, tal como &cido succinico), a
partir del cual se aisla el compuesto organico.

En este contexto, la expresion “un microorganismo modificado que tiene, en comparacién con su tipo silvestre, una
actividad reducida de la enzima que esta codificada por el gen x”, en el que el gen x es el gen fruA y opcionalmente,
como se describe mas adelante, el gen IdhA, el gen pflA y/o el gen pfiD, la expresion “tipo silvestre” se refiere a un
microorganismo en el que la actividad enzima que esta codificada por el gen x no ha disminuido, es decir, se refiere
a un microorganismo cuyo genoma esta presente en un estado como el de antes de la introducciéon de una
modificacion genética del gen x. Preferentemente, la expresion “tipo silvestre” se refiere a un microorganismo (por
ejemplo, bacterias, células de levadura, células fangicas, etc.) cuyo genoma, en particular cuyo gen x, esta presente
en un estado tal como el que se genera naturalmente como resultado de la evolucién. La expresion se usa tanto
para todo el microorganismo como para genes individuales. Como consecuencia, la expresion “tipo silvestre”
preferentemente no abarca, en particular, a aquellos microorganismos, o aquellos genes, cuyas secuencias
genéticas han sido modificadas por el hombre, al menos en parte, por medio de procedimientos recombinantes. La
expresion “microorganismo modificado” por lo tanto, incluye un microorganismo que ha sido alterado, modificado o
disefiado genéticamente (por ejemplo, modificado genéticamente) de manera tal que exhibe un genotipo y/o fenotipo
alterado, modificado o diferente (por ejemplo, cuando la modificacion genética afecta a las secuencias de acidos
nucleicos codificantes del microorganismo) en comparacion con el microorganismo de tipo silvestre natural del que
se derivé. De acuerdo con una realizacion particular preferida del microorganismo modificado de acuerdo con la
presente invencion, el microorganismo modificado es un microorganismo recombinante, lo que significa que el
microorganismo se ha obtenido usando ADN recombinante. La expresion “ADN recombinante” como se usa en el
presente documento se refiere a secuencias de ADN que resultan del uso de procedimientos de laboratorio
(clonacion molecular) para reunir material genético de multiples fuentes, creando secuencias que de otra manera no
se encontrarian en organismos bioldgicos. Un ejemplo de dicho ADN recombinante es un plasmido en el que se ha
insertado una secuencia de ADN heterélogo.

El tipo silvestre del que se derivan los microorganismos de acuerdo con la presente invencion pertenece a la familia
Pasteurellaceae.

“Pasteurellaceae” comprende una gran familia de proteobacterias gramnegativas con miembros que van desde
bacterias como Haemophilus influenzae hasta los comensales de la mucosa animal y humana. La mayoria de los
miembros viven como comensales en las superficies mucosas de aves y mamiferos, especialmente en el tracto
respiratorio superior. Pasteurellaceae por lo general, tienen forma de barra y son un grupo notable de anaerobios
facultativos. Se distinguen de las Enterobacteriaceae relacionadas por la presencia de oxidasa, y de la mayoria de
otras bacterias similares por la ausencia de flagelos. Las bacterias de la familia Pasteurellaceae se han clasificado
en varios géneros segun las propiedades metabdlicas y existen secuencias del ARN 16S y del ARN 23S. Muchas de
las Pasteurellaceae contienen genes de la piruvato-formiato-liasa y son capaces de fermentar anaerobiamente las
fuentes de carbono en acidos organicos.

En este contexto, se prefiere ademas que el tipo silvestre del que se deriva el microorganismo modificado de
acuerdo con la presente invencién pertenezca al género Basfia y se prefiere particularmente que el tipo silvestre del
cual se deriva el microorganismo modificado pertenezca a la especie Basfia succiniciproducens.
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Lo méas preferentemente, el tipo silvestre del cual se deriva el microorganismo modificado de acuerdo con la
presente invencion, es Basfia succiniciproducens-cepa DD1 depositado en virtud del Tratado de Budapest en la
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, GmbH), Alemania, con el numero de depdsito
DSM 18541. Esta cepa se aislo originalmente del rumen de una vaca de origen aleman. Las bacterias Pasteurella se
pueden aislar del tracto gastrointestinal de los animales y, preferentemente, de los mamiferos. La cepa bacteriana
DD1, en particular, puede aislarse del rumen bovino y es capaz de utilizar glicerol (incluyendo glicerol crudo) como
fuente de carbono. Otras cepas del género Basfia que pueden usarse para preparar el microorganismo modificado
de acuerdo con la presente invencion son la cepa de Basfia que ha sido depositada con el nimero de depésito DSM
22022 o las cepas de Basfia que se depositaron en la Coleccion de Cultivos de la Universidad de Géteborg (CCUG),
Suecia, con los nimeros de depoésito CCUG 57335, CCUG 57762, CCUG 57763, CCUG 57764, CCUG 57765 o
CCUG 57766. Dichas cepas se aislaron originalmente del rumen de vacas de origen aleman o suizo.

En este contexto, se prefiere particularmente que el tipo silvestre del que se deriva el microorganismo modificado de
acuerdo con la presente invencion tenga un ADNr 16S de SEQ ID NO: 1 o una secuencia, que muestra una
homologia de secuencia de al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o al menos el
99,9 % con la SEQ ID NO: 1. También se prefiere que el tipo silvestre del que se deriva el microorganismo
modificado de acuerdo con la presente invencion tenga un ADNr 23S de SEQ ID NO: 2 o una secuencia, que
muestra una homologia de secuencia de al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o
al menos el 99,9 % con la SEQ ID NO: 2.

La identidad en valores porcentuales a los que se hace referencia en relacion con los diversos polipéptidos o
polinucledtidos que se van a usar para el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion se
calcula, preferentemente, como identidad de los residuos en la longitud completa de las secuencias alineadas, tal
como, por ejemplo, la identidad calculada (para secuencias bastante similares) con la ayuda del programa needle
del software de bioinformatica EMBOSS (Version 5.0.0, http://emboss.source-forge.net/what/) con los pardmetros
predeterminados que son, es decir, apertura de un hueco (penalizacién por apertura de un hueco): 10.0, extension
de un hueco (penalizacion por extension de un hueco): 0.5, y archivo de datos (archivo de matriz de puntuacion
incluido en el paquete): EDNAFUL.

Cabe sefialar que los microorganismos recombinantes de acuerdo con la presente invencién no solo pueden
derivarse de los microorganismos de tipo silvestre mencionados anteriormente, especialmente de Basfia
succiniciproducens-cepa DD1, sino también a partir de variantes de estas cepas. En este contexto la expresion “una
variante de una cepa” comprende cada cepa que tiene las mismas o esencialmente las mismas caracteristicas que
la cepa de tipo silvestre. En este contexto, se prefiere particularmente que el ADNr 16S de la variante tenga una
identidad de al menos el 90 %, preferentemente al menos el 95 %, mas preferentemente al menos el 99 %, mas
preferentemente al menos el 99,5 %, mas preferentemente al menos el 99,6 %, mas preferentemente al menos el
99,7 %, mas preferentemente al menos el 99,8 % y lo mas preferentemente al menos 99,9 % con el tipo silvestre del
gue se ha derivado la variante. También es particularmente preferido que el ADNr 23 S de la variante tenga una
identidad de al menos el 90 %, preferentemente al menos el 95 %, mas preferentemente al menos el 99 %, mas
preferentemente al menos el 99,5 %, mas preferentemente al menos el 99,6 %, mas preferentemente al menos el
99,7 %, mas preferentemente al menos el 99,8 % y lo mas preferentemente al menos el 99,9 % con el tipo silvestre
del que se ha derivado la variante. Una variante de una cepa en el sentido de esta definicion se puede obtener, por
ejemplo, tratando la cepa de tipo silvestre con un agente quimico mutagenizante, rayos X o luz UV.

El microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion se caracteriza porque, en comparacion con su
tipo silvestre, la actividad de la enzima que esta codificada por el gen wcaJd se reduce.

La reduccion de la actividad enzimatica (Aaciividad) S€ define como sigue:

actividad del microorganismo modificado

A = 100% — x 100%

actividad —

actividad del tipo silvestre

en la que, al determinar Aacividad, & actividad en el tipo silvestre y la actividad en el microorganismo modificado se
determinan exactamente en las mismas condiciones. Los procedimientos para la deteccion y determinacion de la
actividad de la enzima que esté codificada por el gen wcaJ se pueden encontrar, por ejemplo, en Nothaft y col.: “In
vivo analysis of HPr reveals a fructose-specific phosphotransferase system that confers high-affinity uptake in
Streptomyces coelicolor”, Journal of bacteriology, Vol. 185 (3), paginas 929-937.

La actividad reducida de las enzimas desvelada en el presente documento, en particular la actividad reducida de la
enzima codificada por el gen wcal, la lactato deshidrogenasa y/o piruvato formiato liasa, puede ser una reduccion de
la actividad enzimética de al menos un 50 %, en comparacion con la actividad de dicha enzima en el tipo silvestre
del microorganismo, o una reduccién de la actividad enzimatica de al menos un 90 %, o méas preferentemente una
reduccion de la actividad enzimética de al menos un 95 %, o mas preferentemente una reduccién de la actividad
enzimatica de al menos un 98 %, o incluso mas preferentemente una reduccién de la actividad enzimatica de al
menos un 99 % o incluso mas preferentemente una reduccion de la actividad enzimatica de al menos un 99,9 %. La



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2702930 T3

expresion “actividad reducida de la enzima que esté codificada por el gen wcaJd” o - como se describe a continuacién
- “una actividad lactato deshidrogenasa reducida” o “una actividad piruvato formiato liasa reducida”, también abarca
un microorganismo modificado que no tiene actividad detectable de estas enzimas.

La expresion “actividad reducida de una enzima” incluye, por ejemplo, la expresion de la enzima por dicho
microorganismo manipulado genéticamente (por ejemplo, disefiado genéticamente) a un nivel inferior al expresado
por el tipo silvestre de dicho microorganismo. Las manipulaciones genéticas para reducir la expresion de una enzima
pueden incluir, entre otras, delecionar el gen o partes del mismo que codifican la enzima, alterar o modificar
secuencias reguladoras o sitios asociados con la expresion del gen que codifica la enzima (por ejemplo, eliminando
promotores fuertes o promotores reprimibles), modificando proteinas (p. €j., proteinas reguladoras, supresores,
potenciadores, activadores transcripcionales y similares) implicados en la transcripcion del gen que codifica la
enzima y/o la traduccion del producto génico, o cualquier otro medio convencional de disminucién de la expresion de
una rutina génica particular en la técnica (que incluye, pero no se limita a, el uso de moléculas de acido nucleico
antisentido o ARNi u otros procedimientos para desactivar o bloquear la expresion de la proteina diana). Mas
adelante, se pueden introducir elementos desestabilizadores en el ARNm o introducir modificaciones genéticas que
conduzcan al deterioro de los sitios de unién ribosomal (RBS) del ARN. También es posible cambiar el uso del
coddn del gen de manera que disminuya la eficiencia y la velocidad de traduccion.

También se puede obtener una actividad reducida de una enzima introduciendo una o mas mutaciones genéticas
que conducen a una actividad reducida de la enzima. Ademas, una reduccion de la actividad de una enzima también
puede incluir una inactivacion (o la expresion reducida) de las enzimas activadoras que son necesarias para activar
la enzima cuya actividad se va a reducir. Mediante este Ultimo enfoque, la enzima cuya actividad se va a reducir se
mantiene preferentemente en un estado inactivado.

Los microorganismos que tienen una actividad reducida de la enzima codificada por el gen wcaJ pueden ocurrir
naturalmente, es decir, debido a mutaciones espontaneas. Un microorganismo puede modificarse para que carezca
o reduzca significativamente de la actividad de la enzima que esta codificada por el gen wcaJ por diversas técnicas,
como el tratamiento quimico o la radiacion. Para este fin, los microorganismos seran tratados, por ejemplo, por un
agente quimico mutagenizante, rayos X o luz UV. En una etapa posterior, se seleccionaran los microorganismos que
tienen una actividad reducida de la enzima que esta codificada por el gen wcaJ. Los microorganismos modificados
también se pueden obtener mediante técnicas de recombinacién homoéloga cuyo objetivo es mutar, interrumpir o
escindir el gen wcaJ en el genoma del microorganismo o sustituir el gen con un gen correspondiente que codifica
una enzima que, en comparacion con la enzima codificada por el gen de tipo silvestre, tiene una actividad reducida.

De acuerdo con la presente invencion, una reduccién de la actividad de la enzima codificada por el gen wcaJ se
logra mediante una delecion del gen wcaJ o mediante una introduccién de al menos una mutacién en el gen wcal.
En el contexto de la introduccion de al menos una mutacion en el gen wcal, la al menos una mutacién conduce a la
expresion de una enzima truncada codificada por el gen wcal en el que al menos 100 aminoacidos, preferentemente
al menos 125 aminoéacidos, mas preferido al menos 150 aminoécidos y lo més preferido al menos 160 aminoacidos
de la enzima de tipo silvestre codificada por el gen wcaJ se delecionan del extremo C terminal. Tal enzima truncada
codificada por el gen wcaJ puede, por ejemplo, obtenerse insertando o delecionando nucleétidos en las posiciones
apropiadas dentro del gen wcal, lo que conduce a una mutacion de cambio de marco, en la que, mediante esta
mutacion de cambio de marco, se introduce un codén de parada. Por ejemplo, la insercion de un nucleétido en el
coddn que codifica la lisina entre la timina en la posiciéon 81 y la adenina en la posicién 82 conduce a una mutacion
de cambio de marco mediante la cual se introduce un codén de parada como se muestra en la SEQ ID NO: 16.
Tales mutaciones del gen wcaJ puede introducirse, por ejemplo, mediante mutagénesis aleatoria o dirigida al sitio,
seguido de una introduccién del gen modificado en el genoma del microorganismo mediante recombinacion. Las
variantes del gen wcaJ se pueden generar mediante la mutacidon de la secuencia del gen wcalJ SEQ ID NO: 3
mediante PCR. Se puede utilizar el “Quickchange Site-directed Mutagenesis Kit’(Stratagene) para llevar a cabo una
mutagénesis dirigida. Se puede realizar una mutagénesis aleatoria sobre toda la secuencia codificante, o solo una
parte de la misma, de SEQ ID NO: 3 con el “GeneMorph Il Random Mutagenesis Kit” (Stratagene).

A continuacion, se describe una técnica adecuada para la recombinacién, en particular para introducir una mutacion
0 para delecionar secuencias.

Esta técnica también se conoce a veces como la “recombinacién de Campbell” en el presente documento (Leen-
houts y col. Appl Env Microbiol. (1989), vol. 55, paginas 394-400). “Campbell in”, como se usa en el presente
documento, se refiere a un transformante de una célula hospedadora original en la que una molécula de ADN de
doble cadena circular completa (por ejemplo, un plasmido) se ha integrado en un cromosoma mediante un solo
evento de recombinacién homdloga (un evento de entrecruzamiento) y esto da como resultado efectivamente la
insercion de una version linealizada de dicha molécula de ADN circular en una primera secuencia de ADN del
cromosoma que es homologa con una primera secuencia de ADN de dicha molécula de ADN circular. “Campbelled
in” se refiere a la secuencia de ADN linealizada que se ha integrado en el cromosoma de un transformante
“Campbell in”. Un “Campbell in” contiene una duplicacién de la primera secuencia de ADN homdéloga, cada copia de
la cual incluye y rodea una copia del punto de entrecruzamiento de recombinacion homologa.
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“Campbell out”, como se usa en el presente documento, se refiere a una célula que desciende de un transformante
“Campbell in”, en el que se produjo un segundo evento de recombinaciéon homoéloga (un evento de entrecruzamiento)
entre una segunda secuencia de ADN que esta contenida en el ADN insertado linealizado del ADN “Campbelled in”,
y una segunda secuencia de ADN de origen cromosomico, que es homdloga a la segunda secuencia de ADN de
dicho inserto linealizado, dando como resultado el segundo evento de recombinacion la delecion (expulsion) de una
parte de la secuencia de ADN integrada, pero, lo que es mas importante, dando también resultado a una porcion
(que puede ser de tan solo una base) del Campbelled integrado en el ADN que permanece en el cromosoma, de
manera tal que en comparacion con la célula hospedadora original, la célula “Campbell out” contiene uno o mas
cambios intencionales en el cromosoma (por ejemplo, sustitucion de una sola base, sustitucién de mdultiples bases,
insercion de un gen heterdlogo o secuencia de ADN, insercion de una copia o copias adicionales de un gen
homadlogo o un gen homélogo madificado, o insercidon de una secuencia de ADN que comprende mas de uno de los
ejemplos mencionados anteriormente y citados mas arriba). Una célula “Campbell out” se obtiene, preferentemente,
mediante una contra seleccién contra un gen que esta contenido en una parte (la parte que se desea eliminar) de la
secuencia de ADN “Campbelled in”, por ejemplo el gen sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en
una célula que crece en presencia de aproximadamente 5 % a 10 % de sacarosa. Con 0 sin una contra seleccion, se
puede obtener o identificar una célula “Campbell out” deseada mediante la seleccion de la célula deseada, utilizando
cualquier fenotipo seleccionable, como, entre otros, la morfologia de la colonia, el color de la colonia, la presencia o
la ausencia de resistencia a los antibiéticos, presencia o ausencia de una secuencia de ADN dada por la reaccién en
cadena de la polimerasa, presencia o ausencia de una auxotrofia, presencia o ausencia de una enzima, hibridacion
de acidos nucleicos de colonias, deteccién de anticuerpos, etc. El término “Campbell in” y “Campbell out” también se
puede utilizar como verbos en varios tiempos para referirse al procedimiento descrito anteriormente.

Se entiende que los eventos de recombinacion homologa que conducen a una “Campbell in” o “Campbell out”
pueden ocurrir en un rango de bases de ADN dentro de la secuencia de ADN homdloga, y dado que las secuencias
homoélogas seran idénticas entre si por al menos parte de este rango, generalmente no es posible especificar
exactamente donde ocurrié el evento de entrecruzamiento. En otras palabras, no es posible especificar con precision
qué secuencia fue originalmente del ADN insertado y cual fue originalmente del ADN cromosdmico. Ademas, la
primera secuencia de ADN homdloga y la segunda secuencia de ADN homéloga generalmente estan separadas por
una regién de no homologia parcial, y es esta regién de no homologia la que permanece depositada en un
cromosoma de la célula “Campbell out”.

Preferentemente, la primera y la segunda secuencia de ADN homologo tienen al menos aproximadamente 200
pares de bases de longitud, y pueden tener hasta varios miles de pares de bases de longitud. Sin embargo, el
procedimiento puede hacerse para trabajar con secuencias mas cortas o mas largas. Por ejemplo, la longitud de la
primera y la segunda secuencia homélogas puede variar de aproximadamente 500 a 2.000 bases, y la obtencion de
un “Campbell out” a partir de un “Campbell in” es posible al disponer la primera y la segunda secuencia homéloga de
modo que sean aproximadamente de la misma longitud, preferentemente con una diferencia de menos de 200 pares
de bases y lo mas preferentemente, siendo el méas corto de los dos al menos el 70 % de la longitud del més largo en
pares de bases.

El gen wcad cuya actividad se reduce en el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion
comprende un &cido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

a) acidos nucleicos que tienen la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 3;
b) acidos nucleicos que codifican la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4;

¢) acidos nucleicos que son al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % , al menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7
%, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, lo mas preferentemente 100 % idénticos al &cido nucleico de a) o b),
donde la identidad es la identidad en la longitud total de los &cidos nucleicos de a) o b);

d) acidos nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos que es al menos 70 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % al menos 99 %, al
menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7 %, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, lo mas preferentemente
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de a) o b), donde la identidad es la
identidad en la longitud total de la secuencia de aminoacidos codificada por los acidos nucleicos de a) o b);

e) acidos nucleicos capaces de hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia complementaria de
cualquiera de los acidos nucleicos de acuerdo con a) o b); y

f) acidos nucleicos que codifican la misma proteina que cualquiera de los acidos nucleicos de a) o b), pero que
difieren de los acidos nucleicos de a) o b) anteriores debido a la degeneracion del codigo genético.

El término “hibridacién” como se usa en el presente documento incluye “cualquier procedimiento por el cual una
hebra de molécula de acido nucleico se une con una hebra complementaria mediante emparejamiento de bases” (J.
Coombs (1994) Dictionary of Biotechnology, Stockton Press, Nueva York). La hibridacion y la fuerza de la hibridacion
(es decir, la fuerza de la asociacion entre las moléculas de &acido nucleico) se ven afectadas por factores tales como
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el grado de complementariedad entre las moléculas de &cido nucleico, la rigurosidad de las condiciones
involucradas, la Tm del hibrido formado, y la relacién G:C dentro de las moléculas de acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, el término “Tm” se utiliza en referencia a la “temperatura de fusiéon”. La
temperatura de fusion es la temperatura a la cual una poblaciéon de moléculas de acido nucleico de doble cadena se
convierte en medio disociada en cadenas simples. La ecuacion para calcular la Tm de las moléculas de acido
nucleico es bien conocida en la técnica. Como lo indican las referencias estandar, una estimacion simple del valor de
Tm se puede calcular mediante la ecuacion: Tm = 81,5 + 0,41 (% G + C), cuando una molécula de acido nucleico
esta en solucién acuosa en NaCl 1 M (ver, por ejemplo, Anderson and Young, Quantitative Filter Hybridization, in
Nucleic Acid Hybridization (1985)). Otras referencias incluyen célculos mas sofisticados, que tienen en cuenta las
caracteristicas estructurales y de secuencia para el calculo de Tm. Las condiciones rigurosas son conocidas por los
expertos en la materia y se pueden encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y.
(1989), 6.3.1-6.3.6.

En particular, la expresion “condiciones de rigurosidad” se refiere a las condiciones en las que 100 nucleétidos
contiguos 0 mas, 150 nucleodtidos contiguos o mas, 200 nucledtidos contiguos 0 mas o 250 nuclettidos contiguos o
mas que son un fragmento o idénticos a la molécula de acido nucleico complementario (ADN, ARN, ADNss o
ARNSss) se hibridan en condiciones equivalentes a la hibridacion en dodecil sulfato de sodio (SDS) al 7 %, NaPO4 0,5
M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado en 2 x SSC, SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferentemente a 65 °C , con una
molécula de &cido nucleico especifica (ADN; ARN, ADNss o ARNSss). Preferentemente, las condiciones de
hibridacion son equivalentes a la hibridacion en dodecil sulfato de sodio (SDS) al 7 %, NaPO, 0,5 M, EDTA1 mM a
50 °C con lavado en 1 x SSC, SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferentemente 65 °C, mas preferentemente las
condiciones de hibridacion son equivalentes a la hibridacion en dodecilsulfato de sodio (SDS) al 7 %, Na-PO4 0,5 M,
EDTA 1 mM a 50 °C con lavado en 0,1 x SSC, SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferentemente 65 °C.
Preferentemente, los nucleétidos complementarios se hibridan con un fragmento o la totalidad de acidos nucleicos
de wcaJ. De modo alternativo, las condiciones de hibridacién preferidas abarcan la hibridacion a 65 °C en 1 x SSC o
a42 °Cenlx SSCy50 % de formamida, seguido de lavado a 65 °C en 0,3 x SSC o hibridaciéon a 50 °C en 4 x
SSC 0a40 °Cen6 x SSCy 50 % de formamida, seguido de lavado a 50 °C en 2 x SSC. Otras condiciones de
hibridacion preferidas son SDS al 0,1 %, SSD 0,1y 65 °C.

El gen wcaJ que puede delecionarse mediante la “recombinacion de Campbell” mencionada anteriormente o en la
gue se introduce al menos una mutacién mediante la “recombinacion de Campbell” mencionada anteriormente que
comprende un acido nucleico como se definié anteriormente.

Acido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 3 corresponde al gen wcal de Basfia
succiniciproducens-cepa DD1.

De acuerdo con una realizacion preferida del microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion, este
microorganismo no solo se caracteriza por una actividad reducida de la enzima codificada por el gen wcad, sino
también, en comparacion con el tipo silvestre, por

i) una actividad piruvato formiato liasa reducida,
i) una actividad lactato deshidrogenasa reducida, o
iii) una actividad piruvato formiato liasa reducida y una actividad lactato deshidrogenasa reducida.

Los microorganismos modificados que son deficientes en actividad lactato deshidrogenasa y/o que son deficientes
en actividad piruvato formiato liasa se desvelan en el documento WO-A-2010/092155, US 2010/0159543 y WO-A-
2005/052135, que desvelan diferentes enfoques para reducir la actividad lactato deshidrogenasa y/o piruvato
formiato liasa en un microorganismo, preferentemente en una célula bacteriana del género Pasteurella,
particularmente preferido en Basfia succiniciproducens-cepa DD1. Los procedimientos para determinar la actividad
piruvato formiato liasa se desvelan, por ejemplo, por Asanuma N. e Hino T. en “Effects of pH and Energy Supply on
Activity and Amount of Pyruvate-Formate-Lyase in Streptococcus bovis”, Appl. Environ. Microbiol. (2000), Vol. 66,
paginas 3773-3777 y los procedimientos para determinar la actividad lactato deshidrogenasa se desvelan, por
ejemplo, por Bergmeyer, H.U., Bergmeyer J. y Grassl, M. (1983-1986) en “Methods of Enzymatic Analysis”, 32
Edicion, Volumen llI, paginas 126-133, Verlag Chemie, Weinheim.

En este contexto, se prefiere que la reduccion de la actividad lactato deshidrogenasa se logre mediante una
inactivacion del gen IdhA (que codifica la lactato deshidrogenasa; LdhA; EC 1.1.1.27 o EC 1.1.1.28) y la reduccion
de la piruvato formiato liasa se logra mediante una inactivacion del gen pflA (que codifica un activador de piruvato
formiato liasa; PflA; EC 1.97.1.4) o el gen pfID (que codifica la piruvato formiato liasa; PfID; EC 2.3.1.54), en el que la
inactivacion de estos genes (es decir, IdhA, pflA y pfiD) se logra preferentemente mediante una deleciéon de estos
genes o partes de los mismos, mediante una delecion de un elemento regulador de estos genes o al menos una
parte de los mismos o mediante una introduccién de al menos una mutacidon en estos genes, particularmente
preferida por medio de “la recombinacion de Campbell “como se describe anteriormente.
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El gen IdhA cuya actividad se reduce en el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion,
comprende preferentemente un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:
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a1) acidos nucleicos que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 10;
a2) acidos nucleicos que codifican la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11;

a3) acidos nucleicos que son al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % , al menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7
%, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, lo mas preferentemente 100 % idénticos al acido nucleico de a1) o a2),
donde la identidad es la identidad en la longitud total de los acidos nucleicos de a1) o a2);

a4) acidos nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos que es al menos 70 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % , al menos 99 %, al
menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7 %, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, lo mas preferentemente
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de a1) o a2), donde la identidad
es la identidad en la longitud total de la secuencia de aminoacidos codificada por los acidos nucleicos de a1) o
a2);

ab5) acidos nucleicos capaces de hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia complementaria de
cualquiera de los acidos nucleicos de acuerdo con a1) o a2); y

a6) acidos nucleicos que codifican la misma proteina que cualquiera de los acidos nucleicos de a1) o a2), pero
que difieren de los acidos nucleicos de a1) o a2) anteriores debido a la degeneracién del codigo genético.

El gen pflA cuya actividad esta reducida en el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion,
comprende preferentemente un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

31) acidos nucleicos que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 12;
32) acidos nucleicos que codifican la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13;

B3) acidos nucleicos que son al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % , al menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7
%, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, lo mas preferentemente 100 % idénticos al &cido nucleico de B1) o B2),
donde la identidad es la identidad en la longitud total de los acidos nucleicos de 31) o B2);

B4) acidos nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos que es al menos 70 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % , al menos 99 %, al
menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7 %, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, lo mas preferentemente
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de 1) o p2), donde la identidad
es la identidad en la longitud total de la secuencia de aminoacidos codificada por los acidos nucleicos de 1) o

B2);

B5) acidos nucleicos capaces de hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia complementaria de
cualquiera de los acidos nucleicos de acuerdo con 1) o B2); y

36) acidos nucleicos que codifican la misma proteina que cualquiera de los acidos nucleicos de 1) o 32), pero
que difieren de los &cidos nucleicos de 1) o 32) anteriores debido a la degeneracion del cédigo genético.

El gen pflID cuya actividad esta reducida en el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion,
comprende preferentemente un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

y1) acidos nucleicos que tienen la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14;
y2) acidos nucleicos que codifican la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;

y3) acidos nucleicos que son al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % , al menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7
%, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, lo méas preferentemente 100 % idénticos al acido nucleico de y1) o y2),
donde la identidad es la identidad en la longitud total de los acidos nucleicos de y1) o y2);

y4) acidos nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos que es al menos 70 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % , al menos 99 %, al
menos 99,5 %, al menos 99,6 %, al menos 99,7 %, al menos 99,8 % o al menos 99,9 %, mas preferentemente
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de y1) o y2), donde la identidad es
la identidad en la longitud total de la secuencia de aminoacidos codificada por los acidos nucleicos de y1) o y2);

y5) acidos nucleicos capaces de hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia complementaria de
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cualquiera de los &cidos nucleicos de acuerdo con y1) o y2); y

y6) acidos nucleicos que codifican la misma proteina que cualquiera de los acidos nucleicos de y1) o y2), pero
que difieren de los acidos nucleicos de y1) o y2) anteriores debido a la degeneracion del cédigo genético.

En este contexto, se prefiere que el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion comprenda
ademas:

A) una delecion del gen IdhA o al menos una parte del mismo, una delecién de un elemento regulador del gen
IdhA o al menos una parte del mismo o una introduccion de al menos una mutacién en el gen IdhA;

B) una delecion del gen pflD o al menos una parte del mismo, una delecion de un elemento regulador del gen
pflD 0 al menos una parte del mismo o una introduccién de al menos una mutacion en el gen pfiD;

C) una delecién del gen pflA o al menos una parte del mismo, una delecién de un elemento regulador del gen
pflA o al menos una parte del mismo o una introduccién de al menos una mutacion en el gen pflA;

D) una delecion del gen IdhA o al menos una parte del mismo, una delecidon de un elemento regulador del gen
IdhA o al menos una parte del mismo o una introduccion de al menos una mutacién en el gen IdhA

una delecion del gen pflD o al menos una parte del mismo, una delecién de un elemento regulador del gen pflD o
al menos una parte del mismo o una introduccién de al menos una mutacién en el gen pfiD;

(o]

E) una delecion del gen IdhA o al menos una parte del mismo, una delecion de un elemento regulador del gen
IdhA o al menos una parte del mismo o una introduccién de al menos una mutacién en el gen ldhA

y

una delecion del gen pflA o al menos una parte del mismo, una delecion de un elemento regulador del gen pflA o
al menos una parte del mismo o una introduccién de al menos una mutacion en el gen pflA.

Realizaciones particulares preferidas de los microorganismos modificados de acuerdo con la presente invencion son:

células bacterianas modificadas de la familia Pasteurellaceae, en particular se prefiere del género Basfia y aun
mas preferido de la especie Basfia succiniciproducens, en la cual el gen wcad ha sido delecionado o en la que al
menos se ha introducido una mutacion en el gen wcaJ, en el que la introduccion de la al menos una mutacion
conduce preferentemente a la expresion de una enzima en la cual al menos 100 aminoécidos, preferentemente
al menos 125 aminoacidos, mas preferentemente al menos 150 aminoéacidos y lo mas preferido al menos 160
aminoéacidos de la enzima de tipo silvestre codificada por el gen wcal se han delecionado del extremo C
terminal;

células bacterianas modificadas de la familia Pasteurellaceae, en particular se prefiere del género Basfia y aun
mas preferido de la especie Basfia succiniciproducens, en la cual el gen wcad ha sido delecionado o en la que al
menos se ha introducido una mutacion en el gen wcal, en el que la introduccion de la al menos una mutacién
conduce preferentemente a la expresion de una enzima en la cual al menos 100 aminoacidos, preferentemente
al menos 125 aminoéacidos, méas preferentemente al menos 150 aminodcidos y lo méas preferido al menos 160
aminoacidos de la enzima de tipo silvestre codificada por el gen wcal se han delecionado del extremo C
terminal, y en la cual, en comparacion con el tipo silvestre, la actividad lactato deshidrogenasa esta reducida,
preferentemente por una modificacion del gen IdhA, en particular por una modificaciéon del gen IdhA que tiene la
secuencia de acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 10 y que codifica una LdhA que tiene la secuencia
de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 11;

células bacterianas modificadas de la familia Pasteurellaceae, en particular se prefiere del género Basfia y ain
mas preferido de la especie Basfia succiniciproducens, en la cual el gen wcad ha sido delecionado o en la que al
menos se ha introducido una mutacion en el gen wcaJ, en el que la introduccién de la al menos una mutaciéon
conduce preferentemente a la expresion de una enzima en la cual al menos 100 aminoécidos, preferentemente
al menos 125 aminoacidos, mas preferentemente al menos 150 aminodacidos y lo mas preferido al menos 160
aminoacidos de la enzima de tipo silvestre codificada por el gen wcal se han delecionado del extremo C
terminal, y en la cual, en comparacion con el tipo silvestre, la actividad piruvato formiato liasa esta reducida,
preferentemente por una modificacion del gen pflA o el gen pfID, en particular por una modificaciéon del gen pflA
gue tiene la secuencia de &cido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 12 y que codifica una PflA que tiene la
secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 13 o por una modificacién del gen pflD que tiene la
secuencia de acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 14 y que codifica una PfID que tiene la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 15;

células bacterianas modificadas de la familia Pasteurellaceae, en particular se prefiere del género Basfia y aln
mas preferido de la especie Basfia succiniciproducens, en la cual el gen wcad ha sido delecionado o en la que al
menos se ha introducido una mutacion en el gen wcaJ, en el que la introduccién de la al menos una mutacién
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conduce preferentemente a la expresion de una enzima en la cual al menos 100 aminoacidos, preferentemente
al menos 125 aminoacidos, mas preferentemente al menos 150 aminodacidos y lo mas preferido al menos 160
aminoacidos de la enzima de tipo silvestre codificada por el gen wcal se han delecionado del extremo C
terminal, y en la cual, en comparacién con el tipo silvestre, la actividad, y en la cual, en comparacion con el tipo
silvestre, la actividad lactato deshidrogenasa y piruvato formiato liasa esté reducida, preferentemente por una
modificacién del gen IdhA y del gen pflA, preferentemente por una modificacién del gen IdhA y el gen pflA, en
particular por una modificacion del gen IdhA que tiene la secuencia de &cido nucleico de acuerdo con la SEQ ID
NO: 10 y que codifica una LdhA que tiene la secuencia de aminoéacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 11 o por
una modificacion del gen pflA que tiene la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 12 y que
codifica una PflA que tiene la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 13, o por una
modificacién del gen IdhA y del gen pfID, en particular por una modificacion del gen IdhA que tiene la secuencia
de acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 10 y que codifica una LdhA que tiene la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 11 o por una modificacion del gen pfID que tiene la secuencia de
acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 14 y que codifica una PfID que tiene la secuencia de aminoacidos
de acuerdo con la SEQ ID NO: 15.

Ademas, se proporciona una contribucion para resolver los problemas mencionados al principio por un
procedimiento para producir un compuesto organico o un producto organico secundario que sea diferente del
compuesto organico como se define en la reivindicacién 8.

En la etapa I) del procedimiento el microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion se cultiva en un
medio de cultivo que comprende al menos una fuente de carbono asimilable para permitir que el microorganismo
modificado produzca el compuesto organico, obteniendo asi un caldo de fermentacion que comprende el compuesto
organico. Compuestos organicos preferidos que pueden producirse por el procedimiento de acuerdo con la presente
invencion comprenden &cidos carboxilicos tales como acido férmico, acido lactico, acido propidnico, acido 2-
hidroxipropionico, acido 3-hidroxipropidnico, acido 3-hidroxibutirico, acido acrilico, acido pirdvico o sales de estos
acidos carboxilicos, &cidos dicarboxilicos tales como &cido maldnico, acido succinico, acido malico, &cido tartarico,
acido glutarico, acido itacénico, acido adipico o sales de los mismos, acidos tricarboxilicos tales como &cido citrico o
sales de los mismos, alcoholes tales como metanol o etanol, aminoacidos tales como L-asparagina, acido L-
aspartico, L-arginina, L-isoleucina, L-glicina, L-glutamina, acido L-glutamico, L-cisteina, L-serina, L-tirosina, L-
triptéfano, L-treonina, L-valina, L-histidina, L-prolina, L-metionina, L-lisina, L-leucina, etc.

De acuerdo con una realizacion preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invencion, el compuesto
organico es acido succinico. La expresién “acido succinico”, como se usa en el contexto de la presente invencion,
debe entenderse en su sentido mas amplio y también abarca sales del mismo (es decir, succinato), como por
ejemplo sales de metales alcalinos, como sales de Na" y K™ o sales alcalinotérreas, como sales de Mg” yCa™ o
sales de amonio o anhidridos del 4cido succinico.

El microorganismo modificado de acuerdo con la presente invencion se incuba, preferentemente, en el medio de
cultivo a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 10 a 60 °Co020a50°Co30a45°CaunpHde5,0a
9,005,5a8,006,0a7,0.

Preferentemente, el compuesto organico, especialmente el acido succinico, se produce en condiciones anaerobias.
Las condiciones anaerobias pueden establecerse por medio de técnicas convencionales, como por ejemplo
desgasificando los constituyentes del medio de reaccion y manteniendo las condiciones anaerobias introduciendo
diéxido de carbono o nitrégeno o mezclas de los mismos y opcionalmente hidrégeno a un caudal de, por ejemplo,
0,1 al1o00,2a0,5vvm. Las condiciones aerobias se pueden establecer por medio de técnicas convencionales,
como por ejemplo introduciendo aire u oxigeno a un caudal de, por ejemplo, 0,1 a 1 0 0,2 a 0,5 vvm. Si procede, se
puede aplicar una ligera sobre presién de 0,1 a 1,5 bar en el procedimiento.

La fuente de carbono asimilable se selecciona preferentemente de sacarosa, maltosa, maltotriosa, maltotetraosa,
maltopentaosa, maltohexaosa, maltoheptaosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-
manosa, glicerol y sus mezclas de las mismas o composiciones que contienen al menos uno de dichos compuestos,
0 se seleccionan de productos de descomposicion del almidén, celulosa, hemicelulosa y/o lignocelulosa.
Preferentemente, la fuente de carbono asimilable comprende D-glucosa, maltosa, sacarosa, glicerol o una mezcla de
al menos dos de estos compuestos, en el que mezclas de glicerol y D-glucosa, glicerol y sacarosa, glicerol y D-
xilosa, glicerol y maltosa y D-glucosa y fructosa son particularmente preferidas.

La concentracion inicial de la fuente de carbono asimilable se ajusta preferentemente a un valor en un rango de 5 a
100 g/l, preferentemente de 5 a 75 g/l y méas preferentemente de 5 a 50 g/l y se puede mantener en dicho rango
durante el cultivo. El pH del medio de reaccion se puede controlar mediante la adicion de bases adecuadas como,
por ejemplo, amoniaco gaseoso, NHsHCOs3, (NH4)2CO3;, NaOH, Na,CO3, NaHCO3, KOH, K,CO3, KHCO3, Mg(OH)a,
MgCO3, Mg(HCOs3),, Ca(OH),, CaCO3;, Ca(HCOg3);, CaO, CHgN20O2, C,H;N y/o mezclas de los mismos. Estos
agentes de neutralizacién alcalina son especialmente necesarios si los compuestos organicos que se forman
durante el transcurso del procedimiento de fermentacién son acidos carboxilicos o acidos dicarboxilicos. En el caso
del acido succinico como compuesto organico, Mg(OH). y MgCO3; son bases particulares preferidas.
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La etapa de fermentacion 1) de acuerdo con la presente invencion se puede realizar, por ejemplo, en fermentadores
agitados, columnas de burbujas y reactores de bucle. Puede encontrar una descripcion general de los posibles tipos
de procedimientos, incluidos los tipos de agitadores y los disefios geométricos, en Chemiel: “Bio-prozesstechnik:
Einfihrung in die Bioverfahrenstechnik”, Volumen 1. En el procedimiento de acuerdo con la presente invencion, las
variantes tipicas disponibles son las siguientes variantes conocidas por los expertos en la materia o explicadas, por
ejemplo, en Chemiel, Hammes y Bailey: “Biochemical Engineering”, tales como alimentacién por lotes, alimentacion
discontinua, alimentacion repetida discontinua o también fermentacion continua con y sin reciclaje de la biomasa.
Dependiendo de la cepa de produccion, se pueden efectuar mezclas de aire, oxigeno, diéxido de carbono,
hidrégeno, nitrégeno o gases apropiados para lograr un buen rendimiento (YP/S).

Las condiciones particularmente preferidas para producir el acido organico, especialmente el acido succinico, en la
etapa ) del procedimiento son:

Fuente de carbono asimilable: glicerol, sacarosa, D-glucosa, maltosa, glicerol + D-glucosa, glicerol +
sacarosa, glicerol + maltosa, glicerol + D-xilosa, D-glucosa + fructosa

Temperatura: 30a45°C

pH: 55a70

Gas suministrado: CO,

Ademas, se prefiere en la etapa |) del procedimiento que la fuente de carbono asimilable se convierta en el
compuesto organico, preferentemente en acido succinico, con un rendimiento de carbono YP/S de al menos 0,5 g/g
a aproximadamente 1,28 g/g; como por ejemplo un rendimiento de carbono YP/S de al menos 0,6 g/g, de al menos
0,7 g/g, de al menos 0,75 g/g, de al menos 0,8 g/g, de al menos 0,85 g/g , de al menos 0,9 g/g, de al menos 0,95
g/g, de al menos 1,0 g/g, de al menos 1,05 g/g, de al menos 1,1 g/g, de al menos 1,15 g/g, de al menos 1,20 g/g, de
al menos 1,22 g/g, o de al menos 1,24 g/g (compuesto organico/carbono, preferentemente acido succinico/carbono).

Ademas, se prefiere en la etapa 1) del procedimiento que la fuente de carbono asimilable se convierta en el
compuesto orgéanico, preferentemente en acido succinico, con un rendimiento de productividad especifico de al
menos 0,6 g/g DCW*h™ del compuesto orgéanico, preferentemente acido succinico, o al menos de al menos 0,65 g/g
DCW'h™, de al menos 0,7 g/lg DCW*h?, de al menos 0,75 g/g DCW'h™ o de al menos 0,77 g/lg DCWh™ del
compuesto orgénico, preferentemente 4cido succinico.

Ademas, se prefiere en la etapa 1) del procedimiento que la fuente de carbono asimilable se convierta en el
compuesto organico, preferentemente en acido succinico, con un rendimiento espacio-temporal para el compuesto
orgénico, preferentemente para el acido succinico, de al menos 2,2 g/(I x h) o de al menos 2,5 g/(l x h), al menos
2,75 g/(1 x h), al menos 3 g/(l x h), al menos 3,25 g/(I x h), al menos 3,5 g/(I x h), al menos 3,7 g/(I x h), al menos 4,0
g/(I x h) al menos 4,5 g/(l x h) o al menos 5,0 g/(I x h) del compuesto organico, preferentemente acido succinico. De
acuerdo con otra realizacién preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invencion en la etapa ) del
procedimiento, el microorganismo modificado estad convirtiendo al menos 20 g/l, mas preferentemente al menos 25
g/l e incluso més preferentemente al menos 30 g/l de fuente de carbono asimilable, preferentemente una fuente de
carbono asimilable seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa,
D-manosa y/o glicerol, en al menos 20 g/l, mas preferentemente al menos 25 g/l e incluso mas preferentemente al
menos 30 g/l del compuesto organico, preferentemente &cido succinico.

Los diferentes parametros de rendimiento descritos en el presente documento (“rendimiento de carbono” o “YP/S”;
“rendimiento de productividad especifico”; o “rendimiento espacio-temporal (STY)”) son bien conocidos en la técnica
y se determinan como se describe, por ejemplo, por Song and Lee, 2006. “Rendimiento de carbono” e “YP/S” (cada
uno expresado en masa del compuesto organico producido/masa de fuente de carbono asimilable consumida) se
usan en el presente documento como sinénimos. El rendimiento de productividad especifico describe la cantidad de
un producto, como el acido succinico, que se produce por h y | de caldo de fermentacion L por g de biomasa seca.
La cantidad de peso de células secas indicada como “DCW” describe la cantidad de microorganismo biolégicamente
activo en una reaccion bioquimica. El valor se da como g de producto por g de DCW por h (es decir, g/g DCW'lh'l).
El rendimiento espacio-temporal (STY) se define como la relacion entre la cantidad total de compuesto organico
formado en el procedimiento de fermentacién y el volumen del cultivo, considerado durante todo el tiempo de cultivo.
El rendimiento espacio-temporal también se conoce como “productividad volumétrica”.

En la etapa Il del procedimiento, el compuesto organico, preferentemente acido succinico, se recupera del caldo de
fermentacion obtenido en la etapa 1) del procedimiento.

Normalmente, el procedimiento de recuperacion comprende la etapa de separar los microorganismos recombinantes
del caldo de fermentacion como la llamada “biomasa”. Los procedimientos para eliminar la biomasa son conocidos
por los expertos en la materia y comprenden filtracion, sedimentacion, flotacién o combinaciones de los mismos. En
consecuencia, la biomasa se puede eliminar, por ejemplo, con centrifugadoras, separadores, decantadores, filtros o
en un aparato de flotacién. Para una recuperacion méaxima del producto de valor, el lavado de la biomasa suele ser
recomendable, por ejemplo, en forma de diafiltracion. La seleccién del procedimiento depende del contenido de
biomasa en el caldo de fermentacion y de las propiedades de la biomasa, y también de la interaccion de la biomasa
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con el compuesto orgénico (por ejemplo, el producto de valor). En una realizacion, el caldo de fermentacion se
puede esterilizar o pasteurizar. En una realizacién adicional, el caldo de fermentaciéon se concentra. Dependiendo
del requisito, esta concentracion se puede hacer por lotes o de manera continua. El rango de presion y temperatura
debe seleccionarse de modo que, en primer lugar, no se produzcan dafios en el producto y, en segundo lugar, se
requiera un uso minimo del aparato y la energia. La selecciéon adecuada de los niveles de presion y temperatura
para una evaporacién multietapa en particular permite el ahorro de energia.

El procedimiento de recuperacion puede comprender ademas etapas de purificacién adicionales en las que el
compuesto orgénico, preferentemente acido succinico, se purifica adicionalmente. Sin embargo, si el compuesto
organico se convierte en un producto organico secundario mediante reacciones quimicas como se describe a
continuacién y dependiendo del tipo de reaccion y las condiciones de reaccion, no necesariamente se requiere una
purificacién adicional del compuesto organico. Para la purificacién del compuesto organico obtenido en la etapa Il)
del procedimiento, preferentemente para la purificacion del acido succinico, se pueden usar procedimientos
conocidos por los expertos en la materia, como por ejemplo cristalizacion, filtracion, electrodialisis y cromatografia.
En el caso del acido succinico como compuesto organico, por ejemplo, el acido succinico se puede aislar
precipitandolo como un producto de succinato de calcio usando hidréxido, 6xido, carbonato o hidrégenocarbonato de
calcio para neutralizar y filtrar el precipitado. El acido succinico se recupera del succinato de calcio precipitado
mediante acidificacién con acido sulfurico, seguido de filtracion para eliminar el sulfato de calcio (yeso) que precipita.
La solucién resultante puede purificarse adicionalmente por medio de cromatografia de intercambio i6nico con el fin
de eliminar los iones residuales no deseados. De modo alternativo, si se han usado hidréxido de magnesio,
carbonato de magnesio o mezclas de los mismos para neutralizar el caldo de fermentacion, el caldo de fermentacion
obtenido en la etapa I) del procedimiento puede acidificarse para transformar el succinato de magnesio contenido en
el medio en la forma acida (es decir, acido succinico), que posteriormente puede cristalizarse enfriando el medio
acidificado. Ejemplos de otros procedimientos de purificacion adecuados se describen en los documentos EP-A-1
005 562, WO-A-2008/010373, WO-A-2011/082378, WO-A-2011/043443, WO-A-2005/030973, WO-A-2011/123268 y
WO-A-2011/064151 y EP-A-2 360 137.

De acuerdo con una realizacion preferida del procedimiento de acuerdo con la presente invencion, el procedimiento
comprende ademas la etapa del procedimiento:

IIl) convertir el compuesto organico contenido en el caldo de fermentacion obtenido en la etapa 1) del
procedimiento o convertir el compuesto organico recuperado obtenido en la etapa de procedimiento II) en un
producto organico secundario que es diferente del compuesto organico en al menos una reaccion quimica.

En el caso del acido succinico como compuesto organico, los productos organicos secundarios preferidos se
seleccionan del grupo que consiste en ésteres de acido succinico y sus polimeros, tetrahidrofurano (THF), 1,4-
butanodiol (BDO), gamma-butirolactona (GBL) y pirrolidonas.

De acuerdo con una realizacion preferida para la produccién de THF, BDO y/o GBL, este procedimiento comprende:

b1) o bien la hidrogenacioén catalitica directa del &cido succinico obtenido en las etapas I) o Il) del procedimiento
a THF y/o BDO y/o GBL o

b2) la esterificacion quimica del acido succinico y/o las sales del acido succinico obtenidas en las etapas I) o Il)
del procedimiento en su correspondiente éster di-alquilo inferior y la subsiguiente hidrogenacién catalitica de
dicho éster a THF y/o BDO y/o GBL.

De acuerdo con una realizacion preferida para la produccion de pirrolidonas, este procedimiento comprende:

b) la conversion quimica de las sales de amonio del acido succinico obtenidas en las etapas 1) o Il) del
procedimiento en pirrolidonas de una manera conocida per se.

Para detalles de la preparacion de estos compuestos se hace referencia a los documentos US-A-2010/0159543 y
WO-A-2010/092155.

Ademas, se proporciona una contribucién para resolver los problemas mencionados al principio mediante el uso del
microorganismo modificado de acuerdo con la presente invenciéon para la produccion fermentativa de compuestos
organicos. Compuestos organicos preferidos son aquellos compuestos que ya se han mencionado en relacién con el
procedimiento de acuerdo con la presente invencion, siendo el &cido succinico el compuesto organico mas preferido.
Ademas, las condiciones preferidas para la produccién fermentativa de compuestos organicos, preferentemente de
acido succinico, son aquellas condiciones que ya se han descrito en relacién con la etapa |) del procedimiento del
procedimiento de acuerdo con la presente invencion.

La invencion se explica ahora con mas detalle con la ayuda de figuras y ejemplos no limitativos.
La Figura 1 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB (SEQ ID NO: 5).

La Figura 2 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB AldhA (SEQ ID NO: 6).
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La Figura 3 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB ApflA (SEQ ID NO: 7).

La Figura 4 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB AwcaJd (SEQ ID NO: 8).

La Figura 5 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB ApflD (SEQ ID NO: 9).

La Figura 6 muestra un sedimento de células obtenido por sedimentacién de diferentes medios de cultivo.
Ejemplos
Ejemplo 1: Procedimiento general para la transformacion de Basfia succiniciproducens

Tabla 1: Nomenclatura de la DD1 de tipo silvestre y mutantes mencionados en los ejemplos

Cepa

DDL1 tipo silvestre (depésito DSM 18541)
DD1 Awcald

DD1 AldhA

DD1 AldhA ApflD

DD1 AldhA ApflD AwcaJ

DD1 AldhA ApflA

DD1 AldhA ApflA Awcal

Basfia succiniciproducens DD1 (tipo silvestre) se transformé con ADN mediante electroporacion utilizando el
siguiente protocolo:

Para preparar un cultivo previo, se inoculé DD1 de un lote congelado en 40 ml de BHI (infusiéon de cerebro y
corazon; Becton, Dickinson and Company) en un matraz de agitacion de 100 ml. La incubacion se realizé durante la
noche a 37 °C; 200 rpm. Para preparar el cultivo principal, se colocaron 100 ml de BHI en un matraz de agitacion de
250 ml y se inocularon hasta una DO final (600 nm) de 0,2 con el precultivo. La incubacion se realizé a 37 °C, 200
rpm. Las células se recogieron a una DO de aproximadamente 0,5, 0,6 y 0,7, el sedimento se lavé una vez con
glicerol frio al 10 % a 4 °C y se resuspendié en 2 ml de glicerol al 10 % (4 °C).

Se mezclaron 100 pl de células competentes con 2-8 ug de ADN de plasmido y se mantuvieron en hielo durante 2
minutos en una cubeta de electroporaciéon con un ancho de 0,2 cm. Electroporacion en las siguientes condiciones:
400 Q; 25 pF; 2,5 kV (Gene Pulser, Bio-Rad). Se afiadi6 1 ml de BHI enfriado inmediatamente después de la
electroporacion y se realizo la incubacion durante aproximadamente 2 horas a 37 °C.

Las células se colocaron en placas con BHI con 5 mg/l de cloranfenicol y se incubaron durante 2 a 5 dias a 37 °C
hasta que las colonias de los transformantes eran visibles. Los clones se aislaron y se volvieron a sembrar en estria
en BHI con 5 mg/l de cloranfenicol hasta que se obtuvo la pureza de los clones.

Ejemplo 2: Generacién de construcciones de delecion

Los plasmidos de mutacién/delecion se construyeron basandose en el vector pSacB (SEQ ID NO: 5). La Figura 1
muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB. Las regiones flanqueantes en 5'y 3' (aproximadamente 1500 pb
cada una) del fragmento cromosomico, que deberian delecionarse, se amplificaron mediante PCR a partir del ADN
cromosémico de Basfia succiniciproducens y se introdujeron en dicho vector utilizando técnicas estandar.
Normalmente, al menos el 80 % del ORF fue objeto de una delecion. De esta manera, se construyeron los plasmidos
de delecion para la lactato deshidrogenasa IdhA, pSacB_delta_ldhA (SEQ ID NO: 6), la enzima activadora de la
piruvato formiato liasa pflA, pSacB_delta_pflA (SEQ ID NO: 7), el supuesto transportador especifico de fructosa
wcald, pSacB_delta_wcaJ (SEQ ID NO: 8) y la piruvato formiato liasa pfID, pSacB_delta_pflID (SEQ ID NO: 9). Las
Figuras 2, 3, 4 y 5 muestran mapas esquematicos del plasmido pSacB_delta_IdhA, pSacB_delta_pflA,
pSacB_delta_wcal y pSacB_delta_pfID, respectivamente.

En la secuencia plasmidica de pSacB (SEQ ID NO: 5) el gen sacB esta contenido en las bases 2380-3801. El
promotor sacB esta contenido en las bases 3802-4264. El gen del cloranfenicol esta contenido en las bases 526-
984. El origen de replicacion para E. coli (ori EC) esta contenido en las bases 1477-2337 (ver fig. 1).

En la secuencia plasmidica de pSacB_delta_ldhA (SEQ ID NO: 6) la region flanqueante en 5' del gen IdhA, que es
homdloga al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las bases 1519-2850, mientras que la region
flanqueante en 3' del gen IdhA, que es homdloga al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las
bases 62-1518. El gen sacB esta contenido en las bases 5169-6590. El promotor sacB esta contenido en las bases
6591-7053. El gen del cloranfenicol esta contenido en las bases 3315-3773. El origen de replicacion para E. coli (ori
EC) esté contenido en las bases 4266-5126 (ver fig. 2).
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En la secuencia plasmidica de pSacB_delta_pflA (SEQ ID NO: 7) la region flanqueante en 5' del gen pflA, que es
homdloga al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las bases 1506-3005, mientras que la region
flanqueante en 3' del gen pflA, que es homodloga al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las
bases 6-1505. El gen sacB gen esta contenido en las bases 5278-6699, el promotor sacB esta contenido en las
bases 6700-7162. El gen del cloranfenicol esta contenido en las bases 3424-3882. El origen de replicacion para E.
coli (ori EC) esta contenido en las bases 4375-5235 (ver fig. 3).

En la secuencia plasmidica de pSacB_delta_wcaJ (SEQ ID NO: 8) la region flanqueante en 5' del gen wcaJ, que es
homdloga al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las bases 1506-3122, mientras que la region
flanqueante en 3' del gen wcalJ, que es homdloga al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las
bases 6-1505. El gen sacB esta contenido en las bases 5395-6816. El promotor sacB esta contenido en las bases
6817-7279. El gen del cloranfenicol esta contenido en las bases 3541-3999. El origen de replicacion para E. coli (ori
EC) esta contenido en las bases 4492-5352 (ver fig. 4).

En la secuencia plasmidica de pSacB_delta_pflD (SEQ ID NO: 9) la regién flanqueante en 5' del gen pflD, que es
homologa al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las bases 1533-2955, mientras que la region
flanqueante en 3' del gen pflD, que es homdloga al genoma de Basfia succiniciproducens, esta contenida en las
bases 62-1532. El gen sacB esta contenido en las bases 5256-6677. El promotor sacB esta contenido en las bases
6678-7140. El gen del cloranfenicol esté contenido en las bases 3402-3860. El origen de replicacion para E. coli (ori
EC) esté contenido en las bases 4353-5213 (ver fig. 5).

Ejemplo 3: Generacion de cepas productoras de succinato mejoradas

a) Basfia succiniciproducens DD1 se transformé como se describié anteriormente con el pSacB_delta_IdhA y fue
“Campbelled in” para producir la cepa “Campbell in”. La transformacion e integracion en el genoma de Basfia
succiniciproducens fue confirmado por PCR para obtener el evento de integracion del plasmido en el genoma de
Basfia succiniciproducens.

La cepa “Campbell in” fue a continuacion “Campbelled out” utilizando placas de agar que contenian sacarosa
como un medio de seleccién de contador, seleccionando la pérdida (de funcién) del gen sacB. Por lo tanto, las
cepas “Campbell in” se incubaron en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI sin antibioticos) a 37 °C, 220 rpm
durante la noche. El cultivo durante la noche se extendi6é luego sobre placas de sacarosa que contenian BHI
recién preparado (10 %, sin antibidticos) y se incubd durante la noche a 37 °C (“primera transferencia de
sacarosa”). Una sola colonia obtenida de la primera transferencia se sembrd nuevamente en placas de sacarosa
que contenian BHI recién preparado (10 %) y se incub6 durante la noche a 37 °C (“segunda transferencia de
sacarosa”). Este procedimiento se repiti6 hasta un minimo de cinco transferencias (“tercera, cuarta, quinta
transferencia de sacarosa”) en sacarosa. La expresion “primera a quinta transferencia de sacarosa” se refiere a
la transferencia de una cepa después de la integracién cromos6mica de un vector que contiene un gen sacB de
la levansacarosa sobre placas de agar que contienen sacarosa y medio de crecimiento con el fin de seleccionar
cepas con la pérdida del gen sacB y las secuencias plasmidicas circundantes. Una sola colonia de las quintas
placas de transferencia se inocul6 en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI sin antibidticos) y se incub6 a 37 °C,
220 rpm durante la noche. El cultivo de una noche se diluy6 en serie y se sembr6 en placas de BHI para obtener
colonias individuales aisladas.

Las cepas “Campbelled out” que contienen la mutacion/delecion del gen IdhA fueron confirmados por la
sensibilidad al cloranfenicol. Los mutantes de mutacién/delecion entre estas cepas se identificaron y confirmaron
mediante analisis de PCR. Esto condujo al mutante de delecion de IdhA de Basfia succiniciproducens DD1
AldhA.

b) Basfia succiniciproducens DD1 AldhA fue transformada con pSacB_delta_pflD como se describio
anteriormente y “Campbelled in” para producir una cepa “Campbell in”. La transformacion e integracion se
confirmé por PCR. La cepa “Campbell in” fue a continuacion “Campbelled out” como se describié anteriormente.
Los mutantes de delecion entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante analisis de PCR. Esto
condujo al mutante de doble delecion de IdhA pflD de Basfia succiniciproducens DD1 AldhA ApfiD.

c) Basfia succiniciproducens DD1 AldhA ApfID fue transformada con pSacB_delta_wcalJ como se describié
anteriormente y “Campbelled in” para producir una cepa “Campbell in”. La transformacion e integracion se
confirmé por PCR. La cepa “Campbell in” fue a continuacion “Campbelled out” como se describié anteriormente.
Los mutantes de delecion entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante andlisis de PCR. Esto
condujo al mutante de triple delecidn de IdhA pflD wcaJ de Basfia succiniciproducens DD1 AldhA ApflD Awcad.

d) Basfia succiniciproducens DD1 AldhA fue transformada con pSacB_delta_pflA como se describio
anteriormente y “Campbelled in” para producir una cepa “Campbell in”. La transformacion e integraciéon se
confirmé por PCR. La cepa “Campbell in” fue a continuacion “Campbelled out” como se describié anteriormente.
Los mutantes de delecion entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante andlisis de PCR. Esto
condujo al mutante de doble delecion de IdhA pflA de Basfia succiniciproducens DD1 AldhA ApflA.

e) Basfia succiniciproducens DD1 AldhA ApflA fue transformada con pSacB_delta_wcal como se describio
anteriormente y “Campbelled in” para producir una cepa “Campbell in”. La transformacion e integracién se
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confirmé por PCR. La cepa “Campbell in” fue a continuacion “Campbelled out” como se describié anteriormente.
Los mutantes de delecion entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante andlisis de PCR. Esto
condujo al mutante de triple delecion de IdhA pflA wcaJ de Basfia succiniciproducens DD1 AldhA ApflA AwcaJ.

f) Basfia succiniciproducens DD1 se transformé con pSacB_delta_wcal como se describié anteriormente y
“Campbelled in” para producir una cepa de “Campbell in”. La transformacion e integracion se confirmo por PCR.
La cepa “Campbell in” fue a continuacién “Campbelled out” como se describié anteriormente. Los mutantes de
delecion entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante analisis de PCR. Esto condujo al mutante de
delecion de wcaJ de Basfia succiniciproducens DD1 Awcald.

Ejemplo 4: Cultivo de varias cepas DD1 en glucosay sacarosa

La productividad de la DD1 se compard con la productividad de la cepa mutante DD1 Awcal en presencia de
glucosa o sacarosa como fuente de carbono.

La productividad de la DD1 AldhA ApflID se compar6 con la productividad de la cepa mutante DD1 AldhA ApflD
AwcaJ en presencia de glucosa o sacarosa como fuente de carbono.

La productividad de la DD1 AldhA ApflA se compard con la productividad de la cepa mutante DD1 AldhA ApflA
AwcaJd en presencia de glucosa o sacarosa como fuente de carbono.

La productividad se analiz6 utilizando los medios y las condiciones de incubacién que se describen a continuacién.
1. Preparacion del medio
La composicion y preparacion del medio de cultivo es como se describe en las siguientes tablas 2, 3, 4 y 5.

Tabla 2: Composicion de la solucién de oligoelementos.

Solucién de oligoelementos

Compuesto Concentracion final
Acido citrico 3,59/l
ZnS04 x 7 H0 1851 mgl/l
CaS04 x 2 H,0O 10 mg/l
FeSO,4 x 7 H,O 2040 mgl/l
CaCl; x 2 H,0 12460 mg/l
MnCl; x 4 H,O 1200 mgl/l
Na;MoO4 x 2 H,O 38 mg/l
CuCl; x 2 H,0 188 mg/l
NiCl; x 6 H,0O 32 mgl/l
CoCl; x 6 H,O 101 mg/l

Tabla 3: Composicion de la solucion de vitaminas.

Solucién de vitaminas

Compuesto Concentracion final
Tiamina HCI (B1) 500 mg/l

Acido nicotinico (B3) 500 mg/|
Riboflavina (B2) 20 mgl/l

Biotina (B7) 5 mgl/l

Acido pantoténico (B5) 100 mg/l

Piridoxina (B6) 500 mg/l
Cianocobalamina (B12) 5 mgl/l

Acido lipoico 5 mg/l
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Tabla 4: Composicion del medio LSM para el cultivo en glucosa.

Compuesto Volumen/Masa Concentracion del lote Concentracion final
Medio 1

MgCOs 25¢g 100 % 50,00 g/l
Agua 28 ml - -

Medio 2

Acido succinico 2,5 ml 50 g/l 2,50 g/l
Glucosa 4,00 ml 650 g/l 52,00 g/l
(NH.4)2S04 0,25 ml 500 g/l 2,50 g/l
(NH4)2HPO, 0,5ml 200 g/l 2,00 g/l
K2CO3 0,50 mi 200 g/l 2,00 g/l
KH.PO, 0,50 mi 100 g/l 1,00 g/l
Na,CO3 0,50 ml 200 g/l 2,00 g/l
solucion de vitaminas 0,50 ml 25 g/l 0,25 g/l
solucién de 0,50 ml 21 g/ 0,21 g/l
oligoelementos

Tabla 5: Composicion del medio LSM para el cultivo en sacarosa.

Compuesto Volumen/Masa Concentracion del lote Concentracion final
Medio 1

MgCOs 259 100 % 50,00 g/l
Agua 28 ml - -

Medio 2

Acido succinico 2,5ml 50 g/l 2,50 g/l
Sacarosa 3,85 ml 650 g/l 50,00 g/I
(NH4)2S04 0,25 ml 500 g/l 2,50 g/l
(NH4)2HPO4 0,5ml 200 g/l 2,00 g/l
K2CO3 0,50 ml 200 g/l 2,00 g/l
KH2PO4 0,50 ml 100 g/l 1,00 g/l
Na,CO3 0,50 ml 200 g/l 2,00 g/l
solucion de vitaminas 0,50 ml 25 g/l 0,25 g/l
solucién de 0,50 ml 21 g/ 0,21 g/l
oligoelementos

2. Cultivos y analisis.

Para cultivar las bacterias del cultivo principal de una placa de BHI-agar recién cultivada se us6 para inocular hasta
una DO600 = 0,75 una botella de 100 ml de suero con tapén de caucho de butilo hermético que contiene 50 ml del
medio liquido descrito en las tablas 2 y 3 con una atmoésfera de CO». Las botellas se incubaron a 37 °C y 160 rpm
(diametro de agitacion: 2,5 cm). El consumo de las fuentes de C y la produccién de &cidos carboxilicos se cuantifico
mediante HPLC (los procedimientos de HPLC se describen en las tablas 10 y 11) después de 24 h o 48 h. El
crecimiento celular se midié6 midiendo la absorbancia a 600 nm (DO600) utilizando un espectrofotémetro
(Ultrospec3000, Amersham Biosciences, Uppsala Suecia).

3. Resultados

Los resultados de los experimentos de cultivo con diferentes cepas DD1 se muestran en las tablas 6, 7 y 8. Como se
puede ver a partir de estos resultados, una reduccion de la actividad de la enzima que esta codificada por la célula
AwcaJ conduce a una mayor produccién de acido succinico.
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Ademas, muestras obtenidas por cultivo de la cepa DD1 AldhA ApfID/DD1 AldhA ApflA y la cepa DD1AIdhA ApflD
Awcal/DD1AlIdhA ApflA Awcal después de 24 horas o 48 horas de incubacion se transfirieron a un tubo de 15 ml
para medir los volimenes de sobrenadante obtenidos después de la centrifugacion. Como se muestra en la tabla 9,
una reduccion de la actividad de la enzima que esta codificada por la célula AwcaJ conduce a microorganismos
modificados que muestran un comportamiento de sedimentacion significativamente mejorado (se obtiene un
sedimento celular méas denso después de la centrifugacion) y, por lo tanto, se pueden eliminar méas facilmente del
medio de cultivo en el procedimiento de purificacion posterior.

Tabla 6: Cultivo de la cepa DD1 y la cepa DD1 Awcald en glucosa y sacarosa.

DD1 DD1Awcald DD1 DD1Awcal
sustrato glucosa glucosa sacarosa sacarosa
tc [h]? 24 24 48 48
ACsustrato [0/ 48,4 48,4 48,6 48,1
ACsa[g/N° (&cido succinico) 26,1 28,2 22,0 24,3
ACia [9/°" (acido lactico) 5,1 33 11,8 10,0
ACea[g/I°" (4cido formico) 48 4,2 41 4,2
AC [0/l (Acido acético) 7,2 7,2 6,2 6,9
ACpA[g/" (Acido pirGvico) 0,0 0,0 0,0 0,0
ACp[g/l°" (4cido propiénico) 0,0 0,0 0,0 0,0
ACe[g/N]° (etanol) 0,3 0,2 0,3 0,2
Rendimiento de AS (AS/S) [g/g]° 0,54 0,58 0,45 0,50
# tiempo de cultivo
® consumo de sustrato (glucosa o sacarosa).
¢ formacién de acido succinico, &cido lactico, acido férmico, acido acético, acido piravico, acido propionico
y etanol.
9 Rendimiento de AS (racién de AS por sustrato consumido)
" Los limites de deteccion para el acido acético, el acido lactico, el acido malico y el acido férmico fueron
inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento de HPLC dado

Tabla 7: Cultivo de la cepa DD1 AldhA ApflD y la cepa DD1 AldhA ApflD AwcaJd en glucosa y sacarosa.

zlzﬁAApﬂD \?\/EJJNdhA AP | DD1 AldhapiD ZB:DAAISEQJ
sustrato glucosa glucosa sacarosa sacarosa
tc [h)? 24 24 48 48
gﬁ]sg‘s”a“’ 49,95 49,95 50,40 50,40
ACsa[g/l]° (acido succinico) 31,45 32,80 28,82 36,94
ACia [9/°" (4cido lactico) 0,22 0,16 0,35 0,22
ACrA[g/*" (acido formico) 0,00 0,00 0,00 0,00
ACaA[g/I°" (Acido acético) 2,89 4,48 1,39 5,45
ACpa[g/°" (Acido pirtivico) 1,87 0,94 2,70 0,23
ACp[g/l" (4cido propidnico) 0,00 0,00 0,00 0,00
ACE[g/I]° (etanol) 0,00 0,00 0,00 0,00
Rendimiento de AS (AS/S) [g/g]° | 0,63 0,66 0,57 0,73
# tiempo de cultivo
® consumo de sustrato (glucosa o sacarosa).
;I;):‘réwlacién de &cido succinico, acido lactico, acido férmico, acido acético, acido piravico, acido propiénico y
9 Rendimiento de AS (racién de AS por sustrato consumido)
" Los limites de deteccién para el acido acético, el acido lactico, el acido malico y el acido férmico fueron
inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento de HPLC dado
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Tabla 8: Cultivo de la cepa DD1 AldhA ApflA y la cepa DD1 AldhA ApflA AwcaJ en glucosa y sacarosa

DD1 AldhAARfIA zaﬂﬁng DD1 AldhAAPfIA zgﬂAAA'V%EQJ
sustrato glucosa glucosa Sacarosa Sacarosa
tc [ 24 24 48 48
gﬁ]sﬁs"a“’ 49,95 49,95 50,40 50,40
ACsa[g/l]° (4cido succinico) 32,37 31,77 29,36 31,36
ACLA [9/1° " (acido lactico) 0,23 0,28 0,37 0,37
ACrA[g/]" (acido formico) 0,00 0,00 0,00 0,00
ACaA[g/I°" (Acido acético) 2,68 2,40 0,90 1,87
ACpaAlg/l*" (4cido pirGvico) 1,96 2,05 3,16 2,49
ACe[g/l°" (4cido propidnico) 0,00 0,00 0,00 0,00
ACe[g/l]° (etanol) 0,00 0,00 0,00 0,00
Rendimiento de AS (AS/S) [g/g]° 0,65 0,64 0,58 0,62

& tiempo de cultivo

® consumo de sustrato (glucosa o sacarosa).

¢ formacién de acido succinico, 4cido lactico, acido férmico, acido acético, acido pirtvico, acido propionico y
etanol.

9 Rendimiento de AS (racién de AS por sustrato consumido)

" |os limites de deteccion para el acido acético, el acido lactico, el &cido malico y el acido férmico fueron
inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento de HPLC dado

Tabla 9: Volumenes de sobrenadante obtenidos después de la centrifugacion (4.600 rpm, 10 min) de 10 ml de
cultivos bacterianos.

Cepa Sustrato Tiempo de cultivo Volumen de sobrenadante
DD1 AldhA ApflD glucosa 24 h 8,0 ml
DD1 AldhA ApflD Awcad glucosa 24 h 8,8 ml
DD1 AldhA ApflA glucosa 24 h 8,0 ml
DD1 AldhA ApflA Awcad glucosa 24 h 8,4 ml
DD1 AldhA ApflD sacarosa 48 h 8,3 ml
DD1 AldhA ApflD Awcad sacarosa 48 h 9,0 ml
DD1 AldhA ApflA sacarosa 48 h 8,3ml
DD1 AldhA ApflA Awcal sacarosa 48 h 8,6 ml

Tabla 10: Procedimiento de HPLC (ZX-THF50) para el analisis de glucosa, acido succinico, acido férmico, acido
lactico, acido acético, acido pirtvico y etanol

Columna de HPLC Aminex HPX-87 H, 300 x 7,8 mm (BioRad)
Precolumna Cation H

Temperatura 50 °C

Caudal de eluyente 0,50 ml/min

Volumen de inyeccion 5,0 ul

Detector de red de diodos | Detector IR

Tiempo de ejecucion 28 min

Presion max. 140 bar

Eluyente A H,SO45 mM

Eluyente b H.S045 mM
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(continuacién)

Gradiente

_ _ Caudal
0, 0,
Tiempo [min] A [%] B [%] [ml/min]

Tabla 11: Procedimiento de HPLC (Fast-CH) para el andlisis de glucosa y sacarosa

Columna de HPLC Fast Carbohydrate x 7,8 mm (BioRad)

Precolumna Cartuchos de recarga con extraccién de cenizas (30 °C)

Temperatura 75 °C

Caudal de eluyente 1,00 ml/min

Volumen de inyeccion 1.0u

Detector de red de diodos Detector IR

Tiempo de ejecucién 8 min

Presion méax. 150 bar

Eluyente A agua

Eluyente b agua
Tiempo [min] A [%] B [%] Caudal [ml/min]

Gradiente 0,0 50 50 1,00
8,0 50 50 1,00

5 SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (secuencia nucleotidica del ADNr 16 S de la cepa DD1)

titgatcetggeteagattgaacgctggeggeaggcttaacacatgcaagtegaacggtagegggaggaaagcetigettictitgecga
cgagtggcggacgggtgagtaatgcttggggatctggettatggagogggataacgacgggaaacigtegelaatacegegtaatat
citcggattaaagggtgggactttcgggccaccegecataagatgageccaagtgggattaggtagttggtggggtaaaggcectace
aagccgacgalctctagetggtetgagaggatgaccagecacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggeagea

gtggggaatattgcacaatggggggaaccctgatgcagecatgecgegtgaatgaagaaggecticgggttgtaaagttciticggty
acgaggaaggtgtttgtittaataggacaageaattgacgttaatcacagaagaagcaccggctaactecegtgocagcageegeggt
aatacggagggtgcgagcegttaatcggaataactgggegtaaagggceatgcaggeggacttitaagtgagatgtgaaageecegg

gcettaacctgggaattgcatitcagactgggagtcetagagtactitagggaggggtagaattccacgtgtageggtgaaatgegtagag
atgtggaggaataccgaaggcgaaggcagcccctigggaagatactgacgctcatatgcgaaagegtggggagcaaacaggati
agataccctggtagtccacgeggtaaacgcetgtcgatitggggattgggetitaggectgatgctegtagetaacgtgataaategace

gectggggagtacggecgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggeccgeacaageggtggageatgtggtitaattcgatg
caacgcgaagaaccitacctactcttgacatccagagaatcctgtagagatacgggagtgecttcgggagcetctgagacaggtgetg

catggcetgtcgteagetegtgtigtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccttatectttgttgeccageatgtaaagatgg
gaactcaaaggagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcatecatggececttacgagtagggetaca

cacgtgctacaatggtgcatacagagggcggcgataccgcgaggtagagcgaatctcagaaagtgcatcgtagtccggatigg}agt
ctgcaactecgacitccatgaagtcggaatcgetagtaatcgcaaatcagaatgitgeggtgaatacgttccogggectigtacacaceg

ceegtcacaccatgggagtgggtigtaccagaagtagatagcttaaccttcggggggggegtttaccacygtatgaticatgactggg

gtgaagtcgtaacaaggtaaccgtaggggaacctgegg

SEQ ID NO: 2 (secuencia nucleotidica del ADNr 23 S de la cepa DD1)
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agtaataacgaacgacacagatataagaatactigaggtigtatggttaagtgactaagegtacaaggtggatgecttggeaatcaga
ggcgaagaaggacgtygctaatctgecgaaaagcttgggtgagttgataagaagegtctaacccaagatatccgaatggggeaacce
agtagalgaagaatctactatcaataaccgaatccataggttatigaggcaaaccgggagaactgaaacatctaagtacccegagg
aaaagaaatcaaccgagattacgtcagtagecggegagegaaagegtaagagecggcaagtgatagecatgaggattagaggaat
cggctgggaagecgggcggcacagggatgatageccegtacttgaaaateattgtgtggtactgagettgcgagaagtagggeggga
cacgagaaatccigtttgaagaaggggggaccatcctccaaggetaaatactoctgatigaccgatagtgaaccagtactgtgaagg
aaaggcgaaaagaaccccggtgaggggagtgaaatagaacctgaaacctigtacgtacaagcagtgggageccgegagggtga
ctgcgtaccetttigtataatgggtcagcgacttatattatgtagegaggttaaccgaataggggagecgaagggaaaccgagtcttaact
gggcgtegagttgeatgatatagaccegaaacceeggtgatetagecatgggeaggttgaaggtigggtaacactaactggaggace
gaaccgactaatgtigaaaaattagcggatgacctgtggctgggggtgaaaggecaatcaaaccgggagatagetggticteeceg
aaatctatttaggtagagccttatgtgaataccttcgggggtagageactgtttcggctagggggecatcceggettaccaacecgatge
aaactgcgaataccgaagagtaatgcataggagacacacggcgggtgctaacgttcgtcgtggagagggaaacaacccagace
gccagctaaggtcecaaagtitatattaagtgggaaacgaaglgggaaggcttagacagetaggatgttggettagaagecagecate
atttaaagaaagcgtaatagetcactagtecgagteggectgegeggaagatgtaacggggctcaaatatagcaccgaagetgegge
atcaggcgtaagcctgttgggtaggggagegtcgtgtaageggaagaaggtggticgagagggcetgctggacgtatcacgagtgeg
aatgctgacataagtaacgataaaacgggtgaaaaaccegticgecggaagaccaagggttectgtccaacgttaateggggcag
ggtgagtcggcccctaaggcgaggctgaagagegtagtcgatgggaaacgggttaatattceegtacttigttataattgcgatgtgag
gacggagtaggttaggttatcgacctgttggaazaggtcgtitaagttggtaggtggagegtitaggcaaatceggacgcettatcaaca
ccgagagatgatgacgaggegcetaaggtgecgaagtaaccgataccacacttccaggaaaagecactaagegicagattataata
aaccgtactataaaccgacacaggtggtcaggtagagaatactcaggegcettgagagaactcgggtgaaggaactaggeaaaata

gcaccgtaacttcgggagaaggtgegecggegtagattgtagaggtataceetigaaggitgaaccggtcgaagtgacecgetggct
geaactgtitattaaaaacacagcacictgcaaacacgaaagtggacgtatagggtgtgatgcctgcceggtgetggaaggttaatty

atggcattatcgcaagagaagcegectgatcgaagecccagtaaacggeggccgtaactataacggtectaaggtagegaaaticctt
gtcgogtaagticcgacctgcacgaatggceataatgatggecaggetgtetccaccegagactcagtgaaattgaaatcgoegtgaa

gatgcggtgtaccegeggctagacggaaagaccecgtgaacctitactatagettgacacigaacctigaattitgatgtgtaggatag

gtgggaggcttigaagcggtaacgecagttatcgtggagceceatectigaaataccacecttiaacgttigatgtictaacgaagtgeceg
gaacgggtactcggacagtgtetggtgggtagtitgactggggegatctectcccaaagagtaacggaggagceacgaaggttigeta

algacggtcggacatcgtcaggttagtgcaatggtataagcaagcettaactgecgagacggacaagtcgagcaggtgcgaaageag
gtcatagtgatccggtggtictgaatggaagggccatcgetcaacggataaaaggtactecggggataacaggcetgataccgecca

agagticatatcgacggcegatgtttggcacctegatgtcggcetcatcacatectggggetgaagtaggicecaagggtatggetgticge
catttaaagtggtacgcgagetgggtttaaaacgtcgtgagacagtttggtcectatetgeegtgggegttggagaattgagaggggcet

gctectagtacgagaggaccggagtggacgcatcactggtgttceggtigtgtcgecagacgcattgecegggtagctacatgeggaa
gagataagtgctgaaagcatctaagcacgaaacttgestcgagatgagttctcccagtatttaatactgtaaggattgttggagacgac
gacgtagataggccgggtgtgtaagcgttgcgagacgttgagctaaccggtactaattgcccgagaggcttagccalacaacgctca
agtgttittggtagtgaaagtiattacggaataagtaagtagtcagggaatcgget

SEQ ID NO: 3 (secuencia nucleotidica del gen wcaJ de la cepa DD1)

atgataaaacgectittcgatattgitgtcgeatigatageattgattitgttticgeccttatattigtttgtggcttataaggtaaaacaaaattt

gggatcaceggtgttatttaaacaaacccgecceggattgeatggtaaaccetttgagatgattaagttcagaacaatgaaagacgge
gcagatgaaaacggtaatattttgecggatgeggagegcttaacacctttcggcaaaatgtigegegcetaccagtctggacgagtigee
ggaactttggaatgtattaaaaggtgatatgagtctggtggggecgegtectctactgatggaatattigeegcetgtataacgaaagaca
ggctaagegecatgaagigaaacccggaattaccggttatgcacaggtaaacggicacaatgecatcagtigggagcagaaatttg

aattggatgectggtatgitgaacatcaatectigtggctggatitgaaaattatcgcaaagaccatccaaaaagtgatcgcaaaagac

gatattaatgcggcagatgatgccaccatgectaaatttgaagggaataaaaaatcatga

SEQ ID NO: 4 (secuencia de aminoacidos de la enzima codificada por el gen wcaJ anterior)

MIKRLFDIVVALIALILFSPLYLFVAYKVKQNLGSPVLFKQTRPGLHGKPFEMIKFRTMKDGADEN
GNILPDAERLTPFGKMLRATSLDELPELWNVLKGDMSLVGPRPLLMEYLPLYNERQAKRHEVK
PGITGYAQVNGRNAISWEQKFELDAWYVEHQSLWLDLKIIAKTIQKVIAKDDINAADDATMPKFE
GNKKS

SEQ ID NO: 5 (secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB)
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tcgagaggcctgacgtegggeccggtaccacgegtcatatgactagticggacctagggatatcgtegacategatgetctictgegtt

aattaacaattgggatcctetagactccataggecgcetttcctggcetitgeticcagatgtatgeictectcecggagagtaccgtgactttatt
ttcggcacaaatacaggggtcgatggataaatacggegatagtitcctgacggatgatceglatgtaccggeggaagacaagetgca
aacctgtcagatggagattgatttaatggceggatgtgotgagagcacecgecoegtgaatcegcagaactgateegetatgtgttigegg
atgattggccggaataaataaagccgggcttaatacagattaagcccgtatagggtattat{actgaataccaaacagcttacggagg
acggaatgttacccattgagacaaccagactgcctictgattattaatatitticactattaalcagaaggaataaccatgaattttaccecg

gattgacctgaatacctggaatcgcagggaacactttgecctttatcgtcagcagattaaatgeggattcagectgaccaccaaactcg
atattaccg ctttgcgtaccgcactggcggagacaggttataagttttatccgctgatgatttacctgatctcccgggctgttaatcagtttcc
ggagttccggatggcactgaaagacaatgaacttatitactgggaccagtcagaccceggtclttactgtctttcataaagaaaccgaaa
catictctgcactgtectgecgttattitccggatctcagtgagtttatggeaggtiataatgeggtaacggcagaatatcageatgatacca
gattgtttccgcagggaaatttaccggagaatcacetgaatatatcatcattacegtgggtgagtittgacgggatttaacctgaacatca

ccggaaatgatgatiatittgccceggtttttacgatggcaaagtitcagcaggaaggtgacegegtattattaceotgtitctgtacaggttc
atcatgcagtctgtgatggctticatgcageacggtttatiaatacacttcagctgatgtgtgataacatactgaaataaattaattaatictg
tatttaagccaccgtatceggeaggaatggtggctittittttatattitaaccgtaatctgtaatticgtitcagactggticaggatgageteg
cttggactccigtigatagatccagtaatgacctcagaactecatctggattigticagaacgcteggtigecgecgggegtttittatiggtg
agaatccaagcactagcggegegecggecggceccgatgtgaaatacegcacagatgcgtaaggagaaaataccgeatcaggeg
! ctetteegeticctegelcactgactegetgegetogglcgticggctgecggegageggtatcagelcactcaaaggeggtaatacggtt
atccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccegtaaaaaggecgce
gttgctggegtttttccataggetcegececcetgacgagcealcacaaaaatcgacgcetcaagicagaggtggegaaaccegacagg
actataaagataccaggcgtttcccectggaagetecctegtgegetetcctgticegacecigecgcttaccggatacetgtcogecttte
tccottcgggaagegtggeygctitctcatagectcacgetgtaggtatotcagttcggtgtaggtegticgctccaagetgggetgtgtgcac
gaaccceccgticageccgacegotgegecttatceggtaactategtetigagticcaacccggtaagacacgacttatcgecactgg
cagcagcecaciggtaacaggattagcagagegaggtaigtaggeggtgctacagagticttigaagtggtggectaactacggetaca
ctagaaggacagtatitggtatctgcgctetgctgaagecagttaccticggaaaaagagttggtagctettgatccggcaaacaaace
accgctggtageggtgattitttigtttgcaagecageagattacgegcagaaasaaaggatctcaagaagatectitgatetittctacgg
ggtctgacgcetcagtggaacgaaaactcacgttaagggatitiggtcatgagattatcaaaaaggatcticacctagatectittaaagg
ccggccgeggecgecateggeatttteititgegtttttatitgttaactgttaattgtcettgicaaggatgetgtetttigacaacagatgtittct
{gccitigatgticagcaggaagcteggegeaaacgtigatigittgiclgegtagaaltecicigttigtcatatagetigtaatcacgacatt
gittectitegettgaggtacagegaagtgtgagtaagtaaaggttacategttaggatcaagatecattittaacacaaggecagtittgtt
cageggctigtatgggecagttaaagaattagaaacataaccaageatgtaaatategttagacgtaatgcecgtcaategtcatititgat
ccgcgggagtcagtgaacaggtaccatttgeegticattttaaagacgticgegegttcaatticatetgttactgtgttagatgcaatcage
gglticatcacttitticagtgtgtaatcatcgtttagetcaatcataccgagagegecgttigetaactcageegtgegtittitatcgetttgca
gaagttttgactttcttgacggaagaatgatgtgcetittgccatagtatgettigttaaataaagattcticgectiggtagecatcettcagtice
agtgtitgcticaaatactaagtatttgtggcctitatctictacgtagtgaggatctcicagegtatggttgicgectgagetgtagtigectic
atcgatgaactgcetgtacatittgatacgtttttccgicaccgtcaaagaltgatitataatcctctacaccgltgatgticaaagagcetgtctg
algcigatacgtiaactigtgcagttgtcagigtttgtitgccgtaatgtitaccggagaaatcagtgtagaataaacggatitttccgtcaga
tgtaaatgtggctgaacctgaccattctigtgtitggtctittaggatagaatcatttgeatcgaattigtegcetgtctitaaagacgeggecag
cgtttttccagctgtcaatagaagittcgecgacttitigatagaacatgtaaatcgatgtgtcatcegcatttitaggatctecggetaatge
aaagacgatgtggtagecgtgatagittgcgacagtgecgtcagcegtiitgtaatggccagetgteccaaacgtccaggecttitgcaga
agagatattittaatigtggacgaatcaaattcagaaactigatatitticatitiitigctgtticagggattigcageatatcatggegtgtaata
tgggaaatgcegtatgtttcettatatggetitiggttegtitctitcgcaaacgettgagttgegectectgeccageagtgeggtagtaaagg
ttaatactgtigcttgttitgcaaactittigatgttcategttcatgteicetitittatgtactgtgttageggtetgcttcticcagecetectgtitga
agatggcaagttagtiacgcacaataaaaaaagacctaaaatatgtaaggggtgacgccaaagtatacacitigcectitacacatttt
agatcttgcetgetttatcagtaacaaacccgegegatttacttttcgaccteattctattagactctegttiggattgeaactggtctatiticot
clittgtttgatagaaaatcataaaaggatttgcagactacgggcectaaagaactaaaaaatctatctgtttcttttcattctetgtaitttttata
gtttctgtigcatgggcataaagttgcctttitaatcacaaticagaaaatatcataatatctcatticactaaataatagtgaacggcaggt
atatgtgatgggttaaaaaggatcggcggecgctegatttaaate

SEQ ID NO: 6 (secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB_delta_ldhA)
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tcgagaggectgacgtegggeccggtaccacgegicatatgactagttcggacctagggatggateagectgaacgaaccgceactt

gtatgtaggtagttttgaccgeccgaataticgttatacctiggtggaaaaaticaaaccgatggagcaattatacaatittgtggcggege
aaaaaggtaaaagcggtatcgtetatigecaacagecgtagcaaagtggagegcattgecggaagecctgaagaaaagaggeatttc
cgcagcecgcttatcatgegggceatggagecgtcgcagegggaageggtgcaacaggegtitcaacgggataatattcaagtggtag
tggcgaccattgctttiggtatggggatcaacaaatctaatgtgegttitgtggegeattitgattiatctcgcageattgaggegtattatcag

gaaaccgggcgcgcggggcgggacgacctgccggcggaagcggtaclgttltacgagccggcggattalgcctggtlgcataaaat
ttattggaagagccggaaageccgeaacgggatattaaacggcataagetggaagecatcggegaattigecgaaagecagace
tgccgtegtitagtgcigitaaattatttcggcgaaaaccgecaaacgecatgtaataactgtgatatetgoctegatecgecgaaaaaat
atgacggattattagacgcgcagaaaatcctttcgaccatttatcgcaccgggcaacgtticgacacgeaatacgtaatcggegtaatg
cgcggtttgcagaatcagaaaataasaagaaaatcaacatgatgagttgaaagiclacggaattggcaaagataaaagcaaagaat
actggcaatcggtaattcgicagctgattcatitgggetitgtgcaacaaatcatcagegatticggoatggggaccagattacagcetcac
cgaaagcgogegteocegtgotgegeggegaagtototttggaactggocatgcegagattatettccattaccatggtacaggetecge
aacgcaatgcegataaccaactacgacaaagatttatttgcccgectgegtttcctgegeaaacagatigeccgacaaagaaaacattc
cgecttatatigtgttcagtgacgegaccttgcaggaaatgtegttglatcagcegaccagcaaagtggaaatgctgcaaatcaacggt
gtcggcgecatcaaatggcagegcettcggacagcctittatggegattattaaagaacatcaggctttgegtaaagegggtaagaatc
cgtiggaatigcaatctiaaaattiitaactititgaccgeactittaaggtiagcaaaticcaataaaaagtgeggtgggtittcgggaatitit
aacgcgctgatticctegicttttcaatityttcgyctocatitgticggyggttaccggatectitcitgactgagatecataagagagtagaa
tagegecgcttatattittaatagegtacctaatcgggtacgctitttttatgcggaaaatceatatttttctaccgcactittictttaaagatttat
acttaagicigttigaticaatttattiiggaggtittatgcaacacaticaactggcetcecgatitaacaticagtcgettaaticaaggatictg
geggttaaaaagetggeggaaatcgecgeaggaattgettacattogttaagcaaggattagaattaggegttgatacgetggateat
gcegettgttacggggcettttacttccgaggeggaattcggacgggegetggegetggataaatectigegegeacagettactttggtg
accaaatgegggatttigtatectaatgaagaattaccegatataaaatcccatcactatgacaacagetaccgceatattatgtggteg
gogeaacgticeattgaaaaactgcaatgegactattiagatgtattgetgaticacegwetticticectgtgeggatcccgaacaaateg
cgeggyctitigatgaactttatcaaaccggraaagtacgttatitcggggtatctaactatacgecggctaagttcgecatgtigeaatctt
atgtgaatcagcocgttaatcactaatcaaattgagatitcgectcttcatcgtcaggcettitgatgacggtacectggatttitiactggaaaa
acgtattcaaccgatggcatggtegecactigeeggeggtegtttaticaatcaggatgagaacagtegggeggtgcaaaaaacatta
ctcgaaatcggtgaaacgaaaggagaaaccegtitagatacattggcettatgoctggtiatiggcgeatccggcaaaaattatgecgat
tatggggtccgataaaattgaacgggtaaaaagegcggeggatgegttacgaatttecttcactgaggaagaatggattaaggtitatg
ttgccgoacagggacgggataticegtaacatcatecgtctaatoctgegtatclggggaaagatgegteategtaagaggtctataat
attegtegttttgataagggtgccatatceggeaccogttaaaatcacattgegttcgcaacaaaattaticcttacgaatageattcacct
ctittaacagatgttgaatatccgtatcggcaaaaatatecictatatitgeggttaaacggegecgccagttageatattgagtgetggttc
ccggaatattgacgggttcggtcalaccgagecagtcitcaggtiggaatccecategteg acatcgalgetoliclgegltaatiaacaa
ttgggatcctctagactccataggeegctitcetggetttgcticcagatgtatgetcicetccggagagtaccgtgactttatiticggeaca
aatacaggggtcgatggataaatacggcegatagtitcctgacggatgatcegtatlgtaccggeggaagacaagctgcaaacctgtca
gatggagattgatttaatggcggatgtgctgagagcaccgcccegtgaatecgeagaactgatcegetatgtgtttgeggatgattgge
cggaataaataaagcecgggcttaatacagattaagcccgtatagggtattattactgaataccaaacagcettacggaggacggaatg
ttacccattgagacaaccagactgectictgattattaatatititcactattaatcagaaggaataaccatgaattttacceggattgacct
gaatacclggaatcgcagggaacacttgecetitategtcageagattaaatgeggaticagectgaccaccaaactcgatattaceg
ctitgcgtaccgcactggcggagacaggttataagtittatcegetgatgatttacetgatctcccgggcotgttaatcagtticeggagtice
ggatggcactgaaagacaatgaactiatttactgggaccagicagacceggtctitacigictticataaagaaaccgaaacatictctg
caclgtcctgeegttattticcggalctcagtgagtttatggcaggttataatgeggtaacggcagaatatcageatgataccagattgttic
cgcagggaaatitaceggagaatcaccigaatatatecatcattaccgtaggtaagtittgacgggatttaacctgaacatcaccggaaa
tgatgattattttgccceggttittacgatggcaaagtttcagcaggaaggtgaccgegtattattacctgttictgtacaggttcatcatgea
gtetgtgatggctitcatgecagcacggttiattaatacacticagetgatgtgtgataacataclgaaataaattaattaatictgtatttaage
caccgtatccggcaggaatggtggctittitittatattttaaccgtaatctgtaatttcgtttcagactggttcaggatgagetegettggactc
ctgttgatagatccagtaatgaccitcagaactccatetggatttgticagaacgctcggttgcogecgggegtttittattggtlgagaatecca
agcactagcggegegecggecggeccggigtgaaatacegcacagatgegtaaggagaaaataccgeatcaggegctettceget
tcetegceteactgactcgetgogetcggtegttcggctgcagegageggtatcagetcacicaaaggeggtaatacggttatccacaga
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atcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagcaaaaggecaggaaccgtaaaaaggeegegttgetggeg
titttccataggeteecgeccocctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggegaaacccgacaggactataaag
ataccaggcgtttccecctggaageteectegtgegetetectgttcecgacectgoegettaccggatacctgtecgectttcteecticgg

gaagcgtggcegctttetcatagetcacgetgtaggtatetcagticggtgtaggtegticgetccaagetgggetgtgtgcacgaaccece
cgttcageccgaccgetgegocttatceggtaactategtettgagiccaacceggtaagacacgacttatcgecactggcagcagec
actggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggetacactagaagg
acagtatttggtatctgegetetgetgaagecagitaceticggaaaaagagtiggtagetetigatccggeaaacaaaccaccgetggt
ageggtggttttttigttigcaagecagecagattacgegcagaaaaaaaggaictcaagaagatcctitgatctittctacggggtetgacy
ctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcticacctagatecttttaaaggeeggecge

ggccgecatcggceatittettitgegtttttatitgttaactgitaatigtectigticaaggatgctgtcittgacaacagatgttttctigectttgat
gttcagcaggaagcicggegcaaacgttgattgtttgtetgegtagaatcctetgtttgtcatatagetigtaatcacgacattgtttectticg
cltgaggtacagcgaagtgigagtaagtaaaggtiacatcgitaggatcaagatccattittaacacaaggccagtttigticageggett
gtatgggccagttaaagaattagaaacataaccaagceatgtaaatatcgttagacgtaatgccgtcaatcgteatttttgatcegeggga
gtcagtgaacaggtaccatttgcegticattttaaagacgtticgegegticaatttcatetgttacigigttagatgcaatcageggtttcate

actttittcagtgtgtaatcategtitagctcaatcataccgagagegecegtttgctaactcageegtgegtttittatcgettigcagaagttttt
gactticttgacggaagaatgatgtgctittgccatagtatgctitgitazataaagaticttogectiggtagecatcttcagticcagtgttty

cttcaaatactaagtatttgtggcctttatctictacgtagtgaggatetctcagegtatggttgtcgectgagetgtagttgecttcategatg

aactgctgtacatitigatacgtititccgtcacegtcaaagattgatttataatectetacacegttgatgttcaaagagetgtctgatgetga
tacgttaacttgtgcagttgtcagtgtttgttiaccgtaatgtttaccggagaaatcagtgtagaataaacggatitttccgtcagatgtaaat

gtggctgaacctgaccaticitgigtitggtctittaggatagaatcatttgcatcgaatitgtcgcetgictttaaagacgeggecagegtttitc
cagctgtcaatagaagtitcgccgactitttgatagaacatgtaaatcgatgigtcatccgeattittaggatctceggetaatgcaaagac
gatgtggtagccgtgatagtttgcgacagtgccgtcagegtttigtaatggecagetgteccaaacgtecaggectittgcagaagagat
atttttaatigtggacgaatcaaaticagaaactigatatttttcatttititgctgttcagggattigcageatatcatggegtgtaatatgggaa
atgccgtatgtitccitatatggottttggticgttictitcgcaaacgcttgagttgegccicctgeccagcagtgeagtagtaaaggttaatact
gttgcttattitgcaaactititgatgttcatcgticatgtctecttttitatgtactgtgttageggtetgcticticcagecctectgtttgaagatgg

caagttagttacgcacaataaaaaaagacctaaaatatgtaaggggtgacgccaaagtatacacttigeectitacacattttaggtott
gectgctttatcagtaacaaacccgegegatttacttttcgaccteatictattagactetegtitggattgeaactggtotattttectettitgtet
gatagaaaatcataaaaggatttgcagactacgggectaaagaactaaaaaatctatoigtitctittcatictetgtattttttatagtttctgt
tgcatgggcataaagtigectitttaatcacaaticagaaaatatcataatatcteatitcactaaataatagtgaacggcaggtatatgtg

atgggttaaaaaggatcggcggecgctegatttaaate

SEQ ID NO: 7 (secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB_delta_pflA)

tcgagtcaatgeggatttgacttatgatgtggcaaacaaccgatticcgatiattactacacgtaaaagttattggaaageggegattgeg
gagtttctgggttatatecgeggetacgataatgeggeoggatticegtaaattaggagcaaaaacctgggatgccaacgctaatgaaa
atcaggtatggctgaataaccctcatcgcaaaggcaccgacgacatggggegegittacggegtacagggcagagectggegtaa
gectaacggcegaaaccgttgatcaatiacgcaaaatigtcaacaatttaagtcgeggeattgatgatcgeggegaaatictgaccttitt
aaacccgggcgaattcgatcteggitgictgegecectigtatgtacaatcacacgtttictitgetgggegatacgcetttatttaaccagttat
caacgctecetgtgacgtacctttaggcettgaatttcaatcaaattcaagtatttacatictiagctitaatggegeagattaccggtaaaaaa
gccggtcaggeatatcacaaaatcgtcaalgegeatatttacgaagaccagcetggaactaatgegegacgtgcagttaaaacgega
accgttcecgtcgecaaaactggaaattaatccggacattaaaaccecttgaagatttagaaacctgggtaaccatggatgatticaacg
tcgttggttaccaatgecacgaaccgataaaatateegtictcggtataaaccgacaaaagtgeggtcaaaaatttaatatittcatctgtt
atagaaaatatitttcaacataaaatctagggatgcectgtitggegtcegtaaatacgcagaaaaatattaaatitttgaccgeactitttic
atctcaattaacagcctgataaticitatggatcaacaaattagetitgacgaaaaaatgatgaatcgagetcttitcetigecgacaagg
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cggaagctitaggggaaatteccegtaggtgecgtattggtggatgaacggggeaatateatiggtgaaggetggaaccicictatigtg
aactcggatcccaccgeccatgecgaaattattgegtigegtaacgecgegeagaaaatccaaaattacegecigeleaataccactt
tatacgtgactttagaaccctgcaccatgtgegoeggcegcegattitacacagecgaatcaaacgotiggtaticggggcgtecgattac
aaaaccggtgcggtgggticcagatttcatititttqaggattataaaatgaatcatggggttgagatcacaageggtgtcttacaggate
aatgcagtcagaagttaagecgctittticcaaaagcgcagggaacagaaaaaacaacaaaaagctaccgcacttttacaacacce
ccggcttaactcctctgaaaaatagtgacaaaaaaaccgtcataatgtttacgacggtititttatitcttaatatgeccttaaataatcaac
aaaatatagcaagaagattatagcaaagaatitcgtitttticagagaatagtcaaatcticgcaaaaaactaccgceacttttatcegcettt
aatcaggggaattaaaacaaaaaaattccgectatigaggoggaatttatiaageaataagacaaactctcaattacattgattgtgta
aacgtacgagtgatgacgtctigitgtigctctttagttaatgagtigaaacgaaccgegtaacctgaaacacgaatggttaatigeggot
atttttccggattttccategegtictaacaacatttcacggttaagaacgttaacattcaagtgtigaccgecttecactgtegeticatgatg
gaaataaccgtccattaaaccggcaaggttgegtitttgogcttecgteatctttacctaatgegitcggtacgatagagaaggtatatgaa
ataccgtetitcgegtaagegaacggaagtitagccacagaaataagigaagcaaccgeacctttttggtcacgaccgtgeattgggtit
gcacccggtccgaatggegegecigetcgacgaccgtceggagtattaccggititcttacegtataccacgtiagaagtgatagtcag
galagatigigtcggagtigcgtigcggtaa gttttgtgtttttgaécttttttcat.gaaacgﬂcaactaagtotaccgctaaatcatcaacac
gcggatcatigttaccgaattgeggatattcgecticaatitcgaagtcgatagcaacattcgaggecacgacattaccgtctttatcttiga
tglcgccgegaateggtttaactticgeatatttgattgeggataatgagtcegcagecacggaaagaccecgegataccgcaagecatt
gtacggaatacgtcgegatcgtggaacgccatcaatgccgettcatatgeatatttatcgtgcatgaagtggatgatgttcaatgeggtta
catattgagtcgccaaccagtccatgaaacigtccatacgttcgattacggtatcgaaattcaatacticgtetgtaateggegeagtttta
ggaccgactigcataccattittctcatcgataccgecgtiaatigegtataacatagttttagclaagittgegegegcacegaagaattg
catttgtttacctacgaccatcggtgatacgcagcatgegatigeatagtcategtigitgaagicaggacgcattaagtcatcattticgta
tigtacggaggaagtatcaatagataciticgcacagaaacgttigaacgcticaggtaaltgticggaccaaagaatagitaagttiggt
tccggagaagtacccatagtgtataaagtatgtaatacgeggaagctgtitttagttaccaacggacgaccgtctaageccatacegge
gatagtttcggtitgccctetagactceataggecgctticctggettigeticcagatgtatgetetectecggagagiacegtgactttattttc
ggcacaaatacaggggtcgatggataaatacggegatagtttcctgacggatgatcogtatgtaccggeggaagacaagetgeaaa
cctgtcagatggagattgatttaatggeggaigtgctgagageaccgecccgtgaatcegeagaactgatcegetatgtgtitgeggat
gattggccggaataaataaagecgggetiaatacagattaageccgtatagggtattattactgaataccaaacagcettacggaggac
ggaatgttacceattgagacaaccagactgecttctgattattaatatitttcactattaatcagaaggaataaccatgaattttacccggat
tgaccigaatacctggaatcgecagggaacacittgecctitatcgicagcagattaaatgeggaticagectgaccaccaaacicgata
ttaccgcttigegtaccgeactggcggagacaggttataagttttatccgetgatgatttacctgatctccecgggctgtiaatcagtitcegy
agttccggatggcactgaaagacaatgaacttatttactgggaccagtcagacccggtétttactg tctticataaagaaaccgaaaca
ttctctgeactgtectgeegttatittccggatetcagtgagtttatggcagattataatgeggtaacggcagaatatcagceatgataccag
attgtticcgcagggaaatitaccggagaatcacctgaatatatcatcattacegtgggtgagtittgacgggatttaacctgaacatcac
cyggaaatgatgattattitgccceggtttttacgatggeaaagtticagoaggaaggtgaccgegtattattacctgttictgtacaggticat
catgcagtctgtgatggcetttcatgcagcacggtttatiaatacacticagctgatgtotgata acatactgaaataaattaattaattctgta
tttaagccaccgtatccggcaggaatggtggctttittittatattitaaccgtaatctgtaatticgtttcagactggttcaggatgagctegett
goacicctgttgatagatccagtaatgacctcagaactceatciggatitgttcagaacgcteggttgecgoecgggegtitittattggtgag
aatccaagcactagcggoegoegocggecggcccggtgtgaaalaccgcacagatgcgtaaggagaaaatacegeatcaggegetc
ttccgettectegctecactgactegetgegeteggtegticggctgeggegageggtatcageteactcaaaggeggtaatacggtiate
cacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecageaaaaggecaggaacegtaaaaaggeegegtt
gctggegttttccataggcetcegeccccctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaaccegacaggac
tataaagataccaggcgtitcccoctggaagcteectegtgogetetectgttcegacoctgecgettaceggatacetgtcegeoctttote
cettcgggaageogtggegelticicatagetcacgetgtaggtatetcagtticggtgtaggtegticgetecaagetgggetgtgtgeacy
aacccoeegticagececgaccgetgegectiatceggtaactategicitgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggs
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agcagccactggtaacaggattagcagagegaggtlatgtaggceggtgctacagagtictigaagtggtggectaactacggctacac
tagaaggacagtatttggtatctgcgcetctgetgaagecagttaccticggaaaaagagttggtagetcettgatccggcaaacaaacca
ccgcetggtageggtgatittitigttigcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatcttitctacggg
glctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggatttiggtcatgagatiatcaaaaaggatcticacctagatectittaaagge
cggccgeggecgecatoggeatttictittgegtititattigttaactgttaattgtectigticaaggatgctgtetttgacaacagatgtttictt
gcoctttgatgticagecaggaagelcggogcaaacgttgatigtitgtctgcgtagaatcectetgtitgicatatagettgtaatcacgacatty
tiicctitcgcottgaggtacagegaagtgtgagtaagtaaaggttacatcgttaggatcaagatecatttttaacacaaggcecagttitgttc
agcggcttgtatgggccagttaaagaattagaaacataaccaagceatgtaaatategttagacgtaatgecgicaatcgteatttttgate
cgcgggagtcagtgaacaggtaccatttgecgttcatittaaagacgticgegcegticaatttcatctgttactgtgttagatgcaatcage
gotttcatcactittttcagtgtgtaatcatcgittagctcaatcataccgagagegcecgtttgctaactcageegtgegtittitategetitgea
gaagttiitgactticttgacggaagaatgatgtgctittgccatagtatgcetitgttaaataaagaticttcgecttggtagecatcttcagtice
agtgtttgcticaaatactaagtatitgtggcectttatctictacgtagtgaggatcictcagegtatggtigtegectgagetgtagtigectic
atcgatgaactgctgtacatitigatacgttiticcgtcaccgtcaaagattgatttataatcctctacaccgttgatgticaaagagetgtictg
atgctgatacgitaacttgtgcagtigtcagtgttigtttgcecgtaatgtttaccggagaaatcagtgtagaataaacggatitticcgtcaga
tgtaaatgtygetgaacctgaccatticttgtgtitggtctittaggatagaatcatttgcategaattigtegotgtetttaaagacgeggecag
cgtititccagctgtcaatagaagiticgccgacittitgatagaacatgtaaatcgatgtgtcatcegcatitttaggatciceggetaatge
aaagacgatgtggtagcegigatagtttgcgacagtgecgtcagegttitgtaatggecagetgtcccaaacgtccaggectittgcaga
agagatatitttaatigtggacgaatcaaattcagaaacttgaltatttttcatitititgctgttcagg gatttgcagcatatcatggegtgtaata
tgggaaatgccgtatgtttccttatatggcttttggticgttictttcgcaaacgctigagtigcgectcctgccageagtgeggtagtaaagg
ttaatactgtigctiglittgcaaactttitgatgticategttcatgtctecttitttatgtactgtgttageggtetgceticttccagecctectgitiga
agatggcaagttagttacgcacaataaaaaaagacctaaaatatgtaaggggtgacgccaaagtatacacttigecctttacacatttt
aggtcttgectgetttatcagtaacaaaccegegegatttacttitcgaccteatictattagactetegtttggatigcaactggtetattttcct
ctittgtttgatagaaaatcataaaaggatttgcagactacgggectaaagaactaaaaaatctatetgtttctittcattcictgtattttitata
gittctgttgcatgggeataaagtigectttttaatcacaattcagaaaatatcataatatcicatttcactaaataatagtgaacggeaggt
atatgtgatgggttaaaaaggatcggcggecgctegatttaaate

SEQ ID NO: 8 (secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB_wcaJ)

tcgagtaagccegatteagctgatecgocacatgaggaaaaagectaatetgecggaatatgaaaccgataccagtccagtaaagttg
acaaatcgacatcatattgetcaaccaagtatigaaaageagttttcaccgegatgatacaaticgaccagecggttaaataacgtttcac
tcegttccggtgccaaacgagacgeaatatgettataggcggaatacagaaaatcgatticegeataaagegtategtccaaatetaa
aaccaacgctttatttttcataatgatgagecagtacttccgegtcataccgcaacattaataaateegeticecagteticgaacgcagy
aatcggctgaﬂaaacaaatattcctgaatcaaccaacggggataattggctcccgccagataactcaacggataaccgccgc¢ga
acctagggttaatticaataccaagaatttcagcggtggaticcttataaaatacttggatigttaagcaaccgegegecccccggtaaac
gggacaatitticcgataattgegtcacgatggeatititictggtcacacctitgttaatticcccegetetgacaaaaattetetitctoggta
ccgcacttticagticggaattittaicaaaataacaatccacggtataticgtegtatticcgecggegaaatatattgcataaacattaattc
gggattttccaattgctecggtgaaatatcitceggtitciccgecacaaaaattectitacttaaactacegtigtaaggcettcacaaaaac
aggatattcaaattgacctitttcaaactgcticggtaccgcaatattatgticaataaacagttgattggttaatcgtitgicgegacatttict
gacaaactctgtatcactaacggaaataaaaataccitttictitaaaccgttgecagatglicgcttaaaataagcaaticegtatcaatag
tcggaataatcaatticacgttatiticttcacagattitaagtaaggtcggaatatactccgeatcagtgacceggggtacaggaaaaigt
ccgtcggccacataacaagecggegecaactcgggatitaaatctacggttaacacttiicegicacttactaactgegataattecttitt
aaacgccigaacgagagaaacacgtigtccggecgatgtaacaagaatattcatgatttittaticceticaaatttaggcatggtggceat
calctgcegeattaatategtetittgegatcactittiggatggtctitgcgataattticaaatccagccacaaggattgalgticaacatac
caggcatccaattcaaatitctgetcccaactgatggeatigegaccgtttacetgtgcataaccggtaattccgggtttcacttcatggeg
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citagcctgtctticgttatacagcggcaaatattccatcacacaaacaaatataagggcgaaaacaaaatcaatgctatcaatgegac
aacaatatcgaaaaggcgtittatcatgaaaatctcctacgaccgaccaatttggggctgacaaaagtgecgttiticaccagaacegt
ataaactaaaaccaggaaaagcggataccagactaacggcagtcitaatatggaagacggcacccaaacgatccaacaaaaatt
aataaaaataaataaaataaatatacgticttitccacgccaacaattgggtattcatcacatagataaltgaatttaataaaaaatatata
aatgccaaaaatgcaaaaatgccaaatgccaaataaagtictataaagaagetatgeggattagigtaacccaaagggaaacttaa
cittatitgatcgaaatactgaatgtagtcccgeggiccataacccaaccataaaattitaaaattatctaaaaatgtegtataaatttcegt
ccggtaacctacggacttatcatcgeccatagaaaalattaccaatgaaaaacgticaatcggacgceteccagecaatcaattttggeg
agcagaataaacacttcctgtaaccaagaaagattaaatataaataatgcgatcacgcaggcgaaaaacagatataccgecttaaa
ataggtagatgcgtitaaaaacaagatcagcatcaacataatcaaatagctcagtaataccgaacgggaggcactgatcacaatag
ctaaccccataataaaaataagageatagecgattaacttaatittccagttgititctetgatgatgtaaaaaaatcccaccgecaccge
aagagaaatcataattacggactggtcattggtattaaagaaaaaaccittaaacgecttatcagttacggttaattcticattaccegaa
accaactggaaccccaataaagectcaataaaaaageccgecagcacaattaatgataticccaacaaaaggtgectaatcectge
tictccatcacceecggttaaacgtcaaaaaagaataatgaaataaaaacatcacaaticcgaagaaaaacaaatcaactaatitttct
gtagaaaacgcatitaataccgataaaaagccgaagaaaasacaacacgtacaccggaaactgtaatttaaaaaaatcagtttccat
atccctlaaaaaaggggttattaccgelaagaaaaagaacaaaaaacacaacgcactatctaacctcggceactectatitgtgtogat
agtgcgggagaaagtatcaccagicccaacgcaaagagtaatageaacttaaaaatgetgataacattaataticatatcaaataat
atttttgattaattictcaattictitataagaacgctegegeagaaactictetittgccagegataaattcactigegacattttgtctaaaace
gticigtcticggecaatttaticaacgtctcagecaactcccgataatciccogoogtatattgaaticcaccgectttcgecagtagtttttc
cacttcaggatgttictgacagcttacaatcggtaatgecgeaacagatataatcggatctagactccataggecgctttcctggctttgett
ccagatgtatgetctcctecggagagtacegtgactttattttcggcacaaatacaggggtegatggataaatacggcegatagtttcctg
acggatgatcegtatgtaccggeggaagacaagetgcaaacctgtcagatggagattgatitaatggeggatatgctgagagcaceg
ccecegtgaateegeagaactgateegctatgtgtitgeggatgatiggecggaataaataaagecgggcttaatacagattaagecegt
atagggtattattactgaataccaaacagcttacggaggacggaatgttacccattgagacaaccagactgccttctgattattaatatttt
tcactattaatcagaaggaataaccatgaattttacccggattgacctgaatacctggaatcgcagggaacactitgecctitatcgtcag
cagattaaatgcggaticagectgaccaccaaactcgatattaccgetitgcgtaccgcactggeggagacaggttataagtittatceg
ctgatgatttacctgatctcccgggetgttaatcagtitccggagticcggatggcactgaaagacaatgaacttatttactgggaccagic
agacccggtctttacigtctticataaagaaaccgaaacattctcigcactglcclgecgttatittccggatctcagtgagtitatggeaggt
tataatgcggtaacggcagaatatcagcatgataccagattgtticcgcagggaaatttaccggagaatcacctgaatatatcatcatta
ccgtgggtgagtttigacgggatttaacctgaacatcaccggaaatgatgattattttgcceeggttittacgatggcaaagtitcagcagg
aagatgaccgegtattattaceigttictgtacaggticatcatgcagtctgigatggetitcatgecageacggtttattaatacacttcaget
gatgtgtgataacatactgaaataaattaattaatictgtatttaagccaccgtatccggcaggaatggtggctttttttitatattttaacegta
atctgtaatttcgtttcagactggttcaggatgagetcgcetiggactcctgttgatagatccagtaatgacctcagaactccatctggatttgt
tcagaacgcicggttgccgecgggegttttttatiggtgagaatccaagcactageggegegecggecggeceggtatgaaatacege
acagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggegctcttcegettectegetcactgactegetgegeteggtegtticggetgeggeg
ageggtatcagcetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgecaggaaagaacatgtgagecaaaagg
ccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttitccataggcetcecgeccecctgacgageatcacaaaaate
gacgctcaagtcagaggiggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtttcceectggaagcteectegtgegetctectg
ttcegaccectgecgettaceggataccetgtecgectttcteecttcgggaagegtggegcettictcatagetecacgetgtaggtatctcagtt
cggtgtaggtcgticgetccaagetgggetgtgtgcacgaacceeccgticageccgaccgetgegecttatccggtaactategtettg
agiccaacccggtaagacacgacttatcgccactggecageagecactggtaacaggatiagcagagegagglatglaggeggtgct
acagagtictigaagtggtggectaactacggctiacactagaaggacagtatttggtatctgegcetctgctgaagccagttacettcgga
aaaagagttggtagctettgatccggcaaacaaaccaccgcetggtageggtggttttttigittgcaageageagattacgegcagaaa
aaaaggatctcaagaagatcctitgatcttttctacggggtetgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgag
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attatcaaaaaggatcticacctagatccttitaaaggccggccgcggecgecatcggeatitictittgogtttttatttgttaactgttaatigt
cctigttcaaggatgcetgtctitgacaacagatgttticttgcctttgatgttcagcaggaagcetcggogcaaacgtigatigtitgtetgegta
gaatccteigttigtcatatagcetigtaatcacgacattgtttectttcgettgaggtacagegaagtgtgagtaagtaaaggttacategtta
ggatcaagatccaltttttaacacaaggccagttitgttcageggctigtatgggcocagitaaagaattagaaacataaccaagceatgtaa
atatcgttagacgtaatgccgtcaategtcattittgatccgecgggagtcagtgaacaggtaccatttgecgttcattttaaagacgttcge
gcgttcaatticatcigttactgtgttagatgcaatcagceggtitcatcacttttitcagtgtgtaatcategtttagctcaatcataccgagage
gccgtttgctaactcagecgtgegtittttatogcetitgcagaagttttigactttctigacggaagaatgatgtgctittgecatagtatgottigt
taaataaagaticticgccttggtagecatcttcagticcagtgtitgcticaaatactaagtatitgtqgcectitatctictacgtagtgaggat
cictcagegtatggtigtegoctgagetgtagtigecticatcgatgaactgotgtacattttgatacgtttttcegtcacegtcaaagattgatt
tataatcctctacacegtigatgttcaaagagcetgtetgatgctgatacgttaacttgtgeagtigtcagtgtttgttigeegtaatgtittacegg
agaaatcagtgtagaataaacggatttttccgicagatgtaaatgiggctgaacctgaccattctigtgtttggtctittaggatagaatcait
tgcatcgaattigtcgctgtetttaaagacgeggecagcegittticcagetgtcaatagaagtttegecgacttittgatagaacatgtaaat
cgatgtgtcatccgeatttttaggatctceggctaatgcaaagacgatgtggtagecgtgatagtttgcgacagtgecgtcagegttttgta
atggccagctgtcccaaacgtecaggecttttgcagaagagatatttttaatigtggacgaatcaaattcagaaacttgatattittcatttttt
tgctgticagggatttgcagcatatcatggegtgtaatatgggaaatgecgtatgtttecttatatggettttgattegtttctitcgcaaacgott
gagttgegectectgecageagigeggtagtaaaggttaatactgtigetigttitgcaaactititgatgttcategticatgtctectittttatg
tactgtgttagcgotctgcttcttccagecctectgttigaagatggeaagttagtiacgcacaataaaaaaagacctaaaatatgtaagg
ggtgacgccaaagtatacacttigecectttacacattttaggtettgectgctttatcagtaacaaaccogogegatttacttttcgaccteatt
ctattagactctcgtitggatigcaactggtciatiticctctitigittgatagaaaatcataaaaggatttgcagactacgggectaaagaa
ctaaaaaatctatctgtttctiticatictctgtatitittatagtttctgtigcatgggceataaagttgectititaatcacaaticagaaaatatcat
aatatctcatttcactaaataatagtgaacggcaggtatatgtgatgggttaaaaaggatecggeggcegetcgatitaaate

SEQ ID NO: 9 (secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB_pfID)

tcgagaggcctgacgtcgggeccggtaccacgegicatatgactagticggacctagggatgggategagcetcttticetigecegaca

aggcggaagctitaggggaaattccegtaggtgecegtatiggtggatgaacggggcaatatcattggtgaaggetggaacctcictatt
gtgaacicggatcccaccgeccatgoecgaaattattgegtigegtaacgecegegecagaaaatccaaaattaccgectgetcaatace

actttatacgtgactttagaaccctgcaccaigigcgecggegegatittacacagcecgaatcaaacgctiggtaticggggegtceegat
tacaaaaccggtgeggtgggticcagatitcattttittgaggatiataaaatgaatcatggggttgagatcacaageggtgtettatagga
tcaatgcagtcagaagttaagccgctttitccaaaagegcagggaacagaaaaaacaacaaaaagctacegcactittacaacace
cceggcttaactceicigaaaaatagtgacaaaaaaaccgtcataatgtttacgacggtttttttatticttctaatatgtcacattaageceg
tagcctgcaagceaaccccttaacatgctecattaatictittgtcggeggttttacatcttcaagctegtatitatcgeegagtacttcocattta
tgggegcectagacggtgataaggtaataaticcactttitcgatattcttcatatctttaatgaaattccccageatgtgcaaatcttegtcact
atctgtataacccggceactacaacatggeggatccaggtacgetgatticgatecgctaaatattitgegaaticgageactcettttaticg

gcacgccaatcaggcetttcgtgaacccgttcatteattictitcaggicaagcaacacaagatccgtgtcatcaatcaattcatcaataat

atgatcatgatgacggacgaaaccgttggtatccaagcaagtattaaticctictitatggcaggctctgaaccagtcecgtacaaattce
gectgtaaaatagcticaccgecggaageggtaactccgecgeccgaggcegticataaaatggegataggtcaceacttctitcattaa
ticttcaacggaaatttcittaccgecgtgcaaateccaggtgtetctgttatggcaatatttacaacgcattaagcagecttgtaaaaataa
aataaagcggaticccggeccgtcaactgteccgeaggtiticaaatgaatgaattcgtcctaaaaccgacataatatgcccttaaataa
{caacaaaatatagcaagaagattatagcaaagaatticgtittittcagagaatagtcaaatcticgcaaaaaactaccgeacttttatc
cgctttaatcaggggaattaaaacaaaaaaaticegectatigaggeggaatitattaagcaataagacaaacictcaatittaatacttc
cltctitctagtattgataagatigaaacctigcaaggatgacggeggattigeegtcactctcacccaactaatgtggacgactggtaa

accattgcattagaccaatgcaaacaccaccaccgacgatgttacctaaagtaacaggaattaaatttitaattactaaatggtacatat
ctaaatttgcaaactgctcggeatitaaaccegttgectgecagaattccggegatgegaaatttgeaattaccatgeecatagggatea
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taaacatatttgctacgcagtgttcaaagectgaagegacaaayaaccegatcggcaggatcataataaaagctitatcegttagagt
yttgoeggeoataggecatccaaacggeaatacataccataatgttgcaaagaatacctaaacagaaggcttcaayccaggtatgttct
attttatgtigtgccgtatitaaaatggtiaatcoccactgacegtitgeccgecatgatctgaccggaaaaccaaattaatgcaacaataa
ataaaccgccgacaaaattaccgaartaaaccacaatccagitacgtaacatctgaatigttgtaatittactctcaaagegggeaata
gtcgataaagtigatgaagtaaatagttcacagccgcaaaccgocaccataattaccccgagagagaacaccaaaccgecgace
agtttagttaatccccaaggegeteccgeagaggcetgtitgagtigttgtataaaaaacgaatgcaagagcaataaacataccggcag
agatcgccgataaaaatgaataggctigtttiitcgtagetitaltaaacgecgacgtctaacceggtitgagocatcleggtiggegaage
catccaagocaatttaaaatcticegatticatigagetticettagtaataaaactactcggaaatgagtagaactgecttaaagecataa
atgatagattaaaaaatccaaaatigttgaatattatttaacggggggattataaaagaticataaattagataatagcetaatttgagtgat
ccatatcaccttttacagattitttgacctaaatcaaaattacccaaatagagtaataataccattataaagggtgtggatitattcotitggttt
acgagataaattgctatitaagctgattictgalaaaaagtgoggtagatttttcccaaaaataaggaaacacaaaatggcagaagaa
acaattttcagtaaaatiaticgtaaagaaattccecgecgacattatataicaagacgatctigicaccgeatttcgegatattgegeegea
ggcaaaaactcatatittaattaticcgaataaattgaticcgacagtaaacgacgtaaccgeccategtegacatcgatgcetettetgeg
ttaattaacaatigggatccictagactitgeticcagatgtatgctetectecggagagtacegtgactttatiticggeacaaatacaggg
gtcgatggataaatacggcegatagtttcctgacggatgateegtatgtaccggeggaagacaagcetgcaaacctgtcagatggagatt
gatttaatggeggatgtgctgagagcaccgocccgtgaatccgeagaactgatecgetatgtgtitgeggatgattggccggaataaat
aaagccgggcttaatacagattaagccegtatagggtattattactgaataccaaacagettacggaggacggaatgttacccatiga
gacaaccagactgectictgattattaatatttttcactattaatcagaaggaataaccatgaattttacccggattgacctgaatacctgg
aatcgcagggaacactttgccctttatcgtcageagatiaaatgeggaticagectgaccaccaaactegatattacegcttigegtace
gcactggcggagacaggitataagttitatcocgetgatgatttacctgatotccegggctgttaatcagtttccggagticcggatggeact
gaaagacaatgaacttatttactgggaccagtcagacceggtctitactgtetitcataaagaaaccgaaacattctetgcactgtectge
cgttattticcggatctcagtgagtitatggcaggttataatgeggtaacggcagaatatcageatgataccagatigtitccgcagggaa
atttaccggagaatcacctgaatatatcatcattaccgtgggtgagttttgacgggatitaacctgaacatcacecggaaatgatgatiatitt
gecceggtttttacgatggcaaagtttcagcaggaaggtgaccgegtattattacctgttictgtacaggttcatcatgcagtcigtgatgg
ctttcatgcageacggtttattaatacacttcagctgatgtgtgataacatactgaaataaattaattaatictgtatitaagecaccgtatec
ggcaggaatgglggcttititttatattitaaccgtaatetgtaatitegttticagactggticaggatgagcetegetiggactectgttgatag
atccagtaatgacctcagaactccatctggatttgticagaacgctegottgeegecgggegttttitattggtgagaatccaagceactag
cggcgegocggeecggeceggtgtgaaatacecgoacagatg cgtaéggagaaaataccgcatcaggcgctcﬂccgcttcctcgctc
actgactcgctgegetegglogticggetgcggcgageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggg
gataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggcecaggaaccgtaaaaaggecgegitgetggegtititccat
aggctcecgecceectgacgageatcacaaaaatcgacgcotcaagtcagaggiggegaaaccegacaggactataaagataccag
gogtttcccectggaagcetecctegtgegetctectgticegacectgoegettaceggataccetgtoogectitcteccttcgggaagegt
ggcgctitctcatagotcacgetgtaggtatctcagticogtgtaggtegticgetecaagetgggetgtgtgcacgaacceccegticag
ccegaccgcetgegecttateeggtaactategtcttgagiccaacceggtaagacacgacttatcgccactggcagceagecactggta
acaggattagcagagcgagglatgtaggcggtgctacagagticttgaagtggtggectaactacgactacactagaaggacagtat
ttggtatctgegcetetgctgaagecagttacetticggaaaaagagttggtagetettgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggt
gotttititgtiigcaagcagcagatiacgegcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatctttictacggggtctgacgcetcagtg
gaacgaaaacicacgttaagggattiiggtcatgagatiatcaaaaaggatcttcacctagatecttitaaaggecgaccgeggecgec
atcggcattttctitigegtittiatitgttaactgttaatigtccttgticaaggatgcetgtetttgacaacagatgttticttgectttgatgttcagea
ggaagctcggegcaaacgtigattgtitgtctgegtagaatccteigtitgtcatatagettgtaatcacgacatigtttcctitegctigaggt
acagcgaagtgtgagtaagtaaaggttacatcgtiaggatcaagatecatitttaacacaaggecagtitigticageggottgtatggg
ccagttaaagaatiagaaacataaccaagcatgtaaatatcgttagacgtaatgecgicaategteattittgatcegegggagtcagtg
aacaggtaccatttgccgttcattttaaagacgticgegegttcaatttcatcetgttactgtgttagatgeaatcageggtticatcacttittica
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gtgtgtaatcatcgtttagctcaatcataccgagagegecgttigctaactcagesgigegtttittatcgctitgcagaagtttitgactttctig
acggaagaatgatgtgctttigccatagtatgctitgttaaataaagaticticgectiggtagcecatcttcagticcagigttigeticaaata

ctaagtatitgtggoctitatctictacgtagigaggatctctcagcgtatggttgtcgoctgagcetgtagttgecttcatcgatgaactgcetgt

acattttgatacgtttttccgtcaccgtcaaagattgatitataatcetctacaccgttgatgttcaaagagctgtotgatgetgatacgttaac
ttatgcagttgtcagtgtitgtttgcegtaatgtitaccggagaaatcagtgtagaataaacggatttticegtcagatgtaaatgtggetgaa
cctgaccatictigigtttgatctittaggatagaatcatttgecatcgaattigtcgetgtctitaaagacgcggecagceattiticcagetgtca

atagaagtttcgcegactttttgatagaacatgtaaatcgatgigtcateccgeattittaggatcteceggctaatgeaaagacgatgtggta

gocgtgatagtttgcgacagtgecgtcagegtittgtaatggecagetgteccaaacgiccaggecttitgcagaagagatatttitaaitg
tggacgaatcaaaticagaaacttgatatttitcattittttgctgttcagggattigcageatatcatggegtgtaatatgggaaatgecgtat
gittccttatatggeottttgattcgtitctitcgecaaacgettgagitgegectestgccageagtgeggtagtaaaggttaatactgttgettgtt
ttgcaaactttttgatgttcatcgttcatgtctectttittatgtacigtgttageggtetgeticticcagecctectgtitgaagatggecaagttagt
tacgcacaataaaaaaagacctaaaatatglaaggggtgacgccaaagtatacactttgecctttacacattttaggtctigectgctita
tcagtaacaaacccgegegatttacttitcgacctcatictattagactetegtitggattgcaactggtetattttectctittgtitgatagaaa

atcataaaaggatttgcagactacgggcctaaagaactaaaaaatctatcigtitcttttcatictetgtatttittatagtitctgtigeatggge
ataaagttgcctitttaatcacaattcagaaaataicataatatctcatitcactaaataatagtgaacggcaggtatatgtgatggglitaaa
aaggatcggeggecactcgatttaaate

SEQ ID NO: 10 (secuencia nucleotidica del gen IdhA de la cepa DD1)

ttgacaaaatcagtatgtitaaataaggagcetaactatgaaagttgecgtitacagtactaaaaattatgatcgeaaacatetggatitgg
cgaataaaaaatttaattitgagcttcattictttgatittitacttgatgaacaaaccgcgaaaatggeggagggegecgatgecgictgta
tittcgtcaatgatgatgegagecgeccggtgttaacaaagttggecgcaaatcggagtgaaaattatcgetitacgttgigecggttitaat
aatgtggatttggaggcggcaaaagagctgggattaaaagtcgtacgggigectgegtattegeecggaagecgttgeegageatgeg
atcggattaatgctgactttaaaccgecgtatccataaggcttatcagegtacccgegatgegaatttttctctggaaggattggtogatitt
aatatgttcggcaaaaccgccggagtgattggtacgggaaaaateggettggeggctattegeatittaaaaggcettcggtatggacgtt
ctggegttigatccttttaaaaatccggeggeggaagegttgggegcaaaatatgteggtitagacgagetttatgcazaatcecatgtta
tcactttgcattgccogactacggeggataattatcatitattaaatgaageggcttitaataaaatgcgegacggtgtaatgattattaata
ccagccgeggegtittaatigacagecgggceggcaatcgaagegttaaaacggecagaaaatcggegctcicggtatggatgtttatg
aaaatgaacgggatttgtttitcgaggataaatctaacgatgttattacggatgatgtattcegtegectttettcctgtcataatgtgetttitac
cogtcatcaggegtitttaacggaagaagegetgaataatatcgecgatgtgactttatcgaatattcaggeggtticcaaaaatgcaac
gtgcgaaaatagcgtigaaggctaa

SEQ ID NO: 11 (secuencia de aminoéacidos de la LdhA de la cepa DD1)

MTKSVCLNKELTMKVAVYSTKNYDRKHLDLANKKFNFELHFFDFLLDEQTAKMAEGADAVCIFV
NDDASRPVLTKLAQIGVKIIALRCAGFNNVDLEAAKELGLKVVRVPAYSPEAVAEHAIGLMLTLN
RRIHKAYQRTRDANFSLEGLVGFNMFGKTAGVIGTGKIGLAAIRILKGFGMDVLAFDPFKNPAAE
ALGAKYVGLDELYAKSHVITLHCPATADNYHLLNEAAFNKMRDGVMIINTSRGVLIDSRAAIEAL
KRQKIGALGMDVYENERDLFFEDKSNDVITDDVFRRLSSCHNVLFTGHQAFLTEEALNNIADVT
LSNIQAVSKNATCENSVEG

SEQ ID NO: 12 (secuencia nuclectidica del gen pflA de la cepa DD1)

atgtcggttitaggacgaattcaticatttgaaacctgcgggacagttgacgggecgggaatcegctitattttatitttacaaggetgcttaa
tgcgtigtaaatactgecataatagagacaccetgagatttgeacggeggtaaagaaatttccgtigaagaattaatgaaagaagtggtg
acctatcgecatittatgaacgectcgggeggeggagttaccgettccggeggtgaagctattttacaggeggaatttgtacgggactag

ttcagagectgecataaagaaggaattaatacttgettggataccaacggtttcgtccgtcatcatgatcatattatigatgaattgattgat
gacacggatctigtgttgcttgacctgaaagaaatgaatgaacgggttcacgaaagcectgattggcotgccgaataaaagagigeteg
aattcgcaaaatatttagcggatcgaaatcagegtacciggatcogecatgtigtagtgccgggtiatacagatagtgacgaagattige
acatgctggggaatttcattaaagatatgaagaatatcgaaaaagtggaattattaccttatcacegtctaggegeccataaatgggaa
gtactcggcgataaatacgagcttgaagatgtaaaaccgecgacaaaagaattaatggagceatgitaaggggttgettgcaggctac
gggcttaatgtgacatattag

29



ES 2702930 T3

SEQ ID NO: 13 (secuencia de aminoacidos de PflA de la cepa DD1)

MSVLGRIHSFETCGTVDGPGIRFILFLQGCLMRCKYCHNRDTWDLHGGKEISVEELMKEVVTY
RHFMNASGGGVYTASGGEAILQAEFVRDWFRACHKEGINTCLDTNGFVRHHDHIIDELIDDTDLYV
LLDLKEMNERVHESLIGVPNKRVLEFAKYLADRNQRTWIRHVVVPGY TDSDEDLHMLGNFIKD
MKNIEKVELLPYHRLGAHKWEVLGDKYELEDVKPPTKELMEHVKGLLAGYGLNVTY

SEQ ID NO: 14 (secuencia nucleotidica del gen pflD de la cepa DD1)

atggctgaattaacagaagcicaazaaaaagcatgggaaggaticgticccggtgaatggcaaaacggegtaaatttacgtgacttt
atccaaaaaaactatactccgtatgaaggtgacgaatcaticttagetgatgegactectgcaaccagegagtigtggaacagegtga
tggaaggcatcaaaatcgaaaacaaaactcacgeacctttagatticgacgaacatacteegtcaactateacttctcacaagectgg
ttatatcaataaagattiagaaaaaatcgttggtcticaaacagacgctccgttaaaacgtgcaattatgeegtacggeggtatcaaaat
gatcaaaggttcttgcgaagtitacggtcgtaaattagatcecgcaagtagaatttattitcaccgaatatcgtaaaacccataaccaagg
cotattcgacgtitatacgecggatattttacgetgecgtaaatcaggegtgttaaceggtttaccggatgettacggtcgiggicgtattate
ggtgactaccgtegtttageggtatacggtattgattacctgatgaaagataaaaaagceccaattcgattcattacaaccgegttiggaa
gcgggcgaagacattcaggcaactatccaattacatgaagaaattigecgaacaacaccgegctttaggcaaaatcaaagaaatgg
cggcatcttacggttacgacatticeggecctgcgacaaacgcacaggaagceaatccaatggacatatitigettatetggcageoggtt
aaatcacaaaacqggigeggcaatgicaticggicgtacgtctacaticttagatatctatatcgaacgtgacttaaaacgeggtttaatca
ctgaacaacaggcgcaggaattaatggaccacttagtaatgaaattacgtatggticgtitcttacgtacgceggaatacgatcaattatt
ctcaggcgaccegatgtgggeaaccgaaactatcgeeggtatgggcettagacggtegtcegttggtaactaaaaacagettecgegt
attacatactitatacactatgggtactictccggaaccaaacttaactaticttiggtccgaacaattacctgaagegttcaaacgtitctgt
gcgaaagtatctattgatacticctecegtacaatacgaaaatgatgacitaatgegtectgacticaacaacgatgactatgcaatcgceat
gctgegtatcaccgatggtegtaggtaaacaaatgcaattcttcggtgcgegegcaaacttagctaaaactatgitatacgcaattaac
gacggtatcgatgagaaaaatggtatgcaagtcggtectaaaactgegecgatiacagacgaagtattgaatiicgatacegtaateg
aacgtatggacagtttcatggactggttggcgactcaatatgtaaccgeattgaacatcatccacttcatgcacgataaatatgeatatg
aagcggcatigatggegttccacgatcgegacgtaticegtacaatggettgeggtatcgegggtetttcegtggetgeggacteattate
cgcaatcaaatatgcgaaagttaaaccgaticgeggcgacatcaaagataaagacggtaatgtegtggectcgaatgttgetatega
cttcgaaattgaaggegaatatccgcaaticggtaacaatgatcegegtgttgatgatitageggtagacttagtigaacgtttcatgaaa
aaagttcaaaaacacaaaacttaccgcaacgcaactccgacacaatctatcctgactatcactictaacgtg gtatacggtaa'gaaa
accgglaatactccggacggtegtcgageaggegegecaticggacegggtgcaaacccaatgeacggtegtgaccaaaaaggt
geggttgcttcacttacttctgtggctaaacticegticgcettacgegaaagacggtatttcatatacetictctatcgtaccgaacgcattag
gtaaagatgacgaagcgcaaaaacgcaaccttgecggtttaatggacggttatticcatcatgaagcgacagtggaaggceggtcaa
cacttgaatgitaacgttcttaaccgtgaaatgtigttagacgcgatggaaaatccggaaaaataccegeaattaaceattegtgtttcag
gttacgeggticgtitcaactcattaactaaagagcaacaacaagacgtcatcactegtacgtttacacaatcaatgtaa

SEQ ID NO: 15 (aminoécidos de PfID de la cepa DD1)
MAELTEAQKKAWEGFVPGEWQNGVNLRDFIOKNYTPYEGDESFLADATPATSELWNSVMEGI

KIENKTHAPLDFDEHTPSTITSHKPGYINKDLEKIVGLQTDAPLKRAIMPYGGIKMIKGSCEVYGR
KLDPQVEFIFTEYRKTHNQGVFDVYTPDILRCRKSGVLTGLPDAYGRGRIIGDYRRLAVYGIDYL
MKDKKAQFDSLQPRLEAGEDIQATIQLREEIAEQHRALGKIKEMAASYGYDISGPATNAQEAIQ
WTYFAYLAAVKSQNGAAMSFGRTSTFLDIYIERDLKRGLITEQQAQELMDHLYMKLRMVRFLRT
PEYDQLFSGOPMWATETIAGMGLDGRPLVTKNSFRVLHTLYTMGTSPEPNLTILWSEQLPEAF
KRFCAKVSIDTSSVQYENDDLMRPDFNNDDYAIACCVSPMVVGKQMQFFGARANLAKTMLYAI
NGGIDEKNGMQVGPKTAPITDEVLNFDTVIERMDSFMDWLATQYVTALNIIHFMHDKYAYEAAL
MAFHDROVFRTMACGIAGLSVAADSLSAIKYAKVKPIRGDIKDKDGNVVASNVAIDFEIEGEYPQ
FGNNDPRVDDLAVDLVERFMKKVQKHKTYRNATPTQSILTITSNVVYGKKTGNTPDGRRAGAP
FGPGANPMHGRDQKGAVASLTSVAKLPFAYAKDGISYTFSIVPNALGKDDEAQKRNLAGLMDG
YFHHEATVEGGQHLNVNVLNREMLLDAMENPEKYPQLTIRVSGYAVRFNSLTKEQQQDVITRT
FTQSM
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SEQ ID NO: 16 (secuencia nucleotidica del gen wcaJ de la cepa DD1 con insercién de citosina entre los
nucleétidos 81 y 82)

Atgataaaacgcctitticgatatigtigtcgcatigatagceattgatittgttitcgeccttatatitgttigtggctiatcaaggtaaaacaaaatt
tgggatcaccgglgtiattiaaacaaacccgecceggatigcatggtaaacccetttgagatgattaagttcagaacaatgaaagacgg

cgcagatgaaaacggltaatatitigeecggatgeggagegcitaacacctticggeaaaatgttgegegetaceagtcitggacgagtige
cggaactttggaatgtatiaaaaggtgatatgagictgatggagccgeglicctctactgatggaatatttgeegctgtataacgaaagac
aggctaagegccatgaagigaaacccggaattaceggttatgcacaggtaaacggtegeaatgccatcagttagggageagaaattt

gaattggatgcectggtatgttgaacatcaatectigtggetggattigaaaattatcgcaaagaccatccaaaaagigatcgcaaaaga

cgatattaatgcggeagatgatgccaccatgcectaaatttgaagggaataaaaaatcatga

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BASF SE
<120> Microorganismo modificado con un comportamiento de separacién de biomasa mejorado
<130> 0000074822WO001
<160> 16
<170> Patentln version 3.3
<210>1
<211> 1517
<212> ADN
<213> Basfia succiniciproducens
<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> ADNr 16 S de la cepa DD1

<400> 1
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tttgateetg
gcgggaggaa
atctggctta
ggattaaagqg
agttggtggyg
gccacactgg
cacaatgggy
aaagttcttt
cacagaagaa
gttaatcgga
gaccegggct
ggtagaattce
ggcagocact
agataccctg
gtgctogtag
caaatgaatt
cgaagaacct
gggagetcty
aagtecegea

aaggagactg

ttacgagtag
gtagagcgaa
gaagtcggaa
tgtacacace
tegggggygy

cgtaggggaa

<210> 2

<211> 3008
<212> ADN
<213> Basfia succiniciproducens

<400> 2

gctcagattg
agocttgettt
tggaggggga
gtgggacttt
gtaaaggect
aactgagaca
ggaaccectga
cggtgacgag
gcaccggcta
ataactggge
taacctggga
cacgtgtage
tgggaagata
gtagtcecacy
ctaacgtgat
gacgggggcc
tacctactet
agacaggtge
acgagegoaa

ccggtgacaa

ggotacacac
tctcagaaag
tcgctagtaa
gocccgtcaca
cgtttaccac

cetgegy

<221> MISC_FEATURE
<223> ADNr 23 S de la cepa DD1
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aacgetggeg
ctttgccgac
taacgacggg
cgggccaoce
accaagecga
cggtecagac
tgcagecaty
gaaggegttt
actccgtgee
gtaaagggca
attgeattte
ggtgaaatge
ctgacgetca
cggtaaacgc
aaatcgaccg
cgcacaagcg
tgacatccag
tgcatggety
cacttatoct

accggaggaa

gtgctacaat
tgcatcgtag
tcgcaaatca

ccatgggagt

ggtatgatte

gcaggettaa
gagtggcgga
aaactgtcgce
gccataagat
cgatctetag
tecctacggga
cogegtgaat
gttttaatag
agcagccgog
tgcaggcogga
agactgggag
gtagagatgt
tatgcgaaag
tgtcgatttyg
cctggggagt
gtggagcatg
agaatcatgt
tegteagete
ttgttgcacag

ggtggggaty

ggtgcataca
tccggattgg
gaatgttgcg
gggttgtace

atgactggag

32

cacatgcaag
cgggtgagta
taataccgcg
gagcoccaagt
ctggtetgag
ggcagcagtg
gaagaaggecd
gacaagcaat
gtaatacgga
cttttaagtg
totagagtac
ggaggaatac
cgtggggage
gggattggge
aoggccgcaa
tggtttaatt
agagatacgg
gtgttgtgaa
catgtaaaga

acgtcaagtc

gagggcggcey
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtagat

tgaagtogta

tcgaacggta
atgcttgggg
taatatcttc
gggattaggt
aggatgacca
gggaatattg
ttegggttgt
tgacgttaat
gggtgegage
agatgtgaaa
tttagggagy
cgaaggcgaa
aaacaggatt
tttaggoctyg
ggttaaaact
cgatgcaacyg
gagtgectte
atgttgggtt
tgggaactca

atcatggcoc

atacocgogag
tcgactcceat
tcocgggect
agcttaaccet

acaaggtaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1517



agtaataacg
gtacaaggtyg

ttgggtgagt

gaagaatcta
acatctaagt
agcgtaagag
geacagggtg
gggcgggaca
cctgattgac
ggagtgaaat
gocgtaccttt
ggagccgaag
ceggtgatet
actaatgttg
gagatagetyg
gtagagcact
taccgaagag
aacaacccag
aggcettagac

cteoactagte

aacgacacag
gatgocttgyg
tgataagaag
ctatcaataa
accccgagga
ccggocaagtyg
atagceocogt
cgagaaatece
cgatagtgaa
agaacctgaa
tgtataatgg
ggaaaccgag
agccatggge
aaaaattage
gtteoteceocg
gtttcocggcta
taatgcatag
accgcocagcet
agctaggatg

gagtceggect
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gtataagaat
caatcagagg
egtctaacee
ccgaatccat
aaagaaatca
atagcatgag
acttgaaaat
tgtttgaaga
ecagtactgt
accttgtacg
gtcagcgact
tcttaactygg
aggttgaagg
ggatgacctg
aaatctattt
gggggccatc
gagacacacg
aaggtcccaa
ttggettaga

gogaggaaga

acttgaggtt
cgaagaagga
aagatatcecg
aggttattga
accgagatta
gattagagga
cattgtgtgg
aggggggace

gaaggaaagqg

tacaagoagt
tatattatgt
gcgtogagtt
ttgggtaaca
tggctggagg
aggtagagcee
ccggettace
gcgggtgeta
agtttatatt
agcagecate

tgtaacgggy

33

gtatggttaa
cgtgetaate
aatggggcaa
ggcaaaccgg
cgtecagtage
atcggotgog
tactgagett
atectecaag
cgaaaagaac
gggagoccge
agcgaggtta
gcatgatata
ctaactggag
tgaaaggceca
ttatgtgaat
aacccgatge
acgttogtcg
aagtgggaaa
atttaaagaa

ctcaaatata

gtgactaage
tgcgaaaage
cecagtagat
gagaactgaa
ggcgagcgaa
aagcocgggocyg
goegagaagta
gctaaatact
cecggtgagy
gagggtgact
accgaatagyg
gacccgaaac
gaccgaaccyg
atcaaaccgg
accettegggg
aaactgcgaa
tggagaggga
cgaagtggga
agegtaatag

goaccgaage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200



ES 2702930 T3

tgeggeatca ggegtaagee tgttgggtag gggagegteg tgtaagegga agaaggtggt 1260
toegagaggge tgetggacgt atcacgagtg cgaatgetga cataagtaac gataaaacgg 1320
gtgaaaaacce cgbtogeocgy aagaccaagyg gttoctgtec aacgttaate ggggoagggt 1380
gagtoggece ctaaggegag getgaagage gtagtegatg ggaaacgggt taatatteocce 1440
gtacttgtta taattgegat gtggggacgg agtaggttag gttategace tgttggaaaa 1500
ggtegtttaa gttggtaggt ggagegttta ggecaaatcoceg gacgettate aacaccgaga 1560
gatgatgacg aggcgctaag gtgocgaagt aaccgatace acacttccag gaaaagecac 1620
taagcgtcag attataataa accgtactat aaaccgacac aggtggtcag gtagagaata 1680
ctcaggcgct tgagagaact cgggtgaagg aactaggcaa aatagcaccg taacttcggg 1740
agaaggtgcg ccoggegtaga ttgtagaggt atacccttga aggttgaace ggtegaagtg 1800
acccgetgge tgcaactgtt tattaaaaac acagcactct gcaaacacga aagtggacgt 1860
atagggtgtg atgcctgeoce ggtgctggaa ggttaattga tggegttatc geaagagaag 1920
cgcctgatcg aagcccoccagt aaacggcogge cgtaactata acggtcctaa ggtagcogaaa 1980
ttececttgtcg ggtaagtteoe gacctgcoacg aatggcataa tgatggccag getgtcteoca 2040
cccgagactc agtgaaattyg aaatcgccgt gaagatgcgg tgtacccgeg gctagacgga 2100
aagaccccogt gaacctttac tatagettga cactgaacct tgaattttga tgtgtaggat 2160
aggtgggagg ctttgaagcyg gtaacgccag ttatcgtgga gccatccttg aaataccace 2220
ctttaacgtt tgatgtteta acgaagtgeoe cggaacgggt actceggacag tgtetggtgg 2280
gtagtttgac tggggcggtc tcctcccaaa gagtaacgga ggagcacgaa ggtttgctaa 2340
tgacggtcgyg acatcgtcag gttagtgcaa tggtataage aagettaact gegagacgga 2400
caagtcgagc aggtgcgaaa gcaggtcata gtgatccggt ggttctgaat ggaagggcca 2460
tcgetcaacy gataaaaggt actccegggga taacaggetg ataccgeccca agagttcata 2520
tcgacggegg tgtttggcac ctcgatgtcg gctcatcaca tcctgggget gaagtaggtce 2580
ccaagggtat ggetgttege catttaaagt ggtacgegag ctgggtttaa aacgtegtga 2640
gacagtttgg tccctatctg cegtgggogt tggagaattg agaggggetg ctoctagtac 2700
gagaggaccg gagtggacge atcactggtg ttecggttgt gtegecagae geattgecgg 2760
gtagctacat goggaagaga taagtgetga aageoatctaa goacgaaact tgoctegaga 2820
tgagttetoe cagtatttaa tactgtaagg gttgttggag acgacgacgt agataggeocg 2880
ggtgtgtaag cgttgogaga cgttgagota accggtacta attgeoccgag aggettagoce 2940
atacaacgct caagtgtttt tggtagtgaa agttattacg gaataagtaa gtagtcaggg 3000
aatcgget 3008

<210> 3

<211> 600

<212> ADN
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15

20

<213> Basfia succiniciproducens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia nucleotidica del gen wcaJ de la cepa DD1

<400>

<210>
<211>
<212>

3

atgataaaac
ttatatttgt
daaaceocgae
gacggcgcag
aaaatgttgc
gatatgagtc
agacaggcta
cgeaatgeoca
tecttgtgge

gatattaatg

4
199
PRT

goecttttoga
ttgtggetta
ceggattgea
atgaaaacgg
gogoetaceag
tggtggggec
agegecatga
teagttggga
tggatttgaa

cggcagatga

<213> Basfia succiniciproducens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de aminoacidos de la enzima codificada por el gen wcal

<400>

4

Met

Leu

Leu

Lys

Glu
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tattgttgte
taaggtaaaa
tggtaaacce
taatattttg
tctggacgag
gcgtcctcta
agtgaaacce
gcagaaattt
aattatogea

tgccaccatg

gecattgatag
caaaatttgg
tttgagatga
ccggatgogg
ttgocggaac
ctgatggaat
ggaattaccg
gaattggaty
aagaccatcc

cctaaatttg

cattgatttt
gatcaceggt
ttaagtteag
agcgeottaac
tttggaatgt
atttgceget
gttatgcaca
d¢etggtatgt
aaaaagtgat

aagggaataa

gttttegeee
gttatttaaa
aacaatgaaa
acctttegge
attaaaaggt
gtataacgaa
ggtaaacggt
tgaacatcaa
cgoaaaagac

aaaatcatga

Ile

Phe

Gly

Pro

Asn

Lys

Ser

Ser

Phe

Gly

Arg

Pro

20

Pro

Glu

Asn

Leu

Leu

Val

Met

Ile

Phe

Tyr

Leu

Ile

Leu
70

Asp

Leu

Phe

Lys

55

Pro

Ile

Phe

Lys

40

Phe

Asp

35

Val val Ala
10

Val aAla Tyr
25

Gln Thr Arg

Arg Thr Met

Ala Glu Arg
75

Leu

Lys

Pro

Lys

60

Leu

Ile

val

Gly

Asp

Thr

Ala

Lys

30

Leu

Gly

Pro

Leu Ile

15

Gln Asn

Hig Gly

Ala Asp

Phe Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540

€00



10

<210>5

Lys Met

Val Leu
Glu

Tyr

Pro
130

Lys

Ser
145

Trp
Ser Leu
Ile

Ala

Phe Glu

<211> 4285
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Arg

Lys Gly

100

Leu Pro

115

Gly Ile

Glu

Gln

Trp Leu

Ala

85

Asp

Leu

Thr

Lys

Asp

ES 2702930 T3

Thr Ser

Met Ser

Tyr Asn

Gly Tyr

135

Phe
150

Glu

Leu Lys

165

Lys Asp

180

Gly
195

Asn

Asp

Lys

Ile Asn

Lys Ser

Leu

Leu

Glu

120

Ala

Leu

Ile

Ala

Glu
90

Asp

Val
105

Gly

Arg Gln

Gln Val

Asp Ala

Ile Ala

170

Ala
185

Asp

<223> secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB

<400> 5

togagaggec
tatcgtcgac
ggccgettte
attttoggea
tecgtatgta
ggatgtgctyg
tgattggccg
tactgaatac
cttctgatta

attgacctga

tgacgtoeggy
atcgatgctc
ctggectttge
caaatacagg
ccggeggaag
agagcacege
gaataaataa
caaacagctt
ttaatatttt

atacctggaa

cccggtacea
ttetgegtta
ttccagatgt
ggtegatgga
acaagctgea
ccegtgaate
agccgggcett
acggaggacyg
tcactattaa

tegeagggaa

cgcgtcatat
attaacaatt
atgctctect
taaatacgge
aacctgtcag
cgcagaactg
aatacagatt
gaatgttacc
tcagaaggaa

cactttgoee

36

Leu Pro

Pro

Arg

Ala Lys

Glu

Pro

Arg

Leu Trp

95

Leu Leu

110

Hig Glu

125

Asn Gly

140

Trp Tyr

155

Lys Thr

Asp Ala

gactagttcg
gggatcctect
ccggagagta
gatagtttec
atggagattg
atecgetatg
aagcccgtat
cattgagaca
taaccatgaa

tttatcgtea

Arg

Val

Ile

Thr

Asn Ala

Glu His

Gln Lys

175

Met
190

Pro

gacctaggga
agactccata
cegtgacttt
tgacggatga
atttaatgge
tgtttgegga
agggtattat
accagactgc
ttttacccgyg

goagattaaa

Asn

Met

val

Ile

Gln

160

Val

Lys

60
120
180
240
300
360
420
430
540

600



tgcggattca
acaggttata
coggagtteo
gtectttactg
coggatetea
accagattgt
tgggtgagtt
ggtttttacg
acaggttcat
gctgatgtgt
cggcaggaat
tggttcagga
catctggatt
agcactageg
atacegeate
gctgeggega
ggataacgca
ggcegegttg
acgctcaagt
tggaagectce
ctttetecet
ggtgtaggtc
ctgeogectta
actggeagea
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggccggocge
tccttgttea

gaagcteogge

gecctgaccac
agttttatee
ggatggcact
tctttecataa
gtgagtttat
tteegoaggy
ttgacgggat
atggcaaagt
catgcagtet
gataacatac
ggtggetttt
tgagecteget
tgttoagaac
gcgogecygge
aggegetett
goggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtygge
ctecgbgeget
tegggaagag
gtteogeoteca
tccggtaact
gocactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcatttga
attttggtca
ggcogeocate
aggatgctgt

gcaaacgttg

ES 2702930 T3

caaactcgat
getgatgatt
gaaagacaat
agaaaccgaa
ggcaggttat
aaatttaceg
ttaacctgaa
ttoagoagga
gtgatggett
tgaaataaat
tttttatatt
tggactectg
getoggttge
cggeccggtyg
cegettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tecatagget
gaaacccgac
ctcctgttece
tggegettte
agctgggctyg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaaqg
tttttgtttg
tettttotac
tgagattate
ggcattttct
ctttgacaace

attgtttgte

attacecgett
tacctgatet
gaacttattt
acattectectg
aatgoggtaa
gagaatcace
catcacegga
aggtgacoge
tecatgeagoa
taattaatte
ttaacegtaa
ttgatagatc
cgecgggegt
tgaaatacecg
getecactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cegecoccet
aggactataa
gaccctgecg
teatagetea
tgtgcacgaa
gtoccaacecyg
cagagegagyg
cactagaagg
agttggtage
caagcagcag
ggggtetgac
aaaaaggatc
tttgogtttt
agatgtttte

tgegtagaat

37

tgcgtacege
cecgggetgt
actgggacca
cactgtcctg
cggcagaata
tgaatatate
aatgatgatt
gtattattac
cggtttatta
tgtatttaag
tetgtaattt
cagtaatgac
tttttattgg
cacagatgecg
togotgeget
cggttatoca
aaggccagga
gacgagcate
agataccagg
cttaccggat
cgetgtaggt
ccccceogtte
gtaagacacyg
tatgtaggeg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgea
getcagtgga
ttcacctaga
tatttgttaa
ttgecetttga

coctotgtttg

actggcggag
taatcagttt
gteoagacceg
ccgttatttt
teageatgat
atcattaceg
attttgecee
cetgtttotgt
atacacttea
ccacegtate
cgttteagac
ctcagaactc
tgagaatceca
taaggagaaa
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatceqg
cgtttccocee
acctgtccge
atcteagtte
agcocgaceg
acttatcgee
gtgetacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaacte
tccttttaaa
ctgttaattg
tgttcagcag

tcatataget

660

720

780

840

900

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

2520



<210>
<211>
<212>

tgtaatcacg
tacatagtta
tgggccagtt
gtcaatcgte
aaagacgttc
cacttttttc
ctecagocgtyg
tgtgeottttg
agtteocagtg
atctctecage
attttgatac
gttcaaagag
gtaatgttta
ggctgaacct
gtegoetgtet
tttttgatag
aaagacgatg
goetgtoceaa
ttecagaaact
tgtaatatgg
cgettgagtt
tgcaaacttt
gottcetteoca
taaaatatgt
gectgettta
tegtttggat
ttgcagacta
ttttatagtt

cataatatct
gatcggcgge
6

7074
ADN

acattgttte
ggatcaagat
aaagaattag
atttttgatc
gcgegttcaa
agtgtgtaat
cgttttttat
ccatagtatg
tttgetteaa
gtatggttgt
gtttttcegt
ctgtctgatg
coggagaaat
gaccattett
ttaaagacge
aacatgtaaa
tggtagcegt
acgtccaggce
tgatattttt
gaaatgeegt
gegeoectectg
ttgatgttca
gccctectgt
aaggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggectaaa
tctgttgeat
catttcacta

cgctcocgattt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2702930 T3

ctttegettg
ccatttttaa
aaacataacce
cgcgggagte
tttcatctgt
catcgtttag
cgetttgeag
ctttgttaaa
atactaagta
cgcctgaget
caccgtcaaa
ctgatacgtt
cagtgtagaa
gtgtttggte
ggecagegtt
tcgatgtgte
gatagtttge
cttttgcaga
catttttttg
atgtttectt
ccagoagtge
tegttcatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
acodgegega
ctattttect
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg

aaatc

aggtacageg
cacaaggcoca
aagcatgtaa
agtgaacagg
tactgtgtta
ctcaatcata
aagtttttga
taaagattct
tttgtggect
gtagttgect
gattgattta
aacttgtgca
taaacggatt
ttttaggata
ttteocagetg
atccgeattt
gacagtgccy
agagatattt
ctgtteaggy
atatggettt
ggtagtaaag
ctoctttttt
caagttagtt
acactttgec
tttactttte
cttttgtttyg
atctatetgt
ttgcottttt

aacggcaggt

aagtgtgagt
gttttgttea
atatcegttag
taccatttge
gatgcaatca
ccgagagcge
ctttettgac
tegecttggt
ttatettceta
tcatcgatga
taatcctcta
gttgtcagtg
tttoegtcag
gaatcatttyg
teaatagaag
ttaggatctce
tcagegtttt
ttaattgtgg
atttgcagea
tggttegttt
gttaatactg
atgtactgtg
acgcacaata
ctttacacat
gaccteatte
atagaaaatc
ttetttteat
aatcacaatt

atatgtgatg

<223> secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB_delta_IdhA

38

aagtaaaggt
geggettgta
acgtaatgee
cgttcatttt
gcggtttcat
cgtttgectaa
ggaagaatga
agccatette
cgtagtgagg
actgctgtac
caccgttgat
tttgtttgee
atgtaaatgt
catcgaattt
ttteogecgae
cggctaatge
gtaatggcca
acgaatcaaa
tatecatggeg
ctttegeaaa
ttgoettgttt
ttagcggtcet
aaaaaagacc
tttaggtctt
tattagacte
ataaaaggat
tetotgtatt

cagaaaatat

ggttaaaaag

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3%00
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4285



<400> 6

tcgagaggcec
tgggtcagcce
tataccttgy
aaaggtaaaa
gocctgaaga
cgggaagcgg
gcttttggta
cgcagcattg
gaagcggtac
gagecggaaa
gocgaaagoc
acgccatgta
gacgcgcaga
gtaatcggcg
ttgaaagtet
cagetgatte
ttacagcteca
atgccgagat
tacgacaaag
aacattccge
ccgaccagca
tteggacage
aatcogttgyg
aaattccaat
ttttcaattt
cataagagag
tttttatgeg

gtotgtttga

tgacgtoggy
tgaacgaacc
tggaaaaatt
goggtategt
aaagaggcat
tgcaacaggce
tggggatcaa
aggcgtatta
tgttttacga
gocogeaacy
agacctgecy
ataactgtga
aaatcctttc
taatgcgcegyg
acggaattgg
atttgggett
ceogaaagoge
tatcttceat
atttatttgce
cttatattgt
aagtggaaat
cttttatgge
aattgeaate
aaaaagtgcy
yttcegycteoe
tagaatagecg
gaaaatccat

ttcaatttat

ES 2702930 T3

coccggtacca
gcacttgtat
caaaccgaty
ctattgeaac
ttecgeagee
gtttcaacgg
caaatctaat
tcaggaaacc
gecggceggat
ggatattaaa
toegtttagtg
tatctgeecte
gaccatttat
tttgcagaat
caaagataaa
tgtgcaacaa
gegteocegtyg
taccatggta
cocgoctgogt
gttcagtgac
getgeaaate
gattattaaa
ttaaaatttt
gtgggttttc
atttgttcogg
ccgcttatat

atttttctac

ttggaggttt

cgogtcatat
gtaggtagtt
gageaattat
agceegtagea
gettateatg
gataatattc
gtgcegttttyg
gggcgegegy
tatgectggt
cggeataage
ctgttaaatt
gatccgoccga
cgcacegggce
cagaaaataa
agcaaagaat
atcatcagcg
ctgegeggeg
caggctcege
ttcctgeogea
gcgaccttge
aacggtgteg
gaacatcagg
taactttttyg
gggaattttt
yagttgocgy
ttttaatagc
cgcacttttt

tatgcaacac

39

gactagttcg
ttgaccgece
acaattttgt
aagtggageg
cgggeatgga
aagtggtggt
tggogeattt
ggcgggacga
tgcataaaat
tggaagecat
attteggoga
aaaaatatga
aacgtttcgg
aagaaaatca
actggcaate
attteggeat
aagtgteottt
aacgcaatgc
aacagattgc
aggaaatgtc
gagecatcaa
ctttgegtaa
acogeacttt
aacgecgctga
atcctttott
gtacctaatc
ctttaaagat

attcaactgg

gacctaggga
gaatattcgt
ggcggegeaa
cattgeggaa
gecgtegeag
ggcgaccatt
tgatttatct
cctgoeggoeyg
tttattggaa
cggegaattt
aaacdgocaa
cggattatta
cacgcaatac
acatgatgag
ggtaattogt
ggggaccaga
ggaactggec
ggtaaccaac
cgacaaagaa
gttgtatcag
atggcagege
agegggtaag
taaggttage
tttecteogte
gactgagatc
gggtacgctt
ttatacttaa

ctoocgattt

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



aacattcagt
ggaattgett
cgettgttac
atcettgege
attacccgat
gcaacgtteo
ttcteeotgt
raaagtacgt
ttatgtgaat
ttttgatgac
gocacttgee
attactcgaa
gttattggeg
aaaaagcgoyg
tgttgeccgea
gaaagatgeg
cggcacccegt
cctcttttaa
aacggcgceg
tacegageca
ttaacaattg
tgctetecte
aaatacggcg
acctgtcaga
gcagaactga
atacagatta
aatgttacce
cagaaggaat
actttgecet
ttaccgettt

acctgatete

cgcttaattc
acattegtta
ggggetttta
geacagetta
ataaaatcecce
attgaaaaac
gocggatcceoyg
tatttegggg
cageegttaa
ggtacocctgg
ggeggteogtt
atcggtgaaa
catecoggoaa
geggatgogt
cagggacggyg
tcategtaag
taaaatcaca
cagatgttga
ccagttagca
gtettecaggt
ggatcctcta
cggagagtac
atagtttcct
tggagattga
tccgctatgt
agcccgtata
attgagacaa
aaccatgaat
ttategteag
gcegtaceogea

ccgggetgtt

ES 2702930 T3

aaggattctyg
agcaaggatt
ctteocgagge
ctttggtgac
atcactatga
tgcaatgoga
aacaaatoge
tatctaacta
toactaatea
attttttact
tattcaatea
cgaaaggaga
aaattatgee
tacgaatttc
atattccgta
aggtctataa
ttgecgttege
atatccgtat
tattgagtgce
tggaatccee
gactccatag
cgtgacttta
gacggatgat
tttaatggceg
gtttgcggat
gggtattatt
ceagactgec
tttacccgga
cagattaaat
ctggcggaga

aatcagttte

gcggttaaaa
agaattaggce
ggaattegga
caaatgoggy
caacagctac
ctatttagat
gocgggetttt
tacgocgget
aattgagatt
ggaaaaacgt
ggatgagaac
aacgeogttta
ggttatgggy
cttcactgag
acatcatccg
tattcgtegt
aacaaaatta
cggcaaaaat
tggttccegy
ategtegaca
gccgettteo
tttteggeac
ccgtatgtac
gatgtgctga
gattggcocyg
actgaatacc
ttetgattat
ttgacctgaa
geggattcag
caggttataa

cggagttecg

40

agctggcgga
gttgatacge
cgggcegetgg
attttgtate
cgccatatta
gtattgcetga
gatgaacttt
aagttogoca
tegoetette
attcaaccga
agtegggegy
gatacattgg
teeggtaaaa
gaagaatgga
tctaatcctyg
tttgataagg
ttccttacga
atcctctata
aatattgacg
tegatgetet
tggctttget
aaatacaggy
cggcggaaga
gagcaccgcec
aataaataaa
aaacagctta
taatattttt
tacctggaat
cctgaccace
gttttatceg

gatggcactyg

aatcgcegea
tggatcatge
cgetggataa
ctaatgaaga
tgtggtegge
tteaccgwet
atcaaacocgg
tgttgcaate
ategtoagge
tggcatggte
tgcaaaaaac
cttatgeoctyg
ttgaacgggt
ttaaggttta
cgtatctggg
gtgccatate
atagcattca
tttgecggtta
ggttcggtca
tetgegttaa
tccagatgta
gtegatggat
caagctgcaa
ccgtgaatcce
geccgggetta
cggaggacag
cactattaat
cgcagggaac
aaactcgata
ctgatgattt

aaagacaatg

1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540



aacttattta
cattctctge
atgocggtaac
agaatcacct
atcaccggaa
ggtgaccgeg
catgcagcac
aattaattct
taacegtaat
tgatagatce
geegggegtt
gaaataccge
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
egecacecty
ggactataaa
accctgeege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtaget
aagcagcaga
gggtetgaeg
aaaaggatet
ttgogttttt
gatgttttet
gcogtagaatce
ggtacagega

acaaggccag

ctgggaccag
actgtcctge
ggcagaatat
gaatatatca
atgatgatta
tattattacc
ggtttattaa
gtatttaagc
ctgtaattte
agtaatgacc
ttttattggt
acagatgcgt
cgotgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
goetgtaggta
ccccogttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgyg
cttgatccgy
ttacgegcag
ctoagtggaa
tcacctagat
atttgttaac
tgectttgat
ctctgtttgt
agtgtgagta

ttttgttcag

ES 2702930 T3

tcagacccgg
cgttatttte
cagcatgata
tecattaccgt
ttttgececeyg
tgtttotgta
tacacttcag
caccgtatcc
gttteagact
tcagaactce
gagaatccaa
aaggagaaaa
ggtegttegy
agaatcaggg
cegtaaaaag
caaaaatcga
gtttccccct
cetgtocges
tetcagtteg
gooogacoge
cttatcgcca
tgetacagag
tatctgcoget
Caaacaaacc
aaaaaaaggsa
cgaaaactea
cettttaaag
tgttaattgt
gtteageagy
catatagctt
agtaaaggtt

cggettgtat

totttactgt
cggatctcag
ccagattgtt
gggtgagttt
gtttttacga
caggttoata
ctgatgtgtyg
ggcaggaatg

ggtteoaggat

atctggattt
gecactagcgy
taccgeatca
ctgeggegag
gataacgcag
gecgogttge
cgetcaagte
ggaagctcceo
tttcoctcoctt
gtgtaggteg
tgcocgocottat
ctggcagcag
ttettgaagte
ctgctgaage
accgectggta
tctcaagaag
cgttaaggga
gecggecgeg
cettgtteaa
aageteggeyg
gtaatcacga
acategttag

gggccagtta

41

ctttocataaa
tgagtttatg
tccgoaggga
tgacgggatt
tggcaaagtt
atgragtotyg
ataacatact
gtggcttttt
gagotegett
gttcagaacg
cgogoeggec
ggocgetotte
cggtatcage
gaaagaacat
tggogtttet
agaggtggeg
togtgegete
cgggaagegt
ttegetccaa
coggtaacta
ccactggtaa
ggtggectaa
cagttacctt
geggtggtet
atcctttgat
ttttggteat
geegocateg
ggatgetgte
caaacgttga
cattgtttoo
gatcaagate

aagaattaga

gaaaccgaaa
gcaggttata
aatttaccgg
taacctgaac
tcagcaggaa
tgatggettt
gaaataaatt
ttttatattt
ggacteoctgt
ctoggttgee
ggcccggtgt
cgcttocteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggete
asacccgaca
toectgtteeg
ggogetttet
goetgggetgt
togtottgag
caggattagc
ctacggetac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacyg
gagattatca
gcattttett
tttgacaaca
ttgtttgtet
tttegettga
catttttaae

aacataacca

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



10

agcatgtaaa
gtgaacaggt
actgtgttag
tcaatcatac
agtttttgac
aaagattett
ttgtggectt
tagttgectt
attgatttat
acttgtgeag
aaacdggattt
tttaggatag
ttcocagetgt
tccgeatttt
acagtgeccgt
gagatatttt
tgtteaggga
tatggetttt
gtagtaaagg
tcctttttta
aagttagtta
cactttgeee
ttactttteg
ttttgtttga
tctatctgtt
tgcocttttta

acggcaggta

<210>7

<211> 7183
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

tatcgttaga
accatttgcc
atgcaatcag
dgagagogae
tttettgacyg
cgecttggta
tatcttctac
catcgatgaa
aatcctctac
ttgtcagtgt
tteegteaga
aatcatttge
caatagaagt
taggatctcc
cagcgtttty
taattgtgga
tttgeageat
ggttegttte
ttaatactgt
tgtactgtgt
cgoacaataa
tttacacatt
acctoattet
tagaaaatca
tcttttcatt

atcacaattc

tatgtgatgg

ES 2702930 T3

cgtaatgccg
gttcatttta
cggtttcatc
gtttgctaac
gaagaatgat
gccatettea
gtagtgagga
ctgctgtaca
accgttgatg
ttgtttgeeg
tgtaaatgtyg
atcgaatttg
ttegecgact
ggctaatgca
taatggccag
cgaatcaaat
atcatggegt
tttegeaaac
tgcttgtttt
tagcggtetg
aaaaagacct
ttaggtettg
attagactet
taaaaggatt
ctctgtattt
agaaaatatc

gttaaaaagg

tcaatcgtca
aagacgttcg
acttttttca
tcagcoegtge
gtgettttge
gttecagtgt
tctctcageyg
ttttgatacyg
ttcaaagagc
taatgtttac
getgaacetg
togetgtett
ttttgataga
aagacgatgt
ctgtceccaaa
tecagaaactt
gtaatatggg
gettgagttg
gcaaactttt
cttcttocag
aaaatatgta
cetgetttat
cgtttggatt
tgcagactac
tttatagttt
ataatatctc

atecggeggcec

tttttgatcc
cgcgttcaat
gtgtgtaatc
gttttttatc
catagtatge
ttgetteaaa
tatggttgtc
tttttcegteo
tgtctgatge
cggagaaate
accattettg
taaagacgeg
acatgtaaat
ggtagccgtg
cgtccaggcec
gatattttte
aaatgceegta
cgectectge
tgatgttcat
ccctectgtt
aggggtgacg
cagtaacaaa
gcaactggtce
gggcectaaag
ctgttgcatg
atttcactaa

gctcgattta

<223> secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB_delta_pflA

<400> 7

42

gcgggagtca
ttcatctgtt
atcgtttagce
gctttgeaga
tttgttaaat
tactaagtat
gcctgagetg
accgtcaaaqg
tgatacgtta
agtgtagaat
tgtttggtet
gocagegttt
cgatgtgtca
atagtttgog
ttttgcagaa
atttttttge
tgtttectta
cageagtgeg
cgttcatgtce
tgaagatggce
ccaaagtata
coagegagat
tattttecte
aactaaaaaa
ggcataaagt
ataatagtga

aatc

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020

7074



tcgagtcaat
acgtaaaagt
taatgcggeg
tcaggtatgg
cgtacagggce
tgtcaacaat
gggcgaatte
gggcgatacy
tttcaatcaa
agccggtcag
aatgogogac
ggacattaaa
tggttaccaa
ggtcaaaaat
atgectgttt
catcteaatt
gatgaatcga
tgcegtattg
gaactcggat
ccaaaattac
cgceggegeg
aaceggtgeg
tgagatcaca
aaageogoagg
taactecctct
ttcttaatat
cgttttttte
atcaggggaa
acaaactcote
tttagttaat

tttttecgga

goggatttga
tattggaaag
gatttccgta
ctgaataacc
agagcctggo
ttaagtegeg
gatctcoggtt
ctttatttaa
attcaagtat
gcatatcaca
gtgcagttaa
acccttgaag
tgocacgaac
ttaatatttt
ggegtecgta
aacagoctga
gctcottttee
gtggatgaac
cccaccgecc
cgectgetca
attttacaca
gtgggtteca
agcggtgtct
gaacagaaaa
gaaaaatagt
gcccttaaat
agagaatagt
ttaaaacaaa
aattacattg
gagttgaaac

ttttecateg
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cttatgatgt
cggcgattge
aattaggagc
ctcatcgeaa
gtaagcctaa
geattgatga
gtctgegecc
ccagttatca
ttacattctt
aaatcgtcaa
aacgcogaace
atttagaaac
cgataaaata
catctgttat
aatacgeaga
taattettat
ttgcocgacaa
ggggcaatat
atgcogaaat
ataccacttt
gecgaatcaa
gatttecattt
tacaggatca
aacaacaaaa
gacaaaaaaa
aatcaacaaa
caaatcttcg
aaaattccgce
attgtgtaaa
gaaccgcgta

cgtetaacaa

ggcaaacaac
ggagtttctg
aaaaacctgg
aggcaccgac
cggcgaaacc
tegeggegaa
ttgtatgtac
acgctcotgt
agetttaatg
tgcgcatatt
gttocegteg
ctgggtaacc
toeegtteteg
agaaaatatt
aaaatattaa
ggatcaacaa
ggcggaaget
cattggtgaa
tattgegttg
atacgtgact
acgettggta
ttttgaggat
atgcagtcag
agctaccgea
ccgtcataat
atatagcaag
caaaaaacta
ctattgaggce
cgtacgagtyg
acctgaaaca

cattteacyy

43

cgatttccga
ggttatatcc
gatgoccaacyg
gacatgggye
gttgatcaat
attetgacet
aatcacacgt
gacgtacctt
gcgeagatta
tacgaagacc
ccaaaactgg
atggatgatt
gtataaaccg
ttteaacata
atttttgace
attagetttg
ttaggggaaa
ggctggaace
cgtaacgcog
ttagaaccet
ttocggggegt
tataaaatga
aagttaagcc
cttttacaac
gtttacgacyg
aagattatag
cogeactttt
ggaatttatt
atgacgtett
cgaatggtta

ttaagaacgt

ttattactac
gcggctacga
ctaatgaaaa
gcgtttacgg
tacgcaaaat
ttttaaacee
tttetttget
taggcttgaa
ccggtaaaaa
agectggaact
aaattaatece
tcaaogtogt
acaaaagtge
aaatctaggg
geactttttt
acgaaaaaat
ttecocogtagg
tetetattgt
cgcagaaaat
geaccatgtyg
ccgattacaa
atcatggggt
gcttttteeca
accecoegget
gtttttttat
caaagaattt
ateccgettta
aagcaataagqg
gttgttgete
attgcgggta

taacattcaa

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860



gtgttgaceg
gttgegtttt
tgaaataccy
cgeaccetttt
tegacgaceyg
caggatagat
gaaacgttca
cggatatteg
tttatctttyg
gtecgeagae
gtggaacgec
caatgoggtt
ggtatcgaaa
atttttctca
cgcaccgaag
atagtcatcg
agtatcaata
aagaatagtt
gaagetgttt
tgccctetag
ggagagtacc
tagtttcctyg
ggagattgat
cegetatgtg
gccegtatag
ttgagacaac
accatgaatt
tategteage
cgtaccgeoac
cgggctgtta

tgggaccagt

coettocactg
tgegottegt
toctttogogt
tggtcacgac
tecggagtat
tgtgteggag
actaagtcta
ccttcaattt
atgtcgeoge
acggaaagac
atcaatgecy
acatattgag
ttcaatactt
tcgataccgc
aattgceattt
ttgttgaagt
gatacttteg
aagtttggtt
ttagttacca
actceocatagyg
gtgactttat
acggatgatc
ttaatggegg
tttgeggatg
ggtattatta
cagactgect
ttacecggat
agattaaatg
tggcggagac
atcagtttcc

cagaccoggt
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tegotteatyg
catetttace
aagcgaacgg
cgtgeattgg
tacoggtttt
ttgegttgeg
ccgotaaate
c¢gaagtegat
gaatcggttt
cegegatace
cttcatatge
tegocaacea
cgtctgtaat
cgttaattge
gtttacctac
caggacgcat
cacagaaacyg
ceggagaagt
acggacgace
ccgotttoct
ttteggeaca
cgtatgtacc
atgtgetgag
attggecgga
ctgaatacca
totgattatt
tgacctgaat
¢ggatteage
aggttataag

ggagttccgg

ctttactgtc

atggaaataa
taatgegtte
aagtttagec
gtttgeacoc
cttaccogtat
gtaagttttg
atcaacacgce
agcaacatte
aactttcogea
graagecatt
atatttateg
gtccatgaaa
cggcgeagtt
gtataacata
gaccataggt
taagtcatca
tttgaacget
acccatagtyg
gtctaageec
ggctttgett
aatacagggyg
ggcggaagac
agcaccogecec
ataaataaag
aacagcttac
aatattttte
acctggaatc
ctgaccacca
ttttatecge
atggcactga

tttcataaag

44

cegtecatta
ggtacgatag
acagaagtaa
ggtecgaatyg
accacgttag
tgtttttgaa
ggatcattgt
gaggcocacga
tatttgattg
gtacggaata
tgcatgaagt
ctgtocatac
ttaggaccga
gttttagecta
gatacgcage
ttttogtatt
tcaggtaatt
tataaagtat
atacaggoga
ccagatgtat
tegatggata
aagctgcaaa
cgtgaatcceyg
cegggettaa
ggaggacgga
actattaate
gcagggaaca
aactegatat
tgatgattta
aagacaatga

aaaccdaaac

aaccggcaag
agaaggtata
gtgaagcaac
gegegactge
aagtgatagt
cttttttcat
taccgaattyg
cattacegte
cggataatga
cgtegegate
ggatgatgtt
gtteogattac
cttgcatacc
agtttgcgeg
atgecgattge
gtacggagga
gtteggaccea
gtaatacgeg
tagttteggt
gcteotocteo
aatacggoga
cctgtcagat
cagaactgat
tacagattaa
atgttaccea
agaaggaata
ctttgecctt
tacegetttg
cctgatebcee
acttatttac

attctctgea

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

3720



ctgtoctgee
gcagaatatc
aatatatcat
tgatgattat
attattacct
gtttattaat
tatttaagece
tgtaattteyg
gtaatgaccet
tttattggtg
cagatgegta
getgogeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ceccgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccgge
tacgogeaga
tcagtggaar
cacctagate
tttgttaact
gectttgatyg
tetgtttgte
gtgtgagtaa
tttgtteage

atcgttagac

gttattttcoe
agcatgatac
cattacegtg
tttgeoceocgy
gtttectgtac
acacttecage
accgtatccg
tttcagactyg
cagaacteca
agaatccaag
aggagaaaat
gtogttogge
gaatcagagy
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttocceooety
ctgtoogect
ctcagttcgyg
cccgaccget
ttateogeoecac
gctacagagt
atctgogetc
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaagg
gttaattgtce
tteageagga
atatagettg
gtaaaggtta
ggottgtatyg

gtaatgeegt
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ggatcteagt
cagattgttt
ggtgagtttt
tttttacgat
aggttcatca
tgatgtgtga
gcaggaatgyg
gtteaggaty
tetggatttg
cactagcggc
accegeateag
tgeggegage
ataacgcagy
cogegttget
gctcaagtca
gaagctcoct
ttcteocette
tgtaggtcgt
gcgecttatce
tggoagoage
tcttgaagtg
tgctgaageco
cogetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
ceggeegeygy
cttgttcaag
ageteggoge
taatcacgac
catcgttagg
ggocagttaa

caatogteoat

gagtttatgg
ccgcagggaa
gacgggattt
ggcaaagttt
tgcagtctgt
taacatactg
tggetttttt
agetegettyg
tteagaacge
gocgooggecy
gegetettee
ggtatcagot
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggega
cgtgogetot
gggaagegty
tcgoctccaay
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttaccttc
cggtggtttt
tectttgate
tttggtcaty
cogecategy
gatgetgtcet
aaacgttgat
attgtttect
atcaagatcc
agaattagaa

ttttgatccg

45

caggttataa
atttaccgga
aacctgaaca
cagcaggaag
gatggettte
aaataaatta
tttatatttt
gactectgtt
teggttgeceg
gecccggtgtyg
gettectege
cactcaaagy
tgagcaaaag
cataggctce
aacccgacag
cctgttocga
gegetttcte
ctgggctgty
cgtettgagt
aggattagea
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
cattttottt
ttgacaacag
tgtttgtotg
ttegettgag
atttttaaca

acataaccaa

cgggagtcag

tgcggtaacy
gaatcacctyg
teaceggaaa
gtgaccgcgt
atgcagcacyg
attaattcotg
aaccgtaatc
gatagateca
degggoegttt
aaataccgca
teactgacte
cggtaatacyg
gccagcaaaa
geececcctga
gactataaag
coctgeogcet
atagctcacyg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagegaggta
ctagaaggac
ttggtagectco
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt
tgegttttta
atgttttctt
dgtagaatcc
gtacagcgaa
caaggccagt
geatgtaaat

tgaacaggta

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640



10

<210>
<211>
<212>

ccatttgecg
tgcaatcage
gagagcgecg
ttcocttgacgy
gecottggtag
atcttctacyg
atcgatgaac
atcctetaca
tgtcagtgtt
tcocgtcagat
atcatttgca
aatagaagtt
aggatcteocg
agegttttgt
aattgtggac
ttgcagcata
gttcgtttct
taatactgtt
gtactgtgtt
gcacaataaa
ttacacattt
cctcattcta
agaaaatcat
ctttteatte
tecacaattca

atgtgatggg

8
7300
ADN

tteattttaa
ggtttcatca
tttgctaact
aagaatgatg
ccatctteoag
tagtgaggat
tgetgtacat
ccgttgatgt
tgtttgeoegt
gtaaatgtgg
tcgaatttgt
tocgoegactt
gotaatgeaa
aatggccage
gaatcaaatt
tcatggcgtg
ttcgcaaacyg
gcocttgttttg
ageggtotge
aaaagaccta
taggtettge
ttagactctc
aaaaggattt
tctgtatttt
gaaaatatca

ttaaaaagga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica completa del plasmido

<400>

8
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agacgttege
ctttttteag
cagcecegtgeg
tgctettgece
ttocagtgtt
ctctcagegt
tttgatacgt
tcaaagaget
aatgtttace
ctgaacctga
cgotgtottt
tttgatagaa
agacgatgtg
tgteccaaac
cagaaacttg
taatatggga
cttgagttge
caaacttttt
ttottecage
aaatatgtaa
ctgetttate
gtttggattg
gcagactacg
ttatagtttce

taatatctea

teggeggeey

gagttceaatt
tgtgtaatea
ttttttateg
atagtatgct
tgctteocaaat
atggttgtcg
ttttecegtea
gtetgatget
ggagaaatca
ccattcttgt
aaagacgogg
catgtaaatc
gtageegtga
gteocaggect
atatttttea
aatgccgtat
gectectgec
gatgttcatc
cctectgttt
ggggtgacge
agtaacaaac
caactggtct
ggcctaaaga
tgttgecatgg
tttcactaaa

ctegatttaa

pSacB_wcal

46

teatetgtta
tegtttaget
ctttgoagaa
ttgttaaata
actaagtatt
cctgagetgt
cegtcaaaga
gatacgttaa
gtgtagaata
gtttggtctt
ccagocgtttt
gatgtgtcat
tagtttgega
tttgcagaag
tttttttget
gtttccttat
agcagtgcgyg
gttcatgtct
gaagatggca
caaagtatac
cegegegatt
attttcectet
actaaaaaat
gcataaagtt
taatagtgaa

ate

ctgtgttaga
caatcatace
gtttttgact
aagattcttce
tgtggoettt
agttgeoccttc
ttgatttata
cttgtgeagt
aacggatttt
ttaggataga
tcecagotgte
ccgoattttt
cagtgeegte
agatattttt
gttcagggat
atggecttttg
tagtaaaggt
ccttttttat
agttagttac
actttgecet
tacttttega
tttgtttgat
ctatctgttt
gcetttttaa

cggcaggtat

5700
5760
5820
53880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140

7183



tcogagtaage
aaaccgatac
aaaagogttt
ttccggtgee
ataaagegta
ctteoegegte
gctgattaaa
teaacggata
attccttata
tttcecgataa
ctotgacaaa
aacaatccac
cgggattttc
tacttaaact
actgcttcgyg
gacattttct
gttgcagaty
cgttattttc
gtacaggaaa
cggttaacac
gagaaacacq
tttaggcatg
ggtctttgeg
caattcaaat
aattcecgggt
catcacacaa
tcgaaaaggo
tgoogttttt
gcagtcottaa
aaataaatat
ttaataaaaa

taaagaaget

cgattecaget
cagtccagta
toacogegat
aaacgagacyg
togtocaaat
atacegoaac
caaatattce
accogocegoeyg
aaatacttgg
ttgcgtcacy
aattetettt
ggtatattcyg
caattgctcece
accgttgtaa
taccgeaata
gacaaactct
ttcgettaaa
ttcacagatt
atgtccgtceg
tttteoecgtca
ttgtececggec
gtggeatcat
ataattttca
ttetgetoce
ttcacttcat
acaaatataa
gttttatcat
caccagaace
tatggaagac
acgttettte
atatataaat

atgoggatta
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gatccgocac
aagttgacaa
gatacaatte
caatatgctt
ctaaaaccaa
attaataaat
tgaatcaace
aacctagggt
attgttaage
atggcatttt
cteggtaceyg
tcgtattecg
ggtgaaatat
ggecttcacaa
ttatgttcaa
gtatcactaa
ataagcaatt
ttaagtaagg
gccacataac
cttactaact
gatgtaacaa
ctgoogeatt
aatccagcca
aactgatgge
ggegettage
gggcgaaaac
gaaaatctco
gtataaacta
ggcacccaaa
cacgocaaca

gccaaaaatg

gtgtaaccca

atggggaaaa
atcgacatca
gaccageegy
ataggcggaa
cegetttatte
cogottooca
aacggggata
taatttcaat
aacogogoge
ttctggtcac
cactttteag
coggogaaat
cttcocoggttt
aaacaggata
taaacagttg
cggaaataaa
cogtatcaat
tcggaatata
aagocggcge
gecgataatte
gaatattcat
aatatcgtct
caaggattga
attgogaceyg
ctgtcttteg
aaaatcaatg
tacgaccgac
aaaccaggaa
cgatccaaca
attgggtatt
caaaaatgcc

aagggaaact

a7

agoctaatct
tattgctcaa
ttaaataacg
tacagaaaat
ttcataatga
gtettogaac
attggctece
accaagaatt
cecoggtaaa
acctttgtta
ttoggaattt
atattgcata
ctcocogoccaca
ttcaaattga
attggttaat
aatacctttt
agtcggaata
ctccgcatca
caactcggga
ctttttaaac
gattttttat
tttgcgatca
tgttcaacat
tttacctgty
ttatacagcg
ctatcaatge
caatttgggg
aageggatac
aaaattaata
catcacatag
aaatgccaaa

taactttatt

goggaatatg
ccaagtattg
ttteactecyg
cgatttccge
tgagecagta
gcaggaateg
gccagataac
teageggtgy
agggacaatt
attteocccecyg
ttatcaaaat
aacattaatt
aaaattcctt
cctttttcaa
cgbttgtcge
tctttaaacc
atcaatttca
gtgacceggy
tttaaatcta
gectgaacga
tcccttcaaa
ctttttggat
accaggcatc
cataacoggt
gcaaatatte
gacaacaata
ctgacaaaaqg
cagactaacy
aaaataaata
ataattgaat
taaagtteta

tgatcgaaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



actgaatgta
tegtataaat
atgaaaaacqg
cctgtaacca
ccgocttaaa
tcagtaatac
catagcecgat
ccacograay
acgcettate
cctcaataaa
ctgetteteoo
ttccgaagaa
agocgaagaa
cecttaaaaa
acctcggeoac
agagtaatag
attaatttct
aaattcactt
tcagocaact
tttteecactt
gatctagact
gagtacegtyg
tttectgacyg
gattgattta
ctatgtgttt
cgtatagggt
agacaaccaq
atgaatttta
cgtcageaga
acegeactgg

getgttaate

gtcoccgeggt
ttecgteegy
ttcaategga
agaaagatta
ataggtagat
cgaacgggag
taacttaatt
agaaatcata
agttacggtt
aaagecccgec
atcacccogy
aaacaaatca
aaacaacacg
aggggttatt
tcctatttgt
caacttaaaa
caatttcttt
gcgacatttt
cccgataatce
caggatgttt
ccataggecg
actttatttt
gatgatccgt
atggcggatg
gcggatgatt
attattactg
actgecttet
cccggattga
ttaaatgegg
cggagacagyg

agtttecgga

ES 2702930 T3

ccataaccca
taacctacgg
cgetocagea
aatataaata
gegtttaaaa
geactgatca
ttoccagttgt
attacggact
aattetteat
agcacaatta
ttaaacgtca
actaattttt
tacaceggaa
accgcoctaaga
gtcgatagtg
atgctgataa
ataagaacgc
gtctaaaacc
tecocgoegta
ctgacageott
ctttcotgge
cggcacaaat
atgtaccggc
tgctgagage
ggoccggaata
aataccaaac
gattattaat
cctgaatacc
attcagectyg
ttataagttt

gttecggatg

accataaaat
acttatcate
aatcaatttt
atgegatcac
acaagatcag
caatagctaa
tttctotgat
ggtcattggt
tacccgaaac
atgatattecc
aaaaagaata
ctgtagaaaa
actgtaattt
aaaagaacaa
cgggagaaag
cattaatatt
tcgcgcagaa
gttctgtett
tattgaattc
acaatcggta
tttgecttcca
acaggggteg

ggaagacaag

accgecoccgt
aataaagccyg
agcttacgga
atttttcact
tggaatcgca
accaccaaac
tatecgetga

geactgaaag

48

tttaaaatta
goeccatagaa
ggcgageaga
geaggcegaaa
catcaacata
ccccataata
gatgtaaaaa
attaaagaaa
caactggaac
caacaaaagyg
atgaaataaa
cgcatttaat
aaaaaaatca
aaaacacaac
tatcaccagt
catatcaaat
acttctcttt
cggccaattt
caccgocttt
atgegeaaca
gatgtatget
atggataaat
ctgcaaacct
gaatccgcag
ggecttaatac
ggacggaatg
attaatcaga
gggaacactt
tegatattac
tgatttacct

acaatgaact

tctaaaaatg
aatattacca
ataaacactt
aacagatata
atcaaatagc
aaaataagag
aatcccaccy
aaacctttaa
cccaataaag
tgectaatece
aacatcacaa
accgataaaa
gtttcocatat
gcactatcta
cccaacgcaa
aatatttttg
tgccagcgat
attcaacgtc
cgoccagtagt
gatataatcg
ctcctoecgga
acggegatag
gtcagatgga
aactgatccg
agattaagcc
ttacccattg
aggaataace
tgccctttat
cgetttgegt
gatetacegy

tatttactgg

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

3780



gaccagtcag
tectgeegtt
gaatatcage
atatcatcat
tgattatttt
attacotgtt
tattaataca
ttaagccace
aattteogttt
atgacctcoag
attggtgaga
atgocgtaagg
gogetoggte
atccacagaa
caggaacegt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacetg
taggtatete
cgttcageee
acacgactta
aggcggtget
atttggtatc
atceggeaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcett
gttaactgtt
tttgatgtte
gtttgtcata
tgagtaagta

gttcagcogge

accoggtett
attttecgga
atgataccag
taccgtgggt
gococoeggttt
tetgtacagg
cttcagetga
gtatecggea
cagactggtt
aactecatet
atccaagcac
agaaaatace
gttoggetge
tcaggggata
aaaaaggedg
aatcgacgct
ccccctggaa
tecgecttte
agttcggtgt
gaccgetgog
tegecactgg
acagagttct
tgegeteotge
caaaccaceg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggccy
aattgtectt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat

ttgtatggge
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tactgtettt
tetecagtgag
attgttteeg
gagttttgac
ttacgatgge
ttecatcatge
tgtgtgataa
ggaatgygtgy
caggatgage
ggatttgtte
tagcggegeg
geatcaggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
egttgotgge
caagtcagag
gctooctogt
teccttaggy
aggtegtteg
ccttatcogy
cageagocac
tgaagtggty
tgaagccagt
ctggtagegy
aagaagatce
aagggatttt
goocgoeggecy
gttcaaggat
toggogcaaa
tcacgacatt
cgttaggatoe

cagttaaaga

cataaagaaa
tttatggeag
cagggaaatt
gggatttaac
aaagtttcag
agtctgtgat
catactgaaa
cttttttttt
tegettggac
agaacgeteg
cocggooggoc
ctetteooget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttecat
gtggcgaaac
gegctctoct
aagegtggeg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gectaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccatcggeat
getgtetttg
cgttgattgt
gttteocttte
aagatccatt

attagaaaca

49

cogaaacatt
gttataatge
taccggagaa
ctgaacatca
caggaaggtyg
ggettteatg
taaattaatt
atattttaac
tectgttgat
gttgeoogecg
cggtgtgaaa
tectogetea
tcaaaggcgy
gcaaaaggcec
aggoteagec
ccgacaggac
gttcoccgacee
aettteteata
ggectgtgtge
cttgagtcca
attageagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgeaage
tctacggggot
ttatcaaaaa
tttettttge
acaacagatg
ttgtctgogt
gettgaggta
tttaacacaa

taaccaagea

ctotgoactyg
ggtaacggea
teaccotgaat
coggaaatga
accgeogtatt
cagcacggtt
aattetgtat
cgtaatcotgt
agatccagta
ggegtttttt
tacegcacag
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggce
cecctgacga
tataaagata
tgccgettac
geteacgetyg
acgaacccee
accoggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagecteottg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttottgee
agaatcctct
cagcgaagtyg
ggocagtttt

tgtaaatate

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700
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<210>
<211>
<212>

gttagacgta
tttgcogtte
aatcagcggt
agegeogttt
ttgacggaag
ttggtageca
ttctacgtag
gatgaactge
ctctacaccg
cagtgtttgt
gtecagatgta
atttgcateg
agaagtttcg
atctccgget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cageatatca
cgtttettte
tactgttgcet
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattetatta
aaatcataaa
ttcattectet
caattcagaa
tgatgggtta
9

7161
ADN

atgcocgtcaa
attttaaaga
ttocatcactt
gctaacteag
aatgatgtge
tocttcagtte
tgaggatctc
tgtacatttt
ttgatgttca
ttgeagtaat
aatgtggetg
aatttgtege
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagetgt
tcaaatteag
tggegtgtaa
gcaaacgett
tgttttgecaa
ggtctgotte
agacctaaaa
gtettgectyg
gactetagtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa

aaaaggatcg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2702930 T3

togtcatttt
cgttcgegeg
ttttcagtgt
cogbtgoegttt
ttttgecata
cagtgtttge
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc
gtttacegga
aacctgacca
tgtetttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgeged
actttttgat
tteccageeoct
tatgtaaggg
ctttateagt
tggattgcaa
gactadggge
tagtttctgt
tatctcattt

goggecgete

tgatccgcegyg
ttcaatttca
gtaatcatcg
tttategett
gtatgetttg
ttcaaatact
gttgtcgeot
tecogtcaceoyg
tgatgctgat
gaaatcagty
ttettgtatt
gacgdggeoca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggoctttt
ttttteattt
goecgtatgtt
tectgecage
gttcatogtt
cctgtttgaa
gtgacgeoccaa
aacaaadodyg
¢tggtetatt
¢taaagaact
tgcatgggea
cactaaataa

gatttaaatc

<223> secuencia nucleotidica completa del plasmido pSacB_pflD

<400>

9

50

gagtcagtga
tctgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtetttta
gagtttttec
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgetgtt
toettatatyg
agtgeggtag
catgtctcoct
gatggcaagt
agtatacact
cgegatttac
ttoctetttt
aaaaaatcta
taaagttgcc

tagtgaacgg

acaggtacca
tgttagatge
tcataccgag
tttgacttte
attettegee
ggactttate
tgocttcate
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttee
ggatagaate
agctgtcaat
catttttagg
tgccgtcagce
tatttttaat
cagggatttyg
gettttgatt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgcccttta
ttttagaccet
gtttgataga
tetgtttett
tttttaatca

caggtatatg

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7300



tegagaggec
tgggatogag
gecgtattygg
aactcggatc
caaaattacc
geoggogoga
accggtgegg
gagatcacaa
aagcgcaggyg
aactecctcotg
tcttctaata
attcttttgt
tatgggogec
taatgaaatt
catggcggat
ttttattegg
geaacacaag
aacegttggt
gtacaaatte
cgttcataaa
taccgoogtg
cttgtaaaaa
aatgaatteg
aagattatag
cogoactttt
ggaatttatt
gataagattg
gtggacgact
ctaaagtaac
gctoggcoatt

tgcccatagqg

tgacgteggg
ctettttect
tggatgaacqg
ccacegecca
goctgetcaa
ttttacacag
tgggttecag
goggtgtett
aacagaaaaa
aaaaatagty
tgtcacatta
cggeggtitt
tagacggtga
coccageatyg
ccaggtacgc
cacgcecaate
atcogtgtea
atccaageoaa
cgectgtaaa
atggegatag
caaatcccayg
taaaataaag
toctaaaace
caaagaattt
atcogettta
aagcaataag
aaaccttgca
ggtaaaccat
aggaattaaa
taaaccogtt

gatcataaac
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ccooggtacca
tgcegacaag
gggcaatate
tgccgaaatt
taccacttta
cegaatcaaa
atttcatttt
ataggatcaa
acaacaaaaa
acaaaaaaac
agcccgtagce
acatcttcaa
taaggtaata
tgcaaatcett
tgatttcgat
aggetttegt
tcaatcaatt
gtattaatte
atagettcac
gtcaccactt
gtgtctctgt
cggatteceg
gacataatat
cgttttttte
atcaggggaa
acaaactcte
aggatgacgg
tgcattagac
tttttaatta
goctgeocaga

atatttgcta

cgegteatat
goggaagett
attggtgaag
attgogttyge
tacgtgactt
agoettggtat
tttgaggatt
tgcagtcaga
gctacogeac
cgbecataatyg
ctgcaagcaa
gcbegtattt
attccacttt
agteactate
ccgctaaata
gaaccegtte
catcaataat
cattetttatyg
cgodggaage
ctttcattaa
tatggcaata
gecogtcaas
geccttaaat
agagaatagt
ttaaaacaaa
aattttaata
cggatttgec
caatgcaaac
ctaaatggta
attocggoga

cgcagtgttc

51

gactagtteg
taggggaaat
gcetggaacet
gtaacgeoge
tagaacecctg
teggggegte
ataaaatgaa
agttaagccyg
ttttacaaca
tttacgacgyg
cocccttaaca
atcgocogagh
ttcgatatte
tgtataaces
ttttgogaat
attecatttet
atgatcatga
gcaggetetyg
ggtaacteeg
ttetteocaacyg
tttacaacgc
tgtecageag
aatcaacaaa
caaatcotteg
aaaattccge
ctteckttctt
gteactetea
accaccaccg
catatctaaa
tgcgaaattt

aaagcctgaa

gacctaggga
tceoocgtaggt
ctetattgtyg
gcagaaaatc
caccatgtge
cagattacaaa
tecatggggtt
ctttttocaa
ceocceggett
tttttttatt
tgctccatta
acttcceatt
ttcatatctt
ggcactacaa
tecgagcacte
tteaggtcaa
tgacggacga
aaccagteoce
coegeccgagy
gaaatttett
attaagcage
gtttcaaatyg
atatagcaag
caaaaaacta
ctattgagge
ttctagtatt
cecaactaat
acgatgttac
tttgcaaact
gcaattacca

gcgacaaaya

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1360



accocgatogg
tccaaacggc
aggtatgtte
ccgccatgat
taccgaarta
agcgggcaat
taattaccce
ccgcagagge
cagagatege
ctaaccecggt
atttcattga
cataaatgat
aagattcata
ttgacctaaa
attcctttgg
gattttteee
ttcgtaaaga
atattgcgcec
taaacgacgt
atecteotaga
tcggcacaaa
tatgtaccgg
gtgctgagag
tggccggaat
gaataccaaa
tgattattaa
acctgaatac
gattcagcct
gttataagtt
agttceggat

ttactgtett

caggatcata
aatacatacc
tattttatgt
ctgaccggaa
aaccacaatc
agtcgataaa
gagagagaac
tgtttgagtt
cgataaaaat
ttgageccate
getttoctta
agattaaaaa
aattagataa
tcaaaattac
tttacgagat
aaaaataagg
aattcccogece
gcaggcaaaa
aaccgcccat
ctttgottee
tacaggggtc
dggaagacaa
cacogcoccg
aaataaagcc
cagettacgg
tatttttcac
ctggaatoge
gaccaccaaa
ttateegoetg
ggcactgaaa

tecataaagaa
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ataaaagctt
ataatgttge
tgtgecgtat
aaccaaatta
cagttacgta
gttgatgaag
accaaaccgco
gttgtataaa
gaataggett
teggttggeg
gtaataaaac
atccaaaatt
tagetaattt
ccaaatagag
aaattgctat
aaacacaaaa
gacattatat
actcatattt
cgtcgacate
agatgtatge
gatggataaa
getgoaaace
tgaatccgea
gggcttaata
aggacggaat
tattaatcag
agggaacact
ctcocgatatta
atgatttace
gacaatgaac

accgaaacat

tatcecgttag
aaagaatacc
ttaaaatggt
atgcaacaat
acatctgaat
taaatagttc
cgaccagttt
aaacgaatgc
gttttttegt
aagccatcca
tacteggaaa
gttgaatatt
gagtgatceca
taataatace
ttaagctgat
tggeagaaga
atcaagacga
taattattcc
gatgctcttc
totectecgy
tacggcgata
tgtecagatgg
gaactgatcc
cagattaagc
gttacccatt
aaggaataac
ttgecattta
ccgetttgeg
tgatctecag
ttatttactg

tetetgeact

52

agtyttgeeg
taaacagaag
taatccecac
aaataaaccg
tgttgtaatt
acagccgcaa
agttaatcce
aagagcaata
agctttataa
agccaattta
tgagtagaac
atttaacggy
tatecaccttt
attataaagg
ttctgataaa
aacaatttte
tecttgtcace
gaataaattg
tgcgttaatt
agagtacegt
gttteoctgac
agattgattt
gotatgtgtt
ccgtataggg
gagacaacca
catgaatttt
tegteageag
taccgcactg
ggetgttaat
ggaccagtca

gtectgeegt

gcataggeca
gcttcaaycc
tgacegttty
ccgacaaaat
ttactctcaa
accgccacca
caaggogcete
aacataccgg
acgccgacgt
aaatcttecog
tgecttaaag
gggattataa
tacagatttt
gtgtggattt
aagtgcoggta
agtaaaatta
gcatttcgeg
attccgacag
aacaattggg
gactttattt
ggatgateccyg
aatggcoggat
tgcggatgat
tattattact
gactgocctte
acccggattg
attaaatgeg
gcggagacag
cagttteegg
gacccggtet

tattttecgg

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

34380

3540

3600

3660

3720



atctcagtga
gattgtttee
tgagttttga
tttacgatgg
gtteatcatg
atgtgtgata
aggaatggty
tcaggatgag
tggatttgtt
ctageggege
cgcatcagge
cggcgagegy
aacgcaggaa
gegttgotgg
tcaagtcaga
agctcococteg
ctcccttogyg
taggtegtte
gocttatcoeg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaageeag
goctggtageg
caagaagate
taagggattt
ggecgeggeco
tgttcaagga
ctaggogeaa
atcacgacat
tcgttaggat
ccagttaaaqg

atcgtoattt

gtttatggeca
goagggaaat
cgggatttaa
caaagtttca
cagtetgtga
acatactgaa
gettbttttt
ctogettgga
cagaacgete
gecggecgge
gotctteocege
tatcagctca
agaacatgty
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgetetee
gaagogtgge
gotccaaget
gtaactatcy
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttogy
gtggtttttt
ctttgatett
tggtcatgag
gccatcggca
tgoctgtottt
acgttgattg
tgtttocttt
caagatccat
aattagaaac

ttgatcocgey
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ggttataatyg
ttaceggaga
ccotgaacate
gcaggaaggt
tggettteat
ataaattaat
tatattttaa
cteoctgttga
ggttgoageo
ceggtgtgaa
ttectagete
ctcaaaggcyg
agcaaaaggc
taggctccge
cocgacagga
tgttecgace
gctttctcat
gggetgtgty
tecttgagtoe
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttetacgggg
attatcaaaa
ttttcttttg
gacaacagat
tttgtetgeg
cgettgaggt
ttttaacaca
ataaccaagc

ggagtcagty

cggtaacgge
atcacctgaa
accggaaatg
gaccgogtat
geagcacggt
taattctgta
ceghaatety
tagatocagt
gggogttttt
ataccgcaca
actgacteage
gtaatacggt
cagoaaaagg
cceectgacyg
c¢tataaagat
ctgcegetta
agctcacgct
cacgaaccooc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tetgacgete
aggatcttca
cgtttttatt
gttbtcttge
tagaatccte
acagogaagt
aggccagttt
atgtaaatat

aacaggtacc

53

agaatatcag
tatatcatca
atgattattt
tattacctgt
ttattaatac
tttaagocac
taatttegtt
aatgacctea
tattggtgag
gatgogtaag
tgegotaggt
tatccacaga
ceaggaacog
agcatcacaa
accaggeogtt
ccggatacct
gtaggtatct
cegttoageca
gacacgactt
taggcggtgc
tatttggtat
gatocoggeoaa
cgcgoagaaa
agtggaacga
cctagatcct
tgttaactgt
ctttgatgtt
tgtttgteoat
gtgagtaagt
tgttcagogg
cgttagacgt

atttgccgtt

catgatacca
ttacegtyggg
tgoccaggtt
tteotgtacag
actteoagetyg
cgtatocgge
tecagactggt
gaactacate
aatccaagca
gagaaaatae
cgtteggotyg
atcaggggat
taaaaaggeoc
aaatcgacge
tooecctgga
gtoecgecttt
cagttcggtg
cgacogotge
atocgocactg
tacagagtte
ctgegototg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaaggece
taattgtcct
cagcaggaag
atagettgta
aaaggttaca
cttgtatggg
aatgcogtca

cattttaaag

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5480

5340

5400

5460

5520

5580

5640
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acgttogoge
tttttcagtg
goccgtgegtt
cttttgocat
ccagtgtttg
ctecagagtat
tgatacgttt
aaagagctgt
tgtttaccgg
gaacctgace
ctgtctttaa
tgatagaaca
acgatgtggt
tcccaaacgt
gaaacttgat
atatgggaaa
tgagttgege
aactttttga
ctteccagece
atatgtaagg
getttatcag
ttggattgea
agactacggg
atagtttctg

atatctcatt

ggcggecgct

<210> 10

<211> 1029
<212> ADN
<213> Basfia succiniciproducens

<400> 10

gttcaatttc
tgtaatcatc
ttttatcget
agtatgettt
cttcaaatac
ggttgtegee
ttcocegtcace
ctgatgctga
agaaatcagt
attettgtgt
agacgeggece
tgtaaatcga
agccgtgata
ccaggccttt
atttttcatt
tgecegtatgt
ctoctgacag
tgttcategt
tcctgtttga
ggtgacgcca
taacaaaccc
actggtctat
cctaaagaac
ttgcatggge
tcactaaata

cgatttaaat

<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia nucleotidica del gen IdhA de la cepa DD1
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atctgttact
gtttagctca
ttgcagaagt
gttaaataaa
taagtatttg
tgagectgtag
gtcaaagatt
tacgttaact
gtagaataaa
ttggtetttt
agegttttte
tgtgteatea
gtttgeogaca
tgcagaagag
tttttgetgt
ttecttatat
cagtgeggta
tecatgtetee
agatggcaag
aagtatacac
gogegattta
tttectettt
taaaaaatcet
ataaagttge
atagtgaacg

Cc

gtgttagatyg
atcataccga
ttttgacttt
gattcttege
tggectttat
ttgectteat
gatttataat
tgtgcagtty
cggatttttc
aggatagaat
cagcetgtcaa
geatttttag
gtgccgtcayg
atatttttaa
tcagggattt
ggettttggt
gtaaaggtta
ttttttatgt
ttagttacgc
tttgceccocttt
cttttcgace
tgtttgatag
atctgtttet
ctttttaate

gcaggtatat

54

caatcagcgg
gagcgocgtt
cttgacggaa
cttggtagee
cttetacgta
cgatgaactg
cctectacace
tcagtgtttg
cgtcagatgt
catttgecate
tagaagttte
gatctocgge
cgttttgtaa
ttgtggacga
gcagcatatc
tegtttettt
atactgttge
actgtgttag
acaataaaaa
acacatttta
tcattctatt
aaaatcataa
ttteattcte
acaattcaga

gtgatgggtt

tttcatcact
tgctaactca
gaatgatgtyg
atctteagtt
gtgaggatct
ctgtacattt
gttgatgtte
tttgcecgtaa
aaatgtggct
gaatttgteg
gecgactttt
taatgcaaag
tggccagcty
atcaaattca
atggogtgta
cgcaaacget
ttgttttgea
cggtetgett
aagacctaaa
ggtecttgeeot
agactctcgt
aaggatttge
tgtatttttt
aaatatcata

aaaaaggatc

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

8120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

6960

7020

7080

7140

7161
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ttgacaaaat cagtatgttt aaataaggag ctaactatga aagttgccgt ttacagtact 60
aaaaattatg atcgcaaaca tctggatttg gcgaataaaa aatttaattt tgagecttcat 120
ttoetttgatt ttttacttga tgaacaaacce gegaaaatgg cggagggege cgatgeocegte 180
tgtatttteg teaatgatga tgegagecge coggtgttaa caaagttgge goaaatcegga 240
gtgaaaatta tegetttacyg ttgtgecggt tttaataatg tggatttgga ggeggeoaaaa 300
gagcetgggat taaaagtcogt acgggtgcoct gegtattcge cggaagecgt tgccgageat 360
gocgatcggat taatgectgac tttaaaccge cgtatccata aggcocttatca gegtaccege 420
gatgcgaatt tttctcetgga aggattggtc ggttttaata tgttcggcaa aaccgcecgga 480
gtgattggta cgggaaaaat cggettggeg getattegea ttttaaaagg ctteggtatg 540
gacgttetgg cgtttgatcee ttttaaaaat coggoggegy aagoegttggg cgcaaaatat 600
gteggtttag acgagettta tgeaaaatec catgttatca ctttgeattyg cccggetacy €60
gcggataatt atcatttatt aaatgaagcg gecttttaata aaatgeogoga cggtgtaatg 720
attattaata ccagccgogg cgttttaatt gacagocoggg cggecaatcga agocgttaaaa 780
cggcagaaaa tcggcgctct cggtatggat gtttatgaaa atgaacggga tttgttttte 840
gaggataaat ctaacgatgt tattacggat gatgtattce gtegeocottte ttectgteat 900
aatgtgettt ttaccggtcea tcaggegttt ttaacggaag aagegetgaa taatategece 960
gatgtgactt tatcgaatat tcaggceggtt tcoccaaaaatg caacgtgega aaatagegtt 1020
gaaggctaa 1029

<210>11

<211> 342

<212> PRT

<213> Basfia succiniciproducens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de aminoacidos de la LdhA de la cepa DD1

<400> 11

Met Thr Lys Ser Val Cys Leu Asan Lys Glu Leu Thr Met Lys Val Ala
1 5 10 15

Val Tyr Ser Thr Lys Asn Tyr Asp Arg Lys His Leu Asp Leu Ala Asn
20 25 30

Lyg Lys Phe Asn Phe Glu Leu Hig FPhe Phe Asp Phe Leu Leu Asp Glu
35 40 45

55



Gln

Asn

65

Val

Glu

Ser

Asn

Ser

145

Val

Gly

Ala

Lys

His

225

Ile

Glu

Glu

Thr

Thr

50

Asp

Lys

Ala

Pro

Arg

130

Leu

Ile

Phe

Glu

Ser

2190

Leu

Ile

Ala

Asn

Asp
290

Ala

Asp

Ile

Ala

Glu

115

Arg

Glu

Gly

Gly

Ala

185

His

Leu

Asn

Leu

Glu

275

Asp

Lys

Ala

Ile

Lys

100

Ala

Ile

Gly

Thr

Met

180

Leu

val

Asn

Thr

Lys

250

Arg

Val

Met

Ser

Ala

85

Glu

Val

His

Leu

Gly

165

Asp

Gly

Ile

Glu

Ser

245

Arg

ASp

Phe

ES 2702930 T3

Ala

Arg

70

Leu

Leu

Ala

Lys

Val

150

Lys

val

Ala

Thr

ala

230

Arg

Gln

Leu

Arg

Glu

55

Pro

aArg

Gly

Glu

hla

135

Gly

Ile

Leu

Lys

Leu

215

Ala

Gly

Lys

Phe

Arg
295

Gly

Val

Cys

Leu

His

120

Tyr

Phe

Gly

Ala

Tyr

200

His

Phe

Val

Ile

Phe

280

Leu

56

Ala

Leu

hAla

Lys

105

Ala

Gln

Asn

Leu

Phe

185

val

Cys

Asn

Leu

Gly

265

Glu

Ser

Asp

Thr

Gly

Val

Ile

Arg

Met

Ala

170

Asp

Gly

Pro

Lys

Ile

250

Ala

Ser

Ala

Lys

75

Fhe

Val

Gly

Thr

Phe

155

Ala

Fro

Leu

ala

Met

235

Asp

Leu

Lys

Cys

val

€0

Leu

Asn

Arg

Leu

Arg

140

Gly

Ile

Phe

Asp

Thr

220

Arg

Ser

Gly

Ser

His
300

Cys

Ala

Asn

Val

Met

125

Asp

Lys

Arg

Lys

Glu

205

Ala

Asp

Met

aAsn
285

Asn

Ile

Gln

val

Pro

110

Leu

Ala

Thr

Ile

Asn

190

Leu

Asp

Gly

Ala

Asp

270

Asp

val

Pha

Ile

AsSp

Ala

Thr

Asn

Ala

Leu

175

Pro

Tyr

Asn

val

Ala

255

val

val

Leu

Val

Gly

80

Leu

Tyr

Leu

Fhe

Gly

160

Lye

Ala

Ala

Tyr

Met

240

Ile

Tyr

Ile

Phe



ES 2702930 T3

Thr Gly His Gln Ala Phe Leu Thr Glu Glu Ala Leu Agn Agn Ile Ala
305 310 315 320

Agp Val Thr Leu Ser Aszn Ile Gln Ala Val Ser Lys Asn Ala Thr Cys

15

20

25

325 330 335
Glu Asn Ser Val Glu Gly
340

<210> 12

<211>741

<212> ADN

<213> Basfia succiniciproducens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia nucleotidica del gen pflA de la cepa DD1

<400> 12
atgtcggttt taggacgaat tcattcattt gaaacctgcg ggacagttga cgggecocggga 60
atoccgettta ttttattttt acaaggeotge ttaatgegtt gtaaatactg ccataataga 120
gacacctggg atttgcacgg cggtaaagaa atttccgttg aagaattaat gaaagaagtg 180
gtgacctate gecattttat gaacgeocteg ggoggcggag ttacegette cggeggtgaa 240
getattttace aggeggaatt tgtacgggac tggttcagag cctgecataa agaaggaatt 300
aatacttget tggataccaa cggtttegte cgtcatcatg atcatattat tgatgaattg 360
attgatgaca cggatcttgt gttgcttgac ctgaaagaaa tgaatgaacg ggttcacgaa 420
agectgattg gocgtgocgaa taaaagagtg ctcgaattcg caaaatattt agcggatcga 480
aatcagcgta cctggatccg ccatgttgta gtgocegggtt atacagatag tgacgaagat 540
ttgeacatge tggggaattt cattaaagat atgaagaata tegaaaaagt ggaattatta 600
cettatcace gtetaggoge ceataaatgg gaagtacteog gogataaata cgagettgaa 660
gatgtaaaac cgecgacaaa agaattaatg gageatgbta aggggttget tgeaggetac 720
gggcttaatg tgacatatta g 741

<210> 13

<211> 246

<212> PRT

<213> Basfia succiniciproducens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de aminoacidos de la PflA de la cepa DD1

<400> 13

57



<210> 14
<211> 2313
<212> ADN

Met

Asp

Lys

His

65

Ala

Lys

His

Lau

Val

145

Asn

Ser

Asn

Lys

Pro

225

Gly

Ser

Gly

Cys

Glu

50

Phe

Ila

Glu

Asp

Asp

130

Pro

Gln

Asp

Ile

Trp
210

Thr

Leu

vVal

Pro

Lys

35

Ile

Met

Leu

Gly

His

115

Leu

Asn

Arg

Glu

Glu

195

Glu

Lys

Asn

Leu

Gly

20

Tyr

Ser

Aszn

Gln

Ile

100

Ile

Lys

Lys

Thr

Asp

180

Lys

val

Glu

val

Gly

Ile

Cys

val

Ala

Ala

85

Asn

Ile

Glu

Arg

Trp

165

Leu

val

Leu

Leu

Thr
245

ES 2702930 T3

Arg

Arg

His

Glu

Ser

70

Glu

Thr

Asp

val

150

Ile

His

Glu

Gly

Met
230

Tyr

Ile

Phe

Glu

55

Gly

Phe

Cys

Glu

Asn

135

Leu

Arg

Mat

Leu

Asp

215

Glu

His

Ile

Arg

40

Leu

Gly

val

Leau

Leu

120

Glu

Glu

His

Leu

Leu

200

Lys

His

58

Ser

Leu

25

Asp

Met

Gly

Arg

Asp

105

Ile

Arg

Phe

Val

Gly

185

Pro

Tvr

Val

Phe

10

Phea

Thr

Lys

Val

Asp

o0

Thr

Asp

val

Ala

Val

170

Asn

Tyr

Glu

Lys

Glu

Trp

G@lu

Thr
75

Trp

Asn

Asp

His

Lys

155

Val

Phe

Hig

Len

Gly
235

Thr

Gln

Asp

Val

60

Ala

Pha

Gly

Thr

Glu

140

Tyr

FPro

Ile

Arg

Glu

220

Leu

Cys

Gly

Leu

45

val

Ser

Arg

Phe

Asp

125

Ser

Leu

Gly

Lys

Leu

205

Asp

Leu

Gly

Cys

30

His

Thr

Gly

Ala

val

110

Leu

Leu

Ala

Tyr

Asp

190

Gly

Val

Ala

Thr

15

Gly

Tyr

Gly

Cys

95

Arg

Vval

Ile

Asp

Thx

175

Mat

Ala

Lys

Gly

val

Met

Gly

Arg

Glu

80

His

His

Gly

Arg

160

Asp

Lys

Hig

Fro

Tyr
240



<213> Basfia succiniciproducens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia nucleotidica del gen pfID de la cepa DD1

<400> 14

atggetgaat
caaaacggcyg
gaatcattet
ggcatcaaaa
actatcactt
caaacagacyg
ggttcttgeg
tatcgtaaaa
cgtaaatcag
gactaccecgtc
ttcgatteoat
cgtgaagaaa
tacggttacy
tttgettate
tetacattet
caggcgcagyg
acgocggaat
ggtatggget
ttatacacta
cctgaagegt
gaaaatgatg
gtatcaccga
aaaactatgt
cctaaaactg
gacagtttea

atgcacgata

taacagaage
taaatttacyg
tagetgatge
tcgaaaacaa
ctcacaagce
ctccgttaaa
aagtttacgg
cccataacca
gegtgttaac
gtttagcggt
tacaaccgeog
ttgccgaaca
acattteoegg
tggcageggt
tagatatcta
aattaatgga
acgatcaatt
tagacggtcg
tgggtactte
tcaaacgttt
acttaatgeg
tggtcgtagy
tatacgcaat
cgocgattac
tggactggtt

aatatgcata

ES 2702930 T3

tcaaaaaaaa
tgactttate
gactcectgea
aactcacgca
tggttatatc
acgtgcaatt
tegtaaatta
aggcegtattc
cggtttaceyg
atacggtatt
tttggaagcg
acaccgcgct
ccctgegaca
taaatcacaa
tategaacgt
ccacttagta
attctcaggc
tocecgttggta
tecggaacea
ctgtgegaaa
toctgacttce
taaacaaatg
taacggeggt
agacgaagta
ggcgactcaa

tgaagaggea

gcatgggaag
caaaaaaact
accagegagt
cctttagatt
aataaagatt
atgccgtacyg
gateocogcaag
gacgtttata
gatgettacyg
gattacctga
ggcgaagaca
ttaggcaaaa
aacgcacagyg
aacggtgegg
gacttaaaac
atgaaattac
gacccgatgt
actaaaaaca
aacttaacta
gtatetattg
aacaacgatyg
caattcttcyg
atcgatgaga
ttgaattteg
tatgtaaccg

ttgatggogt

59

gattegttec
atactccgta
tgtggaacag
tcgacgaaca
tagaaaaaat
gocggtatcaa
tagaatttat
cgecggatat
gtegtggteg
tgaaagataa
ttcaggcaac
tcaaagaaat
aagcaatcca
caatgtecatt
geggtttaat
gtatggttcg
gggcaaccga
gctteocgeogt
ttetttggte
atacttecte
actatgcaat
gtgogegege
aaaatggtat
ataccgtaat
cattgaacat

tecacgateg

cggtgaatgg
tgaaggtgac
cgtgatggaa
tactccgtca
cgttggtett
aatgatcaaa
ttteocaccgaa
tttacgetge
tattateggt
aaaagcccaa
tatccaatta
ggcggeatct
atggacatat
cggtegtacy
cactgaacaa
tttcttacgt
aactatecgece
attacatact
cgaacaatta
egtacaatac
cgeatgoetge
aaacttaget
gcaagtcggt
cgaacgtaty
catecactte

cgacgtatte

60
120
130
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
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<210>
<211>
<212>

cgtacaatgg
aaatatgega
goctegaatg
gatoccgegtg
aaacacaaaa
gtggtatacg
ggacegggty
tetgtggeta
gtacecgaacg
gacggttatt
cttaacecgtg
attogtgttt

gteatcacte

15
770
PRT

cttgoggtat
aagttaaace
ttgetatega
ttgatgattt
cttaccgcaa
gtaagaaaac
caaacccaat
aacttecgtt
cattaggtaa
tccatcatga
aaatgttgtt
caggttacgce

gtacgtttac

<213> Basfia succiniciproducens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de aminoéacidos de la PfID de la cepa DD1

<400>

15

ES 2702930 T3

cgegggtett
gatteogegge
cttegaaatt
agcggtagac
cgcaactecg
cggtaatact
geacggtaegt
cgettacgeg
agatgacgaa
agcgacagtg
agacgcgatg
ggttcegttte

acaatcaatg

tocgtggetg
gacatcaaag
gaaggcgaat
ttagttgaac
acacaatcta
ccggacggte
gaccaaaaaqg
aaagacggta
gcgcaaaaac
gaaggcggtc
gaaaatcegy
aactcattaa

taa

cggacteatt
ataaagacgy
atccgcaatt
gtttcatgaa
tcctgactat
gtcgageagg
gtgeggttge
ttteatatac
gcaacattge
aacacttgaa
aaaaataccc

ctaaagagca

atececgeaate
taatgtegtyg
cggtaacaat
aaaagttcaa
cacttctaac
cgogocatte
tteacttact
cttetetate
cggtttaatg
tgttaacgtt
gcaattaacc

acaacaagac

Met

Pro

Asn

Pro

Glu

65

Thr

Ala

Gly

Tyr

Ala

50

Asn

Ile

Glu

Glu

Thr

35

Thr

Lys

Thr

Len

Trp

20

Pro

Ser

Thr

Ser

Thr

Gln

Tyr

Glu

His

His
g5

Glu

AED

Glu

Leu

Ala

70

Lys

Ala

Gly

Gly

Trp

55

Pro

Pro

Gln

Val

Asp

Asn

Leu

Gly

60

Lys

AEn

25

Glu

Ser

Asp

Tyr

Lys

10

Leu

Ser

Val

Phe

Ile
80

Ala

Arg

Phe

Met

Asp

75

Asn

Trp

Asp

Leu

Glu

60

Glu

Lys

Glu

Phe

Ala

45

Gly

Hisg

Asp

Gly

Ile

30

Asp

Ile

Thr

Len

Phe

15

Gln

Ala

Lys

Pr¢

Glu
95

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280

2313

Val

Lys

Thr

Ile

Ser

80

Lys



Ile

Tyr

Lys

His
145

Leu

Glu

Ala

225

Tyr

Gln

Ala

Glu

Leu

305

Thr

Glu

Val

Gly

leu

130

Asn

Lys

Ile

Met

Ala

210

Glu

Gly

Trp

Ala

Arg

2390

Met

Pro

Thr

Gly

Gly

115

hsp

Gln

Ser

Ile

Lye

195

Gly

Gln

Tyr

Thr

Met

275

Asp

Asp

Glu

Ile

Leu

100

Ile

Pro

Gly

Gly

Gly

180

Asp

Glu

His

Asp

Tyr

260

Ser

Leu

Hiz

Tyr

Ala
340

Gln

Lys

Gln

Vval

val

165

Asp

Lye

aAsp

Arg

Ile

245

Phe

Phe

Lys

Asp
325

Gly

ES 2702930 T3

Thr

Met

Val

Phe

150

Leu

Tyr

Lys

Ile

Ala

230

Ser

Ala

Gly

Arg

Val

310

Gln

Met

Asp

Ile

Glu

135

Asp

Thr

Arg

Ala

Gln

215

Len

Gly

Tyr

Arg

Gly

295

Met

Gly

Ala

Lys

120

Phe

val

Gly

Arg

Gln

200

Ala

Gly

Pro

Leu

Thr

280

Leu

Lys

Phe

Leu

61

Pro

105

Gly

Ile

Tyr

Leu

Leu

185

Phe

Thr

Lys

Ala

Ala

265

Ser

Ile

Leu

Ser

Asp
345

Leu

Ser

Phe

Thr

FPro

170

Ala

Asp

Ile

Ile

Thr

250

Ala

Thr

Thr

Arg

Gly

330

Gly

Lys

Cys

Thr

Pro

155

Asp

Val

Ser

Gln

Lys

235

Asn

val

Phe

Glu

Met

315

Agp

Arg

Arg

Glu

Glu

140

Asp

Ala

Tyr

Leu

Leu

220

Glu

Ala

Lys

Leu

Gln

300

Val

Pro

Pro

Ala

val

125

Tyr

Ile

TYL

Gly

Gln

205

Arg

Met

Gln

Ser

aszp

285

Gln

Arg

Met

Leu

Ile
110

TyYr

Leu

Gly

Ile

190

Pro

Glu

Ala

Glu

Gln

270

Ile

Ala

Phe

Trp

Val
350

Met

Gly

Lys

Arg

Arg

175

Asp

Ary

Glu

Ala

Ala

255

Azn

Tyr

Gln

Leu

Ala

3358

Thr

Pro

Arg

Thr

Cys

160

Gly

Tyr

Leu

Ile

Ser

240

Ile

Gly

Ile

Glu

Arg

320

Thr

Lys



Asn

Glu

Lys

385

Glu

Ile

Phe

Gly

Pro

465

Asp

Ile

Ala

Gly

Val

545

Ala

Phe

Glu

Ser

Pro

370

Arg

Asn

ala

Gly

Gly

450

Ile

Ser

Ile

Phe

Leu

530

Lys

Ser

Gly

Arg

Phe

355

Asn

Phe

Asp

Cys

Ala

435

Ile

Thr

Phe

His

His

515

Ser

Pro

Asn

Asn

Phe

Arg

Leu

Cys

Asp

Cys

420

Arg

Azp

Aszp

Met

Phe

500

Asp

val

Ile

val

Asn

580

Met

val

Thr

aAla

Leu

405

Val

Ala

Glu

Glu

Asp

485

Met

Arg

Ala

Arg

Ala

565

asp

Lys

ES 2702930 T3

Leau

Ile

Lys

380

Met

Ser

Asn

Lys

val
470

Trp

His

Asp

Ala

Gly

550

Ile

His

Leu

375

val

Arg

Pro

Leu

Aszn

455

Leu

Leu

Asp

Val

Asp

535

Asp

Asp

Thr
360

Trp

Ser

Pro

Met

Ala

440

Gly

Asn

Ala

Lys

Phe

520

Ser

Ile

Phe

Pro Arg Val

Lys

val

Gln

62

Leu

Ser

Ile

Asp

val

425

Lys

Phe

Thr

Tyr

505

Arg

Leu

Lys

Glu

asp

585

Lys

Tyr

Glu

Asp

Phe

410

Val

Thr

Gln

aap

Gln

490

Ala

Thr

Ser

Asp

Ile

570

asp

His

Thr

Gln

Thr

395

Asn

Gly

Val

Thr

475

Tyr

Tyr

Ala

Lys

555

Glu

Leu

Lys

Met

Leu

380

Ser

Asn

Lys

Leu

Gly

460

Val

val

Glu

Ala

Ile

540

Asp

Gly

Ala

Thr

Gly

365

Fro

Ser

Asp

Gln

Tyr

445

Pro

Ile

Thr

Ala

Cys

525

Lys

Gly

Glu

val

Tyr

Thr

Glu

val

Asp

Met

430

2la

Lys

Glu

Ala

Ala

510

Gly

Tyr

Asn

Tyr

asp

590

Arg

Ser

Ala

Gln

Tyr

415

Gln

Ile

Thr

Arg

Leu

435

Leu

Ile

Ala

Val

Pro

575

Leu

Asn

Pro

Phe

Tyr

400

Ala

Phe

Asn

Ala

Met.

480

Asn

Met

Ala

Lys

Val

580

Gln

Val

Ala
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Thr

Lys

625

Gly

Ala

Gly

His
705

Pro

Leu

Ser

<210> 16

<211> 601
<212> ADN

Pro

610

Lys

Pro

Ser

Ile

Glu

690

His

Asn

Gln

Thr

Met
770

595

Thr

Thr

Gly

Leu

Ser

675

Ala

Glu

Arg

Leu

Lys
755

Gln

Gly

Ala

Thr

660

Tyr

Gln

Ala

Glu

Thr

740

Glu

<213> Basfia succiniciproducens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia nucleotidica del gen wcaJ de la cepa DD1 con insercion de citosina entre los nucleétidos 81 y

82

<400> 16

Ser

Asn

Asn

645

Ser

Thr

Lys

Thr

Met

725

Ile

Gln

ES 2702930 T3

Ile

Thr

630

Pro

Val

Phe

Arg

Vval

710

Leu

Gln

Leu
615

Pro

Ala

Ser

Asn

695

Glu

Leu

Val

Gln

600

Thr

Asp

His

Lys

Ile

680

Leu

Gly

Asp

Ser

Asp
760

63

Ile

Gly

Gly

Leu

665

Val

Ala

Gly

Ala

Gly

745

val

Thr

Arg

Arg

650

Pro

Pro

Gly

Gln

Met

730

Tyr

Ile

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo modificado de la familia Pasteurellaceae en el cual el gen wcaJ se ha delecionado o en el cual
se ha introducido al menos una mutacion en el gen wcalJ que conduce a la expresion de una enzima truncada
codificada por el gen wcad en la cual al menos 100 aminoacidos de la enzima de tipo silvestre codificada por el gen
wcaJ se delecionan del extremo C terminal, en el que el gen wcaJ comprende un acido nucleico seleccionado del
grupo que consiste en:

a) acidos nucleicos que tienen la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 3;

b) acidos nucleicos que codifican la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4;

¢) acidos nucleicos que son al menos 70 % idénticos al acido nucleico de a) o b), siendo la identidad la identidad
en la longitud total de los acidos nucleicos de a) o b);

d) acidos nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos que es al menos 70 % idéntica a la secuencia
de aminoécidos codificada por el &cido nucleico de a) o b), siendo la identidad la identidad en la longitud total de
la secuencia de aminoéacidos codificada por los acidos nucleicos de a) o b),

e) acidos nucleicos capaces de hibridar en condiciones rigurosas con una secuencia complementaria de
cualquiera de los acidos nucleicos de acuerdo con a) o b); y

f) acidos nucleicos que codifican la misma proteina que cualquiera de los acidos nucleicos de a) o b), pero que
difieren de los acidos nucleicos de a) o b) anteriores debido a la degeneracion del cédigo genético.

2. Microorganismo modificado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el tipo silvestre del que se deriva el
microorganismo modificado tiene un ADNr 16S de SEQ ID NO: 1 o una secuencia, que muestra una homologia de
secuencia de al menos 96 con la SEQ ID NO: 1.

3. Microorganismo modificado de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el tipo silvestre del que se deriva el
microorganismo modificado pertenece al género Basfia.

4. Microorganismo modificado de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el tipo silvestre del que se deriva el
microorganismo modificado pertenece a la especie Basfia succiniciproducens.

5. Microorganismo modificado de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el tipo silvestre del que se deriva el
microorganismo modificado es la cepa DD1 de Basfia succiniciproducens depositada como DSM 18541 en la DSMZ,
Alemania.

6. Microorganismo modificado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el
microorganismo tiene ademas, en comparacion con su tipo silvestre,

i) una actividad piruvato formiato liasa reducida,
i) una actividad lactato deshidrogenasa reducida, o
ii) una actividad piruvato formiato liasa reducida y una actividad lactato deshidrogenasa reducida.

7. Microorganismo modificado de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el microorganismo comprende:

A) una delecién del gen IdhA o al menos una parte del mismo, una delecion de un elemento regulador del gen
IdhA o al menos una parte del mismo o una introduccion de al menos una mutacion en el gen IdhA;

B) una delecion del gen pflD o al menos una parte del mismo, una deleciéon de un elemento regulador del gen
pflD o al menos una parte del mismo o una introduccién de al menos una mutacién en el gen pfiD;

C) una delecion del gen pflA o al menos una parte del mismo, una delecién de un elemento regulador del gen
pflA o al menos una parte del mismo o una introduccion de al menos una mutacion en el gen pflA;

D) una delecién del gen IdhA o al menos una parte del mismo, una delecion de un elemento regulador del gen
IdhA o al menos una parte del mismo o una introduccion de al menos una mutacién en el gen IdhA

y

una delecion del gen pflD o al menos una parte del mismo, una delecién de un elemento regulador del gen pflD o
al menos una parte del mismo o una introduccién de al menos una mutacion en el gen pfiD;

0

E) una delecion del gen IdhA o al menos una parte del mismo, una delecién de un elemento regulador del gen
IdhA o al menos una parte del mismo o una introduccion de al menos una mutacién en el gen IdhA

y
una delecion del gen pflA o al menos una parte del mismo, una delecién de un elemento regulador del gen pflA o
al menos una parte del mismo o una introduccion de al menos una mutacion en el gen pflA.

8. Un procedimiento para producir un compuesto organico o un producto organico secundario que sea diferente del
compuesto organico que comprende:

1) cultivar el microorganismo modificado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en un medio
de cultivo que comprende al menos una fuente de carbono asimilable para permitir que el microorganismo
modificado produzca el compuesto organico, obteniendo asi un caldo de fermentacion que comprende el
compuesto organico;
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I1) recuperar el compuesto organico del caldo de fermentacion obtenido en la etapa 1) del procedimiento; y
opcionalmente

Ill) convertir el compuesto organico contenido en el caldo de fermentacion obtenido en la etapa 1) del
procedimiento o convertir el compuesto organico recuperado obtenido en la etapa Il) del procedimiento en un
producto organico secundario que es diferente del compuesto organico en al menos una reaccion quimica

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que el compuesto organico es acido succinico.

10. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 8 0 9, en el que la fuente de carbono asimilable se selecciona
del grupo que consiste en sacarosa, maltosa, D-glucosa, glicerol, mezclas de glicerol y D-glucosa, mezclas de
glicerol y sacarosa, mezclas de glicerol y D-xilosa, mezclas de glicerol y mezclas de maltosa y D-glucosa y fructosa.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en el que el compuesto organico es acido succinico y en
el que el producto organico secundario se selecciona del grupo que consiste en ésteres del acido succinico o
polimeros del mismo, tetrahidrofurano (THF), 1,4-butanodiol (BDO), gamma-butirolactona (GBL) y pirrolidonas.

12. Uso de un microorganismo modificado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la
produccién fermentativa de un compuesto organico.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el compuesto organico es acido succinico.

66



ES 2702930 T3

promotor sacB

resistencia a cloranfenicol

pSacB

4285 pb
sacB (Bacillus subtilis)

ori EC (pMB)

Fig. 1
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promotor sacB

region flanqueante en 3'de IdhA

sacB (Bacillus subtilis

pSacB_delta_IdhA

7074 pb

region flanqueante en 5'de IdhA

ori EC

resistencia a cloranfenicol

Fig. 2
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promotor sacB

region flanqueante en 3'de pflA

sacB (Bacillus subtilis

pSacB_delta_pflA

7153 pb

ori EC (pMB) region flanqueante en 5'de pflA

resistencia a cloranfenicol

Fig. 3
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promotor sacB /Xhol (1)

region flanqueante en 3'de wcaJ

sacB (Bacillus subtilis)

pSacB_delta_wcal

7300 pb

region flanqueante en 5'de wcaJ

T Xbal (3124)

resistencia a cloranfenicol

Fig. 4
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promotor sacB

region flanqueante en 3'de pfiD

sacB (Bacillus subtilis)

pSacB delta pflD

7161 pb

region flanqueante en 5'de pflD

resistencia a cloranfenicol

Fig. 5
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Fig. 6
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