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DESCRIPCION
Microorganismos mutantes para sintetizar acido colanico, oligosacaridos manosilados y/o fucosilados
Campo de la invencion

La presente memoria descriptiva se refiere a microorganismos mutados y/o transformados para la sintesis de diversos
compuestos. Mas especificamente, en la presente memoria se describen microorganismos mutados en los genes
codificantes de los reguladores ArcA e IcIR. Estas mutaciones dan como resultado una regulacion significativa al alza
de los genes que forman parte del operdn del acido colanico. Por tanto, dichos microorganismos son utiles para la
sintesis de cualquier compuesto que forme parte de la ruta del acido colanico tal como GDP-fucosa, GDP-manosa y
acido colanico, y/o se pueden usar ademas —partiendo de GDP-fucosa como precursor— para sintetizar oligosacaridos
fucosilados o —partiendo de GDP-manosa como precursor— para sintetizar oligosacaridos manosilados. Ademas, las
mutaciones en los genes que codifican los reguladores transcripcionales ArcA e IclR conducen a un fenotipo de
resistencia a acidos en la fase de crecimiento exponencial que permite la sintesis de moléculas sensibles al pH y
acidos organicos.

Antecedentes de la invencion

Los genes arcA, que codifica la proteina de control de la respiracion aerdbica, e icIR, que codifica el regulador de la
isocitrato liasa, se sabe que regulan el metabolismo central del carbono. ArcA es un regulador transcripcional global
que regula una amplia gama de genes, mientras que IcIR es un regulador transcripcional local que regula la ruta del
glioxilato. ArcA se sabe que regula el metabolismo central del carbono en respuesta a la privacion de oxigeno y no
tiene mas conexion con IcIR que la de que también regula la ruta del glioxilato (24, 28, 29, 37, 38). En un estudio
anterior, se ha observado el efecto combinado de cepas mutantes Aic/lRAarcA sobre el metabolismo central del
carbono. Se presentaron flujos aumentados en el ciclo del acido tricarboxilico (ATC) y la ruta del glioxilato y apareci6
un interesante y sorprendente fenotipo cuando ambos genes se desactivaron, a saber, la cepa doble mutante formo
biomasa con un rendimiento que se acerco al rendimiento tedrico maximo (4, 39).

Algunos compuestos, tales como GDP-fucosa, son muy demandados. Este compuesto es, de hecho, un precursor de
oligosacaridos fucosilados tales como fucosillactosa, fucosillactoNbiosa y oligosacaridos Lewis X, o de proteinas
fucosiladas. Estos azucares son componentes de la leche materna humana, en la que tienen efectos antiinflamatorios
y prebidticos y/o tienen aplicaciones en usos terapéuticos como agente nutracéutico y antiinflamatorio o prebiético,
ademas, las proteinas fucosiladas encuentran aplicaciones en los productos farmacéuticos (5, 8, 27). Sin embargo,
todavia es necesario un método eficaz para producir estos compuestos de alto valor.

Ademas, la GDP-manosa también es un producto intermedio de la ruta hacia GDP-fucosa. Interrumpir la ruta
prematuramente conduce a la acumulacién de este compuesto, que es un precursor de los oligosacaridos
manosilados. Estos oligosacaridos encuentran aplicaciones, por ejemplo, en el tratamiento de infecciones por
bacterias gram-negativas, ademas, la GDP-manosa es importante para la humanizacion de glicosilaciones de proteina,
que es esencial para la produccion de ciertas proteinas terapéuticas (18, 30). Los oligosacaridos manosilados y los
glicoconjugados manosilados también se usan para el guiado de farmacos, por ejemplo, los antivirales manosilados
se pueden guiar especificamente al higado y los rifiones (7).

La presente memoria descriptiva proporciona microorganismos que estan cambiados genéticamente de tal manera
que pueden producir eficazmente estos compuestos.

Asimismo, las sintesis de moléculas sensibles al pH, tales como —pero que no se limitan a— glucosamina, y acidos
organicos, tales como —pero no que no se limitan a— acido pirdvico, acido succinico, acido sialico, oligosacaridos
sialilados..., se producen preferiblemente a pH bajo para indistintamente estabilizar el producto o por motivos de
tratamiento aguas abajo (4, 12, 40). Por lo tanto, las cepas que pueden crecer a pH bajo son beneficiosas para estos
procedimientos de produccion. E. coli es un organismo que se puede adaptar faciimente a diversas condiciones, por
ejemplo, se puede adaptar faciimente a las duras condiciones de pH del estdmago, que es aproximadamente pH 2
(14). Sin embargo, E. coli no parece crecer en estas condiciones, pero induce su mecanismo de resistencia a acidos
en la fase estacionaria (40). Durante esta fase, la célula ya no se multiplica y, por lo tanto, dificulta la productividad.
Hasta ahora, no se ha encontrado solucién a este problema. Sin embargo, en la presente memoria se proporciona un
microorganismo modificado genéticamente que puede inducir mecanismos de resistencia a acidos en la fase de
crecimiento exponencial, que es la fase que se usa principalmente para la produccion de acidos organicos y productos
inestables al pH.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Patron de expresion genética del tipo silvestre, la cepa mutante AiclR y AarcA en comparacion con la cepa
mutante AarcAAiclR de genes implicados en la biosintesis de acido colanico en condiciones de fermentacion por lotes.
Los genes implicados en la biosintesis de acido colanico se presentan en las Figuras 3 y 4.

Figura 2: Patron de expresion genética del operdn del acido colanico del tipo silvestre, la cepa mutante Aic/lR 'y AarcA
en condiciones de fermentacion quimiostatica en comparacion con la cepa mutante AarcAAiciR.
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Figura 3: La organizacion de genes del operon del acido colanico y un resumen de la funcién de estos genes:

Gen: Funcién:

wza Componente del aparato de exportaciéon de polisacaridos
capsulares

wzb Tirosina fosfatasa

wzc Tirosina quinasa

wcaA Glicosiltransferasa

wcaB Aciltransferasa

wcaC Glicosiltransferasa

wcaD Acido colanico polimerasa

wcaE Glicosiltransferasa

wcaF Aciltransferasa

gmd GDP-manosa-4,6-deshidratasa

fcl GDP-fucosa sintasa

gmm GDP-manosa hidrolasa

weal Glicosiltransferasa

cpsB Manosa-1-fosfato guanililiransferasa

cpsG Fosfomanomutasa

wcad UDP-glucosa transferasa al vehiculo lipidico
wzxC Transportador putativo

wecaK Piruviltransferasa

Figura 4: La ruta de biosintesis de acido colanico.
Figura 5: Red reguladora del operén del acido colanico. Esta red se construyé con Pathway tools v 13.0.
Figura 6: Efecto de las mutaciones AarcAAicIR sobre la ruta de biosintesis de GDP-fucosa.

Figura 7: Resumen de las modificaciones genéticas necesarias para mejorar la produccién de fucosillactosa y
oligosacaridos fucosilados partiendo de glucosa como sustrato.

Figura 8: Partiendo de sucrosa, se producen derivados de azucar fucosilados tales como fucosillactosa y, mas
especificamente, 1,2-fucosillactosa. La cepa se modifica para forzar a la célula a producir fructosa-6-fosfato, que es
un producto intermedio en la sintesis de GDP-fucosa. A continuacioén, se alimenta glucosa o glucosa-1-fosfato (si la
enzima de partida es indistintamente una sucrasa o una sucrosa fosforilasa) al metabolismo central del carbono a
través de la ruta de la pentosa fosfato.

Figura 9: Resumen de las modificaciones genéticas necesarias para mejorar la produccion de fucosillactosa y
oligosacaridos fucosilados partiendo de glucosa como sustrato en un metabolismo dividido.

Figura 10: Detalle del flujo de la ruta de la pentosa fosfato en una cepa en la que los genes que codifican fosfoglucosa
isomerasa y fosfofructoquinasa estan desactivados.

Figura 11: Partiendo de sucrosa, se producen derivados de azdcar manosilados. La cepa se modifica para forzar a la
célula a producir fructosa-6-fosfato, que es un producto intermedio en la sintesis de GDP-fucosa. A continuacioén, se
alimenta glucosa o glucosa-1-fosfato (si la enzima de partida es indistintamente una sucrasa o una sucrosa fosforilasa)
al metabolismo central del carbono a través de la ruta de la pentosa fosfato.

Figura 12: Patron de expresion genética de genes relacionados con resistencia a acidos del tipo silvestre, la cepa
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mutante AiclR y AarcA en condiciones de cultivo por lotes en comparacion con la cepa mutante AarcAAiciR.

Figura 13: Cromatogramas de analisis por CL EMEM de caldo de cultivo y un patron de 2-fucosillactosa. A. Analisis
por CL EMEM del patrén, B. analisis por CL EMEM de una muestra del caldo de cultivo de una cepa mutante que
expresa una fucosiltransferasa de H. pylori, C. analisis por CL EMEM de una muestra del caldo de cultivo de una cepa
mutante que expresa una fucosiltransferasa de H. pylori.

Figura 14: Espectro de masas del analisis por CL EMEM de los cromatogramas presentados en la Figura 13 de caldo
de cultivo y un patrén de 2-fucosillactosa. A. Masa (m/z) del patrén, B. masa (m/z) de la muestra del caldo de cultivo
de una cepa mutante que expresa una fucosiltransferasa de H. pylori, C. masa (m/z) de la muestra del caldo de cultivo
de una cepa mutante que expresa una fucosiltransferasa de H. pylori.

Figura 15: La secuencia del promotor hibrido artificial como se proporciona en SEQ ID N° 6 (la combinacion del
promotor natural y uno artificial) que se clono frente al operdn del acido colanico.

Descripcion de la invencion

La presente memoria descriptiva se refiere a microorganismos tales como enterobacterias que estan cambiados
genéticamente de tal manera que pueden producir eficazmente compuestos que forman parte de la ruta del acido
colanico. Un compuesto de interés particular es la GDP-fucosa, que se usa como precursor para sintetizar
oligosacaridos fucosilados. Esta tiene efectos favorables para la salud, como se indicé anteriormente, pero no se
dispone de un método de produccion eficaz para producir dichos compuestos.

La presente invencién proporciona un método para regular al alza al menos uno de los genes del operdn del acido
colanico en una bacteria en comparacion con la expresion de dichos genes en una bacteria de tipo silvestre
correspondiente, que comprende generar la disrupcion de los genes codificantes de los reguladores transcripcionales,
la proteina de control de la respiracion aerdbica ArcA y el regulador de la isocitrato liasa IcIR, en donde dicho operdn
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. Este operéon también
puede comprender los genes cpsG, cpsB, gmd, fcl y wza. Ademas, se aumenta la expresion del gen rcsA. Este gen
es un regulador transcripcional del operdn del acido colanico. La expresion mejorada de este gen aumenta la
transcripcion del operdn del acido colanico (13, 36).

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método para regular al alza el regulador transcripcional del operén del
acido colanico, rcsA, el cual, a su vez, regula al alza al menos uno de los genes del operdn del acido colanico, en una
bacteria que comprende generar la disrupcién de los genes codificantes del regulador transcripcional, la proteina de
control de la respiracion aerdbica, ArcA y el regulador de la isocitrato liasa IcIR.

La presente memoria descriptiva se refiere a un microorganismo mutado y/o transformado tal como —pero no limitado
a— enterobacterias tales como una cepa de Escherichia coli (E. Coli) que comprende un cambio genético que conduce
a una expresion modificada de los reguladores transcripcionales: la proteina de control de la respiracion aerébica ArcA
y el regulador de la isocitrato liasa IcIR.

Un microorganismo mutado y/o transformado tal como E. coli como se emplea en esta memoria se puede obtener
mediante cualquier método conocido por el experto en la técnica, que incluye, pero no se limita a, mutagénesis UV y
mutagénesis quimica. Una manera preferida de obtener este microorganismo es generando la disrupcion
(desactivando) los genes (arcA y iclR) que codifican las proteinas ArcA e IcIR, o sustituyendo los promotores
enddgenos de dichos genes por promotores artificiales o sustituyendo el sitio de union del ribosoma endégeno por un
sitio de union del ribosoma artificial. ElI término “promotores artificiales” se refiere a promotores heterélogos o no
naturales o disefiados por ordenador con fuerza de expresion conocida, estos promotores se pueden obtener de
bibliotecas como describen Alper et al. (2005), Hammer et al. (2006), o De Mey et al. (2007) (3, 11, 15). El término
promotor heterologo se refiere a cualquier promotor que no esta presente en la naturaleza en frente del gen. El término
“promotor artificial” también se puede a referir a promotores con secuencias de ADN que son combinaciones de la
secuencia de promotor natural (autélogo) con partes de secuencias de promotores diferentes (autélogos o heterélogos)
como se muestra, por ejemplo, ademas en los ejemplos. Las secuencias de tales “promotores artificiales” se pueden
encontrar en bases de datos tales como, por ejemplo, partsregistry.org (6). El término “sitio de unién del ribosoma
artificial” se refiere a sitios de union del ribosoma heterélogos o no naturales o disefiados por ordenador con tasas de
traduccion conocidas o medibles, estas bibliotecas se pueden obtener a partir de bibliotecas o disefiar por medio de
algoritmos como describen Salis et al (2009) (26). Por tanto, la presente memoria descriptiva se refiere
especificamente a un microorganismo mutado y/o transformado como se indic6 anteriormente en donde dicho cambio
genético es generar la disrupcion de los genes codificantes de ArcA e IcIR, o reducir o eliminar la funcion de ArcA e
IcIR por medio de mutaciones en la secuencia codificadora de los genes que codifican ArcA e IcIR, o es sustituir los
promotores enddégenos de los genes codificantes de ArcA e IcIR por promotores artificiales; o es sustituir el sitio de
union del ribosoma enddgeno por un sitio de unién del ribosoma artificial. Ademas, esta claro que el mutante y/o
transformante descrito en la presente memoria puede comprender ademas cambios genéticos adicionales en uno o
mas genes distintos dentro de su genoma como se describe ademas mas adelante. El término microorganismo se
refiere especificamente a una bacteria, mas especificamente a una bacteria que pertenece a la familia de las
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endobacterias. Esta bacteria se refiere preferiblemente a cualquier cepa que pertenece a la especie Escherichia coli
tal como, pero no limitada a, Escherichia coli B, Escherichia coli C, Escherichia coli W, Escherichia coli K12,
Escherichia coli Nissle. Mas especificamente, este término se refiere a cepas de Escherichia coli cultivadas —
denominadas cepas E. coli K12— que estan bien adaptadas al ambiente de laboratorio y, a diferencia de las cepas de
tipo silvestre, han perdido su capacidad para prosperar en el intestino. Ejemplos bien conocidos de las cepas E. coli
K12 son K12 de tipo silvestre, W3110, MG1655, M182, MC1000, MC1060, MC1061, MC4100, JM101, NZN111 y
AA200. La presente memoria descriptiva se refiere especificamente a una cepa de Escherichia coli mutada y/o
transformada como se indicé anteriormente en donde dicha cepa de E. coli es una cepa K12. Mas especificamente,
la presente memoria descriptiva se refiere a una cepa de Escherichia coli mutada y/o transformada como se indico
anteriormente en donde dicha cepa K12 es E. coli MG1655.

La expresion “que conduce a una expresion o actividad modificada” indica que las mutaciones/transformaciones
descritas anteriormente afectan a la transcripcion y/o traduccion y/o modificacion postraduccional de dichos genes
(arcA e IcIR) en las proteinas de regulador transcripcional de la presente invencion (ArcA e IcIR) de tal manera que
esta transcripcion se ha reducido significativamente o incluso se ha abolido completamente en comparacién con una
cepa de tipo silvestre, que no se ha mutado o transformado en lo que respecta a ambos genes particulares descritos
en la presente memoria. Por tanto, la presente memoria descriptiva se refiere a un microorganismo mutado y/o
transformado tal como una cepa de Escherichia coli como se indicé anteriormente en donde dicha expresion
modificada es una expresion reducida, y a un microorganismo mutado y/o transformado tal como una cepa de
Escherichia coli como se indico anteriormente en donde dicha expresion reducida es una expresion abolida.

La expresion “que regula al alza al menos uno de los genes del operdn del acido colanico” indica que la expresion de
almenos 1, 2, 3, 4... o todos los genes que pertenecen al operdn del acido colanico se regula al alza significativamente
(= P >0,05) en comparacion con la expresion de dichos genes en un microorganismo de tipo silvestre correspondiente
que se cultiva en las mismas condiciones que el microorganismo mutado y/o transformado. Los genes que pertenecen
al operon del acido colanico son wza, wzb, wzc, wcaA, wcaB, wcaC, wecaD, wcaE, wcaF, gmd, fcl, gmm, weal, cpsB,
cpsG, wead, wzxC, wcaK, weal y wecaM como se indica en la Fig. 3 y/o como se describe en (35). Asimismo, se regula
al alza el gen rcsA, que codifica el regulador transcripcional del operon del acido colanico (13, 36). Mas
especificamente, la expresion “que regula al alza al menos uno de los genes del operdn del acido colanico” o el
regulador transcripcional del operén del acido colanico indica que la regulacion de al menos uno de los genes del
operon del acido colanico se regula al alza 6 a 8 veces en comparacion con la expresion de los genes del operon del
acido colanico en el microorganismo de tipo silvestre correspondiente. Ademas, regular al alza genes del operon del
acido colanico como se describié anteriormente puede comprender sustituir el promotor natural por un “promotor
artificial’, mas especificamente, una combinaciéon de la secuencia del promotor natural con secuencias de otras
secuencias de promotor artificial. La combinacién de la secuencia del promotor natural con la secuencia de otras
secuencias de promotor artificial es mas especificamente la sustitucion del sitio de unién de factor sigma del promotor
natural con un sitio de unién de factor sigma mas fuerte. Se describen factores sigma tales como, pero que no se
limitan a, sigma70, sigmaS, sigma24... (41), subunidades de ARN polimerasa que determinan la afinidad por
secuencias de promotor y la tasa de transcripcion de genes. La presente memoria descriptiva proporciona
microorganismos que estan cambiados genéticamente de tal manera que pueden producir eficazmente compuestos
que forman parte de la ruta del acido colanico. La expresion “compuestos que forman parte de la ruta del acido
colanico” se refiere a todos los compuestos, como se indica en la Figura 4, que parten de fructosa-6-P y dan como
resultado acido colanico extracelular. Mas especificamente, esta expresion se refiere a los compuestos manosa-6-P,
manosa-1-P, GDP-manosa, GDP-4-deshidro-6-desoximanosa, GDP-fucosa y acido colanico. Por tanto, la presente
memoria descriptiva se refiere especificamente al uso de los microorganismos mutados y/o transformados descritos
en la presente memoria para la sintesis de acido colanico y/o para la sintesis de GDP-fucosa. Como la GDP-fucosa
es un precursor de oligosacaridos fucosilados tales como fucosillactosa, fucosillactoNbiosa y oligosacarido Lewis X o
proteinas fucosiladas, y como estos azlcares tienen efectos terapéuticos, nutracéuticos, antiinflamatorios y
prebidticos, la presente memoria descriptiva se refiere especificamente al uso de los microorganismos mutados y/o
transformados descritos en la presente memoria para la sintesis de oligosacaridos fucosilados. En otras palabras, la
presente invencion se refiere a un procedimiento para la sintesis de acido colanico y/o GDP-fucosa y/u oligosacaridos
fucosilados en una bacteria que comprende generar la disrupcion de los genes codificantes de los reguladores
transcripcionales, la proteina de control de la respiracion aerébica ArcA y el regulador de la isocitrato liasa IcIR, para
regular al alza al menos uno de los genes del operdn del acido colanico, en donde dicho operéon comprende los genes
cpsG, cpsB, gmd y fcl o los genes cpsG, cpsB, gmd, fcly wza. Mas especificamente, la presente invencion se refiere
a un procedimiento como se describe en donde las mutaciones para ArcA e IcIR se aplican en combinacién con al
menos una mutacion que mejora la produccion de compuestos fucosilados. Con el fin de producir eficazmente
oligosacaridos fucosilados (véanse las Figuras 1, 2 y 5-10), las mutaciones descritas anteriormente en arcA e icIR se
pueden aplicar en combinacion con otras mutaciones que mejoran adicionalmente la produccién de compuestos
fucosilados. Algunas de estas otras mutaciones —no limitantes— son: a) la supresién de wcadJ del operon del acido
colanico, que detiene el inicio de la biosintesis del acido colanico y, por tanto, permite la acumulacion de GDP-fucosa;
b) la introduccion de una fucosiltransferasa para enlazar la fucosa con diferentes moléculas aceptoras tales como
lactosa; c) para la acumulacion del precursor de la ruta biosintética de GDP-fucosa y ademas de la supresion de wcad,
se desactiva al menos uno de los siguientes genes del operdn del acido colanico que no codifican la biosintesis de
GDP-fucosa: gmm, wcaA, wcaB, wcaC, wcaD, wcaE, wcaF, weal, wead, weaK, wcal, wzx, wza, wzb, wzc y/o wcaM;
d) para la produccion de fucosillactosa, se desactiva lacZ, que codifica $-galactosidasa, para evitar la degradacién de
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lactosa; e) para acumular el precursor fructosa y fructosa-6-fosfato, se introduce una sucrosa fosforilasa o invertasa;
f) puesto que la fructosa-6-fosfato se degrada facilmente en la glicdlisis, la glicdlisis se debe interrumpir con el fin de
dirigir toda la fructosa-6-fosfato en la direccion de GDP-fucosa y, por tanto, se desactivan los genes pgi, pfkA y pfkB
(que codifican glucosa-6-fosfato isomerasa y fosfofructoquinasa A y B); g) reducir la degradacion de proteina
desactivando una proteasa codificada por un gen tal como /lon; h) expresando constitutivamente una lactosa permeasa,
se evitan subpoblaciones en el procedimiento de produccidon que son comunes para los sistemas de expresion de
genes inducida por lactosa (19). En otras palabras, la presente invencion se refiere a un procedimiento como se
describié anteriormente para la sintesis de oligosacaridos fucosilados en donde una mutacion que mejora la
produccion de compuestos fucosilados se selecciona del grupo que consiste en: la supresion del gen wcad, y/o
desactivar los genes del operon del acido colanico gmm, wcaA, weaB, wecaC, wecaD, wecaE, wcaF, weal, wecad, wcaK,
wcal, wzx, wza, wzb, wzc ylo wcaM, ylo desactivar lacZ, y/o introducir una sucrosa fosforilasa o invertasa, y/o
desactivar los genes pgi, pfkA y pfkB, y/o desactivar el gen lon, y/o introducir una fucosiltransferasa, y/o una lactosa
permeasa. El término “introducir una fucosiltransferasa” se refiere a regular al alza o mejorar la expresion heteréloga
de fucosiltransferasas que estan comprendidas en, pero no se limitan a, las enzimas de las clases de enzimas
EC2.4.1.65, 2.4.1.68, 2.4.1.69, 2.4.1.152, 2.4.1.214 y/o 2.4.1.221, y/o las familias de glicosiltransferasas GT1, GT2,
GT10 GT11, GT23, GT37, GT65, GT68 y/o GT74, y/o que proceden de, pero no se limitan a, Helicobacter pylori,
Campylobacter jejuni, Dictyostellium discoideum, Mus musculus, Homo sapiens, ... y estas fucosiltransferasas catalizan
la formacion de enlaces a(1,2), a(1,3), a(1,4) o (1,6) sobre otros azucares tales como, pero que no se limitan a,
galactosa, lactosa, lactoNbiosa, lactoNtetraosa, lactosamina, lactoNtetraosa, sialillactosas, disialillactosas, o proteinas
fucosiladas, o acidos grasos fucosilados, o aglicones fucosilados tales como, pero que no se limitan a, antivirales,
antibiodticos...

La presente memoria descriptiva proporciona el uso de un microorganismo mutado y/o transformado descrito en la
presente memoria que comprende un cambio genético que conduce a una expresion y/o actividad modificada de los
reguladores transcripcionales, la proteina de control de la respiracion aerdbica ArcA y el regulador de la isocitrato liasa
IcIR, para regular al alza al menos uno de los genes del operdn del acido colanico, en donde dicho operén comprende
los genes cspG y cspB, que codifican fosfomanomutasa y manosa-1-fosfato guanililiransferasa, que son necesarios
para la biosintesis de GDP-manosa. Como la GDP-manosa es un precursor de oligosacaridos manosilados y
glicoconjugados manosilados. Estos oligosacaridos y glicoconjugados encuentran aplicaciones, por ejemplo, en el
tratamiento de infecciones por bacterias gram-negativas, ademas, la GDP-manosa es importante para la humanizacion
de glicosilaciones de proteina, que es esencial para la produccion de ciertas proteinas terapéuticas (18, 30). Los
oligosacaridos manosilados y los glicoconjugados manosilados también se usan para el guiado de farmacos, por
ejemplo, los antivirales manosilados se pueden guiar especificamente al higado y los rifiones (7). Con el fin de producir
eficazmente oligosacaridos manosilados (véanse las Figuras 1, 2, 5, 6 y 11), las mutaciones en arcA e icIR descritas
anteriormente se pueden aplicar en combinacién con otras mutaciones que mejoran adicionalmente la produccion de
compuestos manosilados. Algunas de estas otras mutaciones —no limitantes— son: a) se suprime el gen gmd del operdn
del acido colanico, y/o b) en donde se suprime el gen gmm que codifica GDP-manosa hidrolasa, y/o ¢) en donde se
suprimen los genes del operdn del acido colanico que no codifican reacciones de biosintesis de GDP-manosa, los
genes gmm, wcaA, wcaB, wcaC, wcaD, wcaE, wcaF, weal, wcad, wcaK, wceal, fcl, gmd, wzx, wza, wzb y/o wcaM, y/o
d) en donde se introduce un gen que codifica una sucrosa fosforilasa o una invertasa, y/o €) en donde se suprimen los
genes pgi, pfkA y pfkB, que codifican fosfoglucosa isomerasa, fosfofructoquinasa A y fosfofructoquinasa B,
respectivamente, y/o f) desactivar el gen lon que codifica una proteasa, y/o f) en donde se introduce un gen que
codifica una manosiltransferasa. En otras palabras, la presente invencion se refiere a un procedimiento como se
describié anteriormente para la sintesis de acido colanico y/o GDP-fucosa y/u oligosacaridos fucosilados para la
sintesis de GDP-manosa y/o para la sintesis de oligosacaridos manosilados. La presente invencion se refiere ademas
a dicho procedimiento en donde se regulan al alza los genes cpsG y cpsB del operon del acido colanico y en donde:
a) se suprime el gen gmd del operdn del acido colanico, y/o b) en donde se suprime el gen gmm, y/o en donde se
desactivan los genes del operdn del acido colanico fcl, gmd, gmm, wcaA, weaB, wecaC, wcaD, wcaE, wcaF, weal, wcaJ,
wcakK, wcal, wzx, wza, wzb, wzc ylo wcaM, y/o d) en donde se introduce un gen que codifica una sucrosa fosforilasa
0 una invertasa, y/o e) en donde se suprimen los genes pgi, pfkA y pfkB, ylo f) desactivar el gen lon, y/o g) en donde
se introduce un gen que codifica una manosiltransferasa. El término “introducir una manosiltransferasa” se refiere a
regular al alza o mejorar la expresion heteréloga de manosiltransferasas que estan comprendidas en, pero no se
limitan a, las enzimas de las clases de enzimas EC 2.4.1.32, 2.4.1.B27, 2.4.1.B44, 2.4.1.48, 2.4.1.54, 2.4.1.57,
2.4.1.83, 2.4.1.109, 2.4.1.110, 2.4.1.119, 2.4.1.130, 2.4.1.131, 2.4.1.132, 2.41.142, 2.41.199, 2.4.1.217, 2.4.1.232,
2.4.1.246,2.4.1.251,2.4.1.252,2.4.1.257, 2.4.1.258, 2.4.1.259, 2.4.1.260, 2.4.1.265 y/o 2.4.1.270, y/o las familias de
glicosiltransferasas GT1, GT2, GT4, GT15, GT22, GT32, GT33, GT39, GT50 y/o GT58, y/o que proceden de, pero no
se limitan a, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Dictyostellium discoideum, Mus musculus, Homo sapiens,... y
estas manosiltransferasas catalizan la formacion de enlaces a(1,2), a(1,3), a(1,4) o (1,6) sobre otros azucares tales
como, pero que no se limitan a, galactosa, N-acetilglucosamina, ramnosa, lactosa, lactoNbiosa, lactoMetraosa,
lactosamina, lactoMetraosa, sialillactosas, disialillactosas, o proteinas manosiladas, o acidos grasos manosilados, o
aglicones manosilados tales como, pero que no se limitan a, antivirales, antibioticos...

El término “expresion heterdloga” se refiere a la expresion de genes que no estan presentes en la naturaleza en el
huésped de produccion, genes que se pueden sintetizar quimicamente o recuperar de su huésped natural por medio
de PCR, genes cuyos codones pueden estar optimizados para el huésped de produccion o en los que se puede afiadir
una mutacion puntual para mejorar la actividad o expresion enzimatica. La expresion de genes heterélogos y/o
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naturales se puede realizar indistintamente sobre el cromosoma, cromosomas artificiales o plasmidos y la transcripcion
se puede controlar por medio de promotores inducibles, constitutivos, naturales o artificiales y la traduccion se puede
controlar por medio de sitios de unién del ribosoma natural o artificial.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere ademas a bacteria mutada y/o transformada en la que los
reguladores ArcA e IcIR como se describié anteriormente, en combinacion con los genes codificantes de las enzimas
fosfoglucosa isomerasa y fosfofructoquinasa, estan desactivados. Mas especificamente, la presente invencion se
refiere a estos organismos en donde la enzima fosfoglucosa isomerasa esta codificada por el gen pgi y en donde la
enzima fosfofructoquinasa esta codificada por el(los) gen(es) pfkA y/o pfkB.

La expresion “genes que se restituyen menos funcionales o no funcionales” se refiere a las tecnologias bien conocidas
por un experto en la técnica tales como el uso de ARNip, ARNi, miARN, ARNas, mutar genes, desactivar genes,
mutagénesis por transposones, etc., que se usan para cambiar los genes de tal manera que son menos capaces (es
decir, estadisticamente significativamente “menos capaces” en comparacion con un gen de tipo silvestre funcional) o
completamente incapaces (tal como genes desactivados) de producir productos finales funcionales. El término
“desactivacion (de genes)”, por tanto, se refiere a un gen que se restituye no funcional. El término “gen suprimido” o
“supresion de genes”, también se refiere a un gen que se restituye no funcional.

La presente invencion se refiere ademas a una bacteria mutada y/o transformada como se describié en el parrafo
anterior en donde dicho organismo se transforma ademas con un gen que codifica una sucrosa fosforilasa.

La presente invencion también se refiere a una bacteria mutada y/o transformada como se describié anteriormente en
donde, ademas, la actividad del gen que codifica una lactosa permeasa esta aumentada. Dicha actividad se puede
aumentar sobreexpresando dicho gen y/o transformando dichos organismos con un gen que codifica una lactosa
permeasa.

La presente invencion se refiere ademas a cualquier bacteria mutada y/o transformada como se describid
anteriormente en donde al menos uno de los siguientes genes esta desactivado se ha restituido menos funcional:

un gen que codifica una beta-galactosidasa, un gen que codifica una glucosa-1-fosfato adenililtransferasa, un gen que
codifica una glucosa-1-fosfatasa, un gen que codifica fosfogluconato deshidratasa, un gen que codifica 2-ceto-3-
desoxigluconato-6-fosfato aldolasa ,un gen que codifica una glucosa-1-fosfato uridiltransferasa, un gen que codifica
una UDP-glucosa-4-epimerasa, un gen que codifica una UDP-glucosa:galactosa-1-fosfato uridiltransferasa, un gen
que codifica una UDP-galactopiranosa mutasa, un gen que codifica una UDP-galactosa:(glucosil)lipopolisacarido-1,6-
galactosiltransferasa, un gen que codifica una UDP-galactosiliransferasa, un gen que codifica una UDP-
glucosiltransferasa, un gen que codifica una UDP-glucuronato transferasa, un gen que codifica una UDP-glucosa
transferasa al vehiculo lipidico, un gen que codifica una GDP-manosa hidrolasa, un gen que codifica una UDP-azucar
hidrolasa, un gen que codifica una manosa-6-fosfato isomerasa, un gen que codifica una UDP-N-acetilglucosamina
enoilpiruvoil transferasa, un gen que codifica una UDP-N-acetilglucosamina acetiltransferasa, un gen que codifica una
UDP-Nacetilglucosamina-2-epimerasa, un gen que codifica una undecaprenil-fosfato alfa-N-acetilglucosaminil
transferasa, un gen que codifica una glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa, y/o un gen que codifica una L-glutamina:D-
fructosa-6-fosfato aminotransferasa, un gen que codifica una manosa-6-fosfato isomerasa, un gen que codifica una
sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa, un gen que codifica una manitol-1-fosfato-5-deshidrogenasa, un gen que codifica
una alulosa-6-fosfato 3-epimerasa, un gen que codifica una invertasa, un gen que codifica una maltasa, un gen que
codifica una trehalasa, un gen que codifica un fosfotransferasa transportadora de azucar, un gen que codifica una
proteasa, o un gen que codifica una hexoquinasa. El término “al menos uno” indica que al menos 1, pero también 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 o los 33 genes
se desactivan o restituyen menos funcionales.

En la presente memoria se describe ademas el uso de un microorganismo mutado y/o transformado tal como una cepa
Escherichia coli que comprende un cambio genético que conduce a una expresion modificada de los reguladores
transcripcionales, la proteina de control de la respiracion aerébica ArcA y regulador de la isocitrato liasa IcIR, para
regular al alza al menos uno de los siguientes genes relacionados con la resistencia a acidos: ydeP, ydeO, hdeA,
hdeD, gadB, gadC, gadE, gadX, gadW y/o sip (17, 22). Estos genes normalmente se expresan en condiciones de fase
estacionaria; sin embargo, el microorganismo mutado y/o transformado es capaz de mejorar la expresion de estos
genes relacionados con la resistencia a acidos en la fase de crecimiento exponencial. Por tanto, la presente invencion
se refiere al uso como se describié anteriormente para la sintesis de acidos o moléculas sensibles al pH tales como,
pero que no se limitan a, glucosamina, que es sensible al pH y se debe producir a pH bajo (12). Los acidos organicos
tales como, pero que no se limitan a, acido pirtvico, acido succinico, adipico, acido sialico, oligosacaridos sialilados
(p- €j., sialillactosa, azucares Lewis X de sialilo...), oligosacaridos acetilados (quitinas, quitosanos...), oligosacaridos
sulfonados (heparanos y heparosanos)... se producen preferiblemente a pH bajo con fines de procesamiento aguas
abajo (4). En otras palabras, en la presente memoria se describe un procedimiento para la sintesis de acidos, acido
sialico, oligosacaridos sialilados o glucosamina que comprende cambiar genéticamente los reguladores
transcripcionales, la proteina de control de la respiracion aerdbica ArcA y el regulador de la isocitrato liasa IcIR, para
regular al alza al menos uno de los siguientes genes relacionados con la resistencia a acidos: ydeP, ydeO, hdeA,
hdeD, gadB, gadC, gadE, gadX, gadW y/o sip.
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La presente invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Un cribado mediante RT-qPCR de alto rendimiento de los microorganismos descritos en la presente memoria se
configurd con la tecnologia OpenArray® de Biotrove. En este experimento, la transcripcion de 1800 genes se midié en
4 cepas (tipo silvestre, AarcA, AiclR, AarcA AiclR) en dos condiciones (quimiostatica y por lotes). Los datos se
procesaron usando una herramienta de ajuste de curvas en R (25, 34) y normalizacién de cuantiles, el error en los
datos se calcul6 usando estadistica bayesiana (20, 21, 31).

Material y métodos
Cepas y plasmidos

La Escherichia coli MG1655 [oo, F-, rph-1] se obtuvo de la Coleccion de Cultivos de Bacterias de los Paises Bajos
(NCCB). La Escherichia coli BL21(DE3) se obtuvo de Novagen. La Escherichia coli MG1655 oackA-pta, opoxB, opppc
ppc-p37 (10), las desactivaciones unicas E. coli MG1655 oarcA and E. coli MG1655 oiclR y la doble desactivacion E.
coli MG1655 oarcA, oiclR se construyeron en el Laboratorio de Genética y Microbiologia (MICR) usando el método de
Datsenko y Wanner (9).

Medios

El medio de caldo Luria (LB) consistié en 1 % de triptona peptona (Difco, Erembodegem, Bélgica), 0,5 % de extracto
de levadura (Difco) y 0,5 % de cloruro sodico (VWR, Leuven, Bélgica). EI medio del matraz de agitacién contenia 2 g/l
de NH4Ci, 5 g/l de (NH4)2S04, 2,993 g/l de KH2PO04, 7,315 g/l de KoHPO4, 8,372 g/l de MOPS, 0,5 g/l de NaCl, 0,5 g/l de
MgS04-7H20, 16,5 g/l de glucosa-H20, 1 ml/l de solucién de vitamina, 100 pl/l de soluciéon de molibdato y 1 ml/I de
solucién de selenio. El medio se ajusté a un pH de 7 con KOH 1 M.

La solucion de vitamina consistié en 3,6 g/l de FeCly>'4H20, 5 g/l de CaClz-2H20, 1,3 g/l de MnCl,-2H,0, 0,38 g/l de
CuCl»-2H20, 0,5 g/l de CoCl»6H20, 0,94 g/l de ZnCl,, 0,0311 g/l de H3B04, 0,4 g/l de Na;EDTA-2H,0 y 1,01 g/l de
tiamina-HCI. La solucion de molibdato contenia 0,967 g/l de NaoMo04:2H,0. La solucion de selenio contenia 42 g/l de
3602.

El medio minimo para fermentaciones contenia 6,75 g/l de NH4Cl, 1,25 g/l de (NH4)2S04, 1,15 g/l de KH2P04, 0,5 g/l de
NaCl, 0,5 g/l de MgS04-7H-0, 16,5 g/l de glucosa-H20, 1 ml/l de solucién de vitamina, 100 pl/l de soluciéon de molibdato
y 1 ml/l de solucién de selenio con la misma composicion como se describio anteriormente.

Condiciones de cultivo

Un precultivo, de una Unica colonia sobre una placa LB, se incubé en 5 ml de medio LB durante 8 horas a 37 °C en un
agitador orbital a 200 rpm. A partir de este cultivo, se transfirieron 2 ml a 100 ml de medio minimo en un matraz de
agitacion de 500 ml y se incubaron durante 16 horas a 37 °C en un matraz orbital a 200 rpm. Se utilizé 4 % de in6culo
en un recipiente de cultivo de 2 | Biostat B Plus con 1,5 | de volumen de trabajo (Sartorius Stedim Biotech, Melsungen,
Alemania). Las condiciones de cultivo fueron: 37 °C, agitacion a 800 rpm y un caudal de gas de 1,5 I/min. Las
condiciones aerdbicas se mantuvieron llenando de aire, las condiciones anaerodbicas se obtuvieron impregnando con
gas el cultivo con una mezcla de 3 % de CO2 y 97 % de N». El pH se mantuvo en 7 con H2S04 0,5 My KOH 4 M. El
gas de escape se enfrio a 4 °C mediante un refrigerante de gas de escape (Frigomix 1000, Sartorius Stedim Biotech,
Melsungen, Alemania). Se afiadié 10 % de solucion de agente antiespumante de silicona (BDH 331512K, VWR Int
Ltd., Poole, Inglaterra) cuando subi6 la formacién de espuma durante la fermentacion (aproximadamente 10 pl). El gas
emitido se midié con un analizador de gas emitido EL3020 (ABB Automation GmbH, 60488 Frankfurt am Main,
Alemania).

Todos los datos se registraron con el sistema MFCS/win v3.0 de Sartorius (Sartorius Stedim Biotech, Melsungen,
Alemania).

Todas las cepas se cultivaron al menos dos veces y las desviaciones estandar proporcionadas de los rendimientos y
las tasas se basaron en al menos 10 puntos de datos tomados durante los experimentos repetidos.

Metodologia de toma de muestras

El biorreactor contiene en su interior una tuberia de cosecha (aguja espinal BD, 1,2 x 152 mm (BDMedical Systems,
Franklin Lakes, NJ - EE. UU.) conectada a un puerto del reactor, enlazada en el exterior a un tubo Masterflex-14 (Cole-
Parmer, Antwerpen, Bélgica) seguido de un puerto de cosecha con un septo para toma de muestras. El otro lado de
este puerto de cosecha esta conectado de vuelta al recipiente del reactor con un tubo Masterflex-16. Este sistema se
denomina bucle de toma de muestras rapido. Durante la toma de muestras, el caldo del reactor se bombea alrededor
en el bucle de toma de muestras. Se ha estimado que, a un caudal de 150 ml/min, el caldo del reactor necesita 0,04
s para alcanzar el puerto de cosecha y 3,2 s para volver a entrar al reactor. A un nivel de pO2 de 50 %, hay alrededor
de 3 mg/l de oxigeno en el liquido a 37 °C. El nivel de pO2 no debe caer nunca por debajo de 20 % para evitar
condiciones microaerobicas. Por tanto, se pueden consumir 1,8 mg/l de oxigeno durante el transito a través del bucle
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de cosecha. Suponiendo una velocidad de absorcion de oxigeno de 0,4 g de oxigeno/g de biomasa/h (la velocidad
maxima de absorciéon de oxigeno encontrada a pmsx), €sto da para 5 g/l de biomasa, una velocidad de absorcion de
oxigeno de 2 g/l’lh 0 0,56 mg/l/s, que multiplicada por 3,2 s (tiempo de residencia en el bucle) da 1,8 mg/l de consumo
de oxigeno.

Con el fin de extinguir el metabolismo de células durante la toma de muestras, el caldo del reactor se aspir6 a través
del puerto de cosecha en una jeringa llena con 62 g de perlas de acero inoxidable preenfriadas a -20 °C, para enfriar
5 ml de caldo inmediatamente a 4 °C. La toma de muestras fue seguida inmediatamente de centrifugacion en frio (15
000 g, 5 min, 4 °C). Durante los experimentos por lotes, se tom6 una muestra para medidas de DOgoonm Yy RT-gPCR
usando el bucle de toma de muestras rapido y el método de toma de muestras con perlas inoxidables frias.

RT-qPCR

El ARNm se extrajo con el equipo de reactivos RNeasy (Qiagen, Venlo, Paises Bajos). La calidad y cantidad de ARN
se comprobo con un espectrofotdmetro ND-1000 de nanogotas (Nanodrop technologies, Wilmingto, EE. UU.). Las
relaciones 260:280 (nm) y 260:230 (nm) se encontraron entre 1,8 y 2 y fueron necesarios al menos 100 ng/ul para
analisis adicional. El ADNc se sintetizé con cebadores aleatorios con el equipo de reactivos para sintesis de la primera
cadena de ADNc RevertAid™ H minus (Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania). Por ultimo, la expresién genética de 1800
genes se midié con la plataforma de PCR en tiempo real OpenArray de Biotrove. Los cebadores para el ensayo RT-
PCR se disefiaron con herramientas de disefio de cebadores a partir de la base de datos de cebadores (23).

La mezcla de reaccién estuvo compuesta como se describe en el manual del usuario del sistema de gPCR en tiempo
real OpenArray™ de Biotrove. En resumen, se fabricé una mezcla maestra con 26,4 ul de LightCycler® DNA Master
SYBR® Green | (Roche applied Science), 1,1 yl de SYBR GREEN [ (100x solucién madre, Sigma S9430), 8,8 ul de
glicerol (Sigma G5150), 5,3 pl de Pluronic® F68 (10 % de solucion madre, Invitrogen), 2,64 ul de BSA (Sigma A7906),
26,4 ul de cloruro de magnesio (solucion madre 25 mM, suministrada en el equipo de reactivos LightCycler® de Roche
applied Science ), 21,1 yl de formamida HiDi™ (Applied biosystems) y 94,66 ul de agua estéril exenta de RNasa, lo
que dio como resultado una mezcla madre de 186,4 pl, que fue suficiente para cargar 1 OpenArray™. Para 1
subconjunto ordenado (cada OpenArray esta subdividida en 48 subconjuntos ordenados en los que se puede cargar
1 muestra), se mezclaron 1,5 pyl de muestra (con una concentracion de 100 ng/ul) con 3,5 ul de mezcla maestra, como
control negativo, el agua se usé como blanco. La mezcla muestra-mezcla maestra se cargd en una placa de carga
(placa de polipropileno negro de volumen bajo y 384 pocillos MatriPlate™, Biotrove) en una campana exenta de
RNasa. Se carg6 una placa de carga completa con un cargador automatico (Biotrove) y puntas de carga en las
OpenArray. Estas OpenArray se sumergieron a continuacion en fluido de inmersion OpenArray™ en un estuche de
gPCR en tiempo real OpenArray™. El estuche se sellé6 con pegamento para sellado del estuche y se incubd en la
estacion de sellado del estuche, que polimeriza el pegamento con luz UV.

Métodos analiticos

La densidad de células del cultivo se supervis6 frecuentemente midiendo la densidad o6ptica a 600 nm
(espectrofotémetro Uvikom 922, BRS, Bruselas, Bélgica). El peso en seco de células se obtuvo mediante
centrifugacion (15 min, 5000 g, rotor GSA, Sorvall RC-5B, Goffin Meyvis, Kapellen, Bélgica) de 20 g de caldo del
reactor en tubos de tipo Falcon presecados y pesados. Los sedimentos de lavaron posteriormente una vez con 20 ml
de solucion fisioldgica (9 g/l de NaCl) y se secaron a 70 °C hasta un peso constante. Para poder convertir las
mediciones de DOgoonm €n concentraciones de biomasa, se realizé una curva de correlacion de la DOggonm a la
concentracion de biomasa. Las concentraciones de glucosa y acidos organicos se determinaron en un sistema de
CLAR Prostar de Varian (Varian, Sint-Katelijne-Waver, Bélgica), usando una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad,
Eke, Bélgica) calentada a 65 °C, equipada con una precolumna de 1 cm, usando H2S04 5 mM (0,6 ml/min) como fase
movil. Se usé un detector de doble onda UV-VIS (210 nm y 265 nm) (Prostar 325 de Varian) y un detector de indice
de refraccion diferencial (Merck LaChrom L-7490, Merck, Leuven, Bélgica) para la deteccion de picos. Dividiendo las
absorciones de los picos a 265 y 210 nm se pudieron identificar los picos. La divisidn da como resultado un valor
constante, tipico para un determinado compuesto (férmula de Beer-Lambert).

La glucosa, fructosa, sucrosa, fucosillactosa y glucosa-1-fosfato se midieron mediante CLAR con una columna
Hypercarb y se detectaron con un detector de EMEM (Antonio et al., 2007; Nielsen et al., 2006).

Métodos genéticos
Todas las cepas mutantes se construyeron por medio de los métodos descritos a continuacion.

Los plasmidos se mantuvieron en la E. coli DH5a huésped (F-, 980dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1,
endA1, hsdR17{rk, mk*), phoA, supE44, X', thi-1, gyrA96, relA1).

Plasmidos. Los plasmidos pKD46 (plasmido auxiliar para Red, resistencia a ampicilina), pKD3 (contiene un gen de
resistencia a cloranfenicol (caf) flanqueado por FRT), pKD4 (contiene un gen de resistencia a kanamicina (kan)
flanqueado por FRT), y pCP20 (expresa actividad recombinasa FLP) se usaron para la construccion de mutantes. El
plasmido pBluescript (Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania) se uso para construir los derivados de pKD3 y pKD4 con
una biblioteca de promotores, o con alelos que llevaban una mutacién puntual.
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Mutaciones. Las mutaciones consistieron en la rotura de genes (desactivacion, KO). Se introdujeron usando el
concepto de Datsenko y Wanner (9). Los cebadores para las estrategias de mutacion se describen en la Tabla 1.

Los transformantes que llevaban un plasmido auxiliar para Red se hicieron crecer en 10 ml de medio LB con ampicilina
(100 mg/ml y L-arabinosa (10 mM) a 30 °C hasta una DOgoonm de 0,6. Las células se hicieron electrocompetentes
lavandolas con 50 ml de agua helada, una primera vez, y con 1 ml de agua helada, una segunda vez. A continuacion,
las células se resuspendieron en 50 pl de agua helada. Se realiz6 electroporacion con 50 pl de células y 10-100 ng de
producto de ADN bicatenario lineal usando un Gene Pulser™ (BioRad) (600 Q, 25 uFD y 250 voltios).

Después de la electroporacion, las células se afiadieron a 1 ml de medio LB incubado 1 h a 37 °C y, por ultimo, se
diseminaron sobre LB-agar que contenia 25 mg/l de cloranfenicol o 50 mg/l de kanamicina para seleccionar
transformantes resistentes a antibidticos. Los mutantes seleccionados se verificaron mediante PCR con cebadores
aguas arriba y aguas abajo de la region modificada y se hicieron crecer en LB-agar a 42 °C para la pérdida del plasmido
auxiliar. Los mutantes se ensayaron para determinar la sensibilidad a ampicilina.

ADN bicatenario lineal. Los amplicones de ADNbc se obtuvieron mediante PCR usando pKD3, pKD4 y sus derivados
como molde. Los cebadores usados tenian una parte de la secuencia complementaria al molde y otra parte
complementaria al lado del ADN cromosdmico donde debe tener lugar la recombinacion (Tabla 1). Para la KO, la
region de homologia se disefié 50 nt aguas arriba y 50 nt aguas abajo del codon de iniciacion y detencion del gen de
interés. Para la K, se tuvo que respetar el punto de partida transcripcional (+1). Los productos de la PCR se purificaron
mediante PCR, se digirieron con Dpnl, se repurificaron de un gel de agarosa y se suspendieron en tampon de elucion
(Tris 5 mM, pH 8,0).

Eliminacion del gen de resistencia a antibidticos. Los mutantes seleccionados (resistentes a cloranfenicol o
kanamicina) se transformaron con plasmido pCP20, que es un plasmido resistente a ampicilina y cloranfenicol que
presenta replicacion sensible a la temperatura e induccién térmica de la sintesis de FLP. Los transformantes
resistentes a ampicilina se seleccionaron a 30 °C, después de lo que, unos cuantos se purificaron de colonias en LB
a 42 °C y a continuacioén se ensayaron para determinar la pérdida de toda la resistencia a antibiéticos y del plasmido
auxiliar de FLP. Las desactivaciones y activaciones de genes se comprobaron con cebadores de control (Fw/Rv-gen-
out). Estos cebadores se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1 Cebadores usados para crear E. coli MG1655 oarcA, E. coli MG1655 nicIR y la doble desactivacion E. coli
MG1655 oarcA, ciclR y todas las demas desactivaciones o activaciones genéticas

Nombre del Secuencia

cebador

lacZz

FW_LacZ_Pl CATAATGGATTTCCTTACGCGAAATACGGGCAGACATGGCCTGCCCGGTTATTAgtgta

ggctggagctgcttc (SEQ ID N° 7)

RV_LaCZ_P2 GTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTcatatgaa
tatcctccttag (SEQ ID N° 8)

FW_LacZ out | GCGGTTGGAATAATAGCG (SEQ ID N° 9)

RV _LacZz out CAGGTTTCCCGACTGGAAAG (SEQ ID N° 10)

glgC

FW-glgC-P1 Agaccgccggttttaagcagcgggaacatctctgaacatacatgtaaaacctgcagtgt
aggctggagctgcttc (SEQ ID N° 11)

RV-glgC-P2 Gtctggcagggacctgcacacggattgtgtgtgttccagagatgataaaaaaggagtta
gtccatatgaatatcctccttag (SEQ ID N° 12)

FW-glgC-out Gcgaatatcgggaaatgcagg (SEQ ID N° 13)

RV-glgC-out | Cagagattgttttacctgctgg (SEQ ID N° 14)

agp
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FW_agp Pl CATATTTCTGTCACACTCTTTAGTGATTGATAACAAAAGAGGTGCCAGGAgtgtaggct
ggagctgcttc (SEQ ID N° 15)

RV_agp P2 TAAAAACGTTTAACCAGCGACTCCCCCGCTTCTCGCGGGGGAGTTTTCTGecatatgaat
atcctccttag (SEQ ID N° 16)

FW_agp out | GCCACAGGTGCAATTATC (SEQ ID N° 17)

RV _agp_out | CATTTTCGAAGTCGCCGGGTACG (SEQ ID N° 18)

pgi

Fw-pgi-Pl GGCGCTACAATCTTCCAAAGTCACAATTCTCAAAATCAGAAGAGTATTGCgtgtaggct
ggagctgcttc (SEQ ID N° 19)

Rv-pgi-P2 GGTTGCCGGATGCGGCGTGAACGCCTTATCCGGCCTACATATCGACGATGcatatgaat
atcctccttag (SEQ ID N° 20)

Fw_pgi_out( | GGCTCCTCCAACACCGTTAC (SEQ ID N° 21)

2)

Rv_pgi out( | TACATATCGGCATCGACCTG (SEQ ID N° 22)

2)

pPfkA

Fw-pfkA-out

TACCGCCATTTGGCCTGAC (SEQ ID N° 23)

Rv-pfkA-out

AAAGTGCGCTTTGTCCATGC (SEQ ID N° 24)

Fu-pfkA-P1 | GACTTCCGGCAACAGATTTCATTTTGCATTCCAAAGTTCAGAGGTAGTCgtgtaggcty
gagctgcttc (SEQ ID N° 25)

Rv-pfkA-P2 GCTTCTGTCATCGGTTTCAGGGTAAAGGAATCTGCCTTTTTCCGAAATCcatatgaata
tcctecttag (SEQ ID N° 26)

pfkB

Fw-pfkB-out TAGCGTCCCTGGARAGGTAAC (SEQ ID N° 27)

Rv-pfkB-out TCCCTCATCATCCGTCATAG (SEQ ID N° 28)

Fw-pfkB-P1 CACTTTCCGCTGATTCGGTGCCAGACTGAAATCAGCCTATAGGAGGAAATGgtgtaggce
tggagctgcttc (SEQ ID N° 29)

Rv-pfkB-P2 GTTGCCGACAGGTTGGTGATGATTCCCCCAATGCTGGGGGAATGTTTTTGecatatgaat
atcctccttag (SEQ ID N° 30)

arcA

FW-arcA-P1 Ggttgaaaaataaaaacggcgctaaaaagcgccgttttttttgacggtggtaaageccga
gtgtaggctggagctgcttc (SEQ ID N° 31)

RV-arcA-P2 Ggtcagggacttttgtacttcctgtttcgatttagttggcaatttaggtagcaaaccat

atgaatatcctccttag (SEQ ID N° 32)

FW-arcA-out

Ctgccgaaaatgaaagccagta (SEQ ID N° 33)
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RV-arcA-out

Ggaaagtgcatcaagaacgcaa (SEQ ID N° 34)

iclR

FW-iclR-P1 Ttgccactcaggtatgatgggcagaatattgcctctgcccgeccagaaaaaggtgtagge
tggagctgcttc (SEQ ID N° 35)

RV-iclR-P2 Gttcaacattaactcatcggatcagttcagtaactattgcattagctaacaataaaaca

tatgaatatcctccttag (SEQ ID N° 36)

FW-iclR-out

Cggtggaatgagatcttgcga (SEQ ID N° 37)

RV-iclR-out

Acttgctcccgacacgctca (SEQ ID N° 38)

FW_iclR P8 TTGCCACTCAGGTATGATGGGCAGAATATTGCCTCTGCCCGCCAGAAAAAG g cttac
agacaagctgtg (SEQ ID N° 39)

RV_iclR_P9 GTTCAACATTAACTCATCGGATCAGTTCAGTAACTATTGCATTAGCTAACAATAAAAA]G
ccatgacccgggaattac (SEQ ID N° 40)

Rv-iclR- CTATTGCATTAGCTAACAATAAAACTTTTTCTGGCGGGCAGAGG (SEQ ID N° 41)

scarless KO

stap 2

Fw-iclR- CCTCTGCCCGCCAGAAAAAGTTTTATTGTTAGCTAATGCAATAGTTAC (SEQ ID N°

scarless KO 42)

stap 2

wecad

Fw_wcaJd_out

GCCAGCGCGATAATCACCAG (SEQ ID N° 43)

Rv_wcad_out

TGCGCCTGAATGTGGAATC (SEQ ID N° 44)

Fw-wcad 2-
Pl

TTTTGATATCGAACCAGACGCTCCATTCGCGGATGTACTCAAGGTCGAACgtgtaggct
ggagctgcttc (SEQ ID N° 45)

Rv-wcad 2- TCTATGGTGCAACGCTTTTCAGATATCACCATCATGTTTGCCGGACTATGcatatgaat

P2 atcctccttag (SEQ ID N° 46)

fw _wcaJ H1' TCAATATGCCGCTTTGTTAACGAAACCTTTGAACACCGTCAGGAAAACGATTTTGATAT
CGRACCAGACG (SEQ ID N° 47)

Rv_wcaJ H2' TGACAAATCTAAAAAAGCGCGAGCGAGCGAAAACCAATGCATCGTTAATCTCTATGGTG
CAACGCTTTTC (SEQ ID N° 48)

Fw_wcaJ H1' | CGCTTTGTTAACGAAACCTTTGAACACCGTCAGGAARACGATTTTGATATCGAACCAGA

2 CGCTCCATTCG (SEQ ID N° 49)

lon

Fii-lon-P1 CAGTCGTGTCATCTGATTACCTGGCGGAAATTARACTAAGAGAGAGCTCTgtgtaggct

ggagctgcttc (SEQ ID N° 50)

OMEMO100 RV
-lon-P2

CGAATTAGCCTGCCAGCCCTGTTTTTATTAGTGCATTTTGCGCGAGGTCAcatatgaat
atcctccttag (SEQ ID N° 51)

12




ES 2733307 T3

OMEMO101 FW
-lon-out

AGCGCAACAGGCATCTGGTG (SEQ ID N° 52)

OMEMO102_RV
-lon-out

TATATCAGGCCAGCCATCCC (SEQ ID N° 53)

lacZYA:P22-
lacY

Fw_lacZYA c
hl

GCTGAACTTGTAGGCCTGATAAGCGCAGCGTATCAGGCAATTTTTATAATCTTCATTTA
AATGGCGCGC (SEQ ID N° 54)

rv_lacZYA c
hl

GCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTCGCCTACCT
GTGACGGAAG (SEQ ID N° 55)

fw P22lacY-
KI Pl

GCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTGTGTAGGCT
GGAGCTGCTTC (SEQ ID N° 56)

rv_P22lacY-
KI

GCTGAACTTGTAGGCCTGATAAGCGCAGCGTATCAGGCAATTTTTATAATCTTAAGCGA
CTTCATTCACC (SEQ ID N° 57)

fw lacZYA H
1 1

CGACGCTTGTTCCTGCGCTTTGTTCATGCCGGATGCGGCTAATGTAGATCGCTGAACTT
GTAGGCCTG (SEQ ID N° 58)

rv_laczZYA H

CATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGC

2! AATTAATGTG (SEQ ID N° 59)

pfkA:P22-

BaSP

Fw-pfkA-P1 GACTTCCGGCAACAGATTTCATTTTGCATTCCAAAGTTCAGAGGTAGTCgtgtaggcety
gagctgcttc (SEQ ID N° 60)

Rv-pfkA- GCTTCTGTCATCGGTTTCAGGGTAAAGGAATCTGCCTTTTTCCGAAATCaagcttgeat

pCXP22 P2 gcctgcatcc (SEQ ID N° 61)

FW_kan AGAGGCTATTCGGCTATGAC (SEQ ID N° 62)

Fw _baSP seq

CGCCATGTTGGAATGGGAGG (SEQ ID N° 63)

Fw pfkA H1 | TGATTGTTATACTATTTGCACATTCGTTGGATCACTTCGATGTGCAAGAAGACTTCCGG
ext CAACAGATTTC (SEQ ID N° 64)
Rv _pfkA H2 | AATTGCAGAATTCATGTAGGCCTGATAAGCGAAGCGCATCAGGCATTTTTGCTTCTGTC
ext ATCGGTTTCAG (SEQ ID N° 65)

Fw-pfkA-out

TACCGCCATTTGGCCTGAC (SEQ ID N° 66)

Rv-pfkA-out

AAAGTGCGCTTTGTCCATGC (SEQ ID N° 67)

adhE :P22-

frk

Fw-adhE- ATCGGCATTGCCCAGAAGGGGCCGTTTATGTTGCCAGACAGCGCTACTGAgtgtaggct
pCXP22-P1 ggagctgcttc (SEQ ID N° 68)

Rv-adhE- ATTCGAGCAGATGATTTACTAAAAAAGTTTAACATTATCAGGAGAGCATTaagcttgca
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pCXP22-P2 tgcctgcatce (SEQ ID N° 69)

Fw-adhE-H1' AAGCCGTTATAGTGCCTCAGTTTAAGGATCGGTCAACTAATCCTTAACTGATCGGCATT
GCCCAGAAG (SEQ ID N° 70)

Rv-adhE-H2' TTGATTTTCATAGGTTAAGCAAATCATCACCGCACTGACTATACTCTCGTATTCGAGCA

GATGATTTACTAAAAAAG (SEQ ID N° 71)

FW_adhE out

GCGTCAGGCAGTGTTGTATC (SEQ ID N° 72)

RV_adhE out

CTGGAAGTGACGCATTAGAG (SEQ ID N° 73)

1dhA:P14-
FT H.
pylori

FW 1dhA out

tgtcattacttacacatcccgc (SEQ ID N° 74)

RV_1dhA out

gcattcaatacgggtattgtgg (SEQ ID N° 75)

Fw-1dhA- CATTGGGGATTATCTGAATCAGCTCCCCTGGAATGCAGGGGAGCGGCAAGgtgtaggct

pCXP22 P1 ggagctgcttc (SEQ ID N° 76)

Rv-1dhA- TATTTTTAGTAGCTTAAATGTGATTCAACATCACTGGAGAAAGTCTTATGaagcttgca

pCXP22 P2 tgcctgcatcc (SEQ ID N° 77)

Fw-1dhA-H1' CAATTACAGTTTCTGACTCAGGACTATTTTAAGAATAGAGGATGAAAGGTCATTGGGGA
TTATCTGAATCAG (SEQ ID N° 78)

Rv-1dhA-H2' GAATTTTTCAATATCGCCATAGCTTTCAATTAAATTTGAAATTTTGTAAAATATTTTTA
GTAGCTTAAATGTGATTCAAC (SEQ ID N° 79)

Fw-1dhA- TTCACCGCTAAAGCGGTTAC (SEQ ID N° 80)

long homol

Rv-1dhA- CGCGTAATGCGTGGGCTTTC (SEQ ID N° 81)

long homol

promCA:P14

pCXP14 SP F
W

CCGGCATATGGTATAATAGGG (SEQ ID N° 82)

yegH rc pur
e rv

ACGGCTTGCTGGCCATCA (SEQ ID N° 83)

fw_Pl4- CGAATATAAGGTGACATTATGGTAATTGAATATTGGCTTTCCAATAATGCTACGGCCCC
CA KI tetA | AAGGTCCAA (SEQ ID N° 84)

rv_Pl4- AATATTGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAAACCATATTGAATGACACTTATTGGCTTCA
CA KI tetA | GGGATGAGGCG (SEQ ID N° 85)

fw_Pl4- TCCCGACTACGTGGACCTTG (SEQ ID N° 86)

CA KI overl
apA

rv_P1l4-
CA KI overl

CATATGGTATAATAGGGAAATTTCCATGGCGGCCGCTCTAGAAGAAGCTTGGGATCCGT
CGACCTCGGCATTATTGGAAAGCCAATATTC (SEQ ID N° 87)
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apA

fw Pl4- GCCGCCATGGAAATTTCCCTATTATACCATATGCCGGCCAAGATGTCAAGAAACTTATA
CA KI overl GAATGAAGTAAGTGTCATTCAATATGG (SEQ ID N° 88)

apB

fw P14- AATATTGTCAACCTAAAGAAACTCCTAAAAACCATATTGAATGACACTTACTTCATTCT
CA KI HI ATAAGTTTCTTGAC (SEQ ID N° 89)

rv_Pl4- CGAATATAAGGTGACATTATGGTAATTGAATATTGGCTTTCCAATAATGCCGAGGTCGA
CA KI H2 CGGATCCCAAGCTTC (SEQ ID N° 90)

Transformaciéon. Los plasmidos se transformaron en células competentes con CaCl, usando el procedimiento
simplificado de Hanahan (16) o por medio de electroporacién como se describié anteriormente.

Métodos de célculo
Introduccién

Se realizaron diferentes experimentos con diferentes cepas. En total se ensayaron 8 condiciones diferentes. Hubo
variacion en el contexto genético (WT, desactivacion de icIR, desactivacion de arcA y desactivacion de iclR-arcA
combinada) y el modo de fermentacion (quimiostatica, por lotes). Cada experimento se repitié dos veces.

Cuando se analizaron las muestras en el aparato de BioTrove, se obtuvo una curva de gPCR (fluorescencias en
funcién del nimero de ciclos) y una curva de fusion (fluorescencias en funcion de la temperatura) para cada muestra.
Esos datos se exportaron del programa de BioTrove y se analizaron adicionalmente en R. El analisis se dividié en dos
etapas: primero se ajustaron las curvas de gPCR y se calcularon los valores de Ct, y en la segunda etapa los valores
de Ct se convirtieron a datos de expresion.

Calculo de las curvas de gPCR

Los datos de la curva de gPCR sin procesar se extrajeron del programa de BioTrove y se importaron en R (1). Las
curvas se ajustaron a un modelo sigmoidal de 5 parametros, con el paquete R para gPCR (25, 34). El maximo de la
segunda derivada de esas curvas se usé como valor de Ct. No se aplicé normalizacién a los datos antes del ajuste de
las curvas. Sin embargo, se retiraron los resultados discrepantes. La deteccion de los resultados discrepantes se
realizé usando el procedimiento siguiente:

Ajustar el modelo a los datos.
Calcular los residuos estadisticos (definidos como las fluorescencias medidas menos las calculadas con el modelo).

Suponiendo que los residuos estadisticos estan distribuidos normalmente, calcular la media y la desviacién estandar
de los residuos estadisticos.

Usando esta media y esta desviacion estandar, se calcula el intervalo de 95 %.

Todos los puntos de datos para los que los residuos estadisticos cayeron fuera de este intervalo de 95 % se
consideraron valores discrepantes.

La curva se reajusto sin los valores discrepantes.

Esto se repitié hasta que ya no se detectaron valores discrepantes. Usando este procedimiento, los datos no se tienen
normalizar antes del ajuste, ni se deben retirar los primeros puntos de datos.

Se deben ajustar muchas curvas (1800 genes para un experimento). Por lo tanto, era inviable comprobar manualmente
cada curva y se tuvieron que aplicar métodos automatizados para rechazar las curvas malas. Para ello, se extrajeron
diferentes parametros de las curvas: el valor del niUmero de ciclos al que se producia el maximo de la primera derivada
(D1), el valor del nimero de ciclos al que se producia el maximo de la segunda derivada (D2), la fluorescencia minima
(Fmin) y la fluorescencia maxima (Fmax). Combinando los valores de esos parametros se evalué la validez de la curva
y el grado de expresion. En la siguiente seccion se explica como se hace esto.

Filtrado de los datos

Para algunas combinaciones gen-experimento, no se detectd amplificacion. Esto se puede deber a un abanico de
razones:
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La expresion es demasiado baja y 32 ciclos (el nimero de ciclos para todos los conjuntos ordenados de BioTrove se
ajustd a 32) no son suficientes para detectar la expresion. En este caso, el Ct real no se puede determinar y se
encuentra en algun punto entre 32 e infinito.

No hay expresion. En este caso, el Ct real es infinito.

Fracasos técnicos: cebadores no adecuados, carga errénea (es muy dificil cargar uniformemente los conjuntos
ordenados de BioTrove, especialmente los orificios a los lados del conjunto ordenado estan frecuentemente vacios),
etc. En este caso, el Ct real puede variar entre 0 e infinito.

Algunos genes no se expresan realmente y ajustar su valor de Ct a algo que no sea infinito no es correcto. Para los
genes que se expresan, pero para los que el valor de la expresion, debido a fracasos técnicos o limitaciones, no es
conocido, ajustar el valor de Ct a infinito no es correcto. Asimismo, usar valores arbitrarios que estan fuera del intervalo
de expresion complica las rutinas de calculo y las rutinas de visualizacion. Por lo tanto, se optd por retirar las
combinaciones gen-experimento para las que no se detectaron datos de expresién correctos.

Un caso obvio de pares gen-experimento para los que no se detectd expresion son aquellos para los que no se pudo
ajustar la curva a los datos de gPCR. A continuacion, se detallan casos menos obvios.

Es habitual para los genes expresados que los valores de fluorescencia cubran un cierto intervalo. Los puntos de datos
para los que este intervalo no era lo suficientemente alto se descartaron, ya que sefialaban a curvas muy mal ajustadas
y a datos generalmente malos. El intervalo de fluorescencia minimo se ajusté a 400 (por tanto, Fmax - Fmin > 400).

En una curva de amplificacién buena, la primera (D1) y segunda (D2) derivadas estan bastante proximas entre si
(véase la documentacion de la funcion SOD en el paquete de gPCR (25)). Por lo tanto, todos los puntos de datos para
los que la diferencia entre D1 y D2 era mayor que un valor arbitrario (se us6 7) se descartaron.

Para cada par de cebadores, se realizdé un experimento de qPCR sin afiadir ADN. Solo se afiadié agua. Normalmente,
no se deberia observar expresion en esas muestras. Sin embargo, se detecté amplificacion en agua para algunos
pares de cebadores. Los genes para los que el valor de Ct (como se mencioné antes, se us6 D2) era superior al valor
de Ct del agua menos 5 se descartaron, ya que no se podia excluir que la fluorescencia procediera de la amplificacion
de los cebadores y no del ADN afiadido.

Normalizacion y calculo de los contrastes

Antes de calcular las diferencias de expresion, los valores de Ct se tienen que normalizar. Como se midieron tantos
genes (1800), se pudo usar normalizacion de cuantiles (33). Los 1800 genes medidos se dividieron en 3 tipos de
conjuntos ordenados, que contenian cada uno 600 genes. La normalizacion de cuantiles se realizé para cada tipo de
conjunto ordenado por separado. Se construyd una tabla en la que las filas representaban los diferentes genes y las
columnas los diferentes experimentos (T1, véase Ecuaciones 1). Cada columna se clasificé independientemente (T2)
y se guardé la posicion original de los elementos. Los valores de esta nueva tabla se sustituyeron con el valor medio
en las diferentes filas (T3). Y, por Ultimo, esta tabla se transform6 para que las posiciones de los valores
correspondieran otra vez a las posiciones originales (T4).

4 12 4 12

T=|6 8 T,=| 6 8 I,=|6 6 T, =

Ecuaciones 1: Ejemplo de normalizacion de cuantiles

Las expresiones diferenciales se calcularon con los datos normalizados. Esto se realizé con el paquete R limma, que
usa una estrategia bayesiana para calcular las relevancias estadisticas de las diferencias (31,32). Limma se adapto
para que fuera capaz de asumir datos perdidos: el paquete limma original descarta todos los valores de expresion de
un gen en los diferentes experimentos cuando un valor de un experimento no esta disponible. Esto dificulta el analisis
cuando se tienen muchas condiciones diferentes, ya que, para cada gen para el que una de las condiciones
experimentales no produce valores de expresion, se debe generar una matriz de contraste diferente que omita esa
condicién experimental. Por lo tanto, la funcién para ajustar los contrastes se adapté para omitir puntos de datos con
datos perdidos.

Las expresiones diferenciales se calcularon entre los valores de Ct y el valor medio de Ct para un determinado gen.
Por tanto, cuanto mas alto es el valor, mas baja es la expresion. Para cada gen, se generaron representaciones
graficas que presentaban esas diferencias. Sin embargo, en esas curvas, los valores de Ct se invirtieron, por lo que
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cuanto mas alto era el valor, mas alta era la expresion.
Ejemplo 1: Efecto de las supresiones del gen arcA e icIR sobre la expresion genética de la biosintesis de acido colanico

Las Figuras 1y 2 presentan el patron de expresion de genes implicados en la biosintesis de acido colanico (35). Las
mutaciones de desactivacion de arcA o icIR Unicas no afectaron a la expresion del operén en comparacion con la cepa
del tipo silvestre en condiciones por lotes y quimiostaticas. La cepa doble mutante, AarcAAicIR, sin embargo, mejord
la regulacion de los genes del operdn del acido colanico 6 a 8 veces en comparacion con el tipo silvestre y las cepas
mutantes Unicas en condiciones quimiostaticas y por lotes. Ambos reguladores tienen, por tanto, un efecto
sorprendentemente cooperativo sobre la expresion de este operén que es independiente de la condicion de cultivo
que se aplica. Examinando la red reguladora de este operén, no se pudo encontrar un enlace directo entre ambos,
ArcA e IcIR, y el factor de transcripcion que controla el operén, RcsA (Figura 5). Solo ArcA esta conectada con RcsA
por medio de otros 3 factores de transcripcién, que también estan regulados al alza. Sin embargo, la cepa mutante
con supresion de un unico gen AArcA no afecto a la transcripcion del operén.

Ejemplo 2: Efecto de las supresiones del gen arcA e icIR sobre la expresion genética de los genes de la biosintesis
de GDP-fucosa

Las Figuras 4 y 6 presentan la relacion del operdn del acido colanico con la biosintesis de GDP-fucosa. En la Figura
6 se presenta la regulacion al alza de genes especificos de la biosintesis de GDP-fucosa. Estas mutaciones, por tanto,
mejoran la biosintesis de GDP-fucosa, que es un precursor de oligosacaridos fucosilados tales como fucosillactosa,
fucosillactoNbiosa y oligosacarido Lewis X o proteinas fucosiladas. Estos azucares y proteinas, como ya se indicé
anteriormente, tienen aplicaciones en usos terapéuticos como nutracéuticos, como componentes de la leche materna
humana en la que tienen efectos antiinflamatorios y prebidticos (5, 8, 27).

Ejemplo 3: Mejora de la biosintesis de GDP-fucosa y oligosacarido fucosilado

Las mutaciones AArcAAicIR aplicadas en combinacion con otras mutaciones mejoran la producciéon de compuestos
fucosilados. “Otra” primera modificacion genética que mejora dicha produccion es la supresion de wcaJ del operon
colanico, que detiene el inicio de la biosintesis de acido colanico y, por tanto, la acumulaciéon de GDP-fucosa. Ademas,
se debe introducir una fucosiltransferasa para enlazar la fucosa con diferentes moléculas aceptoras tales como lactosa.
El metabolismo se modifica a continuacién adicionalmente para acumular el precursor de la ruta biosintética de GDP-
fucosa. Estas modificaciones se presentan en la Figura 7. Ademas de wcadJ, se desactivan los genes del operon del
acido colanico que no codifican reacciones de biosintesis de GDP-fucosa, tales como gmm, wcaA, wcaB, wcaC, wcabD,
wcaE, wcaF, weal, wcaK, wcal y/lo wcaM. Para la produccion de fucosillactosa, se desactiva lacZ, que codifica B -
galactosidasa, para evitar la degradacion de lactosa y se mejora la expresion de /acY, que codifica una lactosa
permeasa, por medio de un promotor constitutivo fuerte.

Ejemplo 4: Mejora de la producciéon de GDP-fucosa y oligosacarido fucosilado por medio de un metabolismo dividido
con sucrosa como sustrato.

Para acumular el precursor de GDP-fucosa fructosa y fructosa-6-fosfato, se introduce una sucrosa fosforilasa o
invertasa. Como la fructosa-6-fosfato se degrada facilmente en la glicdlisis, la glicdlisis se interrumpe con el fin de
dirigir toda la fructosa-6-fosfato en la direccion de GDP-fucosa. Por tanto, se desactivan los genes pgi, pfkA y pfkB,
que codifican glucosa-6-fosfato isomerasa y fosfofructoquinasa A y B. Por ultimo, se introduce una fucosiltransferasa
para enlazar la fucosa a una molécula aceptora.

La velocidad de crecimiento de la cepa de tipo silvestre se ve algo afectada cuando se hace crecer en sucrosa después
de la introduccién de una sucrosa fosforilasa (BaSP) (plasmido con secuencia SEQ ID N° 2) (Tabla 2), sin embargo,
la introduccion de mutaciones de pgi y mutaciones dobles de pfkA y pfkB condujo a una reduccion significativa de la
velocidad de crecimiento, esta fue extremadamente baja (0,02 h™'). La combinacion de todas las mutaciones (Apgi y
ApfkA y ApfkB) condujo a la velocidad de crecimiento mas lenta, sin embargo, la velocidad de crecimiento en sucrosa
y glucosa fue sorprendentemente similar a la del mutante Unico pgi.

Tabla 2: velocidades de crecimiento especificas de las cepas con desactivacion de la glicdlisis en un medio minimo
con glucosa y sucrosa

Cepa Velocidad de crecimiento en|Velocidad de crecimiento en sucrosa (h') (Cepas transformadas con
glucosa (h™) plasmido que contiene BaSP)

Tipo silvestre (0,64 0,41

Apgi 0,18 0,23

ApfkAApfkB 0,02 n.d.

ApgiApfkAApfkB0,23 0,24
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SEQ ID N° 2: Secuencia de plasmido con sucrosa fosforilasa BaSP

AATTCGGAGGAAACAAAGATGGGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGC

ATGAAARAACAAGGTGCAGCTCATCACTTACGCCGACCGCCTTGGCGACGGCACCATCAAG

TCGATGACCGACATTCTGCGCACCCGCTTCGACGGCGTGTACGACGGCGTTCACATCCTG

CCGTTCTTCACCCCGTTCGACGGCGCCGACGCAGGCTTICGACCCGATCGACCACACCAAG

GTCGACGAACGTCTCGGCAGCTGGGACGACGTCGCCGAACTCTCCAAGACCCACAACATC

ATGGTCGACGCCATCGTCAACCACATGAGTTGGGAATCCAAGCAGTTCCAGGACGTGCTG

GCCAAGGGCGAGGAGTCCGAATACTATCCGATGTTCCTCACCATGAGCTCCGTGTTCCCG

AACGGCGCCACCGAAGAGGACCTGGCCGGCATCTACCGTCCGCGTCCEGGCCTGCCGTTC

ACCCACTACAAGTTCGCCGGCAAGACCCGCCTCGTGTGGGTCAGCTTCACCCCGCAGCAG

GTGGACATCGACACCGATTCCGACAAGGGTTGGGAATACCTCATGTCGATTTTCGACCAG

ATGGCCGCCTCTCACGTCAGCTACATCCGCCTCGACGCCGTCGGCTATGGCGCCAAGGAA

GCCGGCACCAGCTGCTTCATGACCCCGAAGACCTTCAAGCTGATCTCCCGTCTGCGTGAG

GAAGGCGTCAAGCGCGGTCTGGAAATCCTCATCGAAGTGCACTCCTACTACAAGAAGCAG

GTCGAAATCGCATCCAAGGTGGACCGCGTCTACGACTTCGCCCTGCCTCCGCTGCTGCTG

CACGCGCTGAGCACCGGCCACGTCGAGCCCGTCGCCCACTGGACCGACATACGCCCGAAC

AACGCCGTCACCGTGCTCGATACGCACGACGGCATCGGCGTGATCGACATCGGCTCCGAC

CAGCTCGACCGCTCGCTCAAGGGTCTCGTGCCGGATGAGGACGTGGACAACCTCGTCAAC

ACCATCCACGCCAACACCCACGGCGAATCCCAGGCAGCCACTGGCGCCGCCGCATCCAAT
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CTCGACCTCTACCAGGTCAACAGCACCTACTATTCGGCGCTCGGGTGCAACGACCAGCAC
TACATCGCCGCCCGCGCGGTGCAGTTCTTCCTGCCGGGCGTGCCGCAAGTCTACTACGTC

GGCGCGCTCGCCGGCAAGAACGACATGGAGCTGCTGCGTAAGACGAATAACGGCCGCGAC

ATCAATCGCCATTACTACTCCACCGCGGAAATCGACGAGAACCTCAAGCGTCCGGTCGTC

AAGGCCCTGAACGCGCTCGCCAAGTTCCGCAACGAGCTCGACGCGTTCGACGGCACGTTC
TCGTACACCACCGATGACGACACGTCCATCAGCTTCACCTGGCGCGGCGAAACCAGCCAG
GCCACGCTGACGTTCGAGCCGAAGCGCGGTCTCGGTGTGGACAACGCTACGCCGGTCGCC

ATGTTGGAATGGGAGGATTCCGCGGGAGACCACCGTTCGGATGATCTGATCGCCAATCCG

CCTGTCGTCGCCTGACTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCAG

GCATGCAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAA
TCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTC
CCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGG
TCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAA

AGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAA
TCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACG
CCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTT
TGCGTTTCTACAAACTCTTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTC
ATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATT

CAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCT
CACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGT
TACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGT
TTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGAC
GCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTAC
TCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCT
GCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCG
AAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGG
GAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTACAGCA
ATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAA
CAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTT

CCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATC
ATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGG
AGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATT
AAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTT

CATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATC

CCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT

TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTA

CCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGC
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TTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCAC

TTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCT

GCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACT CAAGACGATAGTTACCGGAT

AAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGEGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACG

ACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGG
GAGCTTCCAGGGGGARACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGA

CTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGC

AACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCT

GCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCT
CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTG
ATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTC

AGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTG

ACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTT

GTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGAGCTCGATATC

CCGGGCGGCCGCTTCATTTATAAATTTCTTGACATTTTGGAATAGATGTGATATAATGTG
TACATATCCATGGCGGCCGCTCTAGAAGAAGCTTGGGATCCGTCGACCTCG

Los redireccionamientos de flujo y las mutaciones para la biosintesis de GDP-fucosa y oligosacarido fucosilado en un
metabolismo dividido se presentan en la Figura 8, ambos para una cepa que expresa una invertasa y sucrosa
fosforilasa heterélogas. Ademas de wcaJ, se desactivan los genes del operon del acido colanico que no codifican
reacciones de biosintesis de GDP-fucosa, tales como gmm, wcaA, wcaB, wcaC, wcaD, wcaE, wcaF, weal, wcaK, wcal
y/o wcaM. Para la producciéon de fucosillactosa, se desactiva lacZ, que codifica B -galactosidasa, para evitar la
degradacion de lactosa y se mejora la expresion de /acY, que codifica una lactosa permeasa, por medio de un promotor
constitutivo fuerte.

Ejemplo 5: Mejora de la produccion de GDP-fucosa y oligosacarido fucosilado por medio de un metabolismo dividido
con glucosa como sustrato.

Cuando los genes pgi, pfkA y pfkB estan desactivados, el carbono, absorbido como glucosa, solo se puede metabolizar
por medio de la ruta de la pentosa fosfato. Debido a las propiedades bioquimicas de esta ruta, se forma fructosa-6-
fosfato (Figuras 9 y 10). Para formar biomasa se debe formar gliceraldehido-3-fosfato, que se forma mediante las
reacciones de transcetolasa codificadas por tktA y tktB en E. coli. Este gliceraldehido-3-fosfato se forma junto con
fructosa-6-fosfato a partir de xilulosa-5-fosfato y eritrosa-5-fosfato. Esta, a su vez, se forma junto con fructosa-6-fosfato
a partir de gliceraldehido-3-fosfato y seudoheptulosa-7-fosfato por medio de reacciones de transaldolasa codificadas
por talA'y talB. Para equilibrar todas estas reacciones juntas, el flujo se debe distribuir entre xilulosa-5-fosfato y ribosa-
5-fosfato, de tal forma que, a partir de 1 mol de glucosa, se forman 2/3 moles de xilulosa-5-fosfato y 1/3 moles de
ribosa-5-fosfato. Para impulsar estas reacciones de equilibrio, la fructosa-6-fosfato se retira de la ruta de la pentosa
fosfato mediante la ruta de la biosintesis de GDP-fucosa y oligosacarido fucosilado. Ademas de wcaJ, se desactivan
los genes del operon del acido colanico que no codifican reacciones de biosintesis de GDP-fucosa, tales como gmm,
wcaA, wcaB, wcaC, wcaD, wcaE, wcaF, weal, wcaK, wcal y/lo wcaM. Para la produccion de fucosillactosa, se
desactiva lacZ, que codifica 8 -galactosidasa, para evitar la degradacion de lactosa y se mejora la expresion de /acY,
que codifica una lactosa permeasa, por medio de un promotor constitutivo fuerte.

Ejemplo 6: Produccion de 2-fucosillactosa fermentativa con una fucosiltransferasa procedente de Helicobacter pylori

La cepa mutante en la que los genes lacZ, gigC, agp, pfkA, pfkB, pgi, arcA, icIR, wcaJ estan desactivados y lacY se
expresod por medio de expresion constitutiva para garantizar expresion en todas las condiciones de cultivo, se
transformé adicionalmente con una fucosiltransferasa procedente de Helicobacter pylori y una sucrosa fosforilasa
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procedente de Bifidobacterium adolescentis, que también se expresaron constitutivamente. Los promotores
constitutivos proceden de la biblioteca de promotores descrita por De Mey et al. 2007. Esta cepa se cultivd en un
medio como se describié en los materiales y métodos, sin embargo, con 30 g/l de sucrosa y 50 g/l de lactosa. Esto dio
como resultado la formacién de 2-fucosillactosa como se presenta en la Figura 13 y 14.

Ejemplo 7: Produccion de fucosillactosa fermentativa con una fucosiltransferasa procedente de Dictyostellium
discoideum

La cepa mutante en la que los genes lacZ, glgC, agp, pfkA, pfkB, pgi, arcA, icIR, wcaJ estan desactivados y lacY se
expreso por medio de expresidon constitutiva para garantizar la expresion en todas las condiciones de cultivo, se
transformé adicionalmente con una fucosiltransferasa procedente de Dictyostellium discoideum y una sucrosa
fosforilasa procedente de Bifidobacterium adolescentis, que también se expresaron constitutivamente. Los promotores
constitutivos proceden de la biblioteca de promotores descrita por De Mey et al. 2007. Esta cepa se cultivd en un
medio como se describié en los materiales y métodos, sin embargo, con 30 g/l de sucrosa y 50 g/l de lactosa. Esto dio
como resultado la formacién de 2-fucosillactosa como se presenta en la Figura 13 y 14.

Ejemplo 8: Mejora de la produccion de GDP-manosa y oligosacarido manosilado por medio de un metabolismo dividido
con sucrosa como sustrato

Para acumular los precursores de GDP-manosa fructosa y fructosa-6-fosfato, se introduce una sucrosa fosforilasa o
invertasa. Como la fructosa-6-fosfato se degrada facilmente en la glicdlisis, la glicdlisis se interrumpe con el fin de
dirigir toda la fructosa-6-fosfato en la direcciéon de GDP-fucosa. Por tanto, se desactivan los genes pgi, pfkA'y pfkB que
codifican glucosa-6-fosfato isomerasa y fosfofructoquinasa A y. Por ultimo, se introduce una manosiltransferasa para
enlazar la manosa a una molécula aceptora. Para evitar la degradacion de GDP-manosa, se deben desactivar los
genes gmm 'y gmd en el operén del acido colanico. Ademas, se desactivan los genes que no codifican reacciones de
biosintesis de GDP-manosa, tales como wcaA, wcaB, wcaC, wcaD, wcakE, wcaF, weal, wecad, weaK, wcal y/o wcaM.

Ejemplo 9: Regulacion al alza de genes relacionados con la resistencia a acidos

De forma similar a la regulacion al alza del operdn del acido colanico, también se regulan al alza los genes relacionados
con la resistencia a acidos en una cepa doble mutante AArcAAicIR en comparacion con la cepa de tipo silvestre y las
cepas mutantes Unicas. Estos genes hacen una cepa mas resistente a pH bajo, lo que es beneficioso para la
produccion de acidos (4) o la produccién de glucosamina (12), que no es estable a pH neutro y alto. La Figura 12
presenta el patron de expresion genética de estos genes relacionados con la resistencia a acidos e indica hasta 8
veces de aumento de la expresion en la cepa doble mutante.

Ejemplo 10: Produccion discontinua de 2-fucosillactosa

Se construydé una cepa mutante por medio de metodologias de ingenieria genética descritas anteriormente con el
genotipo siguiente:

AlacZYA::P22-lacYAglgCAagpApgiApfkA-P22-baSPApfkBAarcAAiclR::slAwcaJAlonAadhE-P14-frk + pCXP14-FT_H.
pylori (un vector con secuencia SEQ ID N° 1). Los promotores P22 y P14 proceden de la biblioteca de promotores
construida por De Mey et al (11) y se clonaron de forma similar a la metodologia descrita por Aerts et al (2). “::sl” marca
una supresion de gen sin cicatrices, por tanto, sin un sitio FRT que permanece en el cromosoma.

Esta cepa se cultivd en un biorreactor como se describié en materiales y métodos, en el medio mineral con 30 g/l de
sucrosa y 50 g/l de lactosa. Después de la fase por lotes, el biorreactor se alimenté con 500 g/l de sucrosa, 50 g/l de
lactosa y 1 g/l de sulfato de magnesio heptahidratado. Esto condujo a la acumulacién de 27,5 g/l de fucosillactosa en
el sobrenadante.
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SEQID N° 1: pCXP14-FT_H. pylori

CGCGTTGGATGCAGGCATGCAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCC

TGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCA

GTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCG

ATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGA

AAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTICGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTC

CTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGG

TGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTG

ACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAA

ATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGA

AGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCC

TTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGG

GTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTC

GCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTAT

TATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATG

ACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAG

AATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAA

CGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTC

GCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCA

CGATGCCTACAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTC

TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTC

TGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTG

GGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTA

TCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAG

GTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGA

TTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATC

TCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAA

AGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAA

AAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTIGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTITTC

CGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT

AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCC

TGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGAC

GATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCA

GCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCG

CCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAG

GAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT

TTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTAT
GGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTC
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Ejemplo 11: Produccioén discontinua de 2-fucosillactosa con un promotor hibrido de acido colanico

Se construydé un promotor hibrido de acido colanico basado en la informacion del genoma y las secuencias de la
biblioteca de promotores descrita por De Mey et al (11).

AlacZYA::P22-lacY AglgCAagpApgiApfkA::P22-BaSPApfkB AarcAAiclR:sl AwcaJ Alon AadhE-P14-frk AldhA::P14-
FT_H. pylori ApromCA:P14

Esta cepa se cultivd en un biorreactor como se describié en materiales y métodos, en el medio mineral con 30 g/l de
sucrosa y 20 g/l de lactosa. Después de la fase por lotes, el biorreactor se alimenté con 500 g/l de sucrosa, 20 g/l de
lactosa y 1 g/l de sulfato de magnesio heptahidratado. Esto condujo a la acumulacién de 26 g/l de fucosillactosa en el
sobrenadante con conversion practicamente estequiométrica de lactosa. Aumentar las concentraciones de
alimentacioén de lactosa conduce ademas a titulos de fucosillactosa finales aumentados y conversion estequiométrica
de lactosa.
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gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgcet
agagcgcectg
gtgcactctce
tcgctacgtg
tgacgggcett
gctcgatatc
atataatgtg

g

aatgtcgcca
ctaaaaaaat
catccagaca
tttcacacce

cgaatataag

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4311

60

120

180

240

300

340
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<211> 101
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Promotor

<400> 4

ES 2733307 T3

cgaggtcgac ggatcccaag cttcttctag agcggccgecc atggaaattt ccctattata

ccatatgccg gccaagatgt caagaaactt atagaatgaa g

<210> 5
<211> 44
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Promotor

<400> 5

taagtgtcat tcaatatggt ttttaggagt ttctttaggt tgac 44

<210> 6
<211> 485
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Promotor

<400> 6
tgtttattta

tgcacattta
tgatttcatc
cgctaccgece
tctcagcatg
gtgacattat
cttcttctag
caagaaactt

ttgac

<210>7
<211>74
<212> ADN

tcactttgge
ccttgcagtt
cgcaggctat
cctggetttt
cagtcgttga
ggtaattgaa
agcggccgcec

atagaatgaa

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 7

agagtaatta
aattgaataa
tgacagaata
tagctaccaa
tgagaaaggg
tattggcecttt
atggaaattt

gtaagtgtca

tcctgtgeac
aaatttaact
attcagactg
tacactgatt
ttattacgga
ccaataatgce
ccctattata

ttcaatatgg

tattaatagc
ggcatcagtce
gtctttcagg
tagtttaatt
aattaacttc
cgaggtcgac
ccatatgcecg

tttttaggag

aatgtcgcca
ctaaaaaaat
catccagaca
tttcacaccc
cgaatataag
ggatcccaag
gccaagatgt

tttctttagg

cataatggat ttccttacgc gaaatacggg cagacatggc ctgcccggtt attagtgtag

gctggagetg

<210> 8
<211>71
<212> ADN

ctte

<213> secuencia artificial

30

60
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240
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<220>
<223> Cebador

<400> 8
gtatgttgtg tggaattgtg agcggataac aatttcacac aggaaacagc tcatatgaat 60

atcctectta g 71

<210>9

<211> 18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
gcggttggaa taatagcg 18

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
caggtttccc gactggaaag 20

<210> 11

<211>75

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
agaccgccgg ttttaagcag cgggaacatc tctgaacata catgtaaaac ctgcagtgta 60

ggctggagcet gettc 75

<210> 12

<211> 82

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
gtctggcagg gacctgcaca cggattgtgt gtgttccaga gatgataaaa aaggagttag 60

tccatatgaa tatcctcctt ag 82

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
gcgaatatcg ggaaatgcag g 21
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<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
cagagattgt tttacctgct gg 22

<210> 15

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15

catatttctg tcacactctt tagtgattga taacaaaaga ggtgccagga gtgtaggctg

gagctgette

<210> 16

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16

taaaaacgtt taaccagcga ctcccceget tectegegggg gagttttetg catatgaata

tcctecttag

<210> 17

<211> 18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
gccacaggtg caattatc 18

<210> 18

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
cattttcgaa gtcgccgggt acg 23

<210> 19

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2733307 T3
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<223> Cebador

<400> 19
ggcgctacaa tcttccaaag tcacaattct caaaatcaga agagtattgc gtgtaggctg 60

gagctgette 70

<210> 20

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
ggttgcecgga tgcecggegtga acgecttatce cggectacat atcgacgatg catatgaata 60

tcctecttag 70

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
ggctcctcca acaccgttac 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
tacatatcgg catcgacctg 20

<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
taccgccatt tggcctgac 19

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
aaagtgcgct ttgtccatge 20

<210> 25
<211> 69
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
gacttccgge aacagatttc attttgcatt ccaaagttca gaggtagtcg tgtaggcectgg 60

agctgcectte 69

<210> 26

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
gcttctgtca tcggtttcag ggtaaaggaa tctgcctttt tccgaaatcc atatgaatat 60

cctecttag 69

<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
tagcgtccct ggaaaggtaa ¢ 21

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
tcectcatca tcegtcatag 20

<210> 29

<211> 71

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
cactttcege tgattcggtg ccagactgaa atcagcctat aggaggaaat ggtgtagget 60

ggagctgcectt ¢ 71

<210> 30

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 30

gttgccgaca ggttggtgat gattccccca atgetggggg aatgtttttg catatgaata

tecctecttag

<210> 31

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31

ggttgaaaaa taaaaacggc gctaaaaagc gccgtttttt ttgacggtgg taaagccgag

tgtaggetgg agctgettce

<210> 32

<211>76

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32

ggtcagggac ttttgtactt cctgtttcga tttagttggc aatttaggta gcaaaccata

tgaatatcct ccttag

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
ctgccgaaaa tgaaagcecag ta 22

<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
ggaaagtgca tcaagaacgc aa 22

<210> 35

<211> 71

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35

ttgccactca ggtatgatgg gcagaatatt gecctectgecec gccagaaaaa ggtgtagget

ggagctgett c

ES 2733307 T3
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<210> 36

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
gttcaacatt aactcatcgg atcagttcag taactattgc attagctaac aataaaacat 60

atgaatatcc tccttag 77

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
cggtggaatg agatcttgcg a 21

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
acttgctccc gacacgctca 20

<210> 39

<211> 71

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
ttgccactca ggtatgatgg gcagaatatt gecctctgeccce gccagaaaaa gcecgettaca 60

gacaagctgt g 71

<210> 40

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
gttcaacatt aactcatcgg atcagttcag taactattge attagctaac aataaaaage 60

catgacccgg gaattac 77
<210> 41
<211> 44

<212> ADN
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 41
ctattgcatt agctaacaat aaaacttttt ctggcgggca gagg 44

<210> 42

<211> 48

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 42
cctetgeecg ccagaaaaag ttttattgtt agctaatgca atagttac 48

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
gccagcegcega taatcaccag 20

<210> 44

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
tgcgcectgaa tgtggaatc 19

<210> 45

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
ttttgatatc gaaccagacg ctccattcgc ggatgtactc aaggtcgaac gtgtaggctg 60

gagctgctte 70
<210> 46

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46
tctatggtge aacgcecttttce agatatcacc atcatgtttg ccggactatg catatgaata 60

tcctecttag 70

<210> 47
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<211>70
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 47
tcaatatgcec gectttgttaa cgaaaccttt gaacaccgtc aggaaaacga ttttgatatc

gaaccagacg

<210> 48

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 48
tgacaaatct aaaaaagcgc gagcgagcga aaaccaatgce atcgttaatc tctatggtge

aacgctttte

<210> 49

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49
cgetttgtta acgaaacctt tgaacaccgt caggaaaacg attttgatat cgaaccagac

gctccattcg

<210> 50

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50
cagtcgtgtc atctgattac ctggcggaaa ttaaactaag agagagctct gtgtaggetg

gagctgcette
<210> 51
<211>70

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 51
cgaattagcc tgccagccct gtttttatta gtgcattttg cgcgaggtca catatgaata

tcctecttag
<210> 52

<211> 20
<212> ADN
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 52
agcgcaacag gcatctggtg 20

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 53
tatatcaggc cagccatccc 20

<210> 54

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54
gctgaacttg taggcctgat aagcgcagcg tatcaggcaa tttttataat cttcatttaa

atggcgege

<210> 55

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55
gcgcaacgca attaatgtga gttagctcac tcattaggca ccccaggctt cgcectacctg

tgacggaag

<210> 56

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 56
gcgcaacgca attaatgtga gttagctcac tcattaggca ccccaggett gtgtaggetg

gagctgette
<210> 57
<211>70

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 57
gctgaacttg taggcctgat aagcgcageg tatcaggcaa tttttataat cttaagcecgac

ttcattcacce

<210> 58

<211> 68

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58
cgacgcttgt tcctgcegcett tgttcatgecc ggatgcgget aatgtagatc gectgaacttg

taggcctg

<210> 59

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 59
cattaatgca gctggcacga caggtttccc gactggaaag cgggcagtga gcgcaacgca

attaatgtg

<210> 60

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60
gacttcecgge aacagatttc attttgecatt ccaaagttca gaggtagtceg tgtaggctgg

agctgcettce

<210> 61

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61
gcttetgtca tecggtttcag ggtaaaggaa tctgectttt tcocgaaatca agettgeatg

cctgeatcee

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62
agaggctatt cggctatgac 20
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<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63
cgccatgttg gaatgggagg 20

<210> 64

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 64

tgattgttat actatttgca cattcgttgg atcacttcga tgtgcaagaa gacttccgge

aacagatttc

<210> 65

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 65

aattgcagaa ttcatgtagg cctgataagc gaagcgcatc aggcattttt gettctgtca

tcggtttcag

<210> 66

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 66
taccgccatt tggcctgac 19

<210> 67

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 67
aaagtgcgct ttgtccatge 20

<210> 68

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2733307 T3
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<223> Cebador

<400> 68
atcggcattg cccagaaggg gccgtttatg ttgccagaca gcgctactga gtgtaggcectg

gagctgette

<210> 69

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 69
attcgagcag atgatttact aaaaaagttt aacattatca ggagagcatt aagcttgcat

gcctgecatcee

<210> 70

<211> 68

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 70
aagccgttat agtgcctcag tttaaggatc ggtcaactaa tccttaactg atcggcattg

cccagaag

<210> 71

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 71
ttgattttca taggttaagc aaatcatcac cgcactgact atactctegt attcgagcecag

atgatttact aaaaaag

<210> 72

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 72
gcgtcaggca gtgttgtatc 20

<210> 73

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 73
ctggaagtga cgcattagag 20
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<210> 74

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 74
tgtcattact tacacatccc gc 22

<210> 75

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 75
gcattcaata cgggtattgt gg 22

<210> 76

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 76
cattggggat tatctgaatc agctcccctg gaatgcaggg gagcggcaag gtgtaggctg

gagctgette

<210> 77

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 77
tatttttagt agcttaaatg tgattcaaca tcactggaga aagtcttatg aagcttgcat

gcetgecatcee

<210> 78

<211>72

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 78
caattacagt ttctgactca ggactatttt aagaatagag gatgaaaggt cattggggat

tatctgaatc ag
<210>79

<211> 80
<212> ADN

43

60

70

60

70

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 79

gaatttttca atatcgccat agctttcaat taaatttgaa attttgtaaa atatttttag

tagcttaaat gtgattcaac

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 80
ttcaccgcta aagcggttac 20

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 81
cgcgtaatgce gtgggctttc 20

<210> 82

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 82
ccggcatatg gtataatagg g 21

<210> 83

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 83
acggcttgct ggccatca 18

<210> 84

<211> 68

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 84

cgaatataag gtgacattat ggtaattgaa tattggcttt ccaataatgc tacggcccca

aggtccaa

ES 2733307 T3
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<210> 85

<211>70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 85
aatattgtca acctaaagaa actcctaaaa accatattga atgacactta ttggcttcag

ggatgaggcg

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 86
tcccgactac gtggaccttg 20

<210> 87

<211>90

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 87
catatggtat aatagggaaa tttccatggc ggccgctcta gaagaagctt gggatccgtc

gacctcggeca ttattggaaa gccaatattce

<210> 88

<211> 86

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 88
gccgeccatgg aaatttccct attataccat atgccggcca agatgtcaag aaacttatag

aatgaagtaa gtgtcattca atatgg

<210> 89

<211>73

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 89
aatattgtca acctaaagaa actcctaaaa accatattga atgacactta cttcattcta

taagtttctt gac
<210> 90

<211>74
<212> ADN
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<213> secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 90

cgaatataag gtgacattat ggtaattgaa tattggcttt ccaataatgc cgaggtcgac 60
ggatcccaag ctte 74
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REIVINDICACIONES

1. Un método para regular al alza al menos uno de los genes del operdn del acido colanico en una bacteria en
comparacion con la expresion de dichos genes dentro de una bacteria de tipo silvestre correspondiente,
comprendiendo el método generar la disrupcion de los genes codificantes de los reguladores transcripcionales, la
proteina de control de la respiracion aerobica ArcA y el regulador de la isocitrato liasa IcIR, en donde dicho operdn
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.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde dicha regulacion al alza al alza de al menos uno de los genes del
operon del acido colanico esta precedida por la regulacién al alza del regulador transcripcional de dicho operén del
acido colanico rcsA.

3. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho microorganismo es una cepa de Escherichia coli, en
donde dicha cepa de E. coli es especificamente una cepa K12 o, en donde dicha cepa K12 es mas especificamente
E. coliMG1655.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde al menos uno de los genes del operon del
acido colanico es regulado al alza 6 a 8 veces en comparacion con la expresion del operéon del acido colanico en la
bacteria de tipo silvestre correspondiente.

5. Un procedimiento para la sintesis de acido colanico y/o GDP-fucosa y/u oligosacaridos fucosilados en una bacteria,
que comprende: generar la disrupcion de los genes codificantes de los reguladores transcripcionales, la proteina de
control de la respiracion aerébica ArcA y el regulador de la isocitrato liasa IcIR, en dicha bacteria para regular al alza
al menos uno de los genes del operén del acido colanico, en donde dicho operén comprende los genes cpsG, cpsB,
gmd y fcl.

6. El procedimiento segun la reivindicaciéon 5, en donde una mutacién que mejora la produccion de compuestos
fucosilados se selecciona del grupo que consiste en: la supresion del gen wcaJ; desactivacion de los genes del operén
del acido colanico gmm, wcaA, wcaB, wcaC, wcaD, wcaE, wcaF, weal, wecad, wcaK, wcal, wzx, wza, wzb, wzc y/o
wcaM; desactivacion de lacZ; introduccién de una sucrosa fosforilasa o invertasa; desactivacion de los genes pgi, pfkA
y pfkB; desactivacion del gen /lon; introduccion de una fucosiltransferasa y/o una lactosa permeasa; o combinaciones
de las mismas.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 5, para la sintesis de GDP-manosa y/o para la sintesis de oligosacaridos
manosilados.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 7, en donde se regulan al alza los genes cpsG y cpsB del operdn del acido
colanico y en donde:

a) se suprime el gen gmd del operon del acido colanico, y/o
b) en donde se suprime el gen gmm, y/o
c) en donde se desactivan los genes del operdn del acido colanico fcl, gmd, gmm, wcaA, wcaB, wcaC,

wcaD, wcaE, wcaF, weal, wcad, wcaK, wcal, wzx, wza, wzb, wzc y/o wcaM, y/o

d) en donde se introduce un gen que codifica una sucrosa fosforilasa o una invertasa, y/o
e) en donde se suprimen los genes pgi, pfkA'y pfkB, ylo

f) se desactiva el gen lon, y/o

g) en donde se introduce un gen codificante de una manosiltransferasa.

9. Una bacteria mutada y/o transformada en la que los reguladores ArcA e IcIR, en combinacién con los genes
codificantes de las enzimas fosfoglucosa isomerasa y fosfofructoquinasa, estan desactivados.

10. La bacteria mutada y/o transformada segun la reivindicacion 9, en donde la enzima fosfoglucosa isomerasa esta
codificada por el gen pgi y en donde la enzima fosfofructoquinasa esta codificada por el(los) gen(es) pfkA y/o pfkB.

11. La bacteria mutada y/o transformada segun la reivindicacién 9 o 10, en donde dicho organismo se transforma
adicionalmente con un gen codificante de una sucrosa fosforilasa o invertasa.

12. La bacteria mutada y/o transformada segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde la actividad
del gen codificante de una lactosa permeasa esta aumentada.

13. La bacteria mutada y/o transformada segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde al menos uno
de los siguientes genes esta desactivado o se ha hecho menos funcional:
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un gen codificante de una beta-galactosidasa, un gen codificante de una glucosa-1-fosfato adenililtransferasa, un gen
codificante de una glucosa-1-fosfatasa, un gen codificante de fosfogluconato deshidratasa, un gen codificante de 2-
ceto-3-desoxigluconato-6-fosfato aldolasa, un gen codificante de una glucosa-1-fosfato uridiltransferasa, un gen
codificante de una UDP-glucosa-4-epimerasa, un gen codificante de una UDP-glucosa:galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa, un gen codificante de una UDPgalactopiranosa mutasa, un gen codificante de una UDP-
galactosa:(glucosil)lipopolisacarido-1,6-galactosiltransferasa, un gen codificante de una UDP-galactosiltransferasa, un
gen codificante de una UDP-glucosiltransferasa, un gen codificante de una UDP-glucuronato transferasa, un gen
codificante de una UDP-glucosa transferasa al vehiculo lipidico, un gen codificante de una GDP-manosa hidrolasa, un
gen codificante de una UDP-azucar hidrolasa, un gen codificante de una manosa-6-fosfato isomerasa, un gen
codificante de una UDP-N-acetilglucosamina enoilpiruvoil transferasa, un gen codificante de una UDP-N-
acetilglucosamina acetiltransferasa, un gen codificante de una UDP-Nacetilglucosamina-2-epimerasa, un gen
codificante de una undecaprenil-fosfato alfa-N-acetilglucosaminil transferasa, un gen codificante de una glucosa-6-
fosfato-1-deshidrogenasa, y/o un gen codificante de una L-glutamina:D-fructosa-6-fosfato aminotransferasa, un gen
codificante de una manosa-6-fosfato isomerasa, un gen codificante de una sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa, un gen
codificante de una manitol-1-fosfato-5-deshidrogenasa, un gen codificante de una alulosa-6-fosfato 3-epimerasa, un
gen codificante de una invertasa, un gen codificante de una maltasa, un gen codificante de una trehalasa, un gen
codificante de un fosfotransferasa transportadora de azucar, un gen codificante de una proteasa, o un gen codificante
de una hexoquinasa.
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Figura 1

expresion genética relativa
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Figura 2

expresion genética relativa
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
Parte de secuencia UTR (SEQ ID N° 3)

TGTTTATTTATCACTTTGGCAGAGTAATTATCCTGTGCACTATTAATAGCAATGTCGCCA
TGCACATTTACCTTGCAGTTAATTGAATAAAAATTTAACTGGCATCAGTCCTAAAAAAAT
TGATTTCATCCGCAGGCTATTGACAGAATAATTCAGACTGGTCTTTCAGGCATCCAGACA
CGCTACCGCCCCTGGCTTTTTAGCTACCAATACACTGATTTAGTTTAATTTTTCACACCC
TCTCAGCATGCAGTCGTTGATGAGAAAGGGTTATTACGGAAATTAACTTCCGAATATAAG
GTGACATTATGGTAATTGAATATTGGCTTTCCAATAATGC

Parte de secuencia de promotor artificial (SEQ ID N° 4)

CGAGGTCGACGGATCCCAAGCTTCTTCTAGAGCGGCCGCCATGGAAATTTCCCTATTATA
CCATATGCCGGCCAAGATGTCAAGAAACTTATAGAATGAAG

Parte de secuencia de regulén (SEQ ID N° 5)

TAAGTGTCATTCAATATGGTTTTTAGGAGTTTCTTTAGGTTGAC

Secuencia de promotor completa (SEQ ID N° 6)

TGTTTATTTATCACTTTGGCAGAGTAATTATCCTGTGCACTATTAATAGCAATGTCGCCAT
GCACATTTACCTTGCAGTTAATTGAATAAAAATTTAACTGGCATCAGTCCTAAAAAAATTG
ATTTCATCCGCAGGCTATTGACAGAATAATTCAGACTGGTCTTTCAGGCATCCAGACACGC
TACCGCCCCTGGCTTTTTAGCTACCAATACACTGATTTAGTTTAATTTTTCACACCCTCTC
AGCATGCAGTCGTTGATGAGAAAGGGTTATTACGGAAATTAACTTCCGAATATAAGGTGAC
ATTATGGTAATTGAATATTGGCTTTCCAATAATGCCGAGGTCGACGGATCCCAAGCTTCTT
CTAGAGCGGCCGCCATGGAAATTTCCCTATTATACCATATGCCGGCCAAGATGTCAAGAARA
CTTATAGAATGAAGTAAGTGTCATTCAATATGGTTTTTAGGAGTTTCTTTAGGTTGAC
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