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DESCRIPCIÓN

Microorganismo que tiene capacidad de producir O-succinilhomoserina o ácido succínico, y procedimiento de 
producción de ácido succínico u O-succinilhomoserina mediante el uso del mismo

Campo técnico

El concepto inventivo se refiere a un microorganismo que tiene la capacidad de producir O-succinilhomoserina o 
ácido succínico, y a un procedimiento de producción de O-succinilhomoserina o ácido succínico mediante el uso 
del mismo.

Técnica antecedente

Para promover la producción de O-succinilhomoserina o ácido succínico en condiciones aeróbicas, se requiere 
succinil-CoA como precursor. El complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa actúa como un catalizador para la 
deshidrogenación de α-cetoglutarato en ácido succínico en el ciclo del ácido tricarboxílico (TCA). El gen que 
codifica esta enzima, sucAB, se expresa como un grupo en un cromosoma junto con sdhCDAB que codifica 
succinato deshidrogenasa y sucCD que codifica succinil-CoA sintetasa, y se sabe que esta expresión es inducida 
por los dos promotores incluidos en el grupo. La expresión génica en el grupo se induce principalmente por el 
promotor sdhC. En este momento, sdhCDAB, sucAB y sucCD se expresan en el orden establecido. El ciclo de 
TCA es ventajoso para la expresión de sdhCDAB, un gen que codifica la succinato deshidrogenasa, y en 
consecuencia es ventajoso para la rápida descomposición de succinil-CoA debido a la expresión promovida de 
succinato deshidrogenasa, incluso aunque succinil-CoA se produce por medio de la expresión de sucAB. El 
promotor de sucA se encuentra entre sdhCDAB y sucAB en el centro del grupo. El promotor sucA causa la 
expresión de sucAB, pero el promotor más importante en este grupo es sdhC que induce la expresión de sdhCDAB. 
El promotor sucA es más débil que el promotor sdhC (S J Park, G Chao and R P Gunsalus, J. Bacteriol. 1997; 
Cunningham, L. & Guest, J. R. (1998) Microbiology 144, 2113-2123). Hay un informe que demuestra que la 
producción de ácido succínico se incrementó al eliminar sdhAB en una cepa productora de ácido succínico en 
condiciones aeróbicas (A. Yu. Skorofkhodova, et al., Applied Biochemistry and Microbiology (Bioquímica y 
Microbiología Aplicadas), diciembre de 2013, Vol. 49, Ejemplar 7, pp. 629-637).

En el curso de la investigación sobre la promoción de la producción de ácido succínico u O-succinilhomoserina, 
los presentes inventores desarrollaron un microorganismo capaz de promover la producción de O-
succinilhomoserina o ácido succínico mediante la mejora de la actividad del complejo α-cetoglutarato 
deshidrogenasa, lo que lleva a la finalización de la presente divulgación.

Descripción detallada del problema técnico concepto inventivo

Es un objeto de la presente divulgación proporcionar un microorganismo que produzca O-succinilhomoserina o 
ácido succínico.

Otro objeto de la presente divulgación es proporcionar un procedimiento de producción de O-succinilhomoserina 
o ácido succínico que comprende una etapa de cultivo del microorganismo que tiene la capacidad de producir O-
succinilhomoserina o ácido succínico.

Solución técnica

De acuerdo con un aspecto del concepto inventivo, se proporciona un microorganismo que tiene la capacidad de 
producir O-succinilhomoserina o ácido succínico.

En una realización de la presente divulgación, el microorganismo que tiene la capacidad de producir O-
succinilhomoserina o ácido succínico puede ser un microorganismo en el que se mejora una actividad del complejo 
de α-cetoglutarato deshidrogenasa que un nivel de actividad endógena del mismo, promoviendo así la producción
de O-succinilhomoserina o ácido succínico.

El término "microorganismo que tiene la capacidad de producir O-succinilhomoserina o ácido succínico" utilizado 
en la presente memoria indica un microorganismo procariota o eucariota que produce O-succinilhomoserina o 
ácido succínico en un cuerpo vivo y puede acumular o segregar O-succinilhomoserina o ácido succínico en el 
mismo. Por ejemplo, el microorganismo que tiene la capacidad de producir O-succinilhomoserina o ácido succínico 
puede ser un microorganismo perteneciente al género Escherichia, el género Erwinia, el género Serratia, el género 
Providencia, el género Corynebacteria, el género Pseudomonas, el género Leptospira, el género Salmonella, el 
género Brevibacterium, el género Hypomononas, el género Chromobacterium, el género Nocardia, u hongos o 
levaduras. En una realización, el microorganismo de acuerdo con la divulgación puede ser un microorganismo que 
pertenece al género Escherichia. En una realización, el microorganismo de acuerdo con la divulgación puede ser 
E. coli.
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Para promover la producción de ácido succínico y O-succinilhomoserina, se requiere succinil-CoA. La succinil-CoA 
se deriva de la deshidrogenación de α-cetoglutarato en el ciclo de TCA.

El complejo de α-cetoglutarato deshidrogenasa es una enzima catalítica que cataliza la producción de ácido 
succínico mediante la deshidrogenación de α-cetoglutarato en el ciclo de TCA. El complejo α-cetoglutarato 
deshidrogenasa está compuesto de α-cetoglutarato deshidrogenasa y ácido dihidrolipoico-transferasa del grupo
succinil, y está codificado por el gen sucAB (sucA No. de Acceso de GenBank BAA35392.1, sucB No. de Acceso 
de GenBank BAA35393.1). La α-cetoglutarato deshidrogenasa y el ácido dihidrolipoico-transferasa del grupo 
succinil pueden tener las secuencias de aminoácidos respectivamente establecidas en la SEQ ID NO: 22 y la SEQ 
ID NO: 24 o secuencias que tengan al menos el 70%, 80%, 90% o 95% de homología con las secuencias, que 
están codificadas por los genes sucA y sucB. Dichos genes pueden tener las secuencias establecidas 
respectivamente en la SEQ ID NO: 23 y la SEQ ID NO: 25 o secuencias que tengan al menos un 70%, 80%, 90% 
o 95% de homología con las secuencias. sucAB se expresa como un grupo con sdhCDAB y sucCD. La sdhCDAB 
que codifica para la succinato deshidrogenasa se expresa en gran medida debido al fuerte promotor de sdhCDAB 
y, por lo tanto, el ácido succínico y la succinil-CoA se descomponen rápidamente (Louise Cunningham et al., 
Microbiology (1998), 144, p.211-2123). Por lo tanto, la producción de ácido succínico y succinil-CoA se puede 
promover mediante el aumento de la producción de ácido succínico al aumentar de la actividad de la enzima.

El término "actividad endógena" utilizado en la presente memoria indica actividad en un microorganismo o célula 
original en condiciones naturales o antes de la mutación.

En una realización de la presente divulgación, el microorganismo anterior es un microorganismo que pertenece al 
género Escherichia, en el que se mejora una actividad de la homoserina O-succiniltransferasa que un nivel de 
actividad endógena de la misma.

La homoserina O-succiniltransferasa es una enzima que actúa como un catalizador para la producción de O-
succinilhomoserina a partir de succinil-CoA y homoserina, que participa en la primera etapa de la ruta de biosíntesis 
de la metionina. La enzima puede tener la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 26 o una 
secuencia de aminoácidos que tenga al menos 70%, 80%, 90% o 95% de homología con la secuencia, y puede 
estar codificada por el gen metA (No. de Acceso de GenBank BAE78015.1). El gen metA puede tener la secuencia 
expuesta en la SEQ ID NO: 27 o una secuencia que tenga al menos un 70%, 80%, 90% o 95% de homología con 
la secuencia. La expresión de este gen es inhibida por el control de retroalimentación de la metionina. Por lo tanto, 
un mutante diseñado para aumentar la expresión de metA mediante la eliminación del control de retroalimentación 
de la metionina se ha utilizado para promover la producción de metionina. La O-succiniltransferasa libre de 
homoserina controlada por retroalimentación con metionina puede tener la secuencia de aminoácidos expuesta en 
la SEQ ID NO: 32 o una secuencia que tenga al menos 70%, 80%, 90% o 95% de homología con la secuencia, y 
su gen puede estar codificado por la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 33 (metA11: Publicación de Patente 
Coreana No. 2009-0106365) o una secuencia que tiene al menos 80%, 90% o 95% de homología con la secuencia.

El término "homología" utilizado en relación con una secuencia utilizada en la presente memoria indica el grado de 
coincidencia con la secuencia de aminoácidos o secuencia de nucleótidos dada, que se puede representar como 
un porcentaje (%). En la presente divulgación, una secuencia de homología que tiene una actividad que es idéntica 
o similar a la secuencia de aminoácidos o secuencia de nucleótidos dada se presenta como "% de homología", 
que puede ser determinada fácilmente por aquellos en la técnica capaces de usar el programa informático BLAST 
2.0 que calcula ciertos parámetros como puntuación, identidad y similitud.

Los términos "mejorar" o "potenciar" para la actividad enzimática utilizados en la presente memoria indican un 
aumento en la actividad enzimática a un nivel más alto que el de la actividad endógena, que puede resultar de la 
sobreexpresión de un gen que codifica una enzima o un aumento en la actividad de la enzima a un nivel más alto 
que el nivel de actividad endógena por mutación genética. Por ejemplo, el número de copias del gen que codifica 
una enzima puede aumentar, o el promotor endógeno del gen puede reemplazarse con un promotor más potente; 
alternativamente, una secuencia completa o una parte de la secuencia del gen o una secuencia reguladora de la 
expresión completa o una parte de la misma en el cromosoma puede mutarse por deleción, sustitución o inserción, 
o por una combinación de las mismas.

El término "secuencia reguladora de expresión" utilizado en la presente memoria indica una secuencia de 
nucleótidos que regula la expresión génica, que es un segmento que puede aumentar o disminuir la expresión de 
un gen específico en un organismo, e incluye un promotor, un sitio de unión al factor de transcripción, etc, pero no 
limitado a los mismos.

En una realización de la presente divulgación, un promotor de un gen que codifica una enzima correspondiente se 
puede reemplazar con un promotor más potente que el promotor endógeno o el número de copias del gen se 
puede incrementar para aumentar la actividad enzimática correspondiente.

En una realización de la presente divulgación, el promotor puede ser Ptac, Ptrc, Ppro, PR, PL, Prmf o PcysK, los 
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cuales son bien conocidos como promotores con actividad fuerte, pero no se limita a los mismos.

En una realización de la presente divulgación, el microorganismo puede ser un microorganismo que pertenece al 
género Escherichia, en el que la actividad de una o más enzimas de la cistationina gamma-sintasa y la homoserina 
quinasa se debilita, en comparación con el correspondiente nivel de actividad endógena, o se elimina.

La cistationina gamma-sintasa cataliza la conversión de O-succinilhomoserina en cistationina. La cistationina 
gamma-sintasa puede tener la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 28 o una secuencia que 
tenga al menos 70%, 80%, 90% o 95% de homología con la secuencia, y puede estar codificada por el gen metB
(No. de Acceso de GenBank BAE77371.1). El gen metB puede tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 29 
o una secuencia que tenga al menos un 70%, 80%, 90% o 95% de homología con la secuencia. Una vez que la 
actividad de esta enzima se debilita o se elimina, la O-succinilhomoserina no se convierte en cistationina o, si se 
convierte, la tasa de conversión es muy baja.

La homoserina quinasa actúa como un catalizador para la síntesis de O-fosfohomoserina a partir de homoserina, 
y puede tener la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 30 o una secuencia que tenga al menos 
el 70%, 80%, 90%, o 95% de homología con la secuencia y que puede estar codificada por el gen thrB (No. de 
Acceso de GenBank BAB96580.1). El gen thrB puede tener la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 31 o una 
secuencia que tenga al menos un 70%, 80%, 90% o 95% de homología con la secuencia. Una vez que la actividad 
de esta enzima se debilita o se elimina, la Ohomoserina no se convierte en O-fosfohomoserina o, si se convierte, 
la tasa de conversión es muy baja.

Los términos "debilitado" o "eliminado" de la actividad enzimática, utilizados en la presente memoria, indican una 
disminución de la expresión de un gen que codifica su enzima correspondiente a un nivel inferior al nivel endógeno 
o una eliminación completa de la actividad enzimática, respectivamente. Esto se puede lograr mediante la mutación 
de una secuencia de nucleótidos completa o una parte de una secuencia de nucleótidos, o una totalidad o una 
parte de una secuencia reguladora de la expresión mediante la deleción, sustitución, inserción o una combinación 
de las mismas.

En una realización de la presente divulgación, el microorganismo puede ser E. coli. El microorganismo se puede 
diseñar para aumentar la actividad del complejo de α-cetoglutarato deshidrogenasa a un nivel más alto que el nivel 
endógeno y, además, para aumentar la actividad de la homoserina O-succiniltransferasa más potente a un nivel 
mayor que el nivel endógeno; o la actividad de una o ambas enzimas de la cistationina gamma-sintasa y la 
homoserina quinasa puede debilitarse hasta un nivel inferior al nivel endógeno o eliminarse.

En una realización de la presente divulgación, el microorganismo de la divulgación puede tener el gen metA en el 
cromosoma de E. coli reemplazado con el mutante metA11 (SEQ ID NO: 33, WO 2008/127240 A1) para el cual la 
regulación de retroalimentación mediada por metionina ha sido eliminada, puede tener genes thrB y metB 
eliminados del cromosoma, y se puede transformar con un vector que contiene sucAB que está bajo el control de 
un promotor que es más potente que su promotor original.

Un aspecto de la presente divulgación proporciona un procedimiento de producción de O-succinilhomoserina o 
ácido succínico, el procedimiento que incluye el cultivo de un microorganismo del género Escherichia en un medio, 
en el que se mejora una actividad del complejo de α-cetoglutarato deshidrogenasa en comparación con un nivel 
de actividad endógena del mismo, y la recuperación de O-succinilhomoserina o ácido succínico de los medios de 
cultivo o el microorganismo cultivado.

En una realización de la presente divulgación, en el procedimiento de producción de O-succinilhomoserina o ácido 
succínico, el cultivo de un microorganismo que tiene la capacidad de producir O-succinilhomoserina o ácido 
succínico puede lograrse usando un medio apropiado y condiciones de cultivo bien conocidas por los expertos en 
la técnica. Este proceso de cultivo se puede regular fácilmente de acuerdo con la cepa seleccionada por los 
expertos en la técnica. Como ejemplos del procedimiento de cultivo, se incluyen, entre otros, el cultivo discontinuo, 
el cultivo continuo y el cultivo alimentado por lotes. Varios procedimientos de cultivo, incluidos los anteriores, se 
explican en una referencia ("Ingeniería Bioquímica" por James M. Lee, Prentice-Hall International Editions, pp 138-
176).

El medio de cultivo en la presente memoria tiene que satisfacer la condición de cultivo requerida para el cultivo de 
una cepa específica en la presente memoria. Varios medios de cultivo para microorganismos se describen en una 
referencia ("Manual de Procedimientos de Bacteriología General" por la Sociedad Americana de Bacteriología, 
Washington D.C., EE. UU., 1981). Estos medios incluyen varias fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno y 
elementos traza. La fuente de carbono incluye hidratos de carbono tales como glucosa, lactosa, sacarosa, fructosa, 
maltosa, almidón y celulosa; grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; 
ácidos grasos tales como ácido palmítico, ácido esteárico y ácido linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; 
y ácidos orgánicos como el ácido acético. La fuente de carbono puede usarse independientemente o como una 
combinación de al menos dos fuentes de carbono. La fuente de nitrógeno incluye fuentes de nitrógeno orgánico 
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como peptona, extracto de levadura, salsa, extracto de malta, licor de maíz (CSL) y harina de frijol; y fuentes de 
nitrógeno inorgánico tales como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de 
amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrógeno se pueden usar solas o en combinación. Además, se puede 
incluir adicionalmente una fuente de fósforo en el medio de cultivo anterior, y los ejemplos del mismo incluyen 
fosfato de potasio dihidrogenado, fosfato de hidrógeno dipotásico y las correspondientes sales que contienen 
sodio. El medio de cultivo de la presente memoria también puede contener un metal tal como sulfato de magnesio 
o sulfato de hierro. Además, el medio de cultivo puede incluir aminoácidos, vitaminas y precursores adecuados.

Con el fin de mantener la condición aeróbica en el fluido de cultivo, se puede inyectar oxígeno o gas que contiene 
oxígeno (aire) en el medio de cultivo. La temperatura para el cultivo de la presente memoria es generalmente de 
20 a 45 °C y preferentemente de 25 a 40 °C. El cultivo puede continuarse hasta que la producción de O-
succinilhomoserina o ácido succínico alcance un nivel deseado, y el tiempo de cultivo preferido es de 10 horas a 
160 horas.

Efectos ventajosos

La cepa productora de O-succinilhomoserina o ácido succínico de acuerdo con la presente divulgación es eficaz 
en la producción de O-succinilhomoserina o ácido succínico y puede aplicarse en diversos campos debido a las 
posibilidades de conversión enzimática o química.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquemático del vector recombinante pCL_PsucA-sucAB.
La Figura 2 es un diagrama esquemático del vector recombinante pCL_Prmf-sucAB.
La Figura 3 es un diagrama esquemático del vector recombinante pCL_Ptrc-sucAB.
La Figura 4 es un diagrama esquemático del vector recombinante pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB.

Modo del concepto inventivo

En lo sucesivo, la presente divulgación se describirá con más detalle con referencia a los Ejemplos. Sin embargo, 
estos ejemplos únicamente tienen fines ilustrativos, y el ámbito de la presente divulgación no pretende limitarse 
por estos ejemplos.

Ejemplo de referencia. Construcción de una cepa productora de ácido O-succinilhomoserina o ácido 
succínico

1) Deleción del gen metB

Con el fin de aumentar la acumulación de O-succinilhomoserina o ácido succínico, se construyó una cepa al 
delecionar el gen metB que codifica la cistationina gamma-sintasa involucrada en la degradación del precursor de 
la L-metionina.

El gen metB que codifica la cistationina gamma-sintasa en la cepa W3110 de E. coli (K12) de tipo salvaje se 
delecionó. Es bien conocido que la cistationina gamma-sintasa se une a varios precursores de metionina y, por lo 
tanto, puede producir varios subproductos. Por lo tanto, la sobreexpresión de la cistationina sintasa podría 
aumentar las reacciones secundarias para reducir la eficiencia de las reacciones intracelulares. Para delecionar el 
gen metB, se realizó el procedimiento de deleción de PCR por FRT en un solo paso (PNAS (2000), Vol. I97, p6640-
6645). Para delecionar el gen metB, se realizó la PCR con los cebadores representados por la SEQ ID NO: 12 y 
la SEQ ID NO: 13 utilizando el vector pKD3 (PNAS (2000) Vol. 97, p6640-6645) como plantilla, dando como 
resultado la construcción de un cassette de deleción.
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La PCR se realizó de la siguiente manera; desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, recocido a 55 °C
durante 30 segundos y extensión a 72 °C durante 1 minuto, con 30 ciclos realizados desde la desnaturalización 
hasta la extensión. El producto de la PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1,0%. La banda de 1,1 
kb se eluyó y se purificó. El fragmento de ADN recuperado se sometió a electroporación en la cepa W3110 de E. 
coli (K12) transformada previamente con el vector pKD46 (PNAS (2000) Vol. 97, p6640-6645). Para la 
electroporación, la cepa W3110 transformada con pKD46 se cultivó en medio LB suplementado con 200 µg/l de 
ampicilina y L-arabinosa 5 mM a 30 °C hasta que la OD600 alcanzó 0,5. La cepa se lavó con glicerol al 10% tres 
veces. La electroporación se realizó a 2500 V. La cepa recuperada se extendió en medio de placa LB que contenía 
30 µg/l de cloranfenicol, seguido de cultivo a 37 °C durante 1 a 2 días. Posteriormente, se seleccionó la cepa 
resistente.

La cepa seleccionada se usó luego para la PCR usando los cebadores representados por la SEQ ID NO: 14 y la 
SEQ ID NO: 15 de acuerdo con las condiciones mencionadas anteriormente.

Se observó una banda de un tamaño de 1,5 kb en un gel de agarosa al 1,0%, lo que sugiere que el gen metB se 
delecionó.

SEQ ID NO: 14; 5'-TATTCGCCGCTCCATTCAGC-3'
SEQ ID NO: 15; 5'-TACCCCTTGTTTGCAGCCCG-3'

La cepa con el gen metB delecionado se transformó con el vector pCP20 (PNAS (2000) vol. 97, p6640-6645), que 
luego se cultivó en medio LB suplementado con 100 µg/l de ampicilina. La PCR se realizó de la misma manera 
que se describió anteriormente y se seleccionó la cepa final con el gen metB delecionado, que muestra una banda 
contraída en gel de agarosa al 1,0%. Se confirmó la deleción del marcador de cloranfenicol. La cepa auxotrófica 
metionina obtenida se denominó CC03-0132.

2) Deleción del gen thrB

Con el fin de aumentar la producción de O-succinil homoserina a partir de la homoserina, thrB, se delecionó el gen 
que codifica la homoserina quinasa. En particular, cuando se usa una cepa productora de treonina, la deleción de 
este gen es necesaria porque la actividad de utilización de la homoserina es muy fuerte. Para delecionar el gen 
thrB de la cepa CC03-0132 construida en 1) más arriba, se realizó el procedimiento de deleción de PCR por FRT 
en un solo paso (PNAS (2000) Vol. 97, p6640-6645). Para delecionar el gen thrB, se realizó la PCR con los 
cebadores representados por la SEQ ID NO: 16 y la SEQ ID NO: 17 utilizando el vector pKD3 (PNAS (2000) Vol. 
97, p6640-6645) como plantilla, dando como resultado la construcción de un cassette de deleción.

La PCR se realizó de la siguiente manera; desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, recocido a 55 °C
durante 30 segundos y extensión a 72 °C durante 1 minuto, con 30 ciclos realizados desde la desnaturalización 
hasta la extensión. El producto de la PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1,0%. La banda de 1,1 
kb se eluyó y se purificó. El fragmento de ADN recuperado se sometió a electroporación en la cepa CC03-0132 
previamente transformada con el vector pKD46 (PNAS (2000) Vol. 97, p6640-6645). Para la electroporación, la 
cepa CC03-0132 transformada con pKD46 se cultivó en medio LB suplementado con 200 µg/l de ampicilina y L-
arabinosa 5 mM a 30 °C hasta que la OD600 alcanzó 0,5. La cepa se lavó con glicerol al 10% tres veces. La 
electroporación se realizó a 2500 V. La cepa recuperada se extendió en medio de placa LB que contenía 30 µg/l
de cloranfenicol, seguido de cultivo a 37 °C durante 1 a 2 días. Posteriormente, se seleccionó la cepa resistente.

La cepa seleccionada procedió a la PCR usando los cebadores representados por la SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID 
NO: 19 de acuerdo con las condiciones mencionadas anteriormente. Se observó una banda de un tamaño de 1,5 
kb en un gel de agarosa al 1,0%, lo que sugiere que el gen thrB se delecionó.

SEQ ID NO: 18; 5'-ACTCGACGATCTCTTTGCC-3'
SEQ ID NO: 19; 5'-ACGCCGAGAGGATCTTCGCAG-3'
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La cepa confirmada se transformó con el vector pCP20 (PNAS (2000) vol. 97, p6640-6645), que luego se cultivó 
en medio LB suplementado con 100 µg/l de ampicilina. La PCR se realizó al respecto de la misma manera que se 
describió anteriormente y se seleccionó la cepa final con el gen thrB delecionado, que muestra una banda más 
pequeña como se confirmó en electroforesis en gel de agarosa al 1,0%. Se confirmó la deleción del marcador de 
cloranfenicol. La cepa obtenida se denominó CC03-0133.

3) Construcción del vector pSG para insertar metA11

La homoserina succinil transferasa está bajo control de retroalimentación por medio de metionina traza añadida al 
medio, de modo que se inhibe la mayor parte de la actividad de la homoserina succinil transferasa. Para aumentar 
la producción de O-succinil homoserina, se utilizó el precursor de la L-metionina, un mutante libre de control de 
retroalimentación por metionina. Para reemplazar el gen metA de tipo salvaje (SEQ ID NO: 27) en el cromosoma 
que codifica la homoserina succinil transferasa en E. coli con el mutante metA11 (SEQ ID NO: 33) que está libre 
de control de retroalimentación por metionina, el vector de inserción pSG -metA11 fue construido. De acuerdo con 
la instrucción proporcionada en el documento WO 2008/127240 A1, se obtuvo la información de la secuencia de 
nucleótidos del gen metA11 y, de acuerdo con la información, se sintetizaron los cebadores (SEQ ID NO: 20 y SEQ 
ID NO: 21) que contenían el marco de lectura abierta (ORF) a partir del codón de inicio ATG del gen metA11 y los 
sitios de reconocimiento de enzimas de restricción, EcoRI y Sacl. La PCR se realizó con los cebadores 
representados por las siguientes secuencias utilizando la cepa metA#11 de TF4076BJF que se muestra en el 
documento WO 2008/127240 A1 como plantilla.

SEQ ID NO: 20; 5'-ggccgaattcatgccgattcgtgtgccgga-3'
SEQ ID NO: 21; 5'-ggccgagttcttaatccagcgttggattca-3'

La PCR se realizó utilizando pfu-X ADN polimerasa (Solgent, SPX16-R250) de la siguiente manera: 
desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, recocido a 55 °C durante 30 segundos y extensión a 72 °C durante 
2 minutos, con 30 ciclos desde la desnaturalización hasta la extensión. Como resultado, se obtuvo el producto de 
PCR en el que se amplificó el ORF metA11 que contiene los sitios de reconocimiento de EcoRI y Sacl en ambos 
extremos. El gen metA11 obtenido por la PCR anterior se trató con las enzimas de restricción EcoRI y Sacl, seguido 
de ligadura en el vector pSG76-C (J Bacteriol. 1997 Jul; 179 (13):4426-8.) Que también se había tratado con 
Enzimas de restricción EcoRI y Sacl. Por útlimo, se construyó el vector recombinante pSG-metA11 que contiene 
el gen metA11 clonado.

4) Construcción de la cepa de inserción metA11.

El vector de inserción metA11 pSG-metA11 construido en el Ejemplo de referencia 3) se introdujo en la cepa 
obtenida en el Ejemplo de referencia 2), seguido de cultivo en medio LB-Cm (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 
g/l, triptona 10 g/l, cloranfenicol 30 µg/l). Posteriormente, se seleccionaron colonias resistentes al cloranfenicol. El 
transformante seleccionado fue la cepa primaria insertada con el vector pSG-metA11 en la posición de metA del 
cromosoma. La cepa introducida con el gen metA11 se transformó con el vector pASceP (JOURNAL OF 
BACTERIOLOGY, julio de 1997, 4426-4428) expresando la enzima de restricción I-Scel para escindir el sitio I-Scel 
en el vector pSG. La cepa se seleccionó después de crecer en medio LB-Amp (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 
5 g/l, triptona 10 g/l, cloranfenicol 100 µg/l). En la cepa seleccionada, la metA de tipo salvaje se reemplazó con 
metA11 y el vector pSG76-C insertado se delecionó a partir de la misma. Esta cepa se denominó E. coli CC03-
0038.

5) Construcción de una cepa productora de O-succinilhomoserina basada en una cepa productora de treonina

Se construyó una cepa que tiene la capacidad de producir ácido succínico y O-succinil homoserina por el mismo 
procedimiento que se describe en 1) a 4) utilizando E. coli KCCM 10541P, la cepa de producción de treonina, 
descrita en la Patente Internacional WO 2005/075625, en lugar de la cepa de tipo salvaje W3110, y la cepa 
construida se llamó CJM2-A11.

Ejemplo 1. Construcción de un plásmido para la expresión mejorada de sucAB

1-1. Construcción de un plásmido para la expresión mejorada de sucAB con un promotor sucA

La información de la secuencia de nucleótidos del complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa codificada por sucAB 
(sucA No. de Acceso de GenBank BAA35392.1: SEQ ID NO: 23, sucB No. de Acceso de GenBank BAA35393.1: 
SEQ ID NO: 25) se obtuvo de la base de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica, EE. UU., basada 
en la cual los cebadores, representados por la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 2, y reconocidos por las enzimas de 
restricción Hindlll y Xbal respectivamente y que contienen la secuencia que varía entre -188 a ATG, el codón de 
iniciación ORF de sucAB, se sintetizó para obtener el gen sucAB bajo el control del promotor sucA.

SEQ ID NO: 1; 5'-GGCCAAGCTTGCATCAGGCGTAACAAAGAA-3'
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SEQ ID NO: 2; 5'-GGCCTCTAGATGTCCATCCTTCAGTAATCG-3'

Utilizando el ADN cromosómico de E. coli W3110 de tipo salvaje como plantilla, la clonación de sucAB, el gen que 
codifica el complejo de α-cetoglutarato deshidrogenasa, se realizó por PCR con los cebadores representados por 
la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 2. PCR [Sambrook et al, Clonación Molecular, un Manual de Laboratorio (1989), 
Cold Spring Harbor Laboratories] se realizó utilizando pfu-X ADN polimerasa (Solgent, SPX16-R250) de la 
siguiente manera: desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, recocido a 55 °C durante 30 segundos y 
extensión a 72 °C durante 5 minutos, con 30 ciclos desde la desnaturalización hasta la extensión. Como resultado, 
se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 4,5 kb que contiene el promotor sucA, el gen sucAB y los 
sitios de reconocimiento de HindIII y Xbal. El producto de PCR obtenido se trató con las enzimas de restricción 
HindIII y Xbal. Al utilizar la ADN ligasa de T4, el producto de la PCR se ligó en el vector pCL1920 (Lerner, CG e 
Inouye, M., Nucl. Acids Res. (1990) 18:4631) que se había tratado previamente con las enzimas de restricción 
Hindlll y Xbal, lo que resulta en la construcción del vector recombinante pCL PsucA-sucAB. La Figura 1 es un 
diagrama esquemático que ilustra el vector recombinante pCL PsucA-sucAB.

1-2. Construcción de un plásmido para la expresión mejorada de sucAB con un promotor rmf o trc

La información de la secuencia de nucleótidos (sucA No. de Acceso de GenBank BAA35392.1: SEQ ID NO: 23, 
sucB No. de Acceso de GenBank BAA35393.1: SEQ ID NO: 25) del gen sucAB (el gen que codifica el complejo α-
cetoglutarato deshidrogenasa) se obtuvo de la base de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica, 
EE. UU., de acuerdo con la cual se sintetizaron los cebadores representados por la SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID NO: 
4 que tienen los sitios de reconocimiento de EcoRV y HindIII para obtener el gen sucAB.

SEQ ID NO: 3; 5'-ATCATGCAGAACAGCGCTTTGAA-3'
SEQ ID NO: 4; 5'-GGCCAAGCTTTGTCCATCCTTCAGTAATCG-3'

Utilizando el ADN cromosómico de E. coli W3110 de tipo salvaje como plantilla, la clonación de sucAB se realizó 
mediante PCR con los cebadores representados por la SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID NO: 4. La PCR [Sambrook et 
al, Clonación Molecular, un Manual de Laboratorio (1989), Cold Spring Harbor Laboratories] se realizó utilizando 
pfu-X ADN polimerasa (Solgent, SPX16-R250) de la siguiente manera: desnaturalización a 95 °C durante 30 
segundos, recocido a 55 °C durante 30 segundos y extensión a 72 °C durante 5 minutos, con 30 ciclos desde la 
desnaturalización hasta la extensión. Como resultado, se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 4,3 kb 
que contiene el gen sucAB y el sitio de reconocimiento de la enzima de restricción HindIII. El producto de PCR 
obtenido se trató con la enzima de restricción HindIII. Para reemplazar el promotor sucA, es decir, el promotor 
nativo del gen sucAB, los vectores pCL_Prmf-gfp (SEQ ID NO: 5) y pCL_Ptrc-gfp (SEQ ID NO: 6) que contienen 
respectivamente los promotores rmf y trc se trataron con enzimas de restricción EcoRV e HindIII, seguidas de la 
ligadura del producto de la PCR utilizando la ADN ligasa T4 (Roche: 10481220001). Como resultado, se 
construyeron los vectores recombinantes pCL_Prmf-sucAB y pCL_Ptrc-sucAB. Los vectores pCL_Prmf-gfp y 
pCL_Ptrc-gfp se introdujeron con el gen de la proteína de fluorescencia verde gfp para medir la potencia de los 
promotores rmf y trc. Mientras tanto, sucAB se ligó con la región promotora del vector, dando como resultado la 
construcción de un vector que contiene sucAB que se expresaría bajo el control de los promotores rmf y trc. La 
Figura 2 y la Figura 3 son diagramas esquemáticos que ilustran los vectores recombinantes pCL_Prmf-sucAB y 
pCL_Ptrc-sucAB, respectivamente.

Ejemplo 2. Construcción de un plásmido para la expresión simultáneamente mejorada de sucAB y metA11

Para sintetizar O-succinilhomoserina, se construyó un vector de expresión que expresaba sucAB y metA11 
simultáneamente. La información de la secuencia de nucleótidos del gen metA11 se obtuvo con base en la 
secuencia de aminoácidos que codifica el mutante O-succinil transferasa de la cepa metA#11 de TF4076BJF 
descrita en la Publicación de Patente Internacional No. WO 2008/127240 A1 y, con base en la información de 
secuencia de nucleótidos, los cebadores representados por la SEQ ID NO: 7 y la SEQ ID NO: 8 que tienen los 
sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción EcoRV y HindIII en ambos extremos se sintetizaron para 
amplificar el ORF que varía de ATG a TAA del gen metA11.

SEQ ID NO: 7; 5'-GAGTGCGATATC atgccgattcgtgtgccggac-3'
SEQ ID NO: 8; 5'-GCACTCAAGCTT ttaatccagcgttggatacatg-3'

Utilizando TF4076BJF metA#11 como plantilla, la PCR se realizó con los cebadores representados por la SEQ ID 
NO: 7 y la SEQ ID NO: 8. La PCR se realizó utilizando la pfu-X ADN polimerasa (Solgent, SPX16-R250) de la 
siguiente manera: desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, recocido a 55 °C durante 30 segundos y 
extensión a 72 °C durante 1 minuto, con 30 ciclos desde la desnaturalización hasta la extensión. El producto de 
PCR obtenido se trató con las enzimas de restricción EcoRV y HindIII. El vector pCL_Pcysk-gfp (SEQ ID NO: 9) 
se trató con las enzimas de restricción EcoRV e HindIII, seguido de ligadura utilizando la ADN ligasa T4 (Roche: 
10481220001). Como resultado, se construyó el vector recombinante pCL_Pcysk-metA11. Para insertar sucAB en 
el vector construido anteriormente, se sintetizaron los cebadores representados por la SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID 
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NO: 11 que tienen el sitio de reconocimiento de HindIII.

SEQ ID NO: 10; 5'-GGCCAAGCTTGCATCAGGCGTAACAAAGAA-3'
SEQ ID NO: 11; 5'-GGCCAAGCTTTGTCCATCCTTCAGTAATCG-3'

Para expresar metA11 y sucAB simultáneamente, se construyó el vector pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB. 
Primero, utilizando el ADN cromosómico de E. coli W3110 de tipo salvaje como plantilla, se realizó la PCR con los 
cebadores representados por la SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 11. PCR [Sambrook et al, Clonación Molecular, 
un Manual de Laboratorio (1989), Cold Spring Harbor Laboratories] se realizó utilizando pfu-X ADN polimerasa
(Solgent, SPX16-R250) de la siguiente manera: desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, recocido a 55 °C
durante 30 segundos y extensión a 72 °C durante 5 minutos, con 30 ciclos desde la desnaturalización hasta la 
extensión. Como resultado, se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 4,5 kb con PsucA-sucAB que 
incluye el sitio de reconocimiento de HindIII. El producto de PCR obtenido se trató con la enzima de restricción 
HindIII, seguida de ligadura, utilizando la ADN ligasa de T4 (Roche: 10481220001), en el vector pCL_Pcysk-
metA11 que se había tratado previamente con la enzima de restricción HindIII. Como resultado, se construyó el 
vector recombinante pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB. La Figura 4 es un diagrama esquemático que ilustra el 
vector recombinante pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB.

Ejemplo 3. Fermentación para la producción de ácido succínico.

El cultivo en matraz se realizó para investigar la producción de ácido succínico cuando la actividad de solo sucAB 
se incrementó en la cepa productora de O-succinilhomoserina construida en el Ejemplo de referencia. La cepa del 
Ejemplo de referencia 4), CC03-0038, y la cepa del Ejemplo de referencia 5), CJM2-A11, se transformaron con los 
plásmidos construidos en el Ejemplo 1, pCL_PsucA-sucAB, pCL_Prmf-sucAB y pCL_Ptrc-sucAB. Las cepas se 
extendieron en un medio de placa LB que contenía espectinomicina, dando como resultado cepas insertadas con 
sucAB. Como controles, se prepararon las cepas CC03-0038 y CJM2-A11 introducidas con el vector pCL1920. El 
vector pCC1BAC-scrO (SEQ ID NO: 34) que tiene la secuencia scrO del plásmido pUR 400 que se origina a partir
de la cepa de salmonela descrita en la Publicación de Patente Internacional No. WO 10/101360 se introdujo en 
estas cepas para hacer que utilicen azúcar en bruto como fuente de carbono. Las cepas resultantes se cultivaron 
en el medio que tiene la composición mostrada en la Tabla 2 a continuación para la evaluación de la producción 
de ácido succínico.

Cada cepa se inoculó en el medio y se cultivó a 33 °C durante la noche. Se inoculó una única colonia en 2 ml de 
medio LB que contenía espectinomicina, seguido de cultivo a 33 °C durante 2 horas. La cepa se inoculó de nuevo 
en un matraz Erlenmeyer de 250 ml que contenía 25 ml de medio de matraz con una densidad de OD600 = 0,5, 
seguido de cultivo a 33 °C a 200 rpm durante 33 horas. Se realizó una cromatografía líquida de alto rendimiento 
(HPLC) para investigar la producción de ácido succínico. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Como resultado, a medida que se incrementaba la expresión de sucAB, aumentaba la producción de ácido 
succínico. Este resultado indica que la expresión mejorada de sucAB tiene el efecto de regular a la baja el 
glutamato, pero aumenta el flujo de succinil-CoA para aumentar la producción de ácido succínico. Cuando se usó 
la glucosa como fuente de carbono, la producción de ácido succínico aumentó en un 30% como máximo. Se 
esperaba que la producción de ácido succínico aumentara aún más a medida que la síntesis de ácido succínico 
aumentara en una cepa en condiciones aeróbicas. Cuando se usaba azúcar en bruto como fuente de carbono, la 
producción de ácido succínico aumentaba tanto como cuando se usaba glucosa como fuente de carbono. Los 
resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 1. Composición del medio en matraz de glucosa

Composición Sol. madre Cono (por litro) Vol (ml)

Glucosa 40 g 200

KH2PO4 2 g 100

Sulfato de amonio 17 g 500

MgSO4·7H2O 1 g

Extracto de levadura 2 g

Metionina 0,4 g

Treonina 1 g

MnSO4·7H2O 10 mg/ml 0,01 g (sol. madre 1 ml)

ZnSO4·7H2O 1 mg/ml 0,01 g (sol. madre 10 ml)

FeSO4·7H2O 10 mg/ml 10 mg (sol. madre 1 ml)

Carbonato de calcio 30 g 200
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Tabla 2. Composición del medio en matraz de azúcar en bruto

Composición Sol. madre Cono (por litro) Vol (ml)

Azucar en bruto 60g 200

KH2PO4 2 g 100

Sulfato de amonio 25g 500

MgSO4·7H2O 1 g

Extracto de levadura 2 g

metionina 0,4 g

treonina 1 g

MnSO4·7H2O 10 mg/ml 0,01 g (sol. madre 1 ml)

ZnSO4·7H2O 1 mg/ml 0,01 g (sol. madre 10 ml)

FeSO4·7H2O 10 mg/ml 10 mg (sol. madre 1 ml)

Carbonato de calcio 30 g 200

Tabla 3. Producción de ácido succínico mediante cultivo en matraz utilizando glucosa

Cepa Glucosa (g/l)
Ácido O-succínico

(g/l)
O-succinil homoserina

(g/l)
Glutamato (g/l)

CC03-0038/pCL1920 40 0,30 4,5 1,87

CC03-0038/pCL_ PsucA-
sucAB

40 0,63 4,9 0,0

CC03-0038/pCL-Prmf-sucAB 40 0,88 5,2 0,0

CC03-0038/pCL_Ptrc-sucAB 40 0,93 5,5 0,0

CJM2-A11/pCL1920 40 0,012 10,9 0,84

CJM2-A11/pCL_PsucA- sucAB 40 0,26 11,5 0,0

CJM2-A11/pCL-Prmf-sucAB 40 0,63 12,1 0,0

CJM2-A11/pCL_Ptrc-sucAB 40 0,77 12,5 0,0

Tabla 4. Producción de ácido succínico mediante cultivo en matraz utilizando azúcar en bruto

Cepa
Azucar en 
bruto (g/l)

Ácido O-
succínico (g/l)

O-succinil 
homoserina (g/l)

Glutamato
(g/l)

CC03-0038/pCC1BAC-scrO/pCL1920 60 0,24 7,0 1,33

CC03-0038/pCC1 BAC-scrO/pCL_
PsucA-sucAB

60 0,312 7,5 0

CC03-0038/pCC1 BAC-scrO/pCL_ Prmf-
sucAB

60 0,762 7,9 0

CC03-0038/pCC1 BAC-scrO/pCL_ Ptrc-
sucAB

60 1,56 8,2 0

CJM2-A11/pCC1BAC-scrO/pCL1920 60 0,023 15,7 0,77

CJM2-A11/pCC1BAC-scrO/pCL_ PsucA-
sucAB

60 0,22 16,1 0

CJM2-A11/pCC1BAC-scrO/pCL-Prmf-
sucAB

60 0,53 16,7 0

CJM2-A11/pCC1BAC-scrO/pCL_Ptrc-
sucAB

60 1,07 17,0 0

Ejemplo 4. Fermentación para la producción de O-succinil homoserina.
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Para mejorar la expresión de los genes sucAB y metA juntos en las cepas CC03-0038 y CJM2-A11, las cepas se 
transformaron con el plásmido pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB construido en el Ejemplo 2, seguido de un cultivo 
en un matraz Erlenmeyer para investigar la producción de O-succinil homoserina. La composición del medio del 
matraz fue como se muestra en la Tabla 1. La expresión aumentada del gen metA11 en el Ejemplo de Referencia 
4) estaba bajo el control del promotor original. Por lo tanto, para mejorar su expresión, se clonó metA11 en un 
vector donde podría ser expresado por el promotor cysK, en el que la expresión de sucAB fue inducida 
simultáneamente.

El CC03-0038 se transformó con el plásmido pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB construido en el Ejemplo 2. La 
cepa se extendió sobre el medio de la placa LB que contenía espectinomicina, dando como resultado la 
preparación de la cepa transformada. En cuanto a los controles, CC03-0038 y CJM2-A11 se transformaron con el 
vector pCL1920. Se construyó una cepa que podía usar azúcar en bruto como fuente de carbono introduciendo el 
vector pCC1BAC-scrO que tiene la secuencia scrO del plásmido pUR 400 que se origina a partir de la cepa de 
salmonela descrita en la Solicitud de Patente Coreana No. 2009-0018128 en las cepas. La cepa se cultivó en el 
medio de matraz de azúcar en bruto que tiene la composición mostrada en la Tabla 2 para la evaluación de la 
producción de O-succinil homoserina. Para fines de evaluación, algunas de las cepas descritas anteriormente se 
inocularon en el medio y se cultivaron a 33 °C durante la noche. Se inoculó una única colonia en 2 ml de medio LB 
que contenía espectinomicina, seguido de cultivo a 33 °C durante 2 horas. Las cepas se inocularon de nuevo en 
un matraz Erlenmeyer de 250 ml que contenía 25 ml de medio de matraz con una densidad de OD600 = 0,5, seguido 
de cultivo a 33 °C a 200 rpm durante 33 horas. Se realizó HPLC para investigar la producción de O-
succinilhomoserina. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Los resultados indicaron que, en una cepa introducida con pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB, la O-
succinilhomoserina estaba regulada ascendentemente. El rendimiento de producción se incrementó en 
aproximadamente un 40% en comparación con el control. A medida que aumentaba la O-succinilhomoserina, el 
glutamato y la homoserina se regulaban edscendentemente. Los resultados indican que la expresión mejorada de 
sucAB juega un papel importante en el suministro de succinil-CoA. Cuando la expresión de metA, utilizando 
succinil-CoA como sustrato, se mejoró simultáneamente, la concentración de O-succinilhomoserina aumentó 
rápidamente.

Tabla 5. Producción de O-succinilhomoserina mediante cultivo en matraz utilizando glucosa

Cepa
O-succinil homoserina

(g/l)
Glutamato (g/l) Homoserina (g/l)

CC03-0038/pCL1920 4,5 1,87 0,4

CC03-0038/pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB 6,31 0,0 0,17

CJM2-A11/pCL1920 10,9 0,84 1,1

CJM2-A11/pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB 15,8 0,0 0,5

Tabla 6. Producción de O-succinilhomoserina mediante cultivo en matraz utilizando azúcar en bruto

Cepa
O-succinil homoserina

(g/l)
Glutamato (g/l) Homoserina (g/l)

CC03-0038/pCC1 BAC-scrO/pCL1920 7,0 1,87 0,7

CC03-0038/pCC1 BAC-scrO/pCL_Pcysk-

metal11_PsucA-sucAB 12,4 0,0 0,23

CJM2-A11/pCC1BAC-scrO/pCL1920 15,7 0,84 1,5

CJM2-A11/pCC1BAC-scrO/pCL_Pcysk-

metA11_Pna-sucAB 22,6 0,0 0,54

Cuando un microorganismo que pertenece al género Escherichia se transformó con un vector que contenía sucAB 
de acuerdo con una realización de la presente divulgación para mejorar la expresión de sucAB, se incrementó la 
producción de succinil-CoA y ácido succínico. Por lo tanto, la expresión mejorada de sucAB se puede aplicar a 
aquellos microorganismos que tienen el mismo ciclo de TCA con respecto al metabolismo central del carbono que 
el anterior, por ejemplo, a aquellos microorganismos como la levadura y Actinomyces, etc.
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La cepa diseñada C03-0038/pCL_Pcysk-metA11_PsucA-sucAB confirmó que es capaz de producir O-succinil 
homoserina, se denominó CC03-0157 y se depositó el día 22 de noviembre de 2013 en el Centro Coreano de 
Cultivo de Microorganismos (KCCM) bajo el Tratado de Budapest (No. de Acceso: KCCM11488P).

Texto libre de listado de secuencias

Las secuencias representadas por la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 34 descritas en la presente memoria se 
muestran en la lista de secuencias adjunta.

<110> CJ CHEILJEDANG Corporation

<120> Microorganismo capaz de producir O-succinilhomoserina o ácido succínico y procedimiento de 
producción de O-succinilhomoserina o ácido succínico

<130> PN103856

<160> 34

<170> KopatentIn 2.0

<210> 1
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para Psuc_sucAB

<400> 1
ggccaagctt gcatcaggcg taacaaagaa 30

<210> 2
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para Psuc_sucAB

<400> 2
ggcctctaga tgtccatcct tcagtaatcg 30

<210> 3
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para sucAB

<400> 3
atcatgcaga acagcgcttt gaa 23

<210> 4
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para sucAB

<400> 4
ggccaagctt tgtccatcct tcagtaatcg 30

<210> 5
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<211> 5545
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> pCL_Prmf-gfp
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<210> 6
<211> 5727
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> pCL_Ptrc-gfp
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<210> 7
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para metA11

<400> 7
gagtgcgata tcatgccgat tcgtgtgccg gac 33

<210> 8
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para metA11

<400> 8
gcactcaagc ttttaatcca gcgttggata catg 34

<210> 9
<211> 5545
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> pCL_Pcysk-gfp
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<210> 10
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para sucAB
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<400> 10
ggccaagctt gcatcaggcg taacaaagaa 30

<210> 11
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para sucAB

<400> 11
ggccaagctt tgtccatcct tcagtaatcg 30

<210> 12
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo del casete de deleción metB

<210> 13
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso del casete de deleción metB

<210> 14
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para metB eliminado

<400> 14
tattcgccgc tccattcagc 20

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para metB eliminado

<400> 15
taccccttgt ttgcagcccg 20

<210> 16
<211> 70
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para el casete de deleción thrB

<210> 17
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para el casete de deleción thrB

<210> 18
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para thrB eliminado

<400> 18
actcgacgat ctctttgcc 19

<210> 19
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para thrB eliminado

<400> 19
acgccgagag gatcttcgca g 21

<210> 20
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para metA11

<400> 20
ggccgaattc atgccgattc gtgtgccgga 30

<210> 21
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo para metA11

<400> 21
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ggccgagttc ttaatccagc gttggattca 30

<210> 22
<211> 933
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1) .. (933)
<223> SucA
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<210> 23
<211> 2802
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen
<222> (1) .. (2802)
<223> sucA
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<210> 24
<211> 405
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1) .. (405)
<223> SucB
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<210> 25
<211> 1218
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen
<222> (1) .. (1218)
<223> sucB
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<210> 26
<211> 309
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1) .. (309)
<223> MetA
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<210> 27
<211> 930
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen
<222> (1) .. (930)
<223> metA
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<210> 28
<211> 386
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1) .. (386)
<223> MetB
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<210> 29
<211> 1161
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen
<222> (1) .. (1161)
<223> metB
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<400> 29

<210> 30
<211> 310
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1) .. (310)
<223> ThrB
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<210> 31
<211> 933
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>
<221> Gen
<222> (1) .. (933)
<223> thrB
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<400> 31

<210> 32
<211> 309
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> MetA11
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<210> 33
<211> 930
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> metA11
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<210> 34
<211> 15351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> vector pCC1BAC_srcO
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo del género Escherichia que tiene capacidad de producir O-succinilhomoserina o ácido 
succínico, en el que se mejora una actividad del complejo de α-cetoglutarato deshidrogenasa en comparación 
con un nivel de actividad endógena del mismo.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa 
comprende secuencias de aminoácidos expuestas en la SEQ ID NO: 22 y la SEQ ID NO: 24.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que una actividad de la homoserina O-
succiniltransferasa se mejora aún más en comparación con un nivel de actividad endógena de la misma.

4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la actividad de al menos una de la cistationina 
gamma-sintasa y la homoserina quinasa, se debilita aún más en comparación con los niveles 
correspondientes de actividad endógena, o se elimina.

5. El microorganismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el microorganismo 
es Escherichia coli.

6. Un procedimiento de producción de O-succinilhomoserina o ácido succínico, que comprende:

cultivar un microorganismo del género Escherichia que tiene capacidad de producir O-
succinilhomoserina o ácido succínico en un medio, en el que se mejora una actividad del complejo de 
α-cetoglutarato deshidrogenasa en comparación con un nivel de actividad endógena del mismo; y

recuperar O-succinilhomoserina o ácido succínico de los medios de cultivo o del microorganismo 
cultivado.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el microorganismo es Escherichia coli.
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