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TITULO
BACTERIAS CON CAPACIDAD PARA LA SOBREPRODUCCION Y
SECRECION DE PROTEINAS

SECTOR DE LA TECNICA

La invencién se encuadra dentro del area de biotecnologia, mas concretamente en el
sector de ingenieria genética de microorganismos, factorias celulares y produccién de
enzimas extracelulares. Esta invencidn se refiere a una bacteria con una actividad
proteasa extracelular disminuida que confiere mayor estabilidad a las proteinas en el
medio extracelular a lo largo del tiempo. Esta bacteria es 1til para la sobreproduccién y

secrecion de proteinas homdlogas y/o heterdlogas.

ESTADO DE LA TECNICA

Streptomycesv lividans es una bacteria Gram positiva, filamentosa y aerdbia, cuyo habitat
natural es el suelo, donde descompone gran cantidad de material orginico [Kom-
Wendisch y Kutzner (1992). The family Streptomycetaceae. The Prokaryotes, Vol. 1,
Springer Verlarg, New York, 921]. Su capacidad de degradar biopolimeros esté ligada a
la produccion de gran variedad de enzimas extracelulares [Gilbert, M. y col. (1995).
Cloning of a sec4 homolog of Streptomyces lividans 1326 and overexpression in both
S.lividans and E.coli. Biochem. Biophys. Acta 1296:9-12], lo que hace que sea un
microorganismo idoneo para la secrecion de proteinas de interés comercial.

Para producir proteinas extracelulares e intracelulares se recurre a metodologias de
ingenieria metabolica y optimizaciéon de produccién a gran escala que es siempre
dependiente de las caracteristicas genéticas y bioquimicas del microorganismo usado
como factoria celular.

Debido a que S./ividans es una bacteria no patdgena que secreta directamente proteinas
al medio y cuyo cultivo a escala industrial estd bien establecido, se ha utilizado para la
sobreproduccion y secrecion de proteinas homologas y heterélogas. S./ividans ha sido
empleado en la produccién de interleucina 1.beta. humana,.beta.-galactosidasa de E.
coli, fosfatasa alcalina de E. coli, factor de necrosis tumoral humano, e interferén alfa-1
humano [Bender et al., (1990) Gene, vol. 86, pp: 227-232; Lichenstein et al., (1988) J.
Bact., vol 170, pp: 3924-3929; Noack et al., (1988) Gene, vol. 68, pp: 53-62; Chang et
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2
al. in T. Okami et al., (1988) Biology of Actinomycetes, Japan Soc. Press, Tokyo, pp:
103-107].
Algunas patentes relacionadas con la produccién de proteinas mediante S.lividans
son: [ES2117591, 1-8-1998, Consejo Superior Investigacién (ES), Process for the
overproduction, purification and use of Streptomyces coelicor agarase; [E912623, 29-1-
1992, American Cyanamid Co (USA), Cloning of the biosynthetic pathway genes for
the chlortetracycline production from streptomyces aureofaciens and their expression in
Streptomyces lividans; US2001034046, 25-10-2001, Kosan Biosciences Inc (USA),
Production of 8,8a-dihydroxy-6-deoxyerythronolide B;US5268290, 7-2-1990, Kyowa
Hakko Kogyo KK (JP), Process for producing neuraminidase; US4717666, 5-1-1998,
Smithkline Beckman Corp (US) Cloned streptomycete lividans excretable .beta-
galactosidase gene; US20020090687, 11-7-2002, Council of Scientific & Industrial
Research (IN)].
Uno de los objetivos del entorno industrial es el establecimiento de nuevos
procedimientos que incrementen la rentabilidad en la produccién de enzimas
extracelulares. Con el fin de conseguir una mejora en el rendimiento de proteinas
heterdlogas producidas por S./ividans en algunos casos ha sido afiadido 4cido casamino
al medio de cultivo [US5223418, 29-6-1993, Smithkline Beecham Corp (US), Method
of improving the yield of heterologous proteins produced by Streptomyces lividans). Sin
embargo, uno de los grandes problemas es la degradacién extracelular de estas
proteinas, debido al gran nimero de genes que codifican para proteasas extracelulares
en estas bacterias. Una posible estrategia para solucionar este problema es la
generacion de mutantes de S./ividans con deficiencia en actividad proteolitica mediante
la delecién en el gen que codifica la Proteasa X [US5516685, 14-5-1996, Amgen,
Isolation and characterization of a novel protease from Streptomyces lividans]. Sin
embargo, la acumulaciéon de mutaciones en genes codificantes de proteasas intra y
extracelulares siempre produce estirpes més débiles y con mayores dificultades en su
crecimiento.
Las proteinas que van a ser secretadas, son sintetizadas con una extensién de
amino4cidos en su extremo amino terminal, el péptido sefial o péptido lider, que las
distingue de las proteinas citopldsmicas y permite su entrada en la ruta. Una vez que el

péptido sefial ha sido reconocido la proteina se transloca a través de la membrana
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citoplasmatica.

Uno de los componentes necesarios durante las ultimas etapas del transporte de
proteinas es una enzima de membrana; la peptidasa sefial tipo I (SPasa). Las peptidasas
sefial tipo I son endopeptidasas de membrana que eliminan el péptido sefial de las
proteinas exportadas, durante o después de la translocacién a través de la membrana.
Enzimas de este tipo han sido identificadas en arqueas, bacterias Gram positivas y
Gram negativas, en la membrana interna de las mitocondrias de levadura, en la
membrana interna de los tilacoides de los cloroplastos y en la membrana del reticulo
endoplasmatico de levaduras y eucariotas superiores.

Después de la eliminacion del péptido sefial por las SPasas, la proteina madura puede
ser liberada de la membrana y se pliega para ser una proteina funcional.

La presente invencién describe unas bacterias modificadas en una peptidasa sefial tipo I
para la sobreproduccién de proteinas con estabilidad extracelular. En una realizacién
concreta, esta invencion se describe una estirpe de S./ividans capaz de crecer en medios
de crecimiento tanto definidos como complejos. Esta estirpe es un mutante en una
peptidasa sefial tipo I, SipY (la mayoritaria), que reduce considerablemente la actividad
protelitica extracelular, porque el péptido sefial de las proteasas no puede ser eliminado
y por ello no pueden ser exportadas al medio, mientras que permite la sintesis y
secrecion de proteinas extracelulares sobreproducidas. Aunque la mutacién en una
peptidasa sefial tipo I puede afectar la secrecién de otras proteinas distintas de la
proteasas, las proteinas que han sido secretadas son mas estables en el medio debido a la
disminuci6n de la actividad proteolitica, por ello el balance final es la sobreproduccién
de la proteina de interés.

La presente invencidn también describe un procedimiento para la sobreproduccién y
secrecion de proteinas mediante el empleo de bacterias con una actividad proteolitica

disminuida debido a una modificaci6én en una peptidasa sefial tipo I.
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DESCRIPCION

Breve descripcion

La presente invencion se enfrenta con el problema de la degradacion extracelular de las
proteinas producidas por bacterias debido a las proteasas extracelulares. La solucién
proporcionada por esta invencién se basa en la sobreproduccién de proteinas mediante
bacterias modificadas en alguno de los genes que codifican para las peptidasas sefial
tipo I para lograr una deficiencia de actividad proteasa celular.

Esta invencién describe una nueva estirpe bacteriana para la sobreproduccién de
proteinas, en la cual la deficiencia de actividad proteasa extracelular permite que las
proteinas secretadas se mantengan estables extracelularmente, asegurando un mejor
rendimiento a escala industrial en la produccion de proteinas, sin necesidad de utilizar
estirpes bacterianas de dificil crecimiento.

Para la construccion de esta nueva estirpe se ha utilizado el plasmido pSN425 (Figura 1)
que contiene un fragmento de ADN que contiene los genes que codifican las cuatro
peptidasas sefial tipo I de S./ividans TK21 [Parro y col. (1999). Four genes encoding
different type I signal peptidases are organized in a cluster in Streptomyces lividans
TK21. Microbiology. 145: 2255-63]. Este fragmento de ADN ha sido reivindicado en la
presente invencién (SEQ ID NO:1).

El plasmido pSN425 tras ser digerido para deleccionar el gen sipY se le clon6 el gen de
resistencia a thioestrepton (¢s7), dando lugar al plasmido pSNY (Figura 2), que se usé
para la generacion del mutante en sipY en S.lividans.

La estirpe mutante S./ividans Y62 ha sido reivindicada en la presente invencién. Asi
como los plasmidos pSN425 y pSNY han sido reivindicados en la presente invencién.
Las secuencias de aminodcidos de Sip W, Sip X, Sip Y y Sip Z presentan una gran
similaridad con las peptidasas sefial tipo I de bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas, asi como de origen eucariético. [Parro y col. (1999). Four genes encoding
different type I signal peptidases are organized in a cluster in Streptomyces lividans
TK21. Microbiology. 145: 2255-63]. La presente invencién reivindica también otras
bacterias modificadas en alguno de sus genes que codifican para peptidasas para su
empleo en la sobreproduccion de proteinas extracelulares.

Un objeto adicional de la presente invencién lo constituye un procedimiento para

producir proteinas extracelulares mediante la estirpe mutante en un gen de la peptidasa
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sefial tipo I. La utilidad de la estirpe S./ividans Y62 se ejemplifica para la
sobreproduccién de agarasa extracelular. El plasmido pAGAs5 construido para la

sobreproduccién de la agarasa también ha sido reivindicado en la presente invencién.

Descripcion detallada

Las pre-proteinas que van a ser secretadas por la GSP (“General Sec Pathway”) [Van
Mellaert, L. y J. Anné. (1994). Protein secretion in Gram positive bacteria with high
GC-content. Recent Res. Dev. Microbiol.3: 324-340] son sintetizadas con una extensién
de aminoacidos en su extremo amino terminal, el péptido sefial o péptido lider, que las
distingue de las proteinas citoplasmicas y permite su entrada en la ruta de secrecion y su
correcta translocacién a través de la membrana plasmatica. Las peptidasas sefial tipo I
se encargan del procesamiento del péptido sefial permitiendo que la proteina sea
translocada [Dalbey R. E. y W. Wickner. (1985). Leader peptidase catalyses the release
of exported proteins from the outer surface of the Escherichia coli plasma membrane. J
Biol Chem 260: 15925-31].

Las peptidasas sefial tipo I (SPasas) son proteinas integrales de membrana. Las
peptidasas sefial tipo I se encargan de procesar especificamente las preproteinas
“etiquetadas” con péptidos sefial tipo I, eliminando éstos durante o inmediatamente
después de su translocacién a través de la membrana. [Pugsley, A.P. (1993) The
complete general secretory pathaway in Gram-negative bacteria. Microbiol. Rev. 57:
50-108.; Driessen, A.JJM. (1994). How proteins cross the bacterial cytoplasmic
membrane. J. Membr. Biol. 142: 145-159; Dalbey y col, (1997) The chemistry and
enzymology of the type I signal peptidases. Protein Science 6: 1129-1138].

En S.lividans se han localizado cuatro genes (sipW, sipX, sipY y sipZ) que codifican
cuatro SPasas tipo I [Parro y col. (1999). Four genes encoding different type I signal
peptidases are organized in a cluster in Streptomyces lividans TK21. Microbiology. 145:
2255-63].

Para la construccién de la estirpe de la presente invencién se ha construido previamente
un vector, pSN425 (Figura 1), que contiene un fragmento de 3,45 kb, que engloba desde
el oligonucleétido sn30 [Parro y col. (1999). Four genes encoding different type I signal
peptidases are organized in a cluster in Streptomyces lividans TK21. Microbiology. 145:

2255-63] hasta el sitio de restriccion Spil, y que contiene los cuatro genes para
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peptidasa sefial tipo I existentes en S./ividans, el gen de resistencia a ampicilina y origen
de replicacién para E.coli. El vector fue digerido con PstI eliminidose un fragmento de
399 pb que fue remplazado por el gen de resistencia a tiostrepton. Plasmido (pSN425) e
inserto (zsr) fueron ligados y transformados en células E.coli ET12567 y los
transformantes se seleccionaron por la técnica de hibridacién en filtro. El plasmido
resultante se muestra en la figura 2 y se denominé pSNY.

El mutante en sipY, que codifica la peptidasa mayoritaria, se ha construido por
transformacién de protoplastos de S./ividans TK21 con el plasmido pSNY
convenientemente linealizado y purificado. La regién relevante del cromosoma de la
estirpe objeto de esta invencién (Y62) se muestra en la figura 3.

El efecto del mutante sipY en el procesamiento de pre-proteinas, y su comprotamiento
en condiciones de sobreproducién se ha estudiado mediante la construccién del
plasmido recombinate pAGAs5 (Figura 4) el cual deriva de pAGAsl [Parro V. and R.
P. Mellado. 1994. Effect of glucose on agarase overproduction by Streptomyces. Gene
145: 49-55] y contiene el gen de la agarasa de S.coelicolor (dagA) para ser propagado
en la estirpe de esta invencion, S.lividans Y62.

En la estirpe S.lividans Y62 [pAGAs5] la actividad proteasa extracelular se ve
seriamente disminuida (Ejemplo 2). Esta nueva estirpe produce agarasa extracelular en
mayor cantidad que la estirpe salvaje S.lividans TK21 [pAGAs5] lo que determina que
S.lividans Y62 sea de utilidad para la sobreproduccién y secrecién de proteinas
extracelulares (Ejemplo 3).

De acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del
Depdsito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en materia de Patentes, un
cultivo de la bacteria derivada de Streptomyces lividans, portadora de la mutacién en el
gen sipY y denominada Streptomyces lividans Y62 ha sido depositado en la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), Universidad de Valencia, Edificio de Investigacion,
Campus de Burjassot, 46100 Burjassot, Valencia, Espafia, el 17 de Julio de 2002,

correspondiéndole el nimero de depésito CECT 3361.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1.- Esquema del plismido pSN425. Se indica el tamafio del plasmido y la
orientacién relativa de los diversos genes; Amp®, gen de resistencia a ampicilina; sipW,
sipX, sipY y sipZ, los cuatro genes que codifican para peptidasas sefial tipo I en
S.lividans.

Figura 2.- Esquema del plismido pSNY. Se indica el tamafio del plasmido y la
orientaci6n relativa de los diversos genes; Amp”, gen de resistencia a ampicilina; sipW,
sipX, sipY y sipZ.

Figura 3.- Esquema de la region relevante del cromosoma de la estirpe objeto Y62.
Se indican las cajas que se mantienen en la estirpe; Al B, C y AIL. Asi como las
endonucleasas de restriccion usadas para su construccidn; PstI (P,-P3), los genes
anterior y posterior; sipX 'y sipY y el gen de resistencia a tiostrepton; zs#.

Figura 4.- Esquema del plismido pAGAs5. Se indica el tamafio del plasmido y la
orientacion relativa de los diversos genes; neo®, gen de resistencia a kanamicina; dagA,
gen de la agarasa de S.coelicolor.

Figura S.- Curvas de crecimiento de la estirpe S.lividans Y62 en comparacion con
la estirpe S.lividans TK21. A) Crecimiento en medio NMMP + manitol 0,5%. B)
Crecimiento en medio YEME.

Figura 6.- Actividad proteasa extracelular. Se representa el porcentaje de la actividad
proteasa extracelular a lo largo del crecimiento en la estirpe Y62 en relacién con
S.lividans TK21.

Figura 7.- Secrecion de agarasa en condiciones de sobreproduccion. Se ha analizado
tanto agarasa asociada a la célula, en su forma precursora y madura, como la secrecién
de agarasa madura. 1, 2, 3 y 4 representan las diferentes fases del crecimiento; 12h, 22h,

36h y 45h respectivamente.
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EJEMPLOS DE LA INVENCION

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencién y no deben ser considerados en
sentido limitativo del alcance de la misma.

Ejemplo 1.- Construccion de la estirpe S.lividans Y62.

Los métodos empleados para el crecimiento y la manipulacion de las cepas se han
realizado segiin Hopwood y colaboradores [Hopwood, Bibb, Chater, Kieser, Lydiate,
Smith, Ward y Schrempf.1985.Genetic manipulation of Streptomyces.A Laboratory
Manual. Norwich, John Innes Foundation].

La construccion de la estirpe se realizé mediante la construccién de un vector, pSN425,
que contiene un fragmento de 3,45 kb (SEQ ID NO:1) con los cuatro genes para
peptidasa sefial tipo I de S./ividans, desde el nucle6tido sn30 hasta el sitio de restriccién
Sphl, el gen resistencia para ampicilina y el origen de replicacién para E.coli. Un
fragmento de 399 pb ( SEQ ID NO:2) fue eliminado mediante la digestion con Pstl y
fue remplazado por el gen de resistencia a tiostrepton al cual se le habia eliminado el
terminador para evitar posibles efectos polares. El plasmido (pSN425) y el inserto (¢s7)
fueron ligados y transformados en células E.coli ET12567 y los transformantes
obtenidos en LB con ampicilina 100 mg/ml se seleccionaron por la técnica de
hibridacion en filtro. E1 ADN se desnaturaliz6 e inmovilizé en una membrana de nylon
(Hybond-N+ de Amersham) y se hibridé en una solucién SSC 2X, SDS 0,1%, 6mg/ml
de esperma de Salmon, con el gen #s7 marcado con el fragmento klenow de la ADN
polimerasa en sus extremos 5°OH con o dCTP(P). Después de la hibridacion la
adsorcion no especifica se lavé y se autorradiografi6 el filtro para identificar los clones
positivos. La correcta orientacién se comprobé mediante el analisis de los fragmentos
de ADN resultantes de los patrones de digestion con distintas endonucleasas de
restriccion. El plasmido resultante se denominé pSNY, ver figura 2.

El mutante en sipY se ha construido por transformacién de protoplastos [Kieser, Bibb,
Buttner, Keith, Chater y Hopwood. (2000) Practical Streptomyces Genetics. John innes
Center, Norwich Research Park, Colney, Norwich NR4 7UH, England] de S.lividans
TK21 con el plasmido pSNY convenientemente linealizado y purificado. La correcta
integracion en el genoma se ha verificado por Southern blot.

La estirpe de la presente invencioén, S./ividans Y62, no ve afectado su crecimiento

cuando se cultiva en medio definidlo NMMP suplementado con manitol 0,5% y con
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tiostrepton 5 pg/ml, ni cuando se hace en medio nutritivo YEME con tiostrepton 10
pg/ml. (Figura 5a y 5b respectivamente).

Ejemplo 2.- Efecto de la estirpe S.lividans Y62 en la secrecion de proteasas
extracelulares.

Para determinar la actividad proteasa extracelular, se ha seleccionado el medio definido
NMMP donde la secrecién de proteasas es mayor, y donde el efecto de la mutacién
deberia ser mas patente que en otros medios. Los sobrenadantes procedentes de 20 ml
de cultivo en medio NMMP en las diferentes fases de crecimiento, fueron concentradas
con sulfato aménico al 80% de saturacidn. Las proteinas precipitadas fueron recogidas
por centrifugacién a 13000 x g durante 30 minutos y disueltas en 0,1M Tris-HCI pH 8.
Diferentes alicuotas fueron llevadas a un volumen final de 1 ml con 0,1M-imidazol-HC1
pH 7,2 en presencia de 7 mg de Hide Powder Azure (Sigma Chemical Co.) e incubadas
a 37 °C hasta el viraje a color azul [Parro V. and R. P. Mellado. 1994, Effect of glucose
on agarase overproduction by Streptomyces. Gene 145: 49-55]. Una unidad de enzima
se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 mg de Hide Powder Azure en 30
minutos de incubacién a 37 °C.

La inactivacion de SipY provoca una considerable reduccién en la actividad proteolitica
extracelular, que mayoritariamente ocurre en las fases de transicién y estacionaria
(Figura 6), lo que podria permitir que las proteinas sobreproducidas se mantengan
estables en el medio extracelular sin ser degradadas.

Ejemplo 3.- Efecto de la estirpe S./ividans Y62 en la secrecion de agarasa en
condiciones de sobreproduccion.

Para correlacionar el efecto del mutante sipY en el procesamiento de pre-proteinas, y su
comprotamiento en condiciones de sobreproducion, ha sido construido el plasmido
recombinate pAGAsS5 (Figura 4) conteniendo la agarasa (DagA) de S.coelicolor y se le
ha inactivado el gen de resistencia a tiostrepton mediante un cambio en su fase de
lectura, para poder ser propagado en S./ividans Y62.

La sintesis y secrecién de DagA ha sido monitorizada mediante experimentos de
Western-blot. En el caso de la estirpe S./ividans Y62 [pAGAs5] se observa agarasa
precursora y madura asociada a la célula. Sin embargo, a pesar de esta acumulacién
intracelular los niveles relativos de agarasa extracelular sobreproducida son mayores

que en la estirpe S.Jividans TK21 [pAGAs5] debido a la ausencia de proteasa
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extracelular, indicando que la estabilidad de las proteinas en el medio extracelular es
mayor a lo largo del tiempo. Por lo tanto la estirpe S./ividans Y62 resulta muy apropiada

para la sobreproduccién de proteinas extracelulares (Figura 7).
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REIVINDICACIONES

1.

10.

11.

12.

Una bacteria con capacidad para la sobreproducci6n y secrecién de proteinas,
caracterizada porque es una bacteria con una modificacién en un gen que
codifica una peptidasa.

Bacteria segtin la reivindicacién 1, caracterizada porque es una bacteria con
una modificacién en un gen que codifica una peptidasa sefial tipo L.

Bacteria segtin la reivindicacion 2, caracterizada porque la modificacién en un
gen que codifica una peptidasa sefial tipo I, es una mutacién que incluye
delecidn, insercién, o substitucién de los aminoécidos naturalmente presentes.
Bacteria segtn la reivindicacion 3, caracterizada porque es una bacteria Gram-
negativa.

Bacteria segiin la reivindicacion 3, caracterizada porque es una bacteria Gram-
positiva.

Bacteria segiin la reivindicacién 4, caracterizada porque es una bacteria del
género Escherichia.

Bacteria segun la reivindicacion 5, caracterizada porque es una bacteria del
género Streptomyces o Bacillus.

Bacteria segiin la reivindicacién 7, caracterizada porque es la bacteria
Streptomyces lividans Y62, depositada en la CECT con el ntimero de depésito
3361 y porque presenta una delecién en el gen que codifica la peptidasa sefial
tipoI, Sip Y.

Bacteria segin la reivindicacién 7, caracterizada porque una bacteria derivada
de S. lividans Y62.

Un fragmento purificado y aislado de ADN, caracterizado porque es una
secuencia de 4cido nucleico de 3450 pb que codifica los los genes para las
cuatro peptidasas sefial tipo I de . /ividans TK21 (SEQ ID NO:1).

Un plasmido (pSN425), caracterizado porque contiene el fragmento de ADN
de la reivindicacién 10 para el clonaje y la propagacién de peptidasas sefial
tipo I de S./ividans TK21.

Un plasmido (pSNY), caracterizado porque ha sido construido a partir del
plasmido pSN425 segin la reivindicacién 11 al que se ha delecionado un

fragmento de 399 pb (SEQ ID NO:2) en el gen sipY que codifica la peptidasa
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sefial tipo I Sip Y y que ha sido remplazado por el gen de resistencia a
tiostrepton.
13. Un plasmido para la propagacion del gen de la agarasa (DagA) de S.coelicor y
la sobreproduccién de agarasa.
5 14. Un procedimiento para la obtencion de una bacteria segtin las reivindicaciones
8 y 9, caracterizado porque comprende los siguientes pasos:
a) los protoplastos de la bacteria son transformados con el plasmido pSYN
de la reivindicacion 12, y
b) el plasmido pSYN linealizado se integra en el genoma de la bacteria.
10 15. El uso de las bacterias segin las reivindicaciones de la 1 a la 9 para la

sobreproduccion y secrecion de proteinas extracelulares.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110>

<120>
proteinas

<130>

<160> 2

<170>

<210> 1
<211l> 3450
<212> DNA

<213>

<400> 1
gcgcgacage

cttecegacte
tcacggggeg
tectgetgtt
gatcgatgga
gtttcgacgg
ggcacggcga
acgaggaggg
cecggegaccg
tceteggega
gcgggatggt
gccatgccac
gcgeccgggge
acgcecgatgg

ctgcecacceg

tgcgatggac
cgagcagccce
gatcggggac
cctgetgetg
acgtggattg
tecggecgege
ctacatcaaa
gagggtccgg
cccgtccacg
ccaccggtcee
tcegetggac
ccgectegac
cgcgtcegge
gtagccgggg

ggtccaggeg

PatentIn version 3.1

Streptomyces lividans

accgaaacac
tecggagecgy
tggctgcecyg
gtcagcacct
aggatcggeg
aggggagaca
cgegttgteg
gtgaacggece
gtgccttteg
gactccageg
gacgtgatag
cgccecgacg
gcecggagegg
caagccgegg

caccgcegec

agcacacgga
agggcccgga
gcggccggat
tcgtecetgea
accgggttcect
tcgtegtett
gtgtgggcgg
agccggtega
acgtcgtegt
actcccgega
gccgegecga
cctacgegeg
cgcccgaccece
ggagcgccca

ccgteeggeyg

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

gcgcgaccge
ggaacggtcg
caccgtgacce
gcecgttecag
cgtaaataag
cgacggcacc
ggaccacgtg
cgagtcggeg
cccecgacgge
ccacctggge
ctggatcgtce
cgtaccggac
cggagcggceg
gcagccecge

gccgcetegeg
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Bacterias con capacidad para la sobreproduccidén y secrecidn de

Sobreproduccidn y secrecién de proteinas en S.lividans

tcecteeegece
cgtteegegt
ctgctgatcce
atcceccagtg
ttggcgtacc
gggagcttcg
gtgtgctgeg
ttcctgtacce
accctetteg
tceeeggggg
tggcecetteg
gcggaggecg
cccgacgggg
ggagaacctg

cgccgagege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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cgcaaactcce
ctectegteg
ttecgtgatcee
gacaagctga
gaccccggeyg
aaacaggtca
ctcatcaagce
cgecgtcaccg
tceceggacge
cggtecaact
gacgaggtgg
gacgagccga
gagctgtege
gcggaactcc
agagagtgag
gaggagaacc
tcecggacacg
ggacacaacg
gcggccaaga
gtgctegece
atggagaaca
ggctcggage
ggcgagecga
ccgteegegg
gagtgcaaca
tacceecggea
cccgagggca
aaccagtcgg
gtggtecgecet

gacgggctge

agcgcaaggt
gcgtegeggt
cgtegggcetce
ccecectggtt
gctggetceca
aggaaggcct
gggtcgtegg
tcaacggcegt
cgttecgacgt
ccgcegacte
tgggtegggce
aaacgtacgc
atagggttgce
cgctegttat
gagttggcgt
gcggacgecce
gctececggaac
gcgggacgga
agcagcgctce
tgctgatcaa
ccecttecagat
ccgagcgcegg
cacctgaccc
aagagaagga
agaccggccc
acacgcegtg
aaatctgggt
acaagaacgg
ggccgatgaa

aggccecgatce

caaacggcgg
cctecatageg
catggagcag
cgggteccgag
gggcgageag
cgcctteatce
cgtgggegge
acccctgacc
caccgtccce
ccgegeccac
catggtgatc
gtecegtetee
ccectacgat
gggagtggtyg
gggggatgtg
cgaggagagg
cgaggacggc
ggacgaggga
cttctggaag
gacgttcctg
cggtgaccgg
cgaggtegtg
gaacgegcetg
cctgatcaag
gctcaaggtc
cteggacgac
catgggcgac
cggcatggte

ccgetgggge

cteggeegec

cgcagacgcg
ctggtgcectga
accatccgga
ccgcagegeg
accacgaaga
ggactgctge
gaccacgtca
gaggactacc
gaggggcggce
caggagaccg
gcctggeegt
gacgcggect
ccgaacgcga
gecectgegeeg
gcggttggeg
teeggteegg
agggtgacga
gtcggeggga
gagctgccga
gtgcaggecgt
gtecctggtceg
gtctteccacg
cagacggtcc
cgggtcatecg
aacggcaagg
gaccagggcg
caccggcaga
ccggtggacg
accctgecegg

gecegegetgt

gcgecegtceaa
agaccttect
teggggaccg
gggacgtcgt
aggacgaccc
cgtccgacga
agtgctgcga
tgtacccegg
tgtgggtgat
acttecggcecac
tcggtecactg
ccggttegac
tgatggaact
tatcecggggce
cacggtececgg
ccgeggtegg
acggacagcg
cgcecaccegce
teectggtegg
tetegatece
acaagctgac
acccggccga
tcagctggat
gagtcgcegg
cgctgaacga
ggcggttcaa
actecccggga
aggtegtegg
tcececgacac

cggtcegegece
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ggagatcccg 960
cgtccaggece 1020
ggtcectggte 1080
cgtcttecgg 1140
cgtegtegte 1200
cgagaaggac 1260
caaacagggc 1320
ggaccgcccg 1380
gggcgaccac 1440
cgtétcccag 1500
gaccaccctg 1560
cgeccgetece 1620
cccgacccect 1680
aggcggcggce 1740
tcacgacgge 1800
cgecececcgac 1860
cgggcaggac 1920
gacceegccce 1980
catcgegetg 2040
gtecctecteg 2100
ccectggtte 2160
ctggectggeg 2220
cggcectgatg 2280
tgacacggtc 2340
gccctacgte 2400
ggtcacggtg 2460
ctccegetac 2520
ccgegecate 2580
cttecgaccag 2640
ccaggggctg 2700
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gcegtegeeg
acccgcectgag
gectcecggga
gcgagagcac
gccggaccgyg
gcggcttege
cgccgacgat
gcegtggega
gggtegtcge
acggcaaggt
tccagaccgt
cecgtggactce

tggacgcceg

<210> 2
<211> 399
<212> DNA

<213>

<400> 2
tgcagacggt

agcegggtcecat
tcaacggcaa
acgaccaggg
accaccggca
teccecggtgga

gcaccctgcee

gtgtggtccc
cccegegtat
gggggctgcec
gacacgtacg
acagcggctg
ctggggageg
cgacgecggt
cgtegtegtg
cgtgggcggg
gatcgacgag
gaccgtcecg
caccgcccac

cgtggacgcc

cctecagectgg
cggagtcgec
ggcgctgaac
cgggcggtte
gaactcccgg
cgaggtegtce

ggtecececcgac

gttegtgtgg
ccecgeegegt
ccgttggegt
gtececcgegeg
tceggeateg
gtggtctacc
gaccgggtcce
ttcaaggacg
gacaccgtct
ccgtacctge
gagggccgac
ctgaccgacy

gtggcctggce

Streptomyces lividans

atcggcctga
ggtgacacgg
gagccctacg
aaggtcacgg
gactcecgcet
ggccgcgeca

accttegacce

tggcgecegte
gtcccecgeg
accgccgggt
gcggcggagce
cggtggetcet
gtcectacac
tggcgeageg
cgacctgggce
cctgetgtea
ccgeeggeac

tgttectget

cggcegeegg

tgcecgtecge
tcgagtgcaa
tctacccegg
tgcccgaggg
acaaccagtce
tegtggtege

aggacgggce

gtecgeaccge
gttcgaccag
aaggtgccgce
gaacaagggc
gggcctggtg
cgtgecgace
catcgacggce
caacgccccec
gcagggcaag
ccecggecgag
gggcgacgag

caccgtgteg

ggaagagaag
caagaccggc
caacacgccg
caaaatctgg
ggacaagaac

ctggcegatg
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cceggecgag
cccectteeg
teccatgggtg
ceggtgggea
ctgttecteg
agctecgatga
gecgacgtece
atggtecaagc
ctgaaggtca
atcagcgact

cggcgcaact

cgeggegecyg

gacctgatca
ccgctcaagg
tgcteggacyg
gtecatgggeg

ggcggeatgg

aaccgectggg

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3450

60

120

180

240

300

360

399
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