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P10611433-4
PROCESSO PARA PRODUCKO DE L-SERINA, SEQUENCIA DE GENE,
VETORES E MICROORGANISMOS
A invengao trata de um processo para produgdo de L-
serina, sequéncia de gene, vetores assim como
microorganismos

Estado da Arte

O aminodcido encontra sua utilizagdo na medicina
humana, na indGstria farmacéutica na indGstria alimenticia
e na nutrigdo animal.

E conhecido que aminodcidos s3o produzidos por
fermentagdo de - cepas de bactérias de forma corine,
especialmente Corinebacterium glutamicum. Devido ao grande
significado é trabalhado constantemente na melhor do
processo de producdo. Melhoras de processo podem envolver
medidas de técnica de fermentagdo, como por exemplo,
agitagdo ou provimento de oxigénio, ou a composicdo de
meios de nutrigdo, como por exemplo, a concentracdo de
agicar durante a fermentagdo ou a preparacdo da forma do
produto ou as propriedades de desempenho intrinsecos do
préprio microorganismo.

" Para melhora das propriedades de desempenho destes
microorganismos sdo utilizados métodos de mutagénese,
selegdo e escolha de mutantes. Dessa forma obtém-se cepas
que sao resistentes a antimetabdlitos ou auxotrdéficos para
metabdlitos reguladores importantes e que produzem L-
aminodcidos bem como L-serina. Assim & descrita uma
bactéria de forma corine que apresenta uma resisténcia em
relagdo a azaserina ou beta-(2-tienil)-DL-alanina e produz
L-serina (EP0943687). Além disso, é o estado da arte que,

através de métodos de genotecnia, podem ser aumentadas
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atividades do caminho biossintético e isto pode levar a uma
formagcdao elevada de aminoacidos. Assim €&, por exemplo,
descrito no EP0931833A2 que um aumento da enzima
biossintética fosfoserina-fosfatase e fosfoserina-
transaminase & vantajoso para a formag¢do de L-serina. Além
disso, & descrito que um gene que codifica para a D-3-
fosfoglicerato-dehidrogenase pode ser wutilizado para a
formagdo de L-serina (EP0931833A2, PCT WO 93/12235).

E conhecido, além disso, que além de um aumento da
atividade de enzimas do caminho de sintese do L-amino&cido
também a redugdo ou até a desativagdo de enzimas que
participam nas reagdes de catdlise do L-aminocdcido podem
levar a uma melhora da acumulagdo de L-aminodcido. Assim é
encontrado que a desativagdo da enzima L-serindehidratase
leva a um aumento da acumulacgao de L-serina
(PCT/DE2004/000248) . Além disso, também uma reducdo da
atividade da enzima serinhidroximetiltransferase leva a uma
quebra reduzida da L-serina (US-Patent 6,596,516; Simic et
al. (2002) Appl. Environ Microbiol. 68:33213327).

E tarefa da invencdo colocar a disposi¢do um processo
e um microorganismo para 1isso apropriado, assim como
vetores com os quais a produgdo de L-serina pode ser
aumentada. Ademais, devem ser colocados a disposigédo
processos, assim como microorganismos e vetores, com OS
quais um aumento da produgdo de cisteina, triptofano e
metionina pode ser alcancado.

Surpreendentemente foi encontrado que as bactérias de
forma corine, apds modificagdo ou desativagdo dos genes
codificantes da sintese de acido félico, produzem, de forma

melhorada, L-serina. Com o processo, conforme a invencio,
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assim como com as bactérias, conforme a invengdo, e com a
sequéncia de genes, conforme a inveng¢do, para enzimas ou
reguladores que catalizam a sintese de a&acido £élico,
respectivamente participam na regulac¢do da sintese de &cido
félico, & agora possivel produzir L-serina com o rendimento
que €& consideravelmente maior do que as cepas modificadas
de acordo com a invengao. A faixa de aumento da produgdo de
L-serina esta apresentada na tabela 2.

No mais a invengdo deve ser descrita de forma geral:

Conforme a invengdo, a produg¢do de L-serina assim como
a produgdo de cisteina, triptofano e metionina é elevada
pela redugdo da concentragdo de é&cido £félico em um
organismo que produz aminodcido. Preferencialmente o
organismo ja produz L-serina antes da modificacdo conforme
a invencgdo.

Por exemplo, pode ser obtida a redug¢do da concentracdo
de acido félico pela redugdo da sintese de acido félico ou
por sua degradagao.

A redugao ou o impedimento da sintese de acido félico
podem ser obtidos por pela mutagdo direcionada ou ndo-
direcionada de genes que participam na sintese do acido
félico.

Exemplos para mutagdes que levam & reducdo ou
desligamento da produgdo de acido fdlico sd3o mutag¢des de
delegdo, mutacdo de insergdo, mutagdo de substituicdo ou
mutagdo pontual de genes que participam na biossintese de
acido foélico.

Além disso, pode se proceder uma redugdo ou
desligamento da produgdo de 4&acido £f6lico em genes

modificados e ndo-modificados de proteinas que participam
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na biossintese de acido félico, pela redugdo ou impedimento
da expressdo de genes que participam na biossintese de
acido félico.

Umna diminuig¢do ou desligamento da expressdo de genes,
que participam no caminho biossintético do &cido félico,
pode ser obtida por modificacgdo, preferencialmente
enfraquecimento, muito preferencialmente desligamento dos
promotores, como estruturas de sinais, genes repressores,
ativadores, operadores, atenuadores, elos de 1ligacgcdo de
ribossomos ou cddons de iniciagdo, terminadores ou ainda
por modificagdo, preferencialmente enfraquecimento, mais
preferencialmente desligamento ou enfraquecimento de
reguladores ou da estabilidade de transcritos. Ademais
podem ser utilizados promotores regulaveis, especialmente
promotores enfraquecidos.

No plano das enzimas pode ser obtida a atividade da
enzima envolvida na biossintese do acido félico através da
redugdo ou desligamento da atividade catalitica e da
estabilidade da enzima. O mesmo efeito pode ser obtido por
modificagdo do centro aloestérico, respectivamente de uma
inibigdo de feedback da enzima. Uma possibilidade tipica de

reduzir ou desligar uma enzima é a modificacdo de

proteinas, por exemplo, através de fosfolizagdo ou
adenilizagdo. Também pode ser aumentada a degradacdo
proteolitica da enzima participante no caminho

biossintético do acido félico.

Enzimas tipicas, cujas atividades podem ser reduzidas
ou desligadas conforme descrito, s3o GTP-ciclohidrolase,
neopterintriofosfatopirofosfatase, neopterinaldolase, 6-

hidroximetilpterinpirofosfoquinase, 4-amino-4-deoxi-
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chorismatsintase, 4-amino-4-deoxi-chorismatliase,
pteroatsintase, folatsintase e dihidrofolatreductase.

Objeto da invengdo €& também introduzir um vetor que
contém uma ferramenta, que ¢é apropriado para fazer
modificagdes genéticas de acordo com a invengdo em um
organismo de produgdo.

Os vetores, conforme a invencado, contém ferramentas,
que sdo apropriados para deletar o gene para a sintese de
4-amino-4- deoxi-corismatsintase e ou 4-amino-4-deoxi-
corismatliase.

A sequéncia para a delegdo do gene da 4-amino-4-
deoxi-corismatsintase & representada na Seq. No. 1. A Seq.
No. 2 mostra a estrutura de um vetor que contem a Seq. No.
1.

A sequéncia para a delegdo do gene da 4-amino-4-deoxi-
corismatliase € representada na Seq. No. 3. A Seqg. No. 4
mostra a estrutura de um vetor que contem a Seq. No. 3.

A sequéncia para a delegdo do gene da 4-amino-4-
deoxi-corismatsintase e do gene da 4-amino-4-deoxi-
corismatliase & representada na Seq. No. 5. A Seq. No. 6
mostra a estrutura de um vetor que contém a Seqg. No. 3 para
a delecgcdo de um gene da 4-amino-4- deoxi-corismatsintase e
de um gene da 4-amino-4-deoxi-corismatliase.

Na Seq. No. 7 & representado um plasmideo que &
apropriado para aumentar ainda mais a producdo de L-serina.
Corresponde ao plamideo representado na figura 4 com a
legenda pEC-T18mob2-serAf*cB-.

A estrutura responsavel pela delegdo pode ser embutida
também em outra estrutura de suporte de vetor, para o qual

o organismo €& apropriado. Como vetores s3o considerados
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comumente também, além dos vetores ciclicos muito
utilizados, vetores lineares ou fagos.

As figuras mostram vetores, que podem ser utilizados
de forma exemplar para a modificagdo conforme a invencdo
dos organismos que produzem L-serina.

Sdo mostrados:

Figura 1: pKl9mobsacB pabAB correspondente & Seq. No.

2

Figura 2: pKl9mobsacB pabC correspondente & Seq. No. 4

Figura 3: pKl9mobsacB pabABC correspondente a Seq. No.
6

Figura 4: EC-T18mob2-seraAf*cB correspondente a Seq.
No. 7

Preferencialmente os ferramentas sd3o inseridos nos
vetores dos organismos de L-serina, os quais ja produzem L-
serina antes da modificag¢do, apds as seqUéncias 1,3 e 5.

Todas as seqUéncias dadas também devem englobar
variagdes que possuam 90%, preferencialmente 95%, de
homologia.

Organismos apropriados sdo, por exemplo, bactérias
corine, como Corinebacterium glutamicum ou Brevibacterium.
Também podem ser empregados como organismos de produgdo
enterobacterias, bacilacceens ou tipos de fermento, que
apresentam uma concentragdo reduzida de acido félico.

A seguir a inveng¢do deve ser mais bem descrita:

Objeto da invengdo é um processo para producdo
fermentativa de L-serina sob utilizac3o de bactérias do
tipo corine, nas quais os genes que codificam a sintese de
acido félico sdo modificados ou desligados ou modificados

em sua expressdo, ou também é introduzido uma bactéria com
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deficiéncia natural de acido fdélico, ou ainda a regulacdo
da sintese de acido f&élico é influenciada de tal maneira
que se da a deficiéncia de acido félico. Como a sintese de
dcido foélico parte de um intermedidrio da sintese
nucleotidica assim como um intermedidrio da sintese de
aminodcidos aromaticos, as reagdes correspondentes podem em
principio serem modificadas ou desligadas, contanto que
nucleotideos e aminodcidos aromdticos em si ainda estejam
suficientemente disponiveis, como & o caso, por exemplo,
por suplementagdo externa. Além disso, a deficiéncia de
acido fdélico pode ser introduzida controladamente também
pela delegdo ou modificagdo de reguladores que apresentam a
expressdao de genes de acido félico ou o metabolismo ligado
desta forma.

Formas de execugdao preferidas se encontram nas
reivindicag¢des.

As cepas empregadas produzem L-serina
preferencialmente ja& antes da modificagdo da sintese de
acido fdélico.

O termo modificagdo compreende o enfraquecimento de
genes de sintese de acido félico e a delegdo completa de
genes de sintese de acido félico. A isso pertencem
mutagéneses nao-direcionadas, assim como técnicas
direcionadas de DNA recombinantes. Com ajuda desses métodos
podem ser deletados genes da sintese de &acido félico nos
cromossomos, por exemplo. Métodos apropriados para isso sdo
descritos por Schdfer et al. (Gene (1994) 145: 69-73) ou
também Link et al. (J. Bacteriology (1998) 179: 6228-6237).
Também podem ser deletadas apenas partes dos genes ou

também podm ser trocados fragmentos mutados de genes.
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Através da delegdo ou troca é obtida assim a perda ou uma
redugdao da atividade de sintese do A&acido fdélico. Uma
execucdo vantajosa do processo conforme a invengdo &, por
exemplo, a cepa C. glutamicum
ATCC13032DpykDsdaADpabABpserABC modificada conforme a
invencdo, que carrega entre outros a dele¢do no gene pabAB.

Outra possibilidade de enfraquecer ou desligar a
atividade da sintese de acido £fdélico & o processo de
mutagénese. A isto pertencem processos ndo-direcionados que
utilizam para a mutagénese reagentes gquimicos como, por
exemplo, N—metil—N—nitro-N-Nitroguanidina ou também
irradiagdo UV, com busca conseqlente nos microorganismos
desejados por redugdo ou perda da atividade de sintese do
acido fblico. Processos para partida da mutagdo e busca por
mutantes sdo conhecidos de forma geral e podem ser relidos
em Miller (A Short Course in Bacterial Genetics, A
Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and
Related Bactéria (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1992)) ou no Manual “Manual of methods for General
Bacteriology” da American Society for Bacteriology
(Washington D.C., USA, 1981).

Além disso, também podem ser reduzidas as expressdes
de genes da sintese de &cido fdélico por mumificacdo das
estruturas de sinais para a expressdo dos genes. Estruturas
de sinais sdo, por exemplo, genes repressores, gJenes
ativadores, operadores, promotores, atenuadores, locais de
ligagdes de ribossomos, o cdédon de inicio e terminadores.
Dados relacionados o técnico encontra por exemplo no pedido
de patente WO096/15246, em Boyd e Murphy (J. Bacteriol.

1998. 170:5949), Voskuil e Chamblis (Nucleic Acids Res.
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1998. 26:3548), em Jansen e HAmmer (Biotechnol. Bioeng.
1998 58:191) em Patek et al. (Microbiology(1996) 142:1297)

e em livros de ensino conhecidos da genética e da biologia

molecular como por exemplo de Knippers (*Molekulare
Genetik”, 8?°. Edigdo, Editora Georg Thieme, Stuttgart,
Alemanah 2001) ou no de Winnacker (“Gene und Klone” , VGH

Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemanha, 1990). A regido do
promotor e de regulagdao que se encontram na direcdo do
fluxo do gene de estrutura pode ser mutada.

Através de promotores reguldveis ¢é adicionalmente
possivel reduzir a expressdo no decorrer da formacdo
fermentativa de L-serina. Em paralelo também é possivel uma
regulagdo da translacgdao, na qual, por exemplo, a
estabilidade do m_RNA é reduzida. Isto pode ser obtido, no
que a estabilidade é enfraquecida por seqliiéncias adicionais
e/ou modificadas no 5% ou 3°* extremidade do gene. Exemplos
para isso sdo descritos genes de bacillus subtilis
(Microbiology (2001) 147:1331-41) ou fementos (Trends
Biotechnol. 994, 12:444-9) . E, além disso, possivel
influenciar a atividade de enzimas por atividade
intrinsecamente proteolitica, como descrito (Mol Microbiol.
(2005) 57:576-91)

No mais podem ser utilizados genes que codificam para
a enzima correspondente da sintese de A&acido félico com
pequena atividade. Mutagdes que levam a modificac¢des ou
redugdes da atividade catalitica de proteinas de enzimas
sdo conhecidas. Exemplos para isso encontram-se nos
trabalhos de Qiu e Goodman (J Biological Chemistry (1997)
272: 8611-8617), Sugimoto et al. (Bioscience Technology and

Biochemistry (1997) 61:1760-1762) e Méckel (“Die
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threonindehydratase and Corynebacterium glutamicum:
Aufhebung der allosterischen regulation und Struktur des
Enzyms”, Reports from the JuUlich Research Centre, Jul-2906,
ISSN09442952, Julich, Germany, 1994). Figuras resumidas
podem ser encontradas nos livros textos da genética e da
biologia molecular, como por exemplo de Hagemann
("Allgemeine Genetik”, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart,
1986) . Alternativamente pode ser obtido, além disso, uma
expressdo reduzida e atividade da enzima de sintese de

acido félico por modificagdo da composicdo do meio e da

condugdo da cultura. Instrugdes sdo encontradas pelo
técnico entre outros em Martun et al. (Bio/Technology 5,
137-146 (1987)), em Guerrero et al. (gene 138, 35-41

(1994)) ,Tsuschiya e Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430
(1988)), em Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), na
patente européia EP 0 472 869, na patente americana

4,601,893, em Schwarzer e Philer (Bio/Technology 9 84-87

(1991)), em Reinscheid et al. (Applied and Enviromental
Microbiology 60,126-132 (1994)), em LaBarre et al. (Journal
of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)) e no pedido da

patente W096/15246.

Desta forma os genes da sintese de acido fdélico de C.
glutamicum podem ser expressos de forma reduzida ou
deletados ou ter sua atividade enzimdtica reduzida.

No mais pode ser vantajoso para a producdo de L-
serina, adicionalmente & deficiéncia de &cido fdélico
criado, ter um ou varios genes escolhidos o grupo,

° do gene serA que codifica para a 3-
fosfoglicerato-dehidrogenase

. do gene serC que codifica para a fosfoserin-
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transaminase

. do gene serB que codifica para a fosfoserin-
fosfatase,

individualmente ou em combinacdo a fortificantes,
especialmente a sobre-exprimidos ou alelos desses genes,
especialmente

° do gene serA que codifica para a 3-
fosfoglicerato-dehidrogenase resistente & feedback

individualmente ou em combinacdo a fortificantes ou
sobre-exprimidos.

No mais pode ser vantajoso para a producd3o de L-
serina, adicionalmente & deficiéncia artificialmente criada
de acido f6lico, reduzir ou deletar um ou varios genes

escolhidos do grupo

) do gene aecD, que codifica a acistationinliase,

. do gene metC, que codifica a acistationinliase,

. do gene sdaA, que codifica a serindehidratase,

. do gene glya, que codifica a

serinhidroximetiltransferase,

. do gene trpB, que codifica a sub-unidade beta da
triptofanosintase,

* do gene pyk, que codifica a piruvatquinase

individualmente ou em combinacdo.

Os microorganismos, conforme a invencd3o, envolvem no
ambito da invengdao presente bactérias do género
corinebacterium ou brevibacterium, que s3o modificados
através de métodos classicos e/ou molecular-genéticos de
tal forma que seu fluxo de metabolismo ocorre intensificado
na diregdo da biossintese de aminodcidos ou seus derivados.

A presente invengdo engloba nisto varias cepas de producdo
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de aminoacidos ja conhecidas. Adicionalmente sdo englobados
conforme a invengdo aquelas cepas de produg¢do que o técnico
possa produzir através de método comum em analogia aos
conhecimentos de outros microorganismos, como por exemplo,
enterobacterias, bacilacceens, e outros tipos de fermento.
Adicionalmente também sdo englobadas conforme a invencdo
tais cepas de produgdo de aminodcidos nas quais a
degradagdo de L-serina é modificada ou enfraquecida. Isto
pode se dar, por exemplo, por modificacdes de técnica
genética direcionada em enzimas que degradam L-serina ou
nos genes correspondentes. No seguinte devem ser nomeados
como exemplo alguns microorganismos apropriados conforme a
invengdo. Esta seleg¢do, no entanto, ndo é restritiva:

Corinebacterium glutaminucim ATCC13032,

Corinebacterium acetoglutaminicum ATCC15806,

Corinebacterium acetoacidofilum ATCC13870,

Corinebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,

Brevibacterium flavum ATCC14067,

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 ou

Brevibacterium divaricatum ATCC14020.

Objeto da presente invengdo é também uma sequiéncia
genética pabAB e pabC no.1, 3 e 5, que é caracterizada pelo
fato de que uma parte da seqUéncia ter sido recortada
através de uma delegdo definida, de forma que possam
resultar apenas aminodeoxicorismatsintase ou
aminodeoxicorisliase inativas ou de atividade enfraquecida.
A seqUéncia de genes pabABe pabC s3o preferencialmente
isoladas dos microorganismos do género corinebacterium ou
brevibactrium. Exemplares sejam aqui citados alguns

microorganismos mais especificos:
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Corinebacterium glutaminucim ATCC13032,
Corinebacterium acetoglutaminicum ATCC15806,
Corinebacterium acetoacidofilum ATCC13870,
Corinebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 ou

Brevibacterium divaricatum ATCC14020.

Exemplo 1:

Construg¢do de um plasmideo pKl9mobsacBDpabAB

O gene pabAB do CC. glutamicum é substituido no
cromossomo através de métodos conhecidos por um gene pabAB
1734 bp encurtado (J. Bacteriol. (1997) 179:6228-37; Gene
(1994) 145:69-73). Para a construcdo do vetor utilizado na
troca do gene foram sintetizados os primers citados em
seguida que foram derivados da sequéncia de genoma
publicamente acessivel (NBI Acession-Number YP 225287;
NC _006958) :

pabAB-del-A

5" -CGGGATCCTCAGGCTCGCACGYTTGGAGGG-3

pabAB-del-B:

5" -CCCATCCACTAAACTTAAACAAAACGTGAAAGAATCATCATAATT-3"

pabAB-del-C:

5" -TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAGTGGGAGGAAATCCGCGTT-3"'

pabAB-del-D:

5’ -GTGGATCCGCCCAAAACACCACGGTGGCGT-3"

O primer pabAB-del-A comega 522 bp antes do start da
translagdao e pabAB-del-D 436bp atrds do stop da translacdo
do gene pabAB. O primer pabAB-del-B se encontra 21 bp atréas
do start da translagdo, o primer pabAB-del-C se encontra

66bp atras do stop da translagdo e ambos dispdem
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individualmente de uma regido de linker complementar como é
dado em Link et al. (J. BActeriol. (1997) 179:6228-37).
Paralelamente foram realizadas amplificag¢des PCR com a
combinagao de primeres pabAB-del-A e pabAB-del-B, assim
como combinagdes de primeres pabAB-del-B e pabAB-del-C com
DNA cromossomal de C. glutaminicum ATCC13032. A reac¢do PCR
foi realizada em 30 ciclos na presenga de 200pg
deoxinucleotidtriofosfatos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 60nM
de cada oligonucleotideo correspondente, 100ng de DNA
cromossomal de corinebacterium glutamicum, ATCC13032, 1/10
do volume de tampdo de reagdo de 10 vezes e 2,6 unidades de
uma mistura Tag-/Pwo-DNA-polimerase termoestdvel (Expand

High Fidelity PCR System da empresa Roche Diagnostics,

Mannheim, Alemanha) em um termocicler (PTC-100, MJ
Research, Inc., Watertown, Uusa), sob as seguintes
condigdes:

94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por
40 segundos. A etapa de elongagdo a 72°C foi prolongada
apds 10 ciclos em 5 segundos por ciclo. Apds uma reacdo PCR
o fragmento de 563bp de tamanho da regido 5’-flanqueada,
assim como o fragmento de 528bp de tamanho da regido 3’-
flanqueada, foi isolado de uma gel agarose de 0,8% com o
kit de extragdo de gel QIAEXII (Qiagen) de acordo com
informa¢des do fabricante, e ambos os fragmentos foram
inseridos como template na segunda PCR com os primers
pabAB-del-A e pabAB-delD. A amplificagdo se procedeu em 35
ciclos na presenga de 200ug de deoxinucleotidtriofosfatos,
600nM de cada oligonucleotideo correspondente, 20ng de cada
DNA-template do primeiro PCR, 1/10 volumes de uma reagao

tampdo de 10 vezes e 2,6 unidades de uma mistura Tag-/Pwo-
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DNA-polimerase sob as seguintes condigdes:

94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por
80 segundos. A etapa de elongagdao foi prolongada apds 10
ciclos por 5 segundos cada. Apds a reagdo PCR o fragmento
de DNA de 1122bp de comprimento, que agora contém um gene
pabAB inativado com uma delegdo central de 1734bp de
comprimento, obtido foi isolado de um gel de agarose de
0,8%, e clonado para dentro do vetor pKl9mobsacB (Gene 145:
69-73 (1994). O plasmideo pKl9mobsacBDpacAB dai resultante
(figura 1) teve sua exatiddo confirmada por seqlenciamento.

Exemplo 2:

Construcdo do plasmideo pKl9mobsacBDpacC

Andlogo ac modo de execugdo descrito no exemplo 1, foi
construido do C. glutamicum um vetor apropriado para a
troca de genes para a delegdo do gene pabC. Os primers para
isso necessarios para a amplificagdo do PCR foram por sua
vez derivados da seqUéncia de genoma publicamente acessivel
(NCBI Acession-Nummer YP_ 225288.1; NC 006958). Eles sdo
dados a seguir:

pabAB-del-A

57 -GAGGATCCAATCATTGCTGAGCTGCGCAG-3"’

pabAB-del-B:

5" -CCCATCCACTAAACTTAAACAATCAACAACTGTGGGTGTTGA-3'

pabAB-del-C:

5" -TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTCGGTGAAGCCCTGGAATGAA-3 "

pabAB-del-D:

5’ -AGGGATCCGTGATGAGTCCGATCTCGGAA-3'

O primer pabC-del-A inicia 500bp antes do start de
translagcdo e pabC-del-D 500bp atrds do stop de translacdo

do gene pabC. O primer pabC-del-B fica 51 bp atrias do start
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de translagdo e o pabC-del-C 48 bp antes do stop de
translagdo. Os UGltimos dois primers dispdem cada um de uma
regiao complementar de linker. Paralelamente foi
amplificada uma regido 5’'-flaqueada de 602bp de tamanho,
com uma combinagdo de primer pabC-del-A e pabC-del-B, e uma
regido 3’-flaqueada de 597bp de tamanho, com uma combinac¢do
do primer pabC-del-C e pabC-del-D, do fragmento a ser
deletado. A reagdo PCR foi realizada de acordo com o
procedimento padrdo, como por exemplo, no exemplo 1 com DNA
cromossomal de C. glutamicum ATCC13032. Apds da reacdo PCR
os fragmentos de DNA contidos foram isolados com o kit de
extrato de gel QIAEXII (Qiagen) e ambos os fragmentos foram
empregados como template de uma PCR subseqiente. Como
primer foram empregados pabC-del-A e pabC-del-D. A reacido
PCR foi realizada de acordo com o procedimento padrdo, como
por exemplo no exemplo 1 com DNA cromossomal de C.
glutamicum ATCC13032. Apds a reagdo o fragmento de DNA
contido de 1178bp de tamanho, que agora contem o gen pabC
inativado com uma delegdo central de 585bp de comprimento,
foi isolado de um gel de agarose 0,8% e ligado com um vetor
pKl9mobsacB (Schafer et al. Gene 145: 69-73(1994)). Com a
insergdo de 1ligagdo a cepa Escherichia coli DH5amcr foi
transformada (Proceedings of the National Academy of
Science of the United States of América USA (1990) 87:4645-
4649). O plasmideo obtido pKl9mobsacBDpabC (figura 2) foi
verificado quanto & sua exatiddo através de digestdo
restritiva e sequenciamento.
Exemplo 3:
Construgdo do plasmideo pKl9mobsacBDpabABC

Andlogo a maneira de execugdo descrita no exemplo 1,
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foi construido um vetor pKl9mobsacBDpacABC apropriado para
a delegcdo de do gene pabABC de C. glutamicum para a troca
de genes. Os primers para isso necessarios para a
amplificagdo do PCR foram por sua vez derivados da
sequéncia de genoma publicamente acessivel (NCBI Acession-
Nummer YP_225287; YP 225288.1; NC _006958). Eles sdo dados a
seguir:

pabABC-del-A:

5’ -CGGGATCCTCAGGCTCGCACGTTGGAGGG-3"

pabABC-del-B:

5’ -CCCATCCACTAAACTTAAACAAAACGTCAAAGAATCATAATT-3'

pabABC-del-C:

5’ -TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTCGGTGAAGCCCTGGAATGAA-3 '

pabABC-del-D:

5’ -AGGGATCCGTGATGAGTCCGATCTCGGAA-3 '

O primer pabABC-del-A inicia 500bp antes do start de
translagdo e pabABC-del-D 500bp atrds do stop de translacdo
do gene pabC. O primer pabABC-del-B fica 51 bp atras do
start de translagdo e o pabABC-del-C 48 bp antes do stop de
translagdo. Os Gltimos dois primers dispdem cada um de uma
regiao complementar de linker. Paralelamente foi
amplificada uma regido 5’-flaqueada de 593bp de tamanho,
com uma combinagdo de primer pabABC-del-A e pabABC-del-B, e
uma regido 3’'-flaqueada de 597bp de tamanho, com uma
combinagdo do primer pabC-del-C e pabC-del-D, do fragmento
a ser deletado. A reag¢dao PCR foi fealizada de acordo com o
procedimento padrdo, como por exemplo, no exemplo 1 com DNA
cromossomal de C. glutamicum ATCC13032. Apds a reacdo PCR
os fragmentos de DNA contidos foram isolados com o kit de

extrato de gel QIAExXII (Qiagen) e ambos os fragmentos foram
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empregados como template de wuma PCR subseqliente. Como
primer foram empregados pabABC-del-A e pabABC-del-D. A
reagdo PCR foi realizada de acordo com o procedimento
padrdo, como por exemplo no exemplo 1 com DNA cromossomal
de C. glutamicum ATCC13032. Apbds a reagdo o fragmento de
DNA contido de 1169bp de tamanho, que agora contem o gen
pabC inativado com wuma delegdo central de 585bp de
comprimento, foi isolado de um gel de agarose 0,8% e ligado
com um vetor pKl9mobsacB (Schiafer et al. Gene 145: 69-
73(1994)). Com a insergdo de ligagdo a cepa Escherichia
coli DH5amcr foi transformada (Proceedings of the National
Academy of Science of the United States of América USA
(1990) 87:4645-4649). O plasmideo obtido pKl9mobsacBDpabC
(figura 3) foi verificado quanto & sua exatiddo através de
digestdo restritiva e sequenciamento.

Exemplo 4:

Construgdo da cepa autotrdfica de A&cido félico C.
glutamicum DsdaADpabAB, C. glutamicum DsdaADpabC, C.
glutamicum DsdaADpabABC.

Através de eletroporacao um plasmideo
pKl9mobsacBDpabARB, respectivamente pKl9mobsacBDpabC e
pKl9mobsacBDpabABC, foi inserido no C. glutamicum DsdaA,
que é descrito no pedido de patente PCT/DE2004/000248, e
selecionado relativo a sua resisténcia & canamicina. Apenas
tais clones, nos quais o plasmideo estava integrado ao
Cromossomo através de recombinagdo homologa, eram
resistentes a canamicina.

Foi escolhido um clone de cada, que apds verificacdo
mostrasse sensibilidade & sacarose transmitida pelo

plasmideo (Gene (1994) 145: 69-73. Este foi cultivado em um
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meio de 50mL de BHI (Brain-Heart-Infusion-Medium, Difco
Laboratories, Detroit, USA) sem canamicina e sacarose. Em
seguida, cada 100pl de wuma solug¢do diluida 10-2, 10-3
respectivamente 10-4, da cultura foi plaqueada em placas
BHIS (meio BHI com 0,5M sorbitol) com 10% (p/v) de sacarose
(FEMS Microbiol Lett (1989) 53: 299-303). Os <clones
resistentes a sacarose obtidos forem entdo verificados
quanto a sensibilidade a canamicina e verificados com uma
analise PCR. Nisto foram utilizadas as seguintes
combinagdes de primer:

Delegdo de pabAB:

pabAB-del-pr-u2 5’ -TGGCTCACTTCGCTGGTCTTGTTG-3'

pabAB-del-pr-12 5’ -GAATGGTTGCGGCGAGTGTCA-3’

Delegdo de pabC:

pabC-del-pr-u2 5'-GTTGGGGAGCAGGACGAGTGGT-3’

pabC-del-pr-12 5’ -TACGCGCATCTGGAATCCTGGTTA-3’

Delegdo de pabABC:

pabABC-del-pr-u2 5’ -CGTTCCGGCATCATTCTGGCTAAG-3"

pabABC-del-pr-12 5’ -GCGACTCCGGGTTGTTCCTGATAA-3’

A delegdo bem-sucedida deu para o local do gene pabAB
uma faixa de 1426bp, para o local do gene pabC uma faixa de
1663bp e para o local do gene pabABc uma faixa de 1447bp.
Desta forma puderam ser obtidos clones da cepa de partida,
que dispdem cada de uma delegdo especifica nos genes da
sintese de acido fdélico. Estas cepas foram denominadas C.
glutamicum DsdaADpabAB, C. glutamicum DsdaADpabC e C.
glutamicum DsdaADpabABC.

Estas trés cepas foram plagqueadas em meio minimo CGXII
(J Bacteriol. (1993) 175:5595-603), bem como em meio

idéntico que continha 1mM de &cido félico. O resultado é
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mostrado na tabela 1.

Tabela 1:
Necessidade de Corynebacterium pelos mutantes
produzidos.
Crescimento
Acido C. Glu. C. Glu. C. Glu. C. Glu.
Félico DsdaA DsdaADpabAB | DsdaADpabC | DsdaADpabABC
0 mM + - - -
1 mM + + + +

Exemplo 5:

Construg¢do e formagdo de L-serina da cepa C.
glutamicum DsdaADpabAB pserABC.

Através de eletroporagdo o plasmideo pEC-T18-mob2-
serAfbrserCserB foi inserido na cepa C. glutamicum. O
plasmideo (figura 4) é composta do vetor pEC-T18-mob2
(Curr. Microbiol (2002) 45, 362-367), do gene da
corinebacterium serAfbr (Appl Microbiol. Biotechnol (2002)
60: 437-41), assim como serC e serB (pedido de patente
alemdo 100 44 831.3). Clones resistentes & tetraciclina
foram verificados com processos padrdes quanto & presenca e
integridade do plasmideo (Sambrook et al. (1989) Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press) e um clone foi designado de C. glutamicum
DsdaADpacAB pserABC.

Para a formagdo de L-serina a cepa C. glutamicum
DsdaADpabAB pserABC foi colocada em meio complexo (CgIII
com 2% de glicose, 5upug/l de tetraciclina) e o meio de
fermentagdo CGXII (J. Bacteriol (1993) 175: 5595-5603) foi
inoculado a partir desse. O meio de fermentacdo CGXII

continha 0,1 ou 1mM de &acido félico. Como controle a cepa
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C. glutamicum DsdaA pserABC foi cultivada da mesma forma.
Foram realizadas pelo menos duas fermentagodes
independentes, cada. Apds a cultivagdo por 30 horas & 30°C
no agitador de rotagdo a 120 rpm foi determinada quantidade
de L-serina acumulada no meio. A andlise da concentrac¢do de
aminodcido se deu meio uma cromatografia liquida de alta
pressdo (J Chromat (1983) 266:471-482). O resultado da
fermentagdo é representado na tabela 2. E visivel que a
utilizagdo dos mutantes construidos e descritos na sintese
de A&cido fdélico representam um processo que melhora
decididamente a formagdo de L-serina.
Tabela 2:

Acumulagdo de L-serina no excesso de cultura de C.

glutamicum DsdaADpabAB pserABC e C. glutamicum
DsdaApserABC.
Acido félico | Cepa L-serina (mM)

C. glutamicum
0,01 49
DsdaADpabAB pserABC

C. glutamicum

DpykDsdaADpabAB pserABC

C. glutamicum

DpykDsdaADpabAB pserABC

C. glutamicum

DsdaA pserABC

C. glutamicum

DsdaA pserABC

C. glutamicum
1,0 1
DsdaA pserABC

Exemplo 6:

Construg¢do e formagdo de L-serina da cepa C.
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glutamicum DpykDsdaADpabAB pserABC.

Através de uma eletroporagao o plasmideo
pKl9mobsacBDpyk (Arch Microbiol. (2004) 182:354-63) foi
inserido na cepa C. glutamicum 13032DsdaADpabABC e
selecionado em relagdo a resisténcia & canamicina. Apenas
tais clones, nos quais o plasmideo era integrado sobre uma
recombinagdo homéloga no 1lbécus cromossomal do gene pyk,
eram resistentes & canamicina. Foi escolhido um clone que
apds verificagdo mostrou sensibilidade a sacarose
transmitida pelo plasmideo e cultivado em um meio de 50ml
de BHI (Brain-Heart-Infusion-Medium, Difco Laboratories,
Detroit, USA) sem canamicina e sacarose. Em seguida, cada
100pl de uma solugdo diluida 10-2, 10-3 respectivamente 10-
4, da cultura foi plaqueada em placas BHIS (meio BHI com
0,5M sorbitol) com 10% (p/v) de sacarose. Os clones
resistentes a sacarose obtidos foram entdo verificados
quanto a sensibilidade & canamicina e verificados com uma
analise PCR. Desta forma  pode ser C. glutamicum
DpykDsdaADpabAB da cepa de partida. Esta cepa foi
transformada, como descrito no exemplo 5, com pEC-T18-mob2-
serAfbrserCserB e foi assim obtida a cepa C glutamicum
DpykDsdaADpabABC. Esta cepa foi preferida, como descrito no
exemplo 5, para a formagdo de L-serina, em comparagdo com
C. glutamicum DsdaADpabAB pserABC. O resultado & mostrado
na tabela 3.

Tabela 3:

Acumulagdo de L-serina no excesso de cultura de C.
glutamicum DpykDsdaADpabAB pserABC e C. glutamicum

DsdaADpabAB pserABC.

Acido félico | Cepa L-serina (mM)
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C. glutamicum

0,1 89
DsdaADpabAB pserABC
C. glutamicum

0,1 98
DpykDsdaADpabAB pserABC
C. glutamicum

1,0 2

DpykDsdaADpabAB pserABC
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Listagem de Sequéncia

Projeto do Pedido

e e g v e e N

E MICROORGANISMOS
<130> Referéncia de arquivo de pedido: PT1.2240
<140> N° de pedido relacionado:
<341> Data de deposito relacionads: __-_-_

Sequéncia
<213> Nome do organismo:

Corynebakterium glutamicum
<400> Fita de Pré-sequéncia:

cgggatcete aggetcgeac grtggagggt gotegeatte ttgctgageg totgactget 60
tctgatgega aggccgetgg cgtggatgtce ttgaccggtg gcactgatgt geacttggrt 120
ttggctgatc tgcgtaactc ccagatggat ggocageagg cggaagatct gotgeacgag 180
grrggtarca ctgtgaaccg taacgcggrrt cctttcgatc ctegtccacce aatggttact 240
tctggtotge grattggtac tccrgogetg gotacccgtg gtttogatat toctgeatte 300
actgaggttg cagacatcat tggtactget ttggctaatg gtaagtccge agacattgag 360
tctectgegtg gecagtgtage aaagettget geagattace cactgtatga gggcttggaa 420
gactggacca tcgrctaagt trttcrrtga grtttcarat gtagaaggca tcgtoggett 480
€ggectggeg gtgettttet cgttgttttg tggrtttgtc agaggatgtc atgegcgttt 540
taattattga taattatgat tctttcacgt tttgtttaag tttagtogat ggggagtygy 600
agdaaatccg cgttaaatca cggccictge tgaatttgtt tggggttgaa ttcccatgac 660
gtacctegty tgogacggty caacactegt agaaggegey ctggaatcaa cacccacagt 720
tgttgattce tacctagoeca aagaccaccg cgtggtgege tgggatcttc atgaacageg 780
cttcgecact agegtggacg tggacccgtg ggattttctc cacgcagtaa gggaagcaat 840
tccacgecag ggetcatggt ttoccaaagt tgaatggcat ggegatgatc ttttogoagt 200
caatattcgc ccggcaccaa cactgcgaaa ggecacatca ttgtggettt ¢cygaagacce 960
agatccacge aracagecaa coattaaagn cccagaccta gargrgortg ctceaccticg 1620
cagtcgcygec aacgataacg gcotgegatga tgcgotgttg atcagcegogg atgggttceat 1080
tctggaaact gccaacgeca ccgtggtgtt ttgggeggat cc 1122
<212> Tipo: DNA _
<211> comprimento:hll?.Z o

Home dg sequencia: St_auuencla n™

Descrigao da Sequéncia:
Sequéncia Padrao
;I;;e-;; ;;f;l:t;ncia: Sequéncia n®
Sequéncia®
:Eig;_-N—ome do organismo: Corynebakterium gi utamicum
<400> Fita de Pré-sequéncia:
tgataagcta gettcacgct goccgcaagca €rcagggege aagggctget aaaggaageg 60
gaacacgtag aaagccagrc cgcagaaacg gtgctgaccce cggatgaatg tcagctactg 120
ggcratctgg acaagggaaa acgcaagcgc aaagagaaag caggtagett gcagtgggct 180



tacatggcega
tggggcgecc
gccaaggate
tcgcatgatt
attcggcetrat
gtcagcgeag
actccaagac
fgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggegg
tcgecatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggeege
ggacatagcg
cttcctegtg
tcttgacoag
ccatcacata
gaattgtgat
aatgaaaaga
tgatrrrcta
agaatgaqgt
aatgtgtaaa
tratrgtgcg
acacagtaca
acagtattaa
gaaacgaacc
atgctygcaaa
tccacaatta
ctaaaacgcety
ggagatccia
actictattg
gcaaatgatt
tctgacggaa

tagctagact
tcrggtaagg
Tgatggcgca
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgeccgd
gaggcagege
gtrgtcactg
ctgtcatcic
ctgcatacge
cgagcacgta
caggggctcg
gatctegtey
Trrtctggat
Ttggctacce
ctitacggta
Ttcttotgag
tacctgeegt
taaaaaggca
aacagataga
TCaaacaaaa
cgaaaagtaa
gggcaaagtg
taactaactt
taaaaaagga
cctttactac
aaaagccata
tcecetgaaca
aaaatatctc
acggcactgt
aaaatgcgoa
acagctggaa
ctatcctaaa

aaatccgttt

gggcagrtit
ttgggaagcc
ggggatcaag
gattgcacyge
aacagacaat
ttctitttgt
ggctategtg
aagcgggaag
accttgetee
ttgatccgge
ctcggatgga
cgecagoega
tgacccatgg
tcatcgacty
gtgatattgc
tegecgetec
cgggactctg
tcacrattat
actttatgec
trrtttagtt
gaggaaaata
atcgegegog
tatactttgg
gecaterres
gacatgaacg
cgeactgetyg
taaggaaaca
gcaaaaaaat
ttctgcaaas

cgcaaactat
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atggacagca
ctgcaaagta
atctgatcaa
aggttctceeg
cggctgetct
caagaccgac
gctggccacg
‘ggactggetyg
tgccgagaaa
tacctgecca
agccggtrctt
actgticgee
cgatgeeege
tggccggetyg
tgaagagcett
cgatrcgeag
gggttcgeta
ttagtgaaat
catgcaacag
ctttaggeec
gaccagtrgce
tttgtrtactg
cgtcaccect
aacaggagay
atgaacatca
gcaggaggcg
tacggcattt
gaaaaatatc
ggcctggacg
cacggcetace

tgacacatceg atttacatgt

aaacgctgge
agaccaaaca

attctacact

cacgrertta
caagaatggr
gatttcrccg

agcgaaccgg
aactggatgg
gagacagdét

gecgertggg

gatgccgecg

ctgtecggtg
acgggcgtic
<ratigggcg
gtatccatca
ttcgaccacce
gtcgatcagg
aggctcaang
ftgccgaata
dgtgtgacgg
ggcggcgaat
cgcatcgect
gaggatcgat
gagatattat
aaactataaa
gtagtcrgea
aatccaaacyg
ataaagcagg
tacatattrt
ctggaagaag
aaaagttrgc
caactcaagc
cccatattac
aagtrtcrga
titgggacag
acatcgtett
tctatcaaaa
aagacagcga
caggttcagc
étaaacatta

aatrtgccagc
ctttertgec
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttecgact
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccgag
tggctgatge
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcggatocc
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaceg
tctategect
ccrrrttaac
gatatttict
aaatracagag
aatcctttta
agagictaat
caagacctaa
aggtcrrttt
cagaccgeta
aaaacaagca
gtttgc.gaa%
acgccatgat
atttgattcg
ctggecatta
Tgcattagec
agtcggegaa
caaatfcgat

cacatttaca

cggCaaacaa

240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1le20
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



acactgacaa
gtagaggatt
ttcatcgaty
gtagaagata
taccaaggey
cgtcaagaaa
ggcgeteteg
gtgattgcat
ggcaaatggt
tctaacgata
ctgaacaaaa
tactcacact
acaaacagag
atcaaaggea
gttaacaaat
gcgacgeoca
ggcttcggas
gatrttgtag
cgeertrtce
gcecctteetyg
ggtagccggc
-gacagtgaag
acgecgttao
tgcgaaaaag
agcggaaaag
atgcaggaaa
atctcgataa
aacctcrtac
tatcaacagg
-attcggegea
ttttgaggty

aaatacgeoe

atcaacgtct

aggatttatt

ctgcacaagt
atdaatcaat
zaggcaacta
aaggccacaa
aagaatcrtt
gtcaaaaact
gtatgattga
ctaacacagt
acctgttcac
tttacatget
ctggcctigt
tcgetgtacc
gattcracgc
Agazaacatc
aaaaacgcaa
acctgccatc
tegtttteeg
ceetggecga
tcaatcgetc
gttggcrrgg
cagcctegea
aaggaacacc
atacaccaag
gatggatata
cgctgettee
tracrgaact
ctcaaaaaat
gtgcegatceca
gacaccagga
aagtgegteg
ctccagtgge
ggtagtgatc
catttrcgee

tattctgega

taacgtatca
ctttgacggt
cagctcagge
atacttagia
atttaacaaa
tctgcaaage
gctaaacgat
aacagatgaa
tgacrccege
tggttatgtt
gttaaaaatg
tcaagcgaaa
agacaaacéa
tgttgtcaaa
aagaaaatgc
acgégatttc
ggacgeeete
cggccageag
ttegttegtc
tttcatcagce
gagcaggatt
c€gctcgeggy
gaaagtctac
ccgaaaaaat
ctgctgtttt
gaggggacag
acgccecggta
acgtcteart
tttatttatt

“ggtg atgctg

ttctgtttct’

ttatttcatt
aaaagttggc

agtgéfcttc
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gcatcagaca
gacggaaaaa
gacaaccata
tttgaagcaa

gcatactatg

gataaaaaac

gattacacac
attgaacgcg
ggatcazaaa
tctaattett
gatcttgatc
ggaaacaatg
tcaacgtrtg
gacagcatcc
cgatgggtac
gattccacceg
gcggacgtge
gtaggccgac
tggaaggcag
catccgettg
ccegttgage
tgggcctact
acgaaccctt
cgctataatg
grggaatatc
gcgagagacy
gtgatcttat
ttcgccaaaa
ctgcgaagtyg
ccaacttact
atcagcteet
atggtgaaag
ccagggette
cgtcacaggt

gctetttgaa
cgtatcaaaa
cgectgagaga
acactggaac
gcaaaagcac
gcacggetga
tgaaaaaaqgt
cgaacgtctt
tgacgattga
taactggecc
ctaacgatgt
tcgtgattac
cgcecgagett
ttgaacaagy
cgagcgaaat
cogeectteta
tcatagtcca
aggcicatge
tacacctrga
cccteatctg
accgecaggt
tecacctatec
tggcaaaate
accccgaage
taccgactgag
atgccaaaga
ttcatratgg
gttggcccag
atcttecegre
gatttagtgt
gagaatctcg
ttggaaccte
ccggtatcaa

atttattcgg

catcaacggt
tgtacagcag
tcctcactac
tgaagatggc
atcattcttc
grtagcaaac
gatgaaaccg
taaaatgaac
cggcattacg
atacaagcecg
aacctrtact
aagctatatg
cetgetgaac
acaattraaca
gaccgaccaa
tgaaagottg
cgacgeocgt
cggceegecge
taggtgggct
ttacgecgge

gcgaataagg.

tgciccaety
ctgtatatcg
agggttatge
dadcaggcaa
gcrecctgaaa
tgaaagttqgg
ggcttececgy
acagytartt
atgatggtgt
ataactcaaa
ttacgtgeceg
cagggacacc

cgcaaagtge

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260



grcgggtgat
tggcrtotgt
cttecgeccac
ccctraacgt
ttcttgagat
accagceggta
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
tadaggegeag
gacctacace
agggagaaag
ggagcttecca
acttgagegt
caacgcggee
tgcgttatco
tegeegeage
aatacgcaaa
gtttcccgac
ttaggcacce
cggataacaa
gcaggtcgac
gaaccecatce
aaggtgagca
gtcttcggaa
tgcgaaaaga
tgetteectt
ctgttcatga
tgtggatgtt
catgggaatt
cactccccat
acgcgeatga
gcecgacgatg

ccaageecec

gctgecaact
trctateagy
cccaaaagga
gagttttegt
ccrrtittte
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgaget
gaactrgagat
gcggacaggt
gggggaaacyg
cgattrregt
Ttrrtacggt
cctgattcty
cgaacgaccy
ccgectetee
tggaaagcyg
caggctrtac
tttcacacag
tctagaggat
gcgetgatca
agcacatcta
ageccacaatg
tecatcgecat
acrgegrgga
agatcccage
gattccageg
caaccccaaa
ccactaaact
catcctectga
ccttctacat

atacagtggg

tactgattta
gctggataat
tctaggtgaa
tecactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgccracata
cgtgrcettac
9aacaggygg
accracagcg
atccggtaag
cctggtatet
gatgctcgtc
tcctggectt
tggataaccy
agcgeagega
ccgegegtig
gcagtgagey
actttatgcet
gaaacagcta
ccgoecaaaa
acagcgcatc
ggrctgggec
atgtggectt
gcecattcaac
gaaaatccca
gcaccacgcg
cgcetrctac

caaattcagc

taaacaaaac

gaaaaccaca
atgaaaactc

taatctgcag
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gtgtatgatg
cctecagege
gatcctitit
gtcagaccee
ctgctgetty
gctaccaact
ccttcragtg
cctegetetyg
cgggttggac
Ttegtgcaca
Tgagcatiga
cggcagggtc
ttatagtcct
aggggagcyg
ttgciggect
tattaccgee
gtcagtgage
gccgatteat
caacgcaaty
tccggetegt
tgaccatgat
cacecacggtg
atcgcageeg
trraatggtt
tegeagtytt
titgggaaac
cgggtccacg
gtggtctitty
gagtgttgca
agaggcegtg
gtgaaagaat
azacaacgag
aaagaaaaac

caagcrttge

gtgtttttga
ggggatictca
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttticecga
tageegtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgceca
ggaacaggag
gtcgggrtte
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcegy
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttytgtg
tacgccaage
gcgttggeag
ttatcgttgg
ggctgtgtge
ggtgccggge
catgageecct
tccacgctag
gctaggtagg
ccgtcecaca
atttaacgcg
cataattatc
aaaagcaccyg
ttagacgatg

tacacggcca

ggtgctccag
tgctggagtt
tgaccaaaat
tcaaaggate
aaccaccget
aggtaactgg
Taggecaccea
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgctteccga
agecgeacgag
gceacctcty
aaaacgccag
tgtrctttce
ctgataccgc
aagagegeec
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
ttgcatgeet
cttccagaat
cgcgactygcg
gtggatctgg
gaatattgac
ggcgtggaat
tggcgaagceg
aatcaacaac
cgaggtacgt
gatttecctec
aataattaaa
ccaggccgaa
gtccagtctt

cgcagagact

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300



caatgtctgce
atgcaggaat
taaccattgg
cgtgcagcag
ccaagtgeac
cagtcagacy
gtaccgagct
gtracccaac

gaggcccgca

ggacttacca ttagccaaag
atcgaaacca cgggtagceca
tggacgagga tcgaaaggaa
atcttecgec tgetggoecar
atcagtgcca ccggtcaaga
¢tcagcaaga atgcgagecac
cgaattcact ggccgtegtt
ttaatcgecct tgcagcacat

ccgategece ttoccaacag

<212> Tipo: DNA

<211> comprimento: 6836
Home da sequéncia: Sequéncia h°® 2
Desgcrigdo da Sequéncia:

Sequéncia Padra

Home da sequéncia: Sequéncia n° 2

Sequéncia

<213> Nome do organismo:

<400> Fita de Pré-sequéncia’

gaggatccaa
atcgtggatt
tccaagettt
gcagagttag
atgactggtg
cgcggtattt
atggtgatca
ctrcttgetc
ctgctgaatt
tcgtagaagg
ggtcggtgaa
gagcgcagic
ttcgegacct
aagtgccttg
gatggtgatg
ggtttggage
acctgtttgg

ctgtggcrtc

tcattgetga getgoegeagt

tggtcegcaa cgacttagcc
tcgacgteoga aacctacgec
ggccacgeag tccgattgag
ccecaaaget gegeaccatg
actcaggtgg cttgggatat
gaactetegt catccégaac
tgtctgatcc
tgrttggggt

cgcgetggaa

ggaggctgag
tgaattccca
tcaacaccea
gccctggaat gaaaaattge
tttgtgaaga trragtctic
tcagcaagct gtgtgcegtac
atctcggegy tagrteagtgg
ccecaattete
cactccggtg ggttitoctg
aactcctctg gegtggcgag

atagcecctge ccgatgoctg

gggcgaccac
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cagtaccaat
gcgeaggagt
ccgegttacg
ccatctggga
catccacgec
cctccaacgt

ttacaacgtc

‘ccccettteg

Ttgcgcagee

aatcctaaag
cgeggegett
acagtccacc
tgcgtygcgey
gagatcatcg
trrttecectey
aatcacgrgg
tgggaggaaa
tgacgtacct
cagttgtiga
gceccaaccat
ggtagrrrct
ggtgcgeaac
tttgtccatg
tggacgaggg
caggttcttyg
Caaaaacagt

gegtacagat

gatgtctaca
accaatacgc
grtcacagtg

gtracgcaga

agcggccttc

gcgagcctga
gtgactggga
ccagetggcg
tgaatggcga

Corynebakterium glutamicum

atcgtgecaga
tgcecaceac
aacttgtcag
cagcartccc
atgagctyga
acggcgcagt
agtacggagt
tecgegttaa
cgtgtgggac
ttgtttaagt
trrtctgtga
tcagtitcte
cattctrgget
tcgttctttt
tgtgggecct
aactcttqot
ccgagcttct

fcttcgttca

acctcagtga
agaccagaag
ataccaacct
tcagccaaaa
gcatcagaag
ggatccccgy
aaaccctgge
taatagcgaa
atggcg

aaactrgatg
agttaaaaca
caccgtetet
cggtggrrcg
ggcagctcét
tgatctctec
gggcggtgea
atcacggect
ggtgcaacac
ttagtggatg
ggaaaagytt
tetttgeggt
ggttrtccag
tcagagecgc
cgcggegtag
gagtcaatgc
tagcggeggt

cgceeacaac

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6836

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

1020
1080
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ggtagcattyg ttttcatgct gaccttaagt ttcatcactg gcacggagce aggaaagtag

tttacccagat tccgagatcg gactcatcac ggatcecct

<212> Tipo: DNA

<211> comprimento: 1178
Home da sequéncia: Sequéncian® 3
Descri¢do da Sequéncia:

Sequéncia Padrio

- ———

Home da sequéncia: Sequéncia n°3

Sequéncia

L

<213> Home do Organismo: Corynebakterium glutamicum

<400> Fita de Pré Sequéncia;

cgataagcta
gaacacgtag
ggctatctyg
tacatggcga
tggggcgeec
gccaaggatc
tcgeatgatt
atrcggctat
gtcagcgceag
actccaagac
tgtgetegac
gcaggatcrc
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagageat
cgacggcgag
aaatggccge
ggacatagceg
crrcetegty
tettgacgag
ccatcacata
gaattgtgat
aatgaaaaga
tgattrtcta
agaatgaggt

aatgtgtaaa

gcttcacgect
aaagccagtc
acaagggaaa
tagctagact
tetggtaagg
tgatggcgea
gaacaagatg
gactgggeac
gggegeccyg
gaggcagcgeo
grtgtcacty
ctgtecatcte
Ctgcatécgc
cgagcacgta
caggggercg
garctcgtcy
ttttctggat
ttggcracco
ctttacggta
ttcttctgag
taccrgecgt
taaaaaggca
aacagataga
tcaaacaaaa
cgaaaagtaa

gggcaaagtg

gccgeaagea
cgcagaaacg
acgcaagcge
gggcggtttt
ttgggaagcc
ggggatcaag
gattgcacge
aacagacaat
treotrrttgt
ggetatedgtg
aagcgggaag
accttgetece
ttgatcecgge
ctcgogatgga
cgocagecga
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattec
tcgeogetec
cgggactctg
tcactatrtat
actttatgec
ttttttagtt’
gaggaaaata
atcgogoggg
tataéfttgg

ctcagggege
gtdgctgacce
aaagagaaag
atggacagca
ctgcaaagta
atctgatcaa
aggrrcteeg
cggctgctet
caagaccgac
getgaecacg
ggactggcetg
tgccgagaaa
tacctgeeca
agecgytctt
actgtrcgec
cgatgectgce
tggccggotg
tgaagagctt
cgattcgeag
gggrtcgeta
ttagtgaaat
catgcaacag
ctttaggeec
gaccagttgc
tttgttactg

cgtcacccct

aagggctgct
cggatgaatg
caggtagctt
agcgaaccgg
aactggatgg
gagacaggat
gccgcetggg
gatgeegeey
crgtecgatg
acgggcgttc
ctattygacg
gtatccatca
ttcgaccacs
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgrggcag
ggcggegaat
cgeategect
gaggatcgat
gagatattat
aaactataaa
thgtctgca
aatccaaacg
ataaagcagg

tacatatttt

aaaggaagcg
tecagcractg
gcagtgggct
aattgecage
ctttettgec
gaggategtt
tggagaggct
tgttccaget

ccctgaatga

ctrgcgeage
aagtgecgag
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcggatgeo
tcatggtgga
accgeratca
gggctgacey
tctatcgect
cerrtttaac
gatatttitct
aaatacagag
aatcctttta
agagtctaat
cazgacctaa

aggtetittt

1140
1178

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



trattgtgcg
acacagtaca
acagtattaa
gaaacgaacc
atgctgcaaa
tccacaatta
caaaacgctg
Eéagatccta
acttctrattg
gcaaatgatt
tctgacggaa
acactgacaa
gtagaggatt
rtcatcgatg
gtagaagata
taccaaggeg
cgtcaagaaa
ggegcteteg
ctgattgeat
ggcaaatggt
tctaacgata
ctgaacaaaa
tactcacact
acaaacagag
atcaaaggea
gttaacaaat
gcgacgecca
ggcttcggaa
gatrtigtag
.cgecrtttee
gcecttectg
ggtagccgac
gacagtgaag
acgcegttog

taactaactt
taaaaaagga
cctttactac
aaaagecata
tecctgaaca
gaaatatctc
acggcactgr
aaaatgcgga
acagctggaa
ctatcctaaa
aaatcegttt
ctgcacaagt
ataaatcaat
aaggcaacta
aaggccacaa
aagaatcttt
gtcaazaact
gtatgattga
ctaacacagt
acctgttcac
tttacatgct
ctggocttge
rcgetgtacc
gattctacge
agaaaacatc
aaaaacgcaa
aectgeeatc
tegrrttcceg
cectgyccga
teaatcgetc
gttggcttgg
cagectcgea
aaggaacacc

atacaccaag

gccatetica
gacatgaacag
cgcactgctg
taaggaaaca
gcaaaaaaat
ttctgcaaaa
cgcaaactat
tgacacatcg -
aaacgctgge
agaccaaaca.
attctacact
taacgtatca
ctttgacggt
cagctcagge
atacttagta
atttaacaaa
tctgcaaage
gctaaacgat
aacagatgaa
tgacteeege
tggrratgtt
gttaaaaatg
tcaagegaaa
agacaaacaa
tgttgtcaaa
aagaaaatgc
acgagattic
ggacgeectce
cggccageag
ttcgttcgte
tttcatcagc
gagcaggatt
cgctcgegdg
gaaagictac
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aacaggaggg
atgaacatca
gcaggaggceg
tacggcattt

gaaaaatatc

ggcctggacy

cacggctacce
atttacatgt
cgecgtettta
caagaatggt
gattictccg
gcatcagaca
gacggaaaaa
gacaaccata
Ttigaagcaa
gcatactatg
gataaaaaac
gattacacac
attgaacgcg
ggatcaaada
tctaattort
gatctrgatc
ggaaacaatg
tcaacgritg
gacagcatec
cgatgggtac
gattccaccg
gcgdgacgtge
gtaggecgac
tggaaggcag
catccgettg
ccegtrrgage
tgggectact

acgaacccett

ctggaagaag
aaaagtitgc
caactcaagc

ccecatattac

aagtttctga
tttgggacayg

acatcgtett
TCtatcaaaa
aagacagcga
caggrteage
gtazacatta
gctctttgaa
cgtatcaaaa
cgctgagaga
acactggaac
gcaaaagcac
gcacggetga
tgaaaaaagt
cgaacgtctt
tgacgattga
taactggece
ctaacgatgt
tecgtgattac
cgccgagett
ttgaacaagg
cgagcgaaat
ccgecttcta
tcatagtcca
aggcrcatge
tacaccttga
CCFtcatctg
accgccaggt
tcacctatce

tggcaaaatc

ragaccgcta
aaaacaagca
gtttgcgaaa
acgeccatgat
atttgattcg
crggeccatta
tgcattagee
agtcgygcgaa
caaattcgat
cacatttaca
cggcaaacaa
catcaacggt
tgtacagecag
tccrcactac
tgaagatggce
atcattcttce
grtagcaaac
gatgaaaccg
taaaatgaac
cggcattacg
atacaagecg
aaccrttact
aagctatatg
cctgctgaac
acaattaaca
gaccgaccaa
tgaaagotig
cgacgccegt
cggccgeoge
taggtgggct
ttacgeegyc
gcgaataagg
tgeeeegety
ctgtatatceg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



tgcgaaaaag
agcgygaaaag
atgcaggaaa
atctcgataa
aacctcttac
tatcaacagg
attrcggegea
tttigaggty
aaaracgcec
arcaacgtct
aggatttatt
gtcgggtgat
tggettotgt
cttegeccac
cccttaacgt
~ttcttgagat
accageggrg
cttcagecaga
cttcaagaac
tgctycecagt
taaggcgeag
gacctacacce
agggagaaag
ggagctteca
acttgagegt
caacgecgges
tgegttatec
tcgecgcage
aatacécaaa
gtttcocgac
ttaggeaccc
cggataacaa
gcaggtegac
cagaaaactt

gatggatata
cgetgcttce
ttactgaact
ctcaadaaat
gtgccgatca
gacaccagga
aagtgcegtceg
ctccagtgge
ggtagtgatc
cattttegec
tattctgcga
gctgecaact
ttctatcagy
cccaaaagga
gagtittcgt
cerrrerrec
grrrgritgc
gcgeagatac
tctgtaﬁcac
ggcgataagt
cggtegaget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacy
cgattittgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccy
ccgectetec
tggaaagcgg
caggctttac
tttcacacag
tctagaggat
gatgatcgtg

ccgaaaaaat
ctgctgtttt
gaggggacag
acgcccggta
acgrctcatt
Trtatrtaty
ggtgatgctg
ttctgtitet
ttatttcatt
aaaagttgge
agtgatcttc
tactgattta
gctggatgat
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtetrtac
0aacggygyyg
acctacageg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctegtce
tcectogectt
tggataaccg
agcgeagega
ccgegegteg
gcagtgageg

actrtatget’

gaaacagcta
ccaatcattg

gatttégtcc

8/19

cgcrataatg
gtggaatatc
gcgagagacg
gtgatcttat
ttcgocaaaa
ctgegasgtg
ccaacttact
arcagcrcct
atggtgaaag
ccagggcttc
cgtcacaggt
gtgtatgatg
ccteoecagege
gatccttett
gtcagacccc
citgetgettg
gctaccaact
cettctagrg
cctcgetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcattyga
cggcagggte
Ttatagtcct
agggyygcygg
trgerggect
tattaccgec
gtcagtgagc
gccgatteat
caacgcaatt
tceggeregt
tgaccatgat
ctgagctgeg

gcaacgactt

accccgaage
taccgactgg
atgccaaaga

trcattatgg

grtggcccag

atctteegte
gatttagtgt
gaaaatctcg

trggaacerc

ccgatatcaa

atttattcgy
gtgtttttga
ggggatctca
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcecaget
gaaagcgcea
ggaacaggag
gtcgggtrte
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcaget
aatgtgagtt
atgtigrgrg
tacgccaage

cagtaatcct

agcecgegge

agggttatgce
aaacaggcaa
gctcctgaaa
tgaaagttgg
ggctteeegg
acaggtattt
aigatggtgt
ataactcaaa
ttacgtgeeg
cagggacace
cgcaaagtge
ggtgctccag
tgctggagtt
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccget
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagegaac
‘cgetteccga
agcgeacgag
gccaccrctg
aaaacgccag
tgttctitee
ctgataccge
aagagcgecc
ggcacgacaqg
agctcactca
gaattgtgag
tigcatgect
aaagatcgtg

gcrttglcea

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740

4800

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



ccacagtiaa
tcagcaccgtr
tccocggigg
tggaggcagc
cagttgatct
gagtgggeygg
ttaaatcacg
ggacgataca
aagritagtg
gtgaggaaaa
tctttetttg
ggctggtttt
trrrtcagag
ccetegoegge
tggtgagrca
Trcttagegg
ttcacgeeea
agccaggaaa
agctcgaatt
caacttaatc

cgecaccgate

aacatccaag

ctctgeagag
ttcgatgact
tcctcgeggt
ctccatggtyg
tgcacttett
gcectctgetg
acactcgtag
gatgggrcgg
ggttgagcgc
cgotticgcg
ccagaagtgc
ccgocgatgge
gtagggtitg
atgcacctgr
cggtcrgtgg
caacggtagce
gtggtrtacc
cactgaccgt
geertgeage

geecttecca

<212> Tipo: DNA

<211> comprimento: 6890
Home da sequéncia: Sequéncia n® 4
Descrigdo da Sequéncia:

Sequéncia Padrdo

o et e - e ———

cttttegacg
ttggggccac
ggtgccecaa
atrttacteag
atcagaactc
gctcegtcetg
aatttgttty
aaggcgeget
tgaagcccty
agtctttgtg
accttcagea
ctrgatcteyg
gatgcccaat
gagccactee
ttggaactcc
cticatagcec
attgttttca
cgattccgag
cgtrtttacaa
acatceceet

acagttgcgc

Home da sequéncia: Sequéncia n° 4

Sequéncia
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tcgaaaccta
gcagtceyat
agctgegeac
gtggctiggg
tegtcateca
atccggaggce
gggtigaatt
ggaatcaaca
gaatgaaaaa
dagatttagt
agectgtgtge
gcggtggrca
trttgggcga
ggtgggttit
tctggegigg
ctgeccgaty
tgctgacctt
atcggactca
cgtcgtgact
trcgecaget
agcctrgaatg

cgccacagtc
tgagtgcgta
catggagatc
atatttttcc
gaacaatcac
tgagtggoag
cccatgacgt

cccacagttg

trgcgeecaa

cttcggtagt
gtgcggtgeg
gtggrrtgtc
ccactggacg
cctgcaggtt
cgggcaaaaa
gectggegtac
aagtttcatc
tcacggatee
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggeg

<213> Home do Organismo: Corynebakterium glutamicum

<400> Fita de Pré Sequéncia:

cgggatccte
tctgatgcga
‘ttggctgatce
gttoggtatca
tctggtctgce
actgagottyg
tetotgeyty

aggercgeac
aggceegetgg
tgcgtaactc
ctgrgaaccg
gtattggtac
cagacatcat

gcegtgtage

gttggagggt
cgtggatgte
ccagatggat

taacgcgget’

tcctgegetg
tggtactgct

aaagcttgct

gctcgeatte
ttgaccggtg
ggccageagg
ccrrtcgatc
gctaccegtg
ttggctaatg

gcagattacc

ttgctgageg
gcactgatgt
cggaagatct
ctegrecace
gtrtcgatat
gtaagtcege

éactgtatga

caccaacttg
cgegeageat
atcgatgage
ctegacggeg
gtggagtacg
gaaatccgcg

accregtgtg

trgattgttt

ccatttttct
ttetteaget
caaccattet
catgtcgtte
agggtgtygg
ctrgaactct
cagtccgago
agattcttcg
actggcacygg
ccgggtaccg
tggegttacc

cgaagaggec

tctgactget
gcacttggre
gctgecacgag
aatggttact
tcetgeattc
agacattgag
gggctrggaa

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
8540
6600
6660
6720
6780
6840
6890

60
120
180
240
300
360
420



gactggacca
cggectggeg
taattattga
agccctggaa
ctrrgtdaag
ttcagcaagc
gatctcggcey
iécccaatttt
ccactccggt
gaactectct
catagcccty
gttttcatge

ttecgagate

Tcgtctaagt
gtgcttttct
taattatgat
tgaaaaatig
atttagtctt
tgtgtgcgtg
gtggtcagtg
tgggcgacca
gggrtrtcct
ggcgtggegg
cccgatggcet

‘tgacctraag

ggactcatca

<212> Tipo: DNA

<211> comprimento: 1169

ttttetttga
cgttgtittg
tetttcacgt
cgeecaacea
cggtagtrtc
cggrgegcaa
gttrgtccat
ctggacgagg’
gcaggtictt
gcaaaaacay
ggcgtacaga
trtcatcact

cggatccct

Home da sequéncia: Sequéncian® 5
Descri¢do da Sequéncia:

T e o ——

Home da sequéncia; Sequéncia nN° 5

Sequéncia
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grttitcatat
tggttttgte

gtagaaggca
agaggatgtc

tttgtitaag trtagtggat

trrtictgty
ttcagttict
ccattctgge
gtcgttettt
gtgtgggccc
gaactcttgg
tecgagetic
trcttegttc

ggcacggagc

aggaaaaggt
ttctitgcgg
tggttttcea
ttcagagccg
tcgeggegta
tgagtceaaty
ttageggegy
acgcocacaa

caggaaagrg

<213> Home do Organismo: Corynebakterium glutamicum

<400> Fita de Pré Sequéncia:

cgataagcta
gaacacgtag
gactatctyyg
tacatggcga
tggggegece
gccaaggatce
tcgeatgatt
attcggoetat
gtcagcgcag
actccaagac
rgtgctegac
gcaggatctc
aatgcggeag
tegeatcgag

cgaagagcat

gcrtcacget
aaagecagte
acaagggaaa
tagctagact
Tctyggtaagg
tgatggcgca
gaacaagatg
gactgggeac
gggcgaacgyg
gaggcagegce
gttgtcactg
ctgtcatcte
ctgeatacge
cgagcacgta

caggggctcg

gccgeaagea
cgcagaaacy
acgcaagege
gggcggtttt
ttgggaagee
ggggatcaag
gattgcacge
aacagacaat
ttcretttgt
gactatcgtg
aagegggaag
accttgeted
ttgatccgge
ctcaggataga

cgccagecga

ctCaggyege
grgcrgacece
anagagaaag
atggacagea
ctgcaaag{a
atctgatcaa
aggttetcecg
cggetgetet
caagaccdﬁc
gectggecacy
ggactggetg
tgcegagaaa
tacctgececa
ageccggtett
actgttcgee

aagggcrgct
cggatgaatg
caggtagett
agcgaaccgg
aactggatyy
gagacaggat
gcecgettgag
gatgcecgecy
ctgtceggtg
acgggegrtc
ctattgggeg
gtatccatca
ttcgaccace
gtcgatcagg

éggctcaagg

tcgteggert
atgcgegttt
gggtcggtga
tgagcgeagt
ttrcgcgace
gaagtgcctt
cgatagtgat
gggttrtggag
cacctgrttg
tctgtggett
cggtagcatt
gtrtacccga

aaaggaageg
tcagctactg
gcagtggget
aattgccage
cttrctigce
gaggatcgtt
tggagaggct
tgrtccgget
ccctgaatga
crtgegcage
aagtgccggg
tggctgatge
aagcgaaaca
atgatctaga
cgcggatgcec

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1169

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
900



cgacggcgag
aaatggecge
ctrcctegty
tcttgacgag
ccatcacata
ggattgtgat
aatgaaaaga
tgatttrcta
agaatgaggt
aatgtgraaa
ttattgtgeg
acacagtaca
acagtattaa
gaaacgaacc
atgctgcaaa
tccacaatta
caaaacgctg
ggagatccta
acttctattg
gcaaatgatt
tctgacggaa
acactgacaa
gtagaggatt
ttcatcgatg
gtagaagata
taccaaggey
cgtcaagaaa
ggcgetetcg
Cctgattgeat
ggcaaatggt
tctaacgata
ctgaacagaa

tactcacact

gatctegtcyg
ttttctggat
ttggctacee
cttracggta
trcrictgag
taccrgeegr
taaaaaggca
aacagataga
tcaaacaaaa
cgaaaagtaa
gagcaaagtg
taactaactt
taaaaaagga
cctitactac
aaaagccata
teccetgaaca
azaatatctec
acggcactgt
aaaatgegya
acagcrggaa
ctatcctaaaz
asatccgttt
ctgcacaagt
ataaatcaat
aaggcaacta
aaggccacaa
aagaatcrtr
gtcaaaaact
gtatgattga
ctaacacagt
acctgttcac
trtacatget
ctggecttgt
tegetgtace
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tgacccatgg cgatgectge
tcatcgacty tggecggcty
gtgatattgce tgaagagctt
tegeegetce cgattegeag
cgggactctg gggttcgeta
tcactattat tragtgaaat
acrrtatgcc catgcaacag
Trtrttagtt ctttaggece
gaggaaaata gaccagttgc
atcgcgeggg trtgttactg
tatactttgg cgtcaccect
geeatctica aacaggangg
gacatgaacg atgaacatca
cgcactgctg gcaggaggcy
taaggaaaca tacggcattt
gcaaaaaaat gaaaaatatc
Trctgcaaaa ggectggacy
cgcaaactat cacggctacc
tgacacatcg atttacatgt
aaacgetgge cgegterrta
agaccaaaca caagaatggt
attctacact gatitctceg
taacgtatca gcatcagaca
ctttgacggt gacggaaaaa
cagetcagyc gacaaccata
atacttagta trtgaagcaa
atrtaaczaa gcatactaty
tctgcaaage gataaaaaac
gctaaacgat gattacacac
éacagatgaa attgaacgcg
tgacteecyc ggatcaaaaa
tggttatgtt tctaattctt
gttaaaaatg gatctrgatc

tcaagcgaaa ggaaacaatg

ttgccgaata
ggtgtggeag
ggcggegaat
cgcatcgect
gaggatcgat
gagatatrat
aaactataaa
gtagtctgcea
aatccaaacg
ataaagcagg
tacatattit
ctggaagaag
aaaagtttgc
caactcaage
ccecatattac
aagttictga
tttgggacag
acarcgtctt
tctatcaaaa
aagacagcga
caggttecage
gtaaacatta
gctctttgaa
cgtatcaaaa
cgctgagaga
acactggaac
gcaaaagcac
gcacggctga
tgaaaaaagt
cgaacgtetrt
tgacgattga
taactggece:
ctaacgatgt
%cgtgattacl

tcatggtdga
acééctatca
gggctgaccg
tetrategect
ccrttttaac
gatatttter
aaatacagag
aatcctttta
agagtctaat
caagacctaa
aggterrttt
cagaccgeta
zaaacaagca
grtrgcgaaa
acgecatgat
atttgattcg
ctggecatta
tgcattagce
agrcggcgaa
caaattcgat
cacatttaca
cggcaaacaa
catcaacggt
Tgtacagcag
tecteactac
tgaagatggc
atcattcttce
gttagcaaac
gatgaaaccg
taaaatgaac
cggcattacg
atacaagccy
aaccrttact

aagcratatg

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2880
2940



acaaacagag
atcaaaggca
gttaacaaat
gcgacgeeca
ggcttcggaa
gattttgtag
cgecttttcc
gcecttecty
ggtagccggc
gacagtgaag
acgeegttag
tgcgaazaag
agcggaaaag
atgcaggaaa
atctcgataa
aacctcttac
tatcaacagyy
attecggegea
ttttgaggtg
aaatacgece
atcaacgtct
aggatttatt
gtcgggtgat
tggcertetygt
cttecgeccac
cccttaacgt
trcttgagat
accagegota
cttcagcaga
‘cttcaagaac
tgctgecagt
taaggegcag
gacctacace

agggagaaag

gattctacgc
agaaaacatc
aaadacgcaa
acctgeccate
tegtttrecg
ccetggecya
tcaatcgete
gtiggcttgg
cagcctegea
aaggaacacc
atacaccaag
gatggatata
cgctgertee
ttactgaact
ctcaaaaaat
gtgccgatea
gacaccagga
aagrgcgteg
ctccagtgge
ggtagtgatc
cartrtcgece
tattctgcga
gctgccaact
ttctatcago
cccaaazgga
gagttttegt
ccrtrttttc
gtrtgtttgc
gcgcagatac
tctgtageac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt

agacaaacaa
tgttgtcaaa
aagaaaatgc
acgagattic
ggacgcccte

cggecageag

ttegttegte

tttcatcage
gagcaggatt
cgctcgceggy
gaaagtctac
ccgaaaaaat
ctgctgtttt
gaggggacag
acgceccggta
acgtctcatt
Trratttatyt
ggtgatgcig
tretgttter
tratttcatt
aaazgttggc
agtgatcttc
tactgattta
gctggatgat
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgygggy
acctacagcg

atccggtaag
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tcaacgttig
gacagcatcc
cgatgggtac
gattccaccyg
gcggacgtge
gtaggccgac
tggaaggcag
catccgetig
ccegtigage
tgggcctact
acgaaccctt
cgctataatg
gtggaatatrc
gcgagagacg
gtgatcttat
ttcgccaaaa
ctgcdaagty
ccaacttact
atcagctcct
atgatgaaag
ccagggette
cgtcacaggt
gtgtatgaty
cctecagege
gatcctitit
gtcagacccc
ctgctgettg
gctaccaact
ccttctagrg
ccrcgetcty
cgggrrggac
ttecgtgeaca
tgagcattga
cggcaggygtc

cgccgagett
ttgaacaagg
cgagcgaaat

ccgeetticta

tcatagtcca

aggceteatge
tacaccttga
ccctecatctg
accgccaggt
tcacctatcc
tggcaaaatc
accccgaagce
taccgactgg
atgccaaaga
ttcattatgg
gttggcccag
atcttoecgtc
gatttagtgt
gaaaatctcy
ttggaacctc
ccggtatcaa
atttattcgyg
grgtttttga
ggggatctcea
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctrtitecga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcegcaget
gaaagcgeca

ggaacaggag

cctgetgaac
acaattaaca
gaccgaccaa
tgaaaggttg
cgacgceegt
cggccgecge
taggtgggct
ttacgecgge
gcgaataagg
tgcccegcety
ctgtatateg
agggrratgc
aaacaggcaa
gctectgaaa
tgaaagttgg
ggcttecegy
acaggtattt
atgatggtgt
ataactcaaa
rtacgtgoeg
cagggacacc
cgcaaagtge
ggtgctecag
tgctggagtt
tgaccaaaat
{caaaggatc
aaccaccget
aggtaactgg

taggccacca

taccagtggce -

agttaccgga
tggagcgaac
cgcrtcoccga

agcgcacgag

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



ggagcticca
acttgageagt
caacgcggec
tgcgrratec
tegecgeage
aatacgcaaa
gtttccegac
‘ftaggcaccc
cggataacaa
geaggtcgac
agcgt;tgac
atgtgcactt
atctgctogca
caccaatggt
atatteocrge
ccgeagacat
atgagggctt
ggcatcgtcg
tgtcatgege
ggatgggtcg
aggttgageg
gcggtrtege
tccagaagtyg
gccgegatgg
cgtagggttt
aatgcacctg
gcggtctgeg
acaacggtag
agtggtttac
Xcactggccg
cgcettgeag

cgeccetteec

gggggaaacg
cgatrrttgt
ttrrtacggt
ccrgattety
cgaacgaccg
ccgectetee
tggaaagcgg
caggctrtac
trtcacacag
tetagaggat
tgettctgat
ggttrtggct
cgaggtiggt
tactrctggt
attcactgag
tgagtctety
ggaagactgg
gcticggect
grrttaatra
gtgaagcect
cagtctitot
gaccttcage
cettgatcte
tgatgcccaa
ggagccacte
tttggaacte
gctteatage
cattgtttic
ccgattccga
tcgtittaca
cacateccece

aacagrtgcg

<212> Tipo: DNA

<211> comprimento: 6881
Home da sequéncia: Sequéncia n® &
Descri¢do da Sequéncia:

cctggtatcet

gatgetegte.

tcotggcott
Tggataaccg
agcgcagecga
cegegegttg
gcagtgageq
actttatget
gaaacagcta
cctoaggete
gcgaaggeceg
gatctgegta
atcactgtga
ctgegtattg
gttgcagaca
cgtggecgty
accatcgtct
ggcggrgctt
ttgataatta
ggaatgaaaa
daagatttag
aagctgtgty

ggcggtggte

ttrttgggcy
cggrgggttt
ctetggegty
cctgcccgét
atgctgacct
gatcggactc

acgtcgtgac

tttcgecage’

cagcctgaat
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ttatagtcct gtegggrtic gecacctctyg

a4gg9gggcag
ttgcrggect
tattaccgee
gtcagtgagce
gecgattcat
Caacgcaaty
teegyctegt
tgaccatgat
gcacgttgga
ctggcgtgga
actcccagat
accgtaacgc
gtactcctge
tcattggtac
tagcaaagct
aagtritret
trctegtgt
tgattettte
attgcgecca
tcttcggtag
cgtgeggtyce
agtggtttgt
accactggac
Tcctgeaggt
gegggeaaaa
ggcrgacgta
taagtttcat
atcacggatc

tgggaaaacc

tggcgtaata
ggcgaatqggc

agcctatgga
trtgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg

taatgcaget

aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgccaage
gggtgctcac
tgtcttgacce
ggatggccag
ggttcctrtc
getggctacc
tgcttrgget
tgctgcagat
ttgagtttte
tttgtaggttt
acgttrtgtt
accatttttc
tttcttcagt
gcaaccatte
ccatgtegtt
gagggtgtgg
tcttgaactc
acagtccgag
cagattette
cactggcacg
ccecgggtace
ctggegttac
gcgaagaggc
9

aaaacgccag
tgttctitee
ctgataccge
aagagcegece
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
ttgcatgect
atrtcrtgetg
ggtggcactg
caggcggaag
gatcctcgtc
cgtggttteg
aatggtaagt
tacccactgt
atatgtagaz
tgtcagagga
taagtttagt
tgtgaggaaa
ttetttcttt
tggctggttt
cttttteaga
geectegegy
ttggtgagtc
cticttageg
gtrecacgeee
gagccaggaa
gagctegaat
ccaacttaat

ccgeaccgat

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
2460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6881



Sequéncia Padrio

-y —— —

Home da sequéncia: Sequéncia n° ¢

Sequéncia

-y e
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<213> Home do Organiemo: Corynebakterium glutamicum

<400> Fita de Pré Sequéncia:

gaattgatcc
aacgcagert
ggttagatga
cggegtggac
tttccaggaa
tgcgcagtee
raaccgecoca
taccactgtc
cggcgtgggc
taacgcacey
tactgerege
trcrrtcaac
tggtcagttg
ttacgctaac
gatgagccgt
gtttgatgcg
tggtggectt
cgctgatttc
tcaggttgtt
tactgacgit
gaacgtttce
gatcgggtac
atcagtagcc
agrretgcac
aggcattaaa
‘cgcgacaagg
ctcagggagat
attggrggct
grttttcatc
ggattatagt

ccetagagec
tttgcatggt
ctttctgggt
acgtctgcag
taactrtgtga
actgttgacy
gaacrgcttyg
gatgctgaag
ttggacaacyg
acctctaata
cagatcectg
ggtgtggaaa
trtgctcage
cetgetegeg
tctgactttg
cagctcettg
gttgatgagc
gatgtgtact
gtgactcctc
gecrgattctyg
ggtggtecgeg
cgagctcgaa
acggrcacgc
cctcaagyce
aatcccacaa
atgggtgccy
attaacaacc
ggtcaactaa
gtttgggaga
tgttgogtca

ggagacgtga
gagacacctt
gggggagggt
ccgacgeggt
gccagaatgg
cgettggaga
atgcagttaa
tcatocgeege
ttgacatcec
ttcactecge
ctgctgatge
ttttcggaaa
grocrtgltge
cggcteaget
tcaccatrca
ctaagtccaa
aggerttgge
ccaccgagec
acttgggtgc
tgctcaaggc
rgggcgaaga
ttaattcyag
caatagaact
agcattcaac
taagtggact
égtagctttc
tagaaattga
Teeccegegtt
ctgcgtgaag
gatcéttaac

ataaaattcg
tgggggtaaa
ttagaatgre
cgrgectgte
ccgtecggta
tgcagtagaa
ggaagcggac
tgccocctaac
tgetgeeact
ttgtgagcac
gacgctgegt
aactgtecggt
grtrtgagacc
gaacgttgag
ccttectaag
gaagggccag
tgatgcgatt
tigcactgat
Ttctactgaa
gctggetggc
gottgctgig
ctcggtacce
cagatcaart
ceccgetagag
ggtgcacagt
cccatgcaat
azactttgea
ttcaatagtt
aatrcragggt

gatccotygge

_cagctcatte

tctcacagea
tctagtogca
gtagacggac
gtecteatcg
gtcecgttggg
gcactgetcg
ttgaagatcg
gaagctggcg
geaattrctt
gagggcgagt
atcgtcggrt
accattgttg
ttggttgagt
accaaggaaa
atcatcatca
gagtccggtc
tcteertrgt
gaggcrcagy
gagttcgtgg
tggatggatc
gaccacceac
gtgecgatgt
ggtgaaaatg
ttagcaaagt
tcgecaccct
aaactrrgag
cggtgtcgec
gctaggaact
cettttactt

catcagegta
tgaatctctg
cgccaaaacc
attcctagtt
ccgataagcet
ttgacggacc
tgegttetge
tcggtegtge
tcatggttgce
Tgctgetgtc
ggaagcggtc
trggccacat
cttacgatcc
tggatgaget
crgcetggeat
acgetgotcy
acattecgtgy
tcaagrigec
arcgtgegay
cgogatgergt
tggerctaag
agccaccgta
gectgetattt
ctggcettta
ttgtgatgca
ataacgcaac
ctacccccaa
agttttgggac
gacagctrca

ccaagcgcag

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

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



aaagttgccc
cggcegttrc
cggatccgea
ttcaatcege
ttccctaggt
gtceggteac
tecttggete
égcattcgaa
ggttccagtt
cggcgctggt
gaagigotic
gecgeatcgag
cgcagtggat
gatgctggac
tegecaccaca
cceatacgtg
ctcecatcgac
geettacege
caccgatgtg
gaagtaatac
Tagttaagct
cgegtrgaty
cctegecaca
cactacccgce
attaatgctc
cgtctgattt
ggggetggty
ccataactag
agacatgaga
«gagctagaag
gtgagcggta
caggttcagg
tttgtaggta
aaggtgcatg

gaagacatga
ggctgcggac
tccgteateg
gagggactct
ggtgcgaccy
ctitctticyg
gacgagecag
gacgeegatg
cttegceecg
ggactgccag
gcatccgacg
aagatcaacy
aactccctga
aaccaggtca
gcaagctect
gcagatgcag
gcagcagtga
aagctyggac
gaaaagctca
ccecactttyg
tgggtgatea
atccttgaag
acttcgeatce
acatgéttga
cagaattggyg
aagtcggtac
ctittcatat
acaattgecc
caartgtrgc
ccggecagea
aagaccgceece
tcttggacgt
tcgeacctga
gacagtecgt

ccgactteec
cttecaaggt
gtacctcaca
ccgaccrett
cattctggga
gtgagtrctc
agategtcac
ttattgcatg
aaggctctga
tagacatcaa
gtggeetgig
cttecgateg
agaaccagac
agtggatgaa
cecgecctgta
craagcgetc
tcgetaagat
gcaaccaget
ccggagcaat
agaaacacce
cttaacccag
ttacggcaac
cttgccteat
acgcatacgc
taccgeccea
ctgactaaat
tccgacttgg
agcaacgact
cgtgactgaa
ggttgcattg
aggtgtgact’
tgagcagtca
gcgtgtegag
gotggtggag
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caccctgeee
tegaccagaa
cegtcageey

cteectteca

tgcagcaace

ctecaagtte
<gcagaaacc
ggcacacaac
aggctccctg
gaactccgat
gctrgcageg
cttcatccect
ctacaacace
ctccaacgge
caactggget
cetegttgte
actgcgegea
gcgeateggt
cgacttcatc
cgtacagtta
ctagaaggag
t<cctggagt
atcegeteeg
gcagaggeac
gcccttgeat
aagcaccage
ggcaccectg
gataagtctc
crcatccaga
cgtgaaggtt
gccgegrrce
atgttcegtg
accgtcaceca

ctgcaggaaa

tctrgagttca
cagattcagg
gcagtaaaaa
gaaggctacyg
ttcggactea
gcaaaggctt
ggtgactctc
gaaacctceca
gttgccattg
gtttactact
atgagcccag
gagttcctca
ccagetgttg
ggccrggatg
gaggctcgeg
ggcaccatcg
aacggcatcc
atgttcccag
ctegatggeg
caccagtacg
traacatgeg
gggcaaﬁctc
agecgeectge
acactggaca
ctgactccag
cccagcagag
aatacatctc
caatgtcgtg
atgaatccca
atcttcctge
ttagggtctt
gctttttgaa
caggcctgac

ctgtgeagtc

teeetgocga
ctattgtcga
acgtcgtggg
agatcatcct
ttgazaagaz
ctaagcttge
cggccceaca
ctggcgecat
acgcaacctc
tctccecaca
cagctctega
acctgcagac
ctaccttget
gaatggttgc
aggaggcatc
acttcgatga
tggacaccga
cgatcgatic
gttttgecaag
gggtgttitt
ggaaagegge
ctgeectect
gttcgagetg

tcacgatgat

ccgetazaag

ataatctgcec
acccaaticc
ttcegegete
agaaatcgct
ggtgatcaca
gtccgetaat
crtggeggcg
tgacacccte

gtccegtect

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



cgrrcttecc
attggtcaga
taccctgtga
gaagcgatge
gagegttctg
ttgatcactg
gcggcagita
cgigtgaagg
gagctgacec
gCtgttgLtt
gattatgrcc
ggaaagatcg
ggcctgaaga
teegetgegg
acrtcegtga
gagatcgatc
taaagattcg
tagcgaggat
gccgtegret
gcagcacatc
teccaacagt
tgcctatttyg
gctgcacaaa
taacccccag
acacagtcac
ctatgegetg
tgggacgegda
accecggatac
ggrgccagta
-atgtacccag
ttttagagaa
gcgggaaatg
 geccaaatat

accaggettt

atgttgttgt
ccctggegga
ccggectgga
gtaaggcgct
gtttgctgcg
gtgaggtcat
ctgagcgtgce
cgttggetgg
ctggtgegeg
ccogtggttt
gcgecaacac
ttgaccgege
tgtaccagac
grctgggtgt
accaccceatt
tggcggatca
crtctegacg
cettegagga
tacaacgtcg
ccoectttege
tgcgcageet
ccacgtttaa
tacctgaaaa
tcatcagetg
agctagegeg
cggcteacgc
aagcttccag
cggcgasace
cgttgcgcetg
ccaccaggec
atgggcacgce
ccagctcatc
gcgectgetg
ttegeatagg
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ggtgrtgggt gatccggtty
ttacgatgcc aacattgaca
gctgaaggtg actgtgccgg

tgctgetctt acctctgage

tcgttctaag cgtctggtgt

tgagatgctg gcggetcacg
gatgcgeggt gagctcgatt
tttggatgcg tcggtgatcg
caccacgatc cgtacgctga
catccaggtg ttggaaggtt
tttggaaatc gttgatggca
tgcgaaggrt gagitcctce
tgtegotgte ggtgatggey
tgctrtcaac gcgaagectg
ccirgacygag gritttgcaca
ggaagacggc actrtccace
cccacctect coctcaaggec
tectctagag tecgacctgea
tgactgggaa aaccctggeg
cagctggegt aatagcgaag
gaatggcgaa tggcgogata
caaggtagtt aagcgttcat
agttgaacgc cccgtgageg
ggagaaagca ctcaagacat
tggaaattat ccgecgatet
ggctggacgg cagaagateg
ggcagcaaga caagagattt
caaccaaage tctaccggge
acgcacgege aacatgecyc
Qgcgggaaga ttgagcacgt
ctagaaaaag cgccggetty
tggctcattg acceggtgta
gctgcaacga cggaagaaat

ctgagceggt ggocgetgea

atgcgttoga
ccattcgtygg
atgtcagccce
tgaatgtgga
gcttegattg
cgggcaagga
tcgaggagtc
atgaggtcge
accgecatggg
tggctgagga
agctgacegy
gtgagttcgc
ctaatgacat
cgctgaagga
tcatgggcat
gcgttccatt
cgggcragceg
ggcatgcaag
ttacccaact
aggecegeac
agctagatcc
ttacgaagaa
ggaactcaca
gactctagcc
gttcgacacce
ccgegaactg
cgcgagegece
tggctcaaaa
ggtgatcgtg
aaacccgeag
gatcggegty
tgecegeagea
gactcgtgtf
égtctcagac

tatttccege
tarttcggat
tggtggtggt
tattgegatt
tgatrccacg
agctgaagtt
tctgcgtgag
tgccgetatt
ttaccagacc

gttggagttg

caacgtcace.

rgcggattct
cgatatgctce
gattgcggat
ttececgegac
gaccaatgee
acgggccaca
cttggeactyg
taatcgectt
cgatcgecect
tcatcaatee
aacacgataa
gggcgtegge
gatcegeagg
tacceegaag
cregeteace
tggattaaaa
gegetgacge
crtgacatcg
gtctacgega
aatccgeotga
ggta2aacca
tteggegetg
gatccgacag

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880



cctataaatg
ctcgaacgat
gacgcgeccg
tggacgcgag
tgctctggac
tgggatacca
g;gaagtggc
ccgecatgceg
agceagrtegt
cgacgatogg
gtaagtatgc
caggcgagty
ttgetgatec
aacaagtcag
aataaacgaa
rggcteteac
cgtcagcaga
cggttecctee
cgecttetge
gagaccttit
ttrttgettg
tcatgcacta
aaccgetgeg
ggaagaaatt
tgacctrcac
tegegetgga
tecgegeoct
acctagaaac
gccaggagga
"CCCACCCCYy
cgragceage
tctagettea
gtagazagcc

ctyggacaagg

gcactgceag
gaccggatca
cattgaagcg
cctgecgage
aaatccagag
gctcaaagct
gtacaacgtt
tgatcgectg
ccctgetegt
gcgacggggc
gcaggagacyg
gctegaactt
ctcgactcgt
aaaggcactt
acaccgteag
ttgccctcac
aaacggttee
ccggectgat
tctggetctt
tggagetage
tgtgcrrrtt
aagtgceget
cttggegtet
atcagaattg
gacgaagtac
gtccgacgea
cgatacgaca
getigtggec
cgegeagtag
cctgacceac
cgegagegeg
cgctgecgea
agtccgeaga

gaaaacgcaa

catgatcgtg
€agaagccga
gcacaacgcy
gcectggacy
cgagcgegeg
gctggtgage
gcccaggegg
aggatggege
cgggtggaaa
gcagctacat
cgacagegat
cgcgtcaaaa
gagcttgcag
ggaatggaag
cagaaaacgy
cctcegetat
cccecttrag
ttrtaagyay
cctegactee
gegtrgerge
tgggrtgaac
tegetggtca
tttctgggea
gagctagaat
caaaactggc
ctcgatgecg
gacgcgecag
gaccttgaag
tggaggatcg
gaggacggcy
ccaacaagey
agcactcagg
aacggtgctg

gcgcaaagag
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tggatcgget
aaaagtacat
ccaccgeaga
cgtccggcga
acgagacecge
gectaaaaga
teggtgcaga
gtcgtgtgeg
cgcagdgcag

cgaatgceacy

tageggaage

ctgcgatect
gcgaactagg
ctaaacgcegg
trcececeoctt
ccacgggetyg
ggtgtcrcge
ggcteacget
ctcecectea
ttcgcaccaa
cctecaaaga
gggtgaaatc
agaagtctcg
ttttaacgaa
ctgaagcétc
ccgtecgattt
catcacgcga
agctggeega
catcagctge
cgcaagatac
ccacgeccag
gcgcaagage
accceggatg

aaagcaggta

ggccgaccta
tgagcaggac
agccaaggceg
cctgatcgac
gtttegecac
tgccaagate
cggecgggag
cggctacgtg
c€cgagggcgg
cagatgggct
aaacaaacgc
ggatgcecgt
tgtcagtgaz
cegtecacyg
taggggtccc
aaaactaata
tccragerct
gtcggeagag
aaaatctect
crrgotcaty
ggggaaacca
acctggaaaa
caggttttcg
cgttegrtat
agcggtggat
aaaaacgatg
ctgggcaagt
cgagctgegt
gectactgeg
tgcrcagacy
gaggtcgaag
tgctaaagga
aatgtcaget
écttgcagtg

atggagattg
tittccagceg
ctagcgattt
ggcgtgcgag
gcgttygaccg
atcgacgegt
ccggatettc
gctaaaggec
gaagctctag
gacccagaaa
cgagaaatga
tctcaatcgg
aggcgeatcc
gctgaaaact
gtccttgetc
aacgazacac
gatcectece
aacggttcec
cgagatcctg
atgattttca
ggggcacace
aaagtgcggt
caggagtgee
aatggtgtca
ctctecgaty
atcggatttt
gecegegageg
gctcggcagc
gtggcctgat
cgtgtcgtge
cegeacgtca
agcggaacac
actgggctat
ggctiacatg

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7580
7620
7680
7740
7800
7860
7920



gcgatrageta
gcecrctggt
gatctgatgg
gtgctcageg
tgcgtttcac
ctcteggtea
ccagtagagg
atcgageeca
acgetteegg
tgactgctea
tgctcatcac
cCccrtetega
cagcgctcta
gtttcggacy
tgetcgeact
Lcggogecac
gcgeaaaacy
ccatrggegy
tcgccggaat
geaacggetc
ttatccttet
gggtgctett
ccatctrcgg
ggatcggega
geettgcect
gcagecatcac
agggacycct
tcacetrtcac
gegecgeage
ggcgatceteg
gtcaagectce
ccgecaggty
cacctatect

ggcaaaatcc

gactgggcgg
aaggttggga
cgcaggggat
tggagacgcg
aagagaaatg
agcacgtcge
ccgggctact
gtctcgtcga
tggtgagtca
ctactctcatr
ggcgaccctc
ccaggtcggt
fgcgatcatg
ccgecgegtg
gacggacacg
gaacgeegte
ctacgggtgg
tettttegye
caccctcgta
gcacgcacag
cgcagtcttc
cacgcagcag
aatrggtgcaa
gacceggacg
catcgecage
gttgcecgea
gcagggaaca
cggeattttc
gcrctacgrt
ataaccgege
ccgtageeyg
cgaataaggg
geecegetga
tgtatatcgt

trttatggac
ageccctgcaa
caactccttc
cacegteacg
cgtcccattt
tcgecagege
gtacctgtaa
gcacctgocy
tagttgcact
ctgactgcte
gatgctgcag
gcccccgacg
cagtticttt
ctrgtcgect
ctgtgggtct
accgcgacog

ctcggegeat

ggggtctcac

ctcagegega
caacceggta
ggcatcgtgce
cgcetegact
gtattcgtgc
atccteogtey
acatgggcga
ctgcagacac
ctrgcaagec
gcactcacce
ctctgegeee

taaggtgecea

tatgagggcec

acagtgaaga
cgccgttgga
gcgaaadagg
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agtaaactgg
gtcggtgtcg
gaccgcgtgt
ctcgtcggac
tgcgaggagt
gtgagceged
ggececgage
ttatcaicga
gctactctea
ggctgggect
acatgatcce
gcgececgat
ccectegeagg
ttracctege
tgatcgeega
gctacggegg
cgeatcrgec
gtettetgeg
cggcgaagceg
agttcatcgg
ggaacccegt
aggcggcact
gtatcgcege
tgctaccgat
tgctctcgag
tgaacagect
gaacgaatgc
tcctgatgat
tccecgatgey
agccrcegeag
aggaacaccc
tacaccaagg

atggatatac

atggctitct
tcgecggatg
agtgcgtgge

tcggggaagg

teggéctteg
agecgegegag
aacacggacg
taactitatc
tcgtggaate
cgtgatgeceg
actgcacgtc
cctiggecga
cgcgacgate
ccgegeagtt
cattactceg
tggcatgatc
artectegec
tgagacgcgg
aaccgcagtg
ccaagcacca
cgaagtcggce
gaccygacge
agacgccatt
cctegeageg
acgcgegece
cacctcgatc
agacggcace
ccgtgagaca
acgggatege
agcaggattc
gctegeggogt
aaagtctaca

Cgaaaaaatc

cagctggggc
tgccgecaag

gtctgcggtg

ggaaacttct
aagcgtgatg
tgcggaagtg
‘tggtgaagec
tgcggtcgag
ttagafaaag
crgacagecyg
atcttgccta
ggactactga

ctcrctgace

gactacctcg

gcaggcatta
ccggatcage
gcgggtcccg
geegeegegc
ccaccgggca
ccggggatge
ggctceacct
gtttcgetat
atcgtgtecce
gggctcatcg
ctcggactcg
gagcagecagce
atcggeecyy
ctctggatct
tgcgectcac
tctgccacea
ccytigagea
gggcetacit
€gaacccttt

gctataatga

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
2840
9900

" 9960



»

cceccgaagea
gttccactga
tcrgegegta
gccggatcas
accaaatact
accgoctaca
grecgtgtert
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgcteg
gttcctggec
tgtggataac
cgagcgeage
cccegegegt
gggcagtgag
acactttatg

aggaaacagc

gggttatgca
gegtcagacce
atctgctget
gagctaccaa
gtcecttctag
tacctegetc
accgagrrgg
ggttcgtgea
cgrgageatt
ageggceaggg
cretatagrc
tcagggggac
tttrgetgge
cgtattaccg
gagtcagtga
tggcecgattic
cycaacgcaa
cttcecggetc
tatgaccatyg

<212> Tipo: DNA

<211> comprimento: 11065

gcggaaaagc
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttticce
tgtagecata
tgctaatect
actcaagacy
cacagecrag
gagaaagcge
tcggadcagg
ctgtegagtt
ggagccratg
cttttgctea
cctttgagty
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttyty

attac

Home da sequéncia: Sequéncian® 7
Descri¢do da Sequéncia:

Sequéncia Padrio

Home da sequéncia; Sequéncia n° 7
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catgaccaaa
gatcaaagga
aagaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtyg
atagttaccg
cttggagcga
cacgettece
agagcgcacg
tcgecaccte
gaaaaacgce
catgttetrtt
ggaagagcgc
crggcacgac
ttagctcact
tggaattgtg

atcccrtaac
tcttettgag
ctaccagegg
ggcttcagea

cacttcaaga

getgétgeca
gataaggcge
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgage
agcaacgcgg
cctgegttat
gcrtegeegea
ccaatacgca
aggtrrceceg
cattaggcac

agcggataac

gtgagtrrec
atcctrettt
tggttigttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtegag
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cectitritacyg

ccectgatte

gccgaacgac

aaccgccret
actggaaage
cecaggettt

datttcacac

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11065
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REIVINDICAGOES

1. Processo para produgao de L-serina caracterizado

pelo fato de que a concentragdo de acido félico & reduzida
em um organismo que produz aminocdcido.
2. Processo, de acordo com a reivindicac¢do 1,

caracterizado pelo fato de que a concentragdo de &cido

fé6lico & reduzida por redugdo da sintese de acido félico ou
por sua degeneragao.
3. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que a concentracdo de &cido

félico & reduzida por uma muta¢do direcionada ou ndo-
direcionada de genes que participam na biossintese de &acido
félico.

4. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 3,

caracterizado pelo fato de que a redugdo ou desligamento da

produgdo de &cido fo6lico se da por mutacdo de delecdo,
mutagdo de insergdo, mutag¢do pontual, e/ou mutacdo de
substituigdo de genes gque participam na biossintese de
acido félico.

5. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de que

a expressdo de genes que participam na biossintese de &cido
f6lico é diminuida ou reduzida.
6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 5,

caracterizado pelo fato de que expressdo através de

modificagdo respectivamente enfraquecimento ou desligamento
de promotores, estruturas de sinais, gene repressores,
ativadores, operadores, atenuadores, elos de 1ligac¢do de
ribossomos, cbédons de iniciagdo, terminadores, reguladores

reduz a estabilidade do transcrito ou que sdo empregados
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promotores regulaveis.
7. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 3, 4, 5 ou 6, caracterizado pelo fato de que

o gene que codifica para GTP-ciclohidrolase,
neopterintrifosfatpirofosfatase, 6-
hidroximetilpterinpirofosfoquinase, 4-amino-4-deoxi-
corismatsintase, 4-amino-4-deoxi-corismatliase,
pteroatsintase, folatsintase e dihidrofolatreductase &
modificado.

8. Processo, de acordo com a reivindicacgdo 7,

caracterizado pelo fato de que o gene que codifica para

-

amino-4-deoxicorismatsintase & deletado.
9. Processo, de acordo com a reivindicacgdo 8,

caracterizado pelo fato de que a delegdo é realizada com

uma DNS conforme Seq. No. 1.
10. Processo, de acordo com a reivindicagdo 8 ou 9,

caracterizado pelo fato de que um vetor é inserido apbs

Seq. No. 2.
11. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10, caracterizado

pelo fato de que o gene que codifica para a 4-amino-4-
deoxi-corismatliase é deletado.
12. Processo, de acordo com a reivindicagdo 11,

caracterizado pelo fato de que a delecdo é realizada com

uma DNS conforme Seq. No. 3.
13. Processo, de acordo com a reivindicacdoc 11 ou 12,

caracterizado pelo fato de que um vetor é inserido apés

Seq. No. 4.
14. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 ou 13,
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caracterizado pelo fato de que o gene que codifica para

amino-4-deoxi-corismatsintase e 4-amino-4-deoxi-
corismatliase & deletado.
15. Processo, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que a delecdo é realizada com

uma sequéncia de DNA conforme Seq. No. 5.
l6. Processo, de acordo com a reivindicac¢do 14 ou 15,

caracterizado pelo fato de que um vetor é inserido apés

Seqg. No. 6.
17. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15 ou 16, caracterizado pelo fato de que para a sintese

de L-serina €& empregado um organismo que ja produz L-serina
antes da modificacdo.

18. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16 ou 17, caracterizado pelo fato de que o

microorganismo dispde de um plasmideo de acordo com a Seq.
No. 7.

19. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17 ou 18, caracterizado pelo fato de que a

atividade catalitica da enzima que participa na biossintese
do acido félico é enfraquecida ou desligada.
20. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 19,

caracterizado pelo fato de que o enfraquecimento ou

desligamento se da a partir da diminuigdo da estabilidade.
21. Processo, de acordo com a reivindicacdo 19 ou 20,

caracterizado pelo fato de que o enfraquecimento ou

desligamento se da a partir da modificagdo do centro



10

15

20

25

30

4/7

aloestérico.
22. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 19, 20 ou 21, caracterizado pelo fato de que

a atividade da enzima é reduzida ou desligada por
fosfolizagdo ou adenilizacgdo.
23. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 19, 20, 21 ou 22, caracterizado pelo fato de

que a enzima & reduzida ou desligada em sua atividade por
degradagdo proteolitica.
24. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 19, 20, 21, 22 ou 23, caracterizado pelo

fato de que pelo menos uma enzima do grupo contituido de
GTP-ciclohidrolase, neopterintriofosfatopirofosfatase,
neopterinaldolase, 6-hidroximetilpterinpirofosfoquinase, 4-
amino-4-deoxi-chorismatsintase, 4-amino-4-deoxi-
chorismatliase, pteroatsintase, folatsintase e
dihidrofolatreductase tem sua atividade reduzida ou
desligada.

25. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24, caracterizado

pelo fato de que um ou mais genes, escolhidos do grupo
constituido:

. do gene serA que codifica para a 3-fosfoglicerato-

dehidrogenase,

. do gene serC que codifica para a fosfoserin-
transaminase,

. do gene serB que codifica para a fosfoserin-
fosfatase,

individualmente ou em combinagdes a fortificantes,
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especialmente sobre-exprimidos.
26. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 25,

caracterizado pelo fato de que alelos desses genes,

especialmente do gene serA que codifica para a 3-
fosfoglicerato-dehidrogenase resistente a feedback,
individualmente ou em combinac¢do a fortificantes ou sobre-
exprimidos.

27. Processo, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14 ou 15, caracterizado pelo fato de que um ou mais genes

escolhidos do grupo constituido de

. do gene aecD, que codifica a acistationinliase,

. do gene metC, que codifica a acistationinliase,

° do gene sdaA, que codifica a serindehidratase,

° do gene glyAa, que codifica a

serinhidroximetiltransferase,

. do gene trpB, que codifica a sub-unidade beta Ada
triptofanosintase,

° © gene 1ilvA que codifica a treonindehiratase

. do gene pyk, que codifica a piruvatquinase

individualmente ou em combinag¢do tém sua atividade
reduzida ou deletada.

28. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 1, 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 ou 27,

caracterizado pelo fato de que como microorganismos s3o

empregados corinebacterium, brevibacterium, bacillaceen,
enterobacterium, uma bactéria que utiliza metanol ou um

fermento.

29. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 28,
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caracterizado pelo fato de que é empregado um

microorganismos do grupo constituido de
Corinebacterium glutaminucim ATCC13032,
Corinebacterium acetoglutaminicum ATCC15806,
Corinebacterium acetoacidofilum ATCC13870,
Corinebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 ou
Brevibacterium divaricatum ATCC14020.
30. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢bes 1, 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

ou 29, caracterizado pelo fato de ser empregado para a

sintese de cisteina, triptofano ou metionina.

31. Sequéncia genética caracterizada pelo fato de que

apresenta uma homologia de no minimo 85% a seqg. no. 1, 3 ou

5.

32. Sequéncia genética, de acordo com a reivindicacgdo

31, caracterizada pelo fato de ser idéntica a seq. no. 1, 3

ou 5.

33. Vetor caracterizado pelo fato de que a sua

sequéncia genética apresenta pelo menos 85% de homologia as
sequéncias no. 2, 4 ou 6.
34. Vetor, de acordo com a reivindicacgao 33,

caracterizado pelo fato de ser idéntico aos vetores da seq.

no. 2, 4 ou 6

35. Vetor caracterizado pelo fato de que apresenta

pelo menos 85% de homologia a seq. no. 7.
36. Vetor, de acordo com a reivindicagdo 34,

caracterizado pelo fato de ser idéntico a seq. no. 7.
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37. Microorganismo caracterizado pelo fato de ser

modificado conforme pelo menos um das etapas dos processos
de qualquer uma das reivindicac¢des 1, 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 ou 27.

38. Microorganismo caracterizado pelo fato de ser uma

corinebacterium, uma Brevibacterium, um bacilacceen, uma
enterobactéria ou um fermento.
39. Microorganismo, de acordo com a reivindicacgdo 38,

caracterizado pelo fato de ser um organismo do grupo

constituido de
Corinebacterium glutaminucim ATCC13032,
Corinebacterium acetoglutaminicum ATCC15806,
Corinebacterium acetoacidofilum ATCC13870,
Corinebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 ou

Brevibacterium divaricatum ATCC14020.



1/4

" Rsrll 1008

Xbal 5531
Sall 5525
Sphl 5513

7
1000

pK19mobsacB_pabAB

- 6836 bps 2000

sac B [
' Stul 1850

e

S 5

%
XS
>

Sacll 2727
Acll 2873

Pfol 3197
SorAt 3414

FIGURA 1



2/4

Rsrit 1008

N

. 1000

pK19mobsacB_pabC

5000

6890 bps  zwe sacB-ff
4 s 1890

Psil 2289
BsrGl 2331
BspH! 4428

BmgBl3214
Sgrai 3414

Eco47lli 3669

FIGURA 2



3/4

Pvul 6837
EcoRIB717
Xmal 6701

Ndel 5990

Agel 5628
Xbal 5531

Sall 5525
N s
- 6o%e 1000 Bs{11071 1620
pK19mobsacB_pabABC |
5500

- 6881 bps

2000
- SacB g

Stul 1890

Psil 2289
BspHl 4428

¥
! Acll 2873

Pfol 3197
BmgBI3214
SgrAl 3414

FIGURA 3



4/4

BspLU11I, Msd

1

~ serA-fbr

RP4-mob

10000 el
Sphl .., / BBl
Dralll ., tet ~..Ncol

-~
2000 serC \!

[/ ;?EC:--T%mobz-serA"“CB- E

Ahd .
Bsp120] .-
Apal

__ Baoo 11065 bps
Rsnl

%p@l’

pshAl
Dral

Sacll E %Xbal

Figura 4



1/1

PROCESSO PARA PRODUC,‘KO DE L-SERINA, SEQﬁ’ﬁNCIA DE GENE,
VETORES E MICROORGANISMOS
De acordo com a invengdo é reduzida ou totalmente
removida a concentragdo de acido fdélico em organismos que
produzem aminodcidos para aumento da produgdo de L-serina.
Para isso as enzimas ou genes que participam na biossintese
do acido f6lico podem ser desligados totalmente em sua
atividade ou pelo menos reduzidos. Em uma forma de execugdo

preferida sdo utilizadas as sequéncias no. 1 até 7.
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