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POLINUCLEOTIDEO QUE TEM ATIVIDADE DE PROMOTOR, VETOR,
MICRO-ORGANISMO DO GENERO CORYNEBACTERIUM, METODOS
DE PRODUCAO DE UMA SUBSTANCIA-ALVO E PREPARACAO DE
UMA  COMPOSICAO  FERMENTADA, E, COMPOSICAO
FERMENTADA

[CAMPO DA TECNICA]

[001] A presente invencdo refere-se a um promotor inovador € um
método de producdo L-aminodcido com uso do promotor, e mais
especificamente, a um polinucleotideo inovador que tem atividade de
promotor, um vetor € um micro-organismo do género Corynebacterium que
compreende o polinucleotideo, um método de producdo L-aminoacidos e uma
composicdo fermentada com uso do micro-organismo e da composi¢do
fermentada.

[ANTECEDENTES DA TECNICA]

[002] Os L-aminoacidos sdo as unidades estruturais bdasicas das
proteinas e sdo usados como materiais importantes, como matérias-primas
farmacéuticas, aditivos alimentares, racdes animal, suplementos nutricionais,
pesticidas, bactericidas etc. Entre esses, o L-dcido glutdimico € um aminoédcido
representativo produzido por fermentacdo e tem um sabor Unico e distinto
(sabor umami) e, portanto, € um aminodcido importante amplamente usado no
campo alimentar, bem como no campo médico e em outros campos de racao
animal. Além disso, a glicina é usada principalmente como intensificador de
sabor na industria alimenticia por causa de seu sabor doce e € usada com
intensificadores de sabor naturais para melhorar o sabor. Além disso, a glicina
também € usada por sua atividade antioxidante, agdo tampao etc., € em termos
de medicamento, € usada em solucdes de infusdo, antidcidos, preparacdes
com varios aminodcidos e suplementos nutricionais.

[003] Um método tipico para a producdo de aminodcidos inclui um

método de fermentagdo com uso de um micro-organismo do género
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Brevibacterium ou Corynebacterium (Amino Acid Fermentation, Gakkai
Shuppan Center: 195-215, 1986) ou com uso de Escherichia coli ou micro-
organismos dos géneros Bacillus, Streptomyces, Penicillum, Klebsiella,
Erwinia, Pantoea etc. (Patentes numeros US 3.220.929 e 6.682.912).
Ademais, tais aminodcidos também sao produzidos por um método industrial,
com uso de um processo sintético,b como o método de 4cido
monocloroacético, o método de Strecker ou similares.

[004] Adicionalmente, vérios estudos foram realizados para produzir
eficientemente aminoécidos; por exemplo, esforcos foram feitos para
desenvolver micro-organismos ou tecnologias de processo de fermentacio
para produzir aminodcidos com alta efici€éncia. Particularmente, métodos de
abordagem para materiais especificos para os alvos foram desenvolvidos,
como aprimoramento da expressio de genes que codificam enzimas
envolvidas na biossintese dos aminodcidos na cepa do género
Corynebacterium ou exclusdo de genes desnecessarios para a biossintese de
aminodcidos (Patetes nimeros KR 10-0924065 e 1208480). Além desses
métodos, também foi utilizado um método para remover genes que nao estao
envolvidos na producdo de aminodcidos € um método para remover genes
cujas fungdes para a producdo de aminodcidos ndo sdo especificamente
conhecidas. No entanto, ainda existe uma necessidade crescente de estudar
métodos para a producgdo eficiente de aminoacidos com alto rendimento.
[INVENCAO]

[PROBLEMA DA TECNICA]

[005] Os presentes inventores fizeram esforcos para desenvolver um
método com capacidade para produzir simultaneamente varios aminoécidos e,
como resultado, desenvolveram um novo polinucleotideo com a atividade de
promotor da presente inven¢do e constataram que o novo polinucleotideo
pode melhorar a produtividade da glicina enquanto manter a produtividade de

acido glutadmico da cepa, completando assim a presente invencao.
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[SOLUCAO DA TECNICA]

[006] Um objetivo da presente invencdo € fornecer um
polinucleotideo que tem atividade de promotor, em que, na sequéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 1, os 53° e 55° nucleotideos sdo substituidos por
T; ou os 53° e 55° nucleotideos s@o substituidos por T e o 60° nucleotideo é
substituido por G.

[007] Outro objetivo da presente invengao € fornecer um vetor que
compreende o polinucleotideo; e um gene que codifica uma proteina-alvo
ligada de maneira funcional ao polinucleotideo.

[008] Ainda outro objetivo da presente invencdo € fornecer um
micro-organismo do género Corynebacterium que compreende o
polinucleotideo; e um gene que codifica uma proteina-alvo ligada de maneira
funcional ao polinucleotideo.

[009] Ainda outro objetivo da presente invencdo € fornecer um
método de producdo a uma substdncia-alvo, que compreende: cultivar o
microrganismo do género Corynebacterium em um meio; € recuperar uma
substancia-alvo do meio.

[0010] Ainda outro objetivo da presente invencdo € fornecer um
método de preparacdo a uma composicdo fermentada, que compreende a
fermentacdo cultivando-se o microrganismo do género Corynebacterium em
um meio.

[0011] Ainda outro objetivo da presente invencdo € fornecer uma
composicdo fermentada preparada pelo método acima.

[EFEITOS VANTAJOSOS]

[0012] O promotor inovador da presente invencao € introduzido em
um micro-organismo que produz aminodcidos para aumentar as quantidades
de producdo dos aminodcidos nos micro-organismos. Em particular, no caso
de produzir os aminoacidos usando-se o promotor inovador, a glicina, que foi

preparada por um método sintético existente, pode ser produzida por um
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método de fermentacdo e, além disso, o 4cido glutdmico e a glicina podem ser
produzidos simultaneamente. Portanto, o promotor inovador pode ser util para
a producdo dos aminoacidos. Além disso, a presente inven¢cdo pode melhorar
o sabor e a palatabilidade de um produto fermentado, regulando-se as
quantidades de 4cido glutdmico e glicina no produto fermentado para a
preparacdo de um caldo fermentado e sua aplicagdo em produtos sazonais.
[MELHOR MODO]

[0013] Doravante, a presente invencdo serd descrita em detalhes.
Enquanto isso, cada descricio e modalidade revelada na presente invengao
pode ser aplicada a outras descricoes e modalidades. Ou seja, todas as
combinacOes de vdarios elementos revelados na presente invencdo se
enquadram no escopo da presente invencdo. Além disso, as descri¢cdes
especificas reveladas abaixo ndo devem ser interpretadas como limitativas do
escopo da presente invencao.

[0014] Para alcancar os objetivos acima, um aspecto da presente
invencao fornece um polinucleotideo que tem atividade de promotor, em que,
na sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1, os 532 e 55° nucleotideos sao
substituidos por T; ou os 532 e 55° nucleotideos sdo substituidos por T e o 60°
nucleotideo é substituido por G.

[0015] Conforme usado no presente documento, o termo “sequéncia e
nucleotideos de SEQ ID NO: 1 “pode se referir a uma parte da sequéncia de
promotores do gene da fosforibosil-ATP pirofosfatase (HisE).

[0016] Em particular, o termo ‘“fosforibosil-ATP pirofosfatase” se
refere a uma enzima envolvida na rota de sintese de histidina, na qual a L-
histidina € sintetizada a partir de 1-difosfato de 5-fosfo-alfa-D-ribose e pode
ser intercambidvel como “HisE” na presente invencdo. A rota de sintese de
histidina consiste em um total de nove etapas que relacionam nove enzimas
respectivamente (HisG-HisE-HisI-HisA-HisH-HisB-HisC-HisN-HisD), em

que o HisE se relaciona com a segunda etapa apdés a ATP
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fosforibosiltransferase (HisG), que se refere a primeira etapa.

[0017] Conforme usado no presente documento, o termo “promotor”
se refere a uma sequéncia de um nucleotideo ndo traduzido a montante de
uma regido de codifica¢io, que inclui um dominio de ligacdo a polimerase e
tem uma atividade de iniciacdo da transcricdo para um gene-alvo do promotor
no mRNA, que ¢ um dominio de DNA ao qual uma polimerase se liga para
iniciar a transcri¢do de um gene e pode estar localizado na regido 5’ da area
de iniciacdo da transcricdo de mRNA. Em particular, o gene-alvo do promotor
pode ser um gene que codifica fosforibosil-ATP pirofosfatase, mas ndo esta
limitado a isso.

[0018] Na presente inven¢do, o polinucleotideo que tem a atividade
de um promotor que inclui a sequéncia de polinucleotideos consiste em SEQ
ID NO: 2 ou 3 podem ser chamados de forma intercambidvel pelos termos “o
polinucleotideo”, “a sequéncia de nucleotideos da presente invencao”,
“polinucleotideo da presente invencao”, “promotor hisEG” etc. Ademais,
esses termos podem ser usados na presente invencao.

[0019] O polinucleotideo da presente invengcdo € um no qual uma
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1, isto é, uma sequéncia de
promotores do gene hisEG, € modificada e, especificamente, tal modificacao
pode ser uma na qual, na sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1, os 53°
e 55° nucleotideos sdo substituidos por T; ou os 53% e 552 nucleotideos sao
substituidos por T e o 60° nucleotideo ¢é substituido por G.
Consequentemente, o polinucleotideo pode ser um que consiste na sequéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3.

[0020] Em particular, o termo “modificacio” se refere a uma
mudancga fenotipica que é genética ou nao geneticamente estavel e pode ser
intercambiavelmente chamado pelo termo “mutacdo” na presente invencao.
[0021] Especificamente, o polinucleotideo pode ter atividade de

promotor que ¢ modificada (aumentada ou diminuida) em relacdo a atividade
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de um polinucleotideo, que ndo inclui a modificacdo de polinucleotideo.
Consequentemente, a expressao de um gene-alvo ligado de maneira funcional
ao polinucleotideo e a atividade de uma proteina codificada pelo gene-alvo
podem ser reguladas (aumentadas ou diminuidas) e, além disso, a expressao
de genes diferentes do gene-alvo pode ser regulada.

[0022] Para os objetivos da presente invencdo, o polinucleotideo pode
ser um para melhorar a expressdo do gene hisE. Adicionalmente, os genes,
hisE e hisG, consistem em operdes e, portanto, o polinucleotideo pode ainda
ter um proposito de melhorar a expressao do gene hisG.

[0023] Adicionalmente, o polinucleotideo pode ser um para aumentar
a quantidade de producdo de glicina.

[0024] Em particular, o termo “HisG”, conforme usado no presente
documento, se refere a “ATP fosforibosiltransferase” e € uma enzima
envolvida na rota de sintese de histidina. A rota de sintese de histidina
consiste em um total de nove enzimas (HisG-HisE-HisI-HisA-HisH-HisB-
HisC-HisN-HisD), em que o HisG constitui a primeira etapa.

[0025] Consequentemente, os genes, hisE e hisG, consistem em
operdes e, portanto, o polinucleotideo da presente inven¢cdo pode regular a
transcri¢ao do gene hisE, bem como do gene hisG. Portanto, o gene-alvo pode
ser um gene que codifica ATP fosforibosiltransferase fosforibosil-ATP
pirofosfatase (HisE), um gene que codifica ATP fosforibosiltransferase
(HisG) ou uma combina¢do dos mesmos.

[0026] Sabe-se que o HisE e HisG estdo envolvidos na producgdo de
histidina, mas a relagdo do mesmo com a produc¢do de glicina ndo € conhecida
e foi identificada pela primeira vez pelos presentes inventores. Em particular,
os presentes inventores confirmaram pela primeira vez o aumento da
atividade das enzimas HisE e HisG devido a superexpressdao de hisE e/ou
hisG pela modificacdo do promotor do gene hisEG, bem como os efeitos de

aumento e que mantém a quantidade de producdo de glicina devido a mesma.
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[0027] No presente documento, o termo “L-acido glutamico” ou “L-
glutamato” se refere a um tipo de aminoécido e € classificado como um
aminoicido ndo essencial. O L-dcido glutimico € conhecido por ser o
neurotransmissor excitatorio mais comum no sistema nervoso central.
Ademais, visto que L-dcido glutimico tem sabor umami, o glutamato
monossodico (MSG) foi desenvolvido a partir do mesmo e € amplamente
usado como intensificador de sabor. Geralmente € produzido através da
fermentacao de micro-organismos que produzem acido glutdmico.

[0028] Adicionalmente, o termo “glicina” se refere a um aminoacido
que tem uma forma cristalina incolor e um sabor doce. A glicina é usada
principalmente como intensificador de sabor para alimentos e, em termos de
medicamento, € usada em soluc¢des de infusdo, antidcidos, preparacdes com
varios aminodcidos e suplementos nutricionais. Em geral, a glicina ¢é
preparada por um método sintético industrial, como o método de &cido
monocloroacético, o método de Strecker ou similares. No entanto, existe um
inconveniente em que, uma vez que uma mistura de aminoacidos do tipo D e
do tipo L € produzida quando se usa o método sintético, € necessdrio realizar
a resolucdo Optica. Portanto, é necessario preparar a glicina por um método de
fermentacdo que tem varias vantagens, isto €, as condicdes de reacdo sao
moderadas, a producdo em massa € possivel em um curto periodo de tempo, o
processo € favordvel ao meio ambiente e o material produzido ¢é
biodegradavel.

[0029] Especificamente, o polinucleotideo pode ser um composto da
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3.

[0030] Adicionalmente, a sequéncia de nucleotideos da presente
invengdo pode ser modificada por métodos de mutagénese conhecidos, como
evolugdo dirigida, mutagénese sitio-dirigida efc.

[0031] Portanto, o polinucleotideo pode compreender um

polinucleotideo que inclui a sequéncia de nucleotideos que tem uma
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homologia a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3 de pelo menos
60%, especificamente pelo menos 70%, mais especificamente pelo menos
80%, e ainda mais especificamente pelo menos 83%, 84%, 88%, 90%, 93%,
95% ou 97%. E evidente que uma sequéncia de polinucleotideos que tem tal
homologia, uma parte da qual é excluida, modificada, substituida ou
adicionada, estd também dentro do escopo da presente invencao, desde que a
sequéncia de polinucleotideos resultante tem uma atividade bioldgica
substancialmente equivalente ou que corresponde a sequéncia de nucleotideos
de SEQ ID NO: 2 ou 3.

[0032] Conforme usado no presente documento, o termo “homologia”
pode indicar o grau de correspondéncia com a dada sequéncia de nucleotideos
e pode ser apresentado como uma porcentagem (%). Na presente invengao,
uma sequéncia de homologias que tem uma atividade que € idéntica ou
similar a dada sequéncia de nucleotideos € apresentada como “% de
homologia”. A homologia a sequéncia de nucleotideos pode ser determinada
por, por exemplo, algoritmo BLAST (consulte Karlin e Altschul, Pro. Natl.
Acad. Sci. EUA, 90, 5.873(1993) ou FASTA (consulte Pearson, Methods
Enzymol., 183, 63, 1990). Com base nesse algoritmo, programas chamados
BLASTN ou BLASTX foram desenvolvidos (consulte

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

[0033] Conforme usado no presente documento, o termo ‘“‘condicdes
estringentes” se refere a condicdes que permitem hibridizacio especifica entre
polinucleotideos. Por exemplo, tais condi¢ches estringentes  sao
especificamente descritas na literatura (por exemplo, J. Sambrook et al). Por
exemplo, as condi¢des estringentes podem incluir condi¢cdes em que genes
que t€m uma homologia alta (por exemplo, 60% ou mais, especificamente
90% ou mais, mais especificamente 95% ou mais, ainda mais especificamente
97% ou mais e ainda mais especificamente 99% ou mais) pode hibridizar

entre si, enquanto genes que t€ém uma homologia menor ndo pode hibridizar
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entre si; ou condi¢Oes para hibridizacdo meridional convencional (isto é,
condi¢cdes para lavar uma vez e especificamente duas ou trés vezes a uma
concentracdo e temperatura de sal que corresponde a 60 °C, 1xSSC, 0,1%
SDS, especificamente a 60 °C, 0,1xSSC, 0,1% SDS; e mais especificamente a
68 °C, 0,1xSSC, 0,1% SDS). Hibridacao exige que dois nucleotideos tenham
sequéncias complementares, embora incompatibilidades entre bases sejam
possiveis dependendo da severidade de hibridacdo. O termo “complementar”
¢ usado para descrever a relac@o entre bases nucleotidicas que t€ém capacidade
para serem hibridizadas entre si. Por exemplo, com relacdio ao DNA,
adenosina é complementar a timina e citosina € complementa a guanina.
Portanto, a presente inven¢ao também pode incluir sequéncias de nucleotideos
substancialmente similares bem como fragmentos de polinucleotideo isolados
complementares a sequéncia toda.

[0034] Especificamente, o polinucleotideo que tem homologia pode
ser detectado com o uso de condi¢des de hibridiza¢ido, que inclui uma etapa
de hibridiza¢do a um valor Ty, de 55 °C e com o uso das condi¢cdes descritas
acima. Além disso, o valor Ty, pode ser 60 °C, 63 °C ou 65 °C, mas nao se
limita a esses. Um individuo versado na técnica pode ajustar apropriadamente
o valor T, de acordo com seu proposito. A estringéncia apropriada para
hibridizar os polinucleotideos depende do comprimento e do grau de
complementaridade dos polinucleotideos, e as varidveis sdao bem conhecidas
na técnica (consulte Sambrook et al., supra, 9,50 a 9,51, 11,7 a 11,8).

[0035] Em particular, a expressdo ‘“consiste na sequéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3” significa que, como quando se usa uma
enzima de restri¢ao, a adi¢do, exclusido e/ou mutacdo de um nucleotideo nado é
excluida, o que pode ocorrer durante o processo de ligacdo a um gene-alvo
quando o polinucleotideo € ligado ao gene-alvo e usado como um promotor.
[0036] Por exemplo, o polinucleotideo que tem a atividade de um

promotor que consiste na sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3
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pode ser incluido sem limitacdo se incluir a sequéncia de nucleotideos que
tem a atividade de promotor da presente invencdo e que € hibridizado sob
condi¢Oes estringentes com uma sequéncia complementar a toda ou a uma
parte da sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3.

[0037] Além disso, o polinucleotideo da presente invengcdo pode ser
ligado de maneira funcional a um gene que codifica uma proteina-alvo.

[0038] Conforme usado no presente documento, o termo “sequéncia
reguladora de expressdo de gene” se refere a uma sequéncia que inclui o
polinucleotideo da presente invencdo e tem capacidade para expressar um
gene-alvo ligado de maneira funcional ao polinucleotideo.

[0039] Um versado na técnica pode ser capaz de tentar melhorar a
expressao do gene-alvo modificando-se a sequéncia reguladora de gene que
inclui um promotor, por exemplo, o aprimoramento da expressdo de gene pela
modificacdo de um cédon de iniciagdo. Em uma modalidade, a modificacao
pode ser uma substituicdo do cédon de iniciagdo de 'GTG' para 'ATG'.

[0040] Conforme usado no presente documento, o termo “ligado de
maneira funcional” significa que o polinucleotideo da presente invengdo com
atividade promotora estd funcionalmente ligado a sequéncia de genes para
iniciar € mediar a transcricdo de um gene-alvo. A ligacdo operacional com a
sequéncia de genes pode ser alcangada com uso de uma técnica recombinante
de gene conhecida na técnica e a clivagem e ligacdo de DNA de sitio
especifico podem ser realizadas usando-se uma enzima de restricdo e ligase
conhecida na técnica, mas nao estao limitadas a mesma.

[0041] Além disso, a sequéncia reguladora de expressdao de gene da
presente invencdo pode incluir ainda qualquer sequéncia operadora para
regular a transcricdo de genes, além de promotores para realizar a transcri¢ao
de genes, bem como uma sequéncia que codifica um sitio de ligacdo de
ribossomo de mRNA adequado, DNA para regular a rescisdo de transcri¢do e

traducdo, etc.
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[0042] Por exemplo, uma sequéncia reguladora adequada para
procariontes pode ainda incluir sitios de ligacdo de ribossomo além de
promotores, mas nao estd limitada a isso. O polinucleotideo da presente
invencdo que tem atividade de promotor pode consistir em uma sequéncia
para regular a expressao de gene conforme descrito acima, conforme exigido
por um versado na técnica.

[0043] Na presente invenc¢do, o gene-alvo se refere a um gene que
codifica uma proteina-alvo cuja expressdao deve ser regulada em um micro-
organismo.

[0044] Por exemplo, o gene pode ser um gene envolvido na producao
de aminoécidos como 4cido glutdmico, glicina, histidina etc., mas nio esta
limitado ao mesmo. Especificamente, o gene pode ser um gene que codifica
uma enzima relacionada a biossintese de histidina, mas nao esta limitado a
mesma. Mais especificamente, o gene pode ser um gene que codifica HisE
e/ou HisG, mas ndo estd limitado ao mesmo. Por exemplo, o gene hisE e o
gene hisG podem constituir um operdo e o polinucleotideo da presente
invengdo pode aumentar a atividade transcricional do hisE e/ou hisG.
Adicionalmente, o hisE e hisG podem ser genes endogenos ou estranhos e
podem incluir muta¢Oes para regular suas atividades. Por exemplo, o HisG
pode incluir mutacdo de liberacdo de inibicdo de retroalimentacdo de
histidina. A sequéncia do gene que codifica o HisE ou HisG pode ser
facilmente obtida por um versado na técnica através de um banco de dados
conhecido como o GenBank dos Institutos Nacionais da Satde (NIH).

[0045] Para os objetivos da presente invencdo, a sequéncia reguladora
de expressdo de gene pode aumentar a expressao dos genes que codificam as
enzimas envolvidas na sintese de histidina e, especificamente, pode aumentar
a expressao do gene hisE e/ou do gene hisG.

[0046] Ainda outro aspecto da presente invencdo fornece um vetor

que compreende o polinucleotideo; e um gene que codifica uma proteina-alvo
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ligada de maneira funcional ao polinucleotideo, a sequéncia reguladora da
expressdao de gene e um vetor que compreende o gene que codifica uma
proteina-alvo.

[0047] O polinucleotideo é conforme descrito acima.

[0048] Especificamente, a proteina-alvo pode ser fosforibosil-ATP
pirofosfatase (HisE), ATP fosforibosiltransferase (HisG) ou uma combinagao
dos mesmos. Como proteinas-alvo, HisE e HisG podem incluir uma proteina
que tem uma homologia e podem ser aquelas em que parte do aminoécido (ou
aminoacidos) é modificada. Em uma modalidade, ATP fosforibosiltransferase
(HisG) pode ser uma na qual os 233% e 235° aminodcidos da sequéncia de
aminodcidos HisG de SEQ ID NO: 16 sdo substituidos por histidina (H) e
glutamina (Q), respectivamente.

3

[0049] Conforme usado no presente documento, o termo ‘“‘vetor” se
refere a uma molécula de DNA artificial com um material genético com
capacidade para expressar um gene-alvo em um hospedeiro adequado e se
refere a uma construcdo de DNA que inclui o polinucleotideo ou uma
sequéncia reguladora de expressdo de gene adequada e uma sequéncia de
nucleotideos do gene que codifica uma proteina-alvo ligada de maneira
funcional a sequéncia reguladora.

[0050] O vetor usado na presente invencdo nao € particularmente
limitado desde que possa ser expresso em uma cé€lula hospedeira e qualquer
vetor conhecido na técnica pode ser usado para transformar a célula
hospedeira. Exemplos do vetor convencional podem incluir plasmideos
naturais ou recombinantes, cosmideos, virus e bacteriéfagos.

[0051] Por exemplo, como um vetor fagico ou vetor cosmideo, podem
ser utilizados pWE15, M13, ALB3, ABL4, AIXII, AASHII, AAPII, At10, Atl1,
Charon4 A, Charon21A, etc.; e como um vetor plasmidico, podem ser usados
aqueles com base em pBR, pUC, pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL, pET, etc.

[0052] Adicionalmente, um promotor endégeno no cromossomo pode
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ser substituido pelo polinucleotideo da presente invengdo que tem atividade
de promotor através do vetor para inser¢cdo cromossOmica na célula
hospedeira. Por exemplo, os vetores pECCGI117, pDZ, pACYC177,
pACYC184, pCL, pUCI19, pBR322, pMW118, pCCIBAC, pCES208,
pXMIJ19 etc. podem ser usados, mas nao estdo limitados a isso.

[0053] Adicionalmente, a inser¢ao do polinucleotideo no cromossomo
pode ser realizada por qualquer método conhecido na técnica, por exemplo,
por recombinacdo homoéloga.

[0054] Visto que o vetor da presente invenc¢do pode ser inserido no
cromossomo por indu¢do de uma recombinacdo homéloga, o marcador de
selecdo pode ser adicionalmente incluido para confirmar uma inser¢do de
gene bem-sucedida no cromossomo. Um marcador de selecio € para examinar
as células que sdo transformadas com o vetor, em outras palavras, para
determinar se o polinucleotideo estd inserido. Os marcadores que fornecem
fendtipos seleciondveis, como resisténcia a medicamentos, auxotrofia,
resisténcia a agentes toxicos ou expressao de proteinas de superficie, podem
ser usados. Em um ambiente tratado com um agente seletivo, apenas as
células que expressam o marcador de selecdo podem sobreviver, ou as células
mostram um fenotipo diferente e, portanto, as células transformadas com
sucesso podem ser selecionadas por esse método.

[0055] Conforme wusado no presente documento, o termo
“transformacdo” se refere a introducdo do vetor que compreende o
polinucleotideo ou a sequéncia reguladora de expressdo de gene e o gene que
codifica uma proteina-alvo na célula hospedeira, a fim de permitir a expressao
do gene na célula hospedeira. Além disso, desde que o gene-alvo possa ser
expresso na célula hospedeira, ndo importa se o polinucleotideo transformado
e o gene transformado que codifica o gene-alvo estdo localizados no
cromossomo da célula hospedeira ou fora do cromossomo, € ambos os casos

estao incluidos.
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[0056] O método de transformacdo pode incluir todos os métodos
para introduzir a sequéncia reguladora de expressdo de gene e o gene que
codifica uma proteina-alvo na célula, e pode ser realizado selecionando-se
uma técnica padrdo adequada conhecida na técnica, que depende da cé€lula
hospedeira. Por exemplo, uma técnica padrao adequada pode ser selecionada
entre eletroporacdo, precipitacdo com fosfato de célcio (CaPOy), precipitacao
com cloreto de célcio (CaCl,), micro inje¢do, uma técnica de polietilenoglicol
(PEG), uma técnica DEAE-dextrano, técnica lipossdOmica catidnica € uma
técnica de acetato-DMSO de litio, mas nao se limita a mesma.

[0057] Ainda outro aspecto da presente inven¢do fornece um micro-
organismo do género Corynebacterium que compreende o polinucleotideo; e
um gene que codifica um gene-alvo ligado de maneira funcional ao
polinucleotideo.

[0058] O polinucleotideo e o gene que codificam um gene-alvo ligado
de maneira funcional ao polinucleotideo sdo como descritos acima.

[0059] Conforme usado no presente documento, 0 termo ‘“micro-
organismo” inclui todos os microrganismos do tipo selvagem e um micro-
organismo geneticamente modificado natural ou artificialmente, e pode ser
um micro-organismo com um mecanismo atenuado ou reforcado particular
devido a inser¢ao de um gene estranho ou reforco ou atenuacdo de atividade
de um gene enddégeno.

[0060] Na presente invencdo, o micro-organismo pode incluir o
polinucleotideo, especificamente o polinucleotideo e/ou um gene que codifica
um gene-alvo ligado de maneira funcional ao polinucleotideo.
Alternativamente, o micro-organismo pode incluir o polinucleotideo ou a
sequéncia reguladora de expressio de gene, e o vetor que inclui o
polinucleotideo ou a sequéncia reguladora de expressao de gene e o gene que
codifica uma proteina-alvo, mas ndo estd limitado a isso. Ademais, o

polinucleotideo, o gene que codifica a proteina-alvo e o vetor podem ser
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introduzidos no micro-organismo por transformac¢ao, mas ndo estiao limitados
ao mesmo. Além disso, desde que o gene possa ser expresso no micro-
organismo, ndo importa se o polinucleotideo e o gene que codifica uma
proteina-alvo estao localizados no cromossomo ou fora do cromossomo.
[0061] Para os objetivos da presente invencao, 0 micro-organismo que
inclui o polinucleotideo e o gene que codifica uma proteina-alvo pode ser
aquele em que a quantidade de producdo de acido glutamico é mantida e a
quantidade de producdo de glicina aumentada.

[0062] Por exemplo, o micro-organismo pode ser aquele em que a
atividade de HisE e/ou HisG € aprimorada.

[0063] Na presente inven¢do, o microrganismo pode ser incluido sem
limitagdo, desde que seja um microrganismo no qual o polinucleotideo da
presente invencdo com atividade de promotor seja introduzido para que
funcione como um promotor.

[0064] Especificamente, o  microrganismo pode ser um
microrganismo do género Corynebacterium; mais especificamente pode ser
Corynebacterium glutamicum ou Corynebacterium flavum; e ainda mais
especificamente pode ser Corynebacterium glutamicum, mas ndo estd
limitado a isso.

[0065] Ainda outro aspecto da presente inven¢do fornece um método
de producdo a wuma substincia-alvo, que compreende: cultivar o
microrganismo do género Corynebacterium em um meio; € recuperar uma

substancia-alvo do meio.

[0066] O polinucleotideo e o micro-organismo sdo como descritos
acima.
[0067] Na presente invencdo, a substincia-alvo pode ser um

aminodcido. Especificamente, 0 aminodcido pode ser um aminodcido do tipo
L, salvo indicagdo em contrario, € pode ser um aminodcido selecionado do

grupo que consiste em glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, treonina,
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serina, cisteina, glutamina, metionina, aspartato, asparagina, acido glutamico,
lisina, arginina, histidina, fenilalanina, tirosina, triptofano, prolina e uma
combina¢do dos mesmos, mas ndo estd limitado aos mesmos.

[0068] Mais especificamente, o aminodcido pode ser acido glutimico,
glicina ou uma combina¢io dos mesmos, mas nao estd limitado aos mesmos.
[0069] Conforme usado no presente documento, o termo “cultura” se
refere a cultura de um micro-organismo sob condi¢des ambientais
artificialmente controladas. Na presente inven¢do, o método de producdo de
uma substancia-alvo com uso de um micro-organismo com o polinucleotideo
pode ser executado por um método amplamente conhecido na técnica.
Especificamente, a cultura pode ser executada em um processo em batelada
ou em um processo continuo, como um processo em batelada alimentado ou
um processo repetido em batelada alimentado, mas ndo estd limitado a isso. O
meio usado para a cultura precisa atender aos requisitos de uma cepa
especifica empregada. O meio de cultura adequado para o cultivo da cepa de
Corynebacterium é conhecido na técnica (por exemplo, Manual of Methods
for General Bacteriology da Sociedade Americana de Bacteriologia,
Washington DC, EUA, 1981).

[0070] As fontes de carbono que podem ser usadas no meio de cultura
podem ser sacarideos e carboidratos, como glicose, sacarose, lactose, frutose,
maltose, amido e celulose; dleos e lipidios, como 6leo de soja, 6leo de
semente de girassol, 6leo de amendoim e 6leo de coco; dcidos graxos como
acido palmitico, acido estérico, acido linoleico; élcoois como glicerol e
etanol; e acidos organicos como acido acético. Esses materiais podem ser
usados separadamente ou em combina¢do, mas ndo estdo limitados aos
mesmos.

[0071] Exemplos de fontes de nitrogénio que podem ser usadas
incluem peptona, extrato de levedura, caldo, extrato de malte, licor de milho,

farelo de soja e ureia ou compostos inorganicos, como sulfato de amonio,
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cloreto de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amoOnio e nitrato de
amoOnio. Essas fontes de nitrogénio também podem ser usadas separadamente
ou em combinacdo, mas ndo estdo limitadas as mesmas.

[0072] As fontes de fosforo que podem ser usadas no meio de cultura
podem incluir hidrogenofosfato dipotassico, di-hidrogenofosfato de potdssio
ou sais que contém sddio correspondentes. Ademais, o meio de cultura pode
conter sais metélicos essenciais para o crescimento das células e pode ser
suplementado com materiais essenciais para O crescimento, C€OmMoO
aminodcidos e vitaminas, além dos materiais acima. Além disso, podem ser
usados precursores adequados para o meio de cultura. As substancias cruas
acima podem ser adequadamente alimentadas na cultura de maneira
descontinua ou continua.

[0073] Durante a cultura do microrganismo, o pH da cultura pode ser
ajustado por um composto bésico adequado, como hidréxido de sédio,
hidréxido de potdssio ou amodnia, ou um composto dcido, como &cido
fosforico ou 4cido sulfurico. A formacao de espuma pode ser ajustada por um
agente anti-esponjamento, como um éster de poliglicol de acidos graxos. A
condi¢do aerdbica da cultura pode ser mantida através da introducdo de
oxigénio ou misturas de gas que contém oxigénio (por exemplo, ar).

[0074] A temperatura da cultura (meio) pode ser geralmente de 20 °C
a 45 °C, especificamente de 25 °C a 40 °C. A cultura pode continuar até que a
quantidade desejada de producdo da substincia-alvo seja obtida,
especificamente por 10 horas a 160 horas.

[0075] A recuperagdo da substancia-alvo da cultura (meio) pode ser
executada por um método de separacdo convencional conhecido na técnica.
Para o método de separacdo, métodos como centrifugacdo, filtracao,
cromatografia, cristalizacdo etc. podem ser usados. Por exemplo, um
sobrenadante obtido por centrifugacdo do meio de cultura a uma velocidade

baixa para remover a biomassa pode ser separado por cromatografia de troca
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16nica, mas nao esta limitado a isso. Em um método alternativo, a substancia-
alvo pode ser recuperada sem um processo de purificacdo adicional,
realizando-se processos de separacgdo e filtracao de células bacterianas a partir
de um produto de cultura (meio). Em outro método alternativo, a substancia-
alvo pode ser recuperada e a etapa de recuperacdo pode incluir ainda um
processo de purificacao.

[0076] Ainda outro aspecto da presente inven¢do fornece um método
de preparacio de uma composi¢cdo fermentada, que compreende a
fermentacdo pela cultura do microrganismo do género Corynebacterium em
um meio.

[0077] Ainda outro aspecto da presente invenc¢do fornece uma
composicdo fermentada preparada pelo método acima.

[0078] O polinucleotideo e o microrganismo sdo conforme descritos
acima, e a etapa de cultura do microrganismo em um meio é também
conforme descrito acima.

[0079] Conforme usado no presente documento, o termo “a
composi¢do fermentada” se refere a uma composicdo obtida cultivando-se o
micro-organismo da presente invengdo em um meio. Além disso, a
composi¢do fermentada pode incluir uma composicao na forma de um liquido
ou po obtido apds a cultura do microrganismo seguido de um pds-tratamento
adequado. Em particular, o processo de pds-tratamento adequado pode incluir,
por exemplo, um processo de cultura de um microrganismo, um processo de
remoc¢ao de células bacterianas, um processo de concentragdo, um processo de
filtracdo e um processo de mistura de veiculos e pode incluir ainda um
processo de secagem. Em alguns casos, o processo pds-tratamento pode nao
incluir um processo de purificagdo. A composi¢do fermentada, obtida
cultivando-se o micro-organismo da presente invenc¢do, € caracterizada por a
quantidade de producdo de 4cido glutamico ser aumentada enquanto a

quantidade de producdo de acido lactico € reduzida, possibilitando assim
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proporcionar um sabor otimizado.

[0080] Além disso, “a composicdo fermentada” ndo exclui produtos
sazonais (por exemplo, produtos de sopa em pd, produtos sazonais para
lanches etc.) que contém a composi¢do na forma de um liquido ou pd. Além
disso, a “composi¢do fermentada” nio exclui casos em que uma substancia
obtida por um processo de ndo fermentac@o ou outra substincia obtida por um
processo ndao natural € ainda incluida, desde que a composi¢cdo obtida

cultivando-se o microrganismo da presente invencdo esteja contida no

mesmo.
[MODO PARA A INVENCAO]
[0081] Doravante, a presente invencao serd descrita em detalhes com

as modalidades exemplificativas anexas. No entanto, as modalidades
exemplificativas reveladas no presente documento t€ém apenas propdsitos
ilustrativos e ndo devem ser interpretadas como limitantes do escopo da
presente invengao.

EXEMPLO 1: SELECAO DE CEPA MUTANTE PARA AUMENTAR
PRODUTIVIDADE DE GLICINA

EXEMPLO 1-1: INDUCAO DE MUTACAO ALEATORIA POR
IRRADIACAO UV

[0082] Para selecionar cepas mutantes com produtividade de glicina
aprimorada, isto é, produtos alvo de fermentacdo, Corynebacterium
glutamicum do tipo selvagem (ATCC13869) foi colocado em placas em meio
nutritivo que contém &agar e cultivado a 30 °C por 16 horas. Centenas de
colonias assim obtidas foram irradiadas com UV a temperatura ambiente para
induzir uma mutacdo aleatéria no genoma da cepa.

EXEMPLO 1-2: EXPERIMENTO EM TiTULO DE FERMENTACAO
DE CEPA INDUTORA DE MUTACAO E SELECAO DE CEPA

[0083] Depois disso, o experimento em titulo de fermentacdo das

cepas mutantes, em que a mutacao aleatdria foi induzida, foi executado.
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[0084] Cada colonia foi subcultivada no meio nutritivo e, entao,
cultivada em meio de fermentacdo por 5 horas. Depois disso, 25% entre 40 foi
adicionado a cada meio a uma concentracdo de 0,4% e, entdo, cada coldnia foi
novamente cultivada por 32 horas.
MEIO NUTRITIVO:

Glicose 1%, suco de carne 0,5%, polipeptona 1%, cloreto de
sodio 0,25%, extrato de levedura 0,5%, dgar 2%, ureia 0,2%, pH 7,2
MEIO DE FERMENTACAO:

Acucar ndo refinado 6%, carbonato de célcio 5%, sulfato de
amonio 2,25%, monofosfato de potassio 0,1%, sulfato de magnésio 0,04%,
sulfato de ferro (10 mg/l), biotina (0,3 mg/l), cloridrato de tiamina (0,2 mg/1)
[0085] Cada uma das col6nias foi cultivada sob as condi¢des acima e,
entdo, foram selecionadas cepas mutantes que produzem L-4cido glutdmico,
cuja quantidade produzida é igual ou maior que aquela produzida pelo
Corynebacterium glutamicum do tipo selvagem(ATCC13869). Ademais, em
relacdo as cepas mutantes selecionadas, a concentragdo de L-acido glutamico
foi medida por YSI e a concentracdo de glicina foi medida por HPLC. As

concentracdoes medidas de L-4cido glutdmico e glicina sio mostradas na

Tabela 1.
[TABELA 1]
Cepa L-acido glutamico (g/1) L-glicina (mg/l)

ATCC13869 14,0 119
ATCC13869-g1 13,2 102

ATCC13869-g2 9,6 35
ATCC13869-g3 13,9 121
ATCC13869-g4 13,3 110
ATCC13869-g5 12,7 101
ATCC13869-g6 14,8 132

ATCC13869-g7 2,1 7

ATCC13869-g8 8,4 75
ATCC13869-g9 13,5 115
ATCC13869-g10 14,2 143
ATCC13869-gl1 12,6 108
ATCC13869-g12 13,7 103
ATCC13869-g13 10,1 82
ATCC13869-g14 14,2 105
ATCC13869-g15 13,5 100
ATCC13869-g16 7,2 67
ATCC13869-g17 12,8 101
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ATCC13869-g18 13,0 99
ATCC13869-g19 11,9 82
ATCC13869-20 14,0 152
ATCC13869-g21 13.8 111
ATCC13869-g22 9.7 120
ATCC13869-g23 13,2 114
ATCC13869-g24 133 114
[0086] Com base na Tabela 1, “ATCC13869-g3”, “ATCC13869-g6”,

“ATCC13869-g107, “ATCC13869-g10” e “ATCC13869-g20” foram
selecionados como as cepas nas quais a quantidade de &4cido glutamico
produzido foi igual ou maior e a quantidade de glicina produzida foi
aumentada em comparag¢ao com as produzidas na cepa do tipo selvagem.
EXEMPLO 2: CONFIRMACAO DE MUTACAO ATRAVES
SEQUENCIAMENTO DE GENES

[0087] Para confirmar a mutacdo de gene das cepas mutantes, genes
nas cepas ATCCI3869-g3, ATCCI13869-g6, ATCC13869-g10, e
ATCC13869-g20 foram sequenciados e comparado com aqueles da cepa do
tipo selvagem.

[0088] Como resultado, foi constatado que as cepas ATCC13869-g3 e
ATCC13869-g10 contidas na mesma mutacdo em uma posi¢cdo especifica na
regido de promotor de um gene que codifica fosforibosil-ATP pirofosfatase
(HisE). Adicionalmente, foi constatado que a cepa ATCC13869-g20 continha
uma mutacdo adicional, ademais a mesma mutacdo, em uma posi¢ao
especifica na regido de promotor de um gene que codifica HisE das cepas
ATCC13869-g3 e ATCC13869-g10.

[0089] Especificamente, foi confirmado que as cepas ATCC13869-g3
e ATCC13869-g10 continham mutagdes na qual os 53° e 55° nucleotideos , A
e G, na sequéncia da regido de promotor de SEQ ID NO: 1 sdo substituidos
por T. Foi confirmado que a cepa ATCC13869-g20 continha uma mutagdo na
qual, na sequéncia de nucleotideos da regido de promotor de SEQ ID NO: 1, o
532 nucleotideo (isto é, A) foi substituido por T e 552 o nucleotideo (isto €, G)
foi substituido por T e o 60° nucleotideo (isto €, T) foi substituido por G. A

regido de promotor de SEQ ID NO: 1 era uma sequéncia comumente incluida
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em um micro-organismo do género Corynebacterium, mais especificamente,
o Corynebacterium glutamicum do tipo selvagem (ATCC13032, ATCC13869
e ATCC14067).

[0090] Portanto, nos Exemplos 3 e 4, tentativas foram feitas para
confirmar a possibilidade de a mutacio acima ter afetado a produgdo de 4cido
glutdmico e glicina no micro-organismo do género Corynebacterium.
EXEMPLO 3: PREPARACAO DE CEPA INTRODUZIDA COM
MUTACAO E CONFIRMACAO DE QUANTIDADE DE PRODUCAO
DE GLICINA

EXEMPLO 3-1: PREPARACAO DE CEPA INTRODUZIDA COM
MUTACAO

[0091] Preparacdo de uma cepa mutante introduzida com a mutagdo
confirmada no Exemplo 2 foi tentada. Especificamente, para introduzir a
mutacdo no Corynebacterium glutamicum ATCC13869 do tipo selvagem (isto
¢, para substituir os 53% e 55° nucleotideos da sequéncia de polinucleotideos
de SEQ ID NO: 1 por T; ou para substituir os 532 e 55° nucleotideos da
sequéncia de polinucleotideos de SEQ ID NO: 1 por T e o 60° nucleotideo da
sequéncia de polinucleotideos de SEQ ID NO: 1 por G), o oligonucleotideo
em uma direcdo reversa, que contém uma mutagdo-alvo, foi projetado com
um comprimento de 75 mer (SEQ ID NO: 4 ou 5).

[0092] Especificamente, o oligonucleotideo (30 ug) de SEQ ID NO: 4
ou 5 foi transformado nas cepas ATCCI3869 e ATCC13032 de
Corynebacterium glutamicum do tipo selvagem com uso de um método de
pulso elétrico (Appl. Microbiol. Biotechnol., 1999, 52: 541 a 545) e, entdo,
um meio liquido complexo (1 ml) foi adicionado a0 mesmo. Os resultantes
foram, entdo, cultivados a 30 °C por 30 minutos enquanto agita a 160 rpm.
Depois disso, o meio de cultura foi incubado em gelo por 10 minutos,
centrifugado a 4.000 rpm a 4 °C por 10 minutos e, entdo, o sobrenadante foi

removido para obter células microbianas. Depois disso, uma solucdo de
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glicerol de 10% (4 °C) foi adicionada a0 mesmo e misturada e, entdo, os
resultados foram centrifugados a 4.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e, entdo, as células microbianas foram lavadas. Tal
procedimento foi repetido uma vez mais para lavar novamente as células
microbianas e uma solu¢do de glicerol de 10% (4 °C e 0,1 ml) foi adicionada
a0 mesmo para preparar as cepas para a proxima transformacgdo. Depois disso,
0 processo para a transformacao foi repetido 10 vezes com o oligonucleotideo
de SEQ ID NO: 4 ou 5 com uso do método de pulso elétrico descrito acima e,
entdo, os resultantes foram colocados em placas em um meio de placa
complexo para obter colonias (Nat. Protoc., outubro de 2014; 9(10): 2.301-
16).

[0093] Como resultado de execucdo das andlises da sequéncia de
genes das colOnias obtidas, foi confirmado que a mutacao-alvo foi introduzida
nas cepas. Ademais, as cepas nas quais a mutacdo foi introduzida foram
chamadas de “ATCC13869::hisEG-pro-2mt”, “ATCC13869::hisEG-pro-3mt”
e “ATCC13032::hisEG-pro-2mt”, “ATCC13032::hisEG-pro-3mt”.

Exemplo 3-2: Confirmacao de quantidade de producao de glicina

[0094] As cepas mutantes ATCC13869::hisEG-pro-2mit,
ATCC13869::hisEG-pro-3mt e ATCC13032::hisEG-pro-2mit,
ATCC13032::hisEG-pro-3mt, que foram preparadas no Exemplo 3-1 e suas
cepas ATCC13869 e ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum do tipo
selvagem foram cultivadas da mesma maneira que no Exemplo 1-2.

[0095] Ap6s a cultura ser completada, as concentracdes de L-acido
glutdmico e glicina em cada meio foram medidas. As concentracdes medidas

de L-4cido glutamico e glicina sdo mostradas na Tabela 2 abaixo.

[TABELA 2]
Cepa L-acido glutamico (g/1) L-glicina (mg/l)
ATCC13869 14,2 122
IATCC13869::hisEG-pro-2mt 14,0 134
IATCC13869::hisEG-pro-3mt 14,3 141
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ATCC13032 9,1 73
ATCC13032::hisEG-pro-2mt 9.4 91
ATCC13032::hisEG-pro-3mt 9,3 99

[0096] Conforme mostrado na Tabela 2, foi confirmado que a

concentracdo de L-acido glutdmico produzida por cada uma dentre as cepas
ATCC13869::hisEG-pro-2mt, ATCC13869::hisEG-pro-3mt e
ATCC13032::hisEG-pro-2mit, ATCC13032::hisEG-pro-3mt de
Corynebacterium glutamicum, nas quais a mutagao foi introduzida, foi similar
aquela produzida por cada uma dentre as cepas ATCC13869 e ATCC13032
de Corynebacterium glutamicum do tipo selvagem.

[0097] Pelo contrario, as cepas ATCCI13869 e ATCC13032 de
Corynebacterium glutamicum do tipo selvagem produziram 122 mg/l e 73
mg/l de glicina, respectivamente. No entanto, as cepas ATCC13869::hisEG-
pro-2mt e ATCC13032::hisEG-pro-2mt produziram 134 mg/l e 91 mg/l de
glicina, respectivamente. Portanto, foi confirmado que as concentragOes de
glicina produzidas nas cepas mutantes foram maiores que aquelas produzidas
nas cepas do tipo selvagem. Adicionalmente, as cepas ATCC13869::hisEG-
pro-3mt e ATCC13032::hisEG-pro-3mt produziram 141 mg/l de glicina e 99
mg/l de glicina, respectivamente, mostrando assim concentracoes maiores de
glicina que aquelas produzidas nas cepas ATCCI13869::hisEG-pro-2mt e
ATCC13032::hisEG-pro-2mt.

[0098] Ou seja, foi confirmado que as mutagdes aumentaram
notavelmente a produtividade de glicina, mantendo a produtividade de L-
acido glutdmico nos micro-organismos sem efeito significativo sobre a
mesma.

[0099] Enquanto 1isso, as cepas ATCCI13869::hisEG-pro-2mt e
ATCC13869::hisEG-pro-3mt foram depositadas no Centro de Cultura de
Micro-organismos da Coreia (KCCM), que € uma autoridade depositaria
internacional sob o Tratado de Budapeste, em 28 de fevereiro de 2018 e 14 de

marco de 2019, com a cepa chamada de “CA02-9206” e “CA02-9215”, e
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receberam os nimeros de acesso KCCM12226P e KCCM12457P.
EXEMPLO 4: CONFIRMACAO DE QUANTIDADES DE PRODUCAO
DE ACIDO GLUTAMICO E GLICINA DE KFCC11074 NAS QUAIS A
MUTACAO E INTRODUZIDA

EXEMPLO 4-1: PREPARACAO DE VETOR NO QUAL A MUTACAO
E INTRODUZIDA

[00100] Para confirmar se a mutacdo exibe os mesmos efeitos, mesmo
nas cepas com produtividade aprimorada de 4cido glutdmico, além das cepas
do tipo selvagem, foram feitas tentativas para introduzir a mutacdo na cepa
KFCC11074 (Patente nimero KR 10-0292299), conhecida como cepa
produtora de 4cido glutamico.

[00101] Especificamente, um vetor para substituicio de genes foi
construido para substituir os 53° e 55° nucleotideos da sequéncia de
polinucleotideos de SEQ ID NO: 1, que estdo contidos na cepa, por T; e para
substituir os 53° e 55° nucleotideos da sequéncia de polinucleotideos de SEQ
ID NO: 1 por T e o 60° nucleotideo da sequéncia de polinucleotideos de SEQ
ID NO: 1 por G. Os fragmentos de gene para construir o vetor foram obtidos
por PCR com uso de DNA gendmico ATCC13869 como um modelo. Com
base nas informacgdes em sequéncias de genes e nucleotideos adjacentes do
Corynebacterium  glutamicum (ATCC13869) registrado no Institutos
Nacionais da Saidde GenBank (NIH GenBank), iniciadores que
polinucleotideos de SEQ ID NOS: 6,7, 8,9, 10 e 11 foram preparados.
[00102] Ap6s a desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, PCR foi
executado por um total de 30 ciclos sob as seguintes condi¢des: desnaturacao
a 95 °C por 30 segundos, hibridizacdio a 55 °C por 30 segundos, e
polimerizagdo a 72 °C por 1 minuto. Depois disso, a reacdo de polimerizagcao
foi realizada a 72 °C por 5 minutos. Mais especificamente, o polinucleotideo
(500 bp) amplificado com uso de iniciadores de SEQ ID NOS:6 e 7 e o
polinucleotideo (500 bp) amplificado com uso dos iniciadores de SEQ ID
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NOS: 8 e 9 foram obtidos. Os dois fragmentos de DNA obtidos foram ligados
ao vetor pDZ (Patente nimero KR 10-0924065 e Publicacdo Internacional
nimero 2008-033001), que foram digeridos com uma enzima de restri¢ao
Sall, com uso de uma enzima de infusdo e, assim, um Unico vetor para a
substitui¢do de genes, que inclui um promotor hisE, foi preparado e o vetor
foi chamado de “pDZ-hisE-pro-2mt”. Adicionalmente, o polinucleotideo (500
bp) amplificado com uso dos iniciadores de SEQ ID NOS: 6 e 11 e o
polinucleotideo (500 bp) amplificado com uso dos iniciadores de SEQ ID
NOS: 10 e 9 foram obtidos. Os dois fragmentos de DNA obtidos foram
ligados ao vetor pDZ (Patente numero KR 10-0924065 e Publicacio
Internacional numero 2008-033001), que foram digeridos com uma enzima de
restricdo Sall, com uso de uma enzima de infusdo e, assim, um tunico vetor
para a substituicdo de genes, que inclui um promotor hisE, foi preparado e o
vetor foi chamado de “pDZ-hisE-pro-3mt”. As informagdes nas sequéncias

iniciadoras usadas pela preparacdo de vetor sdo mostradas na Tabela 3 abaixo.

[TABELA 3]

SEQ ID NO Iniciador Sequéncia (5" a 3')

4 hisE-pro-2mt-AF | GATCCTCTAGAGTCGACTTCGACGAATCCCTCG
5 hisE-pro-2mt-AR |CGGTACATTATACCACACAACAGTTATCAATG
6 hisE-pro-2mt-BF GTGGTATAATGTACCGAGTGAAGACATTTGAC
7 hisE-pro-2mt-BR  |ATGCCTGCAGGTCGACTGATACCCAAATCGAG
10 hisE-pro-3mt-AR |CGGTCCATTATACCACACAACAGTTATCAATG
11 hisE-pro-3mt-BF GTGGTATAATGGACCGAGTGAAGACATTTGAC

EXEMPLO 4-2: PREPARACAO DE KFCC11074 NA QUAL A
MUTACAO E INTRODUZIDA E CONFIRMACAO DE
QUANTIDADES DE PRODUCAO DE ACIDO GLUTAMICO E
GLICINA

[00103] Os vetores para substituicdo de genes (isto €, pDZ-hisE-pro-
2mt e pDZ-hisE-pro-3mt), que foram preparados no Exemplo 4-1, foram
introduzidos na cepa KFCC11074 por eletroporagdo para preparar
“KFCC11074_Pro(2mt)_hisEG” e “KFCC11074_Pro(3mt)_hisEG”, que sdo

as cepas produtoras de 4cido glutdmico e glicina nas quais a mutagdo foi
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introduzida.
[00104] Especificamente, foram preparados através de transformacgdo
(Appl. Microbiol. Biotechnol., 1999, 52: 541 a 545), e a cepa na qual o vetor
foi inserido no cromossomo por recombinagdo de sequéncias homdlogas foi
selecionada em um meio nutritivo de dgar que contém canamicina (25 mg/l).
A cepa primdria selecionada foi novamente sujeita a uma intersecdo
secundaria, e as cepas nas quais as duas ou trés mutagOes-alvo foram
introduzidas foram selecionadas, respectivamente. A mutagdo (substituicao)
da cepa finalmente transformada foi confirmada por sequenciamento apods
executar PCR com uso de um par de iniciadores de SEQ ID NOS: 6 ¢ 9.
[00105] Depois disso, as cepas selecionadas
KFCC11074_Pro(2mt)_hisEG e KFCC11074_Pro(3mt)_hisEG  foram
colocadas em placas em um meio nutritivo e cultivadas a 30 °C por 16 horas.
Um meio de fermentacao (25 ml), que foi pressurizado e esterilizado a 121 °C
por 15 minutos, foi dispensado em um frasco de Erlenmeyer (250 ml) para
agitar, e, entdo, a cepa cultivada no meio nutritivo foi inoculada e cultivada
por 48 horas. As condi¢des de cultura foram definidas a 200 rpm, 37 °C e pH
8,0. As composi¢des do meio nutritivo € do meio de fermentacdo sdo as
seguintes.
MEIO NUTRITIVO:

Glicose 1%, suco de carne 0,5%, polipeptona 1%, cloreto de
sodio 0,25%, extrato de levedura 0,5%, dgar 2%, ureia 0,2%, pH 7,2
MEIO DE FERMENTACAO:

Acucar ndo refinado 6%, carbonato de célcio 5%, sulfato de
amonio 2,25%, monofosfato de potassio 0,1%, sulfato de magnésio 0,04%,
sulfato de ferro (10 mg/1), biotina (0,3 mg/1), cloridrato de tiamina (0,2 mg/1)
[00106] Ap06s a conclusdo da cultura, as quantidades de producdo de L-
acido glutdmico e glicina foram medias com uso de HPLC, e os resultados de

medicao sao mostrados na Tabela 4 abaixo.
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[TABELA 4]
Cepa IL-acido glutamico (g/1) IL-glicina (mg/1)
KFCC11074 11,8 170
KFCC11074_Pro(2mt)_hisEG  [11,7 203
KFCC11074_Pro(3mt)_hisEG  [12,0 212
[00107] Conforme mostrado na Tabela 4, foi confirmado que a

concentracdilo de  L-4cido  glutamico  produzida  pelas  cepas
KFCC11074_Pro(2mt)_hisEG e KFCC11074_Pro(3mt)_hisEG de
Corynebacterium glutamicum, nas quais a mutagao foi introduzida, foi similar
aquela produzida pela cepa KFCC11074 de Corynebacterium glutamicum
sem a mutacao.

[00108] Por outro lado, foi confirmado que a concentracdo de glicina
produzida pelas cepas KFCC11074_Pro(2mt)_hisEG e
KFCC11074_Pro(3mt)_hisEG foi aumentada em 33 mg/l e 42 mg/l em
relacdo aquela produzida pela cepa KFCC11074, respectivamente.

[00109] Ou seja, foi confirmado que a mutagdo aumentou
notavelmente a produtividade de glicina, mantendo a produtividade de L-
acido glutdmico nos micro-organismos sem efeito significativo sobre a
mesma.

EXEMPLO 5: PREPARACAO DE CEPAS NAS QUAIS E
INTRODUZIDA A MUTACAO DE LIBERACAO DE INIBICAO DE
RETROALIMENTACAO DE HISG E CONFIRMACAO DE
PRODUTIVIDADE DE ACIDO GLUTAMICO E GLICINA

EXEMPLO 5-1: PREPARACAO DE VETOR NO QUAL E
INTRODUZIDA A MUTACAO DE LIBERACAO DE INIBICAO DE
RETROALIMENTACAO DE HISG

[00110] Visto que foi confirmado através de Exemplos 1-1 a 4-2 acima
que a produtividade de glicina das cepas foi aumentada pela mutacdo no
promotor do gene hisEG, a mutagdo de liberacdo de inibicdo de
retroalimentacdo de histidina foi introduzida nas cepas para maximizar o

efeito de aumento da produtividade de glicina. Depois disso, a produtividade

Peticao 870200026322, de 27/02/2020, pag. 41/55



29/35

de glicina foi confirmada.

[00111] Enquanto isso, os genes hisE e hisG sdo compostos de
operdes, € esses genes estdo envolvidos na rota de biossintese de histidina.
Em particular, uma vez que o HisG € inibido por retroalimentacdo pela
histidina de produto, foram feitas tentativas para confirmar se a produtividade
de glicina das cepas aumentaria quando a muta¢do de liberacdo de inibi¢do de
retroalimentagdo for introduzida para aumentar a atividade do HisG.

[00112] Especificamente, foram feitas tentativas para introduzir os
mutantes G233H e T235Q conhecidos na literatura (Schendzielorz et al.,
2014) no gene hisG. Um vetor para substituicdo de genes foi construido para
substituir os 233% e 235° aminodcidos da sequéncia de aminoacidos HisG de
SEQ ID NO: 16 por H e Q, respectivamente. Os fragmentos de gene para
construir o vetor foram obtidos por PCR com uso de DNA gendmico
ATCC13869 como um modelo. Com base nas informagdes em sequéncias de
genes e nucleotideos adjacentes do Corynebacterium glutamicum
(ATCC13869) registrado no Institutos Nacionais da Saide GenBank (NIH
GenBank), iniciadores que polinucleotideos de SEQ ID NOS: 12, 13, 14, e 15
foram preparados.

[00113] Ap6s a desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, PCR foi
executado por um total de 30 ciclos sob as seguintes condi¢des: desnaturagao
a 95 °C por 30 segundos, hibridizagdio a 55 °C por 30 segundos, e
polimerizagdo a 72 °C por 1 minuto. Depois disso, a reacdo de polimerizacao
foi realizada a 72 °C por 5 minutos. O polinucleotideo (722 bp) amplificado
com uso dos iniciadores de SEQ ID NOS: 12 e 13 e o polinucleotideo (798
bp) amplificado com uso dos iniciadores de SEQ ID NOS: 14 e 15 foram
obtidos. Os dois fragmentos de DNA obtidos foram ligados ao vetor pDZ
(Patente nimero KR 10-0924065 e Publicacdo Internacional niimero 2008-
033001), que foram digeridos com uma enzima de restri¢ao Sall, com uso de

uma enzima de infusio e, assim, um unico vetor (1,5 kbp) para a substitui¢io
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de genes, que inclui o polinucleotideo que contém o mutante
hisG(G233H/T235Q) foi preparado e o vetor foi chamado de “pDZ-
hisG(G233H/T235Q)”. As informagdes nas sequéncias iniciadoras usadas

pela preparacio de vetor sdo mostradas na Tabela 5 abaixo.

[TABELA 5]
IS\I%Q D Iniciador Sequéncia (5" a 3")
12 hisG(G233H/T235Q)-AF GATCCTCTAGAGTCGACCCCAAACAAGGGCTCGC
13 hisG(G233H/T235Q)-AR CGTGCCAGTGGGGATACCTGTGGGTGGG
14 hisG(G233H/T235Q)-BF AACCCCAGGCCTATCCCACCCACAGGTATC
15 hisG(G233H/T235Q)-BR ATGCCTGCAGGTCGACGCAAGGTTGGCAACAAC

EXEMPLO 5-2: PREPARACAO E AVALIACAO DE CEPA MUTADA
NO PROMOTOR HISE NA QUAL A MUTACAO POR LIBERACAO
DE INIBICAO DE RETROALIMENTACAO DE HISG E
INTRODUZIDA

[00114] “pDZ-hisG(G233H/T235Q)”, o vetor para substituicdo de
genes que foi preparado através do Exemplo 5-1 acima, foi introduzido na
cepa KFCC11074 para preparar a cepa KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)
que tem liberacdo de inibi¢ao de retroalimentacdo de HisG. Ademais, o vetor
fo1 introduzido nas cepas KFCC11074_Pro(2mt)_hisEG e
KFCC11074_Pro(3mt)_hisEG para preparar as cepas
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)_Pro(2mt)_hisEG e
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)_Pro(3mt)_hisEG, nas quais a mutag¢do da
presente invencdo foi introduzida.

[00115] Especificamente, as cepas foram preparadas através de
transformacdo (Appl. Microbiol. Biotechnol., 1999, 52: 541 a 545), e as cepas
nas quais o vetor foi inserido no cromossomo por recombinacdo de
sequéncias homologas foram selecionadas em um meio nutritivo de dgar que
contém canamicina (25 mg/l). As cepas primdrias selecionadas foram
novamente sujeitas a uma intersecao secunddria, € as cepas nas quais as
mutacoes-alvo G233H/T235Q sdo introduzidas foram selecionadas. A

mutacgdo (substituicdo) das cepas finalmente transformadas foi confirmada por
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sequenciamento apds executar PCT com uso de um par de iniciadores de SEQ
ID NOS: 12 e 15.

[00116] Depois disso, as cepas selecionadas KFCC11074
_hisG(G233H/T235Q) e KFCC11074_hisG(G233H/T235Q) Pro(2mt)_hisEG
foram cultivadas da mesma maneira que no Exemplo 4-2. Apds a conclusao
da cultura, as concentracdes de L-acido glutdmico e glicina em cada meio
foram medidas. As concentragdes medidas de L-4cido glutamico e glicina sdo

mostradas na Tabela 6 abaixo.

[TABELA 6]
Cepa gﬁ;ldo gllltamlcoL-glicina (mg/1)
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q) 10,3 4457
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)_Pro(2mt)_hisEG 10,1 760,0
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)_Pro(3mt)_hisEG 10,3 783,2

[00117] Conforme mostrado na Tabela 6, foi confirmado que a

concentragio de  L-4cido  glutdmico  produzido  pelas  cepas
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)_Pro(2mt)_hisEG e KFCC11074_hisG
(G233H/T235Q)_Pro(3mt)_hisEG de Corynebacterium glutamicum, nas
quais a mutacdo de promotor hisEG foi introduzida, era similar aquela
produzida pela cepa KFCC11074_hisG(G233H/T235Q) de Corynebacterium
glutamicum na qual apenas a mutacdo de liberacdo de inibicdo de
retroalimentacdo de HisG foi introduzida.

[00118] Enquanto isso, foi confirmado que a concentragdo de glicina
produzida pelas cepas KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)_Pro(2mt)_hisEG e
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)_Pro(3mt)_hisEG aumentou notavelmente
em 314,3 mg/l em relacio a produzida pela cepa KFCC11074_hisG
(G233H/T235Q).

[00119] Ou seja, foi confirmado que as mutacdes aumentaram
notavelmente a produtividade de glicina, mantendo a produtividade de L-
acido glutdmico nos micro-organismos sem efeito significativo sobre a

mesma. Ademais, tais resultados foram exibidos pelas atividades aumentadas
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de hisE e hisG.
EXEMPLO 6: PREPARACAO DE COMPOSICAO FERMENTADA
PARA PREPARACAO DE PRODUTOS SAZONAIS
[00120] Conforme descrito acima, foi confirmado que as cepas que
conttm o nucleotideo da presente inven¢cdo mostraram uma capacidade
aumentada para produzir glicina sem ter nenhum efeito significativo no L-
acido glutamico. Portanto, uma tentativa foi feita para preparar uma
composi¢do fermentada com uso de um micro-organismo do género
Corynebacterium que contém os nucleotideos do presente pedido.
[00121] Por exemplo, foi tentado preparar a composicao fermentada
com uso de 4cido glutdmico, que € basicamente um material sazonal bem
conhecido, como um ingrediente ativo, € a cepa de fermentacdo e o0s
processos de fermentacdo foram controlados para aumentar as proporcdes de
outros ingredientes de subproduto dos materiais sazonais para o fim de
aumentar a constituicao do sabor rico.
EXEMPLO 6-1: PREPARACAO DE COMPOSICAO FERMENTADA
COM USO DE FERMENTADORDE S L
[00122] Especificamente, composi¢Oes fermentadas foram preparadas
com uso de um fermentador de 5 1 pelas cepas usadas no Exemplo 5.
[00123] Todos os ingredientes usados na preparacdo do meio de cultura
usados foram os correspondentes a qualidade alimentar.
[00124] Meio de particula inicial primério foi preparado da seguinte
forma:

Glicose (1%), Peptona (10 g), Extrato de Levedura (1%),
Peptona (1%), Sulfato de Amonio (0,1%), NaCl (0,25%), KH,PO4 (0,15%),
K,HPO, (0,15%), pH (8,0)
[00125] Meio de particula inicial secundério foi preparado da seguinte
forma:

Acucar Organico Nao Refinado (4,6% com uma pureza de
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98,5%), Sulfato de Magnésio (0,05%), Extrato de Levedura (0,5%), KH,PO4
(0,2%), Sulfato de Ferro (0,002%), Biotina (1 mg/l), Tiamina HCI (2 mg/l),
uma pequena quantidade de um agente anti-esponjamento, pH (7,2)
[00126] O meio de fermentagdo foi preparado conforme a seguir:
Acucar Organico Nao Refinado (4% com uma pureza de
98,5%), Sulfato de Magnésio (0,03%), Extrato de Levedura (1%), Acido
Fosfoérico (0,22%), KOH (0,4%), Biotina (0,2 mg/1), Tiamina HCI (0,6 mg/l),
Sulfato de Manganés (0,002%), Sulfato de Ferro (0,002%), Sulfato de Zinco
(0,002%), Sulfato de Cobre (0,006%), uma pequena quantidade de um agente
anti-esponjamento, pH (7,4)
[00127] O meio de particula inicial primario (50 ml) foi dispensado em
cada frasco de Erlenmeyer de agitacdo de 500 ml, autoclavado a 121 °C sob
pressdo por 20 minutos. Entdo, cada cultura de particula inicial foi inoculada e
incubada com agitacdo a uma velocidade de rotacao de 200 rpm, a 30 °C por
5 a7 horas.
[00128] O meio de particula inicial secundério foi preparado em uma
quantidade de 0,25 1 em um fermentador de teste de 1,5 1, autoclavado a 121
°C sob pressao por 20 minutos e resfriado. Entdo, o meio de particula inicial
primario (50 ml) foi inoculado e incubado a uma velocidade de rotacdo de
900 rpm, a 31,5 °C por 15 horas.
[00129] O meio de fermentacdo foi preparado em uma quantidade de
0,25 1 em um fermentador de teste de 5 1, autoclavado a 121 °C sob pressao
por 20 minutos e resfriado. Entdo, o meio de particula inicial secundario (0,26
1) foi inoculado no mesmo e incubado a uma velocidade de rotacdo de 900
rpm, a 30 °C a 34 °C.
[00130] Durante a cultura nas condi¢des acima, o pH da cultura de
fermentacao foi ajustado continuamente com uso de 28% de dgua de amodnia
para estar na faixa de 7,0 a 7,4 durante a cultura do Corynebacterium

glutamicum. Quando a concentra¢do de acucar residual na cultura se situou na
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faixa de 0,5% a 1,5%, o acucar nao refinado organico esterilizado foi
continuamente adicionado para continuar a cultura até que a quantidade total

de acucar adicionado se tornasse 30% a 34% da quantidade do caldo

fermentado.
[TABELA 7]
Resultados de Andlises (g/1)
Cepa Ingrediente Ativo Subproduto
p S6lido Acido Glicina Aminodcid|/Acido Actcar fons
! Glutamico |~ o Orgénico |[Residual
KFCC11074 140,2 64,2 0,18 11,5 3,5 12,0 11,1
KFCC11074_hisG(G233
H/T235Q)_Pro(3mt)_hisE|147,3 59,0 2,43 16,4 2,7 15,1 10,7
G
[00131] Como resultado, conforme mostrado na Tabela 7 acima, foi

confirmado que, embora nao houvesse diferenca significativa na quantidade
de producdo de acido glutamico entre as duas cepas, a quantidade de glicina
no caldo fermentado produzida pela cepa KFCC11074
_hisG(G233H/T235Q)_Pro(3mt)_hisEG de Corynebacterium glutamicum, na
qual a mutacgio foi introduzida, aumentou significativamente.

[00132] Mesmo no caso em que uma composicdo fermentada foi
preparada com uso de um fermentador de 3kl, ndo houve diferenca
significativa na quantidade de producdo de 4cido glutdmico entre as duas
cepas. No entanto, a cepa KFCC11074_hisG(G233H/T235Q)
_Pro(3mt)_hisEG de Corynebacterium glutamicum, na qual a mutacido foi
introduzida, mostrou um aumento significativo na quantidade de glicina em
comparagdao com a cepa KFCC11074 (isto €, 0,2 g/l vs 3,2 g/l) embora nao
tenha havido diferenga significativa na quantidade de producdo de &cido
glutamico entre as duas cepas (64,2 g/l vs 73 g/l).

[00133] A partir do supracitado, um individuo versado na técnica a
qual a presente invencdo pertence tera capacidade para entender que a
presente inven¢do pode ser incorporada em outras formas especificas sem
modificar os conceitos técnicos ou caracteristicas essenciais da presente

invencdo. Nesse sentido, as modalidades exemplificativas reveladas no
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presente documento t€ém apenas propositos ilustrativos e ndo devem ser
interpretadas como limitantes do escopo da presente invencao. Pelo contrario,
a presente invencdo destina-se a abranger ndo apenas as modalidades
exemplificativas, mas também vdrias alternativas, modificacdes, equivalentes
e outras modalidades que podem estar incluidas no espirito € no escopo da
presente invengao, conforme definido pelas reivindicagOes anexas.
[NUMERO DE ADESAO]

Instituicdo Depositdria: Centro de Cultura de Micro-
organismos da Coreia

Numero de Adesdo: KCCM12226P

Data de Dep6ésito: 28 de fevereiro de 2018

Instituicdo Depositdria: Centro de Cultura de Micro-
organismos da Coreia

Numero de Adesdo: KCCM12457P

Data de Dep6ésito: 14 de marco de 2019
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REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo que tem atividade de promotor,

caracterizado pelo fato de que, na sequéncia de nucleotideos de SEQ ID

NO: 1, os 53° e 55° nucleotideos sdo substituidos por T; ou os 53° e 55°
nucleotideos sao substituidos por T e o 60° nucleotideo € substituido por G.
2. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo consiste na sequéncia de

nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3.

3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo esti ligado de maneira

funcional a um gene que codifica uma proteina-alvo,
em que a proteina-alvo € fosforibosil-ATP pirofosfatase
(HisE), ATP fosforibosiltransferase (HisG) ou uma combinacdo das mesmas.

4. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o

polinucleotideo como definido na reivindicacdo 1 ou 2; € um gene que
codifica uma proteina-alvo ligada de maneira funcional ao polinucleotideo.

5. Vetor de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de que a proteina-alvo € fosforibosil-ATP pirofosfatase (HisE), ATP
fosforibosiltransferase (HisG) ou uma combinac¢io das mesmas.

6. Micro-organismo do género Corynebacterium, caracterizado

pelo fato de que compreende o polinucleotideo como definido na
reivindicacdo 1; e um gene que codifica uma proteina-alvo ligada de maneira
funcional ao polinucleotideo.

7. Micro-organismo de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo consiste na sequéncia de

nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou 3.

8. Micro-organismo de acordo com a reivindicagdo 7,

caracterizado pelo fato de que a proteina-alvo € fosforibosil-ATP

pirofosfatase: (HisE), ATP fosforibosiltransferase (HisG) ou uma combinagao
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das mesmas.
9. Micro-organismo de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizado pelo fato de que, na ATP fosforibosiltransferase (HisG), os 233°

e 235° aminoécidos da sequéncia de aminoécidos HisG de SEQ ID NO: 16

sdo substituidos por histidina (H) e glutamina (Q), respectivamente.
10. Micro-organismo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 6 a 9, caracterizado pelo fato de que o micro-organismo do

género Corynebacterium é Corynebacterium glutamicum.

11. Método de produgdo de uma substincia-alvo, caracterizado

pelo fato de que compreende:

cultivar o micro-organismo do género Corynebacterium como
definido em qualquer uma das reivindicacdes 6 a 9, em um meio; e

recuperar a substancia-alvo do meio.

12. Método de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado

pelo fato de que a substancia-alvo € um aminodcido.
13. Método de preparacdo de uma composi¢do fermentada,

caracterizado pelo fato de que compreende fermentar cultivando-se o micro-

organismo do género Corynebacterium como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 6 a 9, em um meio.

14. Composi¢ao fermentada, caracterizada pelo fato de que

compreende um meio de cultura fermentado pelo micro-organismo do género

Corynebacterium como definido em qualquer uma das reivindicacdes 6 a 9.
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