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DESCRIPCION

Bacterias corineformes para producir L-GLU.
Fundamento de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de construccién de una cepa mutante capaz de producir dcido L-
glutdmico con alto rendimiento, y a un método de produccién de acido L-glutdmico por fermentacién con el mu-
tante.

Los métodos de construccion de cepas mutantes que pueden emplearse para producir aminodcidos por fermenta-
cion, pueden clasificarse ampliamente en dos métodos. Uno de ellos comprende introducir en un DNA mutaciones
aleatorias con un mutigeno quimico, y la otra comprende la recombinacion genética. En este dltimo método, puede
desarrollarse una cepa que tiene capacidad mejorada de produccién de la sustancia deseada, mediante intensificacién
de un gen sobre un camino metabdlico relacionado con la biosintesis de la sustancia pretendida, o por debilitacién
de un gen de una enzima relacionada con la destruccidn. A este respecto, para intensificar un gen pretendido, ha sido
utilizado, principalmente, un pldsmido capaz de replicarse de modo auténomo, independientemente del cromosoma
de una célula.

Sin embargo, el método de intensificacién con un plasmido del gen pretendido presenta problemas. En particular,
el grado de enriquecimiento del gen pretendido es variable, dependiendo del niimero de copias del propio pldsmido.
Por consiguiente, para algunos tipos de genes pretendidos, las copias son con frecuencia demasiadas y,como resultado
de ello, la expresion se hace excesiva, el crecimiento resulta seriamente inhibido o la capacidad de produccién de
la sustancia pretendida disminuye. En tales casos, aun cuando el grado de intensificacion del gen pretendido puede
hacerse disminuir usando un plasmido de un nimero de copias pequefio, la variedad del plasmido esta limitada en
muchos casos, y es imposible la regulacién que se pretende obtener del nivel de expresion del gen.

Otro problema es que, dado que la replicacion del plasmido es con frecuencia inestable, el pldsmido resulta elimi-
nado.

Por ejemplo, la Solicitud de Patente Japonesa Publicada, sin examinar, (a la que se hace referencia en esta memoria
m4s adelante como “J.P. KOKAI”) No. 61-268185, describe un DNA recombinante que comprende un fragmento de
DNA que contiene un gen que produce glutamato deshidrogenasa (GDH) (gen de glutamato deshidrogenasa) que
deriva de una bacteria corineforme que produce glutamato, y un fragmento de DNA (pldsmido) que contiene un gen
necesario para la replicacién auténoma en la célula. Asimismo estd descrito en ella que por introduccién del DNA
recombinante en una célula, puede cultivarse una cepa enriquecida en GDH para mejorar la produccién de sustancias
(tales como aminodcidos y proteinas) con microorganismos.

Por otra parte, en la Patente Japonesa No. 2.520.895, el DNA recombinante antes descrito es introducido en una
bacteria corineforme obteniendo una cepa que posee actividad enzimatica mejorada, y se produce dcido L-glutdmico
por fermentacion con la cepa. No obstante, la produccién y el rendimiento de dcido L-glutdmico eran insatisfactorios
todavia. Por tanto, se ha pedido mejorar adicionalmente la productividad de acido L-glutdmico. Se ha indicado que
la peticién ha sido alcanzada mediante la introduccién en una bacteria corineforme, de un DNA recombinante que
comprende dos tipos de genes., a saber, un gen que produce glutamato deshidrogenasa derivado desde una bacteria
corineforme que produce glutamato, y un gen de isocitrato deshidrogenasa (ICDH).

Ademis, la J.P KOKAI No. 6-502548 describe un sistema de expresion y un sistema de secrecién de Corynebacte-
rium que comprende una cepa de una bacteria corineforme y una casete secretora que comprende la primera secuencia
de DNA funcional para la expresion en la cepa, codificando la segunda secuencia de DNA aminodcidos polipépti-
dos y/o proteinas, estando insertada la tercera secuencia de DNA entre la primera secuencia de DNA y la segunda
secuencia de DNA, en el que la tercera secuencia de DNA codifica el elemento proteinico seleccionado entre PS1 y
PS2, lo que garantiza la secrecién de los aminodcidos, polipéptidos y/o proteinas. Especificamente, la secrecién de
polipéptidos esta descrita en ella y, en particular, se llevé a cabo mutagénesis de NTG con una bacteria corineforme
y un mutante resistente al 4-fluoroglutamato (4FG) que es un andlogo al glutamato, que es seleccionado y sometido a
la transformacién con PCGL141. Se describe en ella que puede obtenerse una cepa que posee una expresion intensi-
ficada de GDH de la bacterias resistentes al andlogo. También se describe en ella que se observd una mutacion en la
secuencia de los nucleétidos No. 251 a No. 266 del promotor de GDH.

Patek et al., 1996, describen la clonacién y mapeo de los promotores de cinco genes de C-glutamicum aislados
previamente. Un andlisis comparativo reveld secuencias conservadas aproximadamente 35 bp y 10 bp aguas arriba del
sitio de comienzo de la transcripcion.

Descripcion de la invencion
El objeto de la presente invencidn es proporcionar un método de construccion de un mutante capaz de intensificar

o regular adecuadamente la expresion de un gen deseado sin usar un plasmido, y capaz, asimismo, de producir 4cido
L-glutdmico con alto rendimiento, por recombinacién o mutacién génica.
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Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un promotor para la GDH capaz de comunicar capacidad de
produccién de dcido glutdmico con alto rendimiento a una cepa de una bacteria corineforme sin aumentar grandemente
la cantidad de 4cido aspartico y de alanina que se obtienen como subproductos.

Todavia otro objeto de la presente invencion es proporcionar un gen de GDH que tiene la secuencia del promotor
para GDH anteriormente descrito.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una cepa de una bacteria corineforme que posee el gen antes
descrito y que es capaz de producir 4cido L-glutdmico.

Otro objeto de la presente invencién en proporcionar un método de produccién de aminodcidos por fermentacién
en el que se usa el microorganismo que produce aminoacidos construido de ese modo.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método de fermentacién para producir dcido L-glutdmico a
bajo costo, aumentando el rendimiento de dcido L-glutdmico mediante el uso de una bacteria corineforme que produce
acido L-glutdmico.

La presente invencién ha sido completada sobre la base del descubrimiento de que los problemas anteriormente
descritos pueden ser resueltos eficazmente modificando de diversos modos el promotor de genes de realizacién de la
biosintesis del dcido L-glutdmico, situados en un cromosoma, para regular la cantidad de la expresioén de los genes
deseados. En particular, la invencién ha sido completada sobre la base del descubrimiento de que el problema descrito
puede ser resuelto eficazmente mediante la introduccién de una mutacién especifica en la regién -35 o en la regién
-10, que son regiones especificas del promotor.

Especificamente, la presente invencion se refiere a:

1. Un método de produccién de dcido L-glutdmico, que comprende la etapa de cultivar una bacteria corinefor-
me que expresa una enzima codificada por un gen que biosintetiza dcido L-glutdmico, seleccionada entre
el grupo que consiste en glutamato deshidrogenasa (GDH), citrato sintasa (CS), isocitrato deshidrogenasa
(ICDH), piruvato deshidrogenasa (PDH) y aconitasa (ACO), y en el que la secuencia del promotor de dicho
gen que biosintetiza 4cido L-glutdmico, situada en un cromosoma de la bacteria, contiene al menos una
secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en
1) la secuencia TTGTCA, TTGACA o TTGCCA en la regién -35 de la secuencia del promotor;

ii) la secuencia TATAAT en la regién -10 de la secuencia del promotor; y
1ii) una combinacién de (i) y (ii).

2. El método del parrafo 1, en el que el promotor del gen de GDH contiene al menos una secuencia seleccio-
nada entre el grupo que consiste en:

i) la secuencia TTGTCA, TTGACA o TTGCCA en la region -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y
iii)  una combinacién de (i) y (ii).

3. El método del pérrafo 1, en el que el promotor del gen de CS contiene al menos una secuencia seleccionada
entre el grupo que consiste en:

1) la secuencia TTGACA en la regién -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y
iii)  una combinacién de (i) y (ii).

4. El método del parrafo 1, en el que el promotor del gen de ICDH contiene al menos una secuencia seleccio-

nada entre el grupo que consiste en

1) la secuencia TTGACA en la regién -35 de la secuencia del promotor,

i) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y
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iii)  una combinacién de (i) y (ii).

5. El método del parrafo 1, en el que el promotor del gen de PDH contiene al menos una secuencia seleccio-
nada entre el grupo que consiste en

i) la secuencia TTGCCA en la regién -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y

iii) una combinacién de (i) y (ii).

6. Un método de produccion de acido L-glutdmico, que comprende la etapa de cultivar una bacteria corine-
forme que expresa una enzima codificada por el gen de la citrato sintasa (CS), en el que una secuencia de
promotor del gen de CS situada sobre un cromosoma de la bacteria, contiene la secuencia ATGGCT en
la regién -35 de la secuencia del promotor, y la secuencia TATAAC en la regién -10 de la secuencia del
promotor.

La memoria descriptiva especifica un método de produccion de bacterias corineformes que tienen una capacidad
mejorada de producir aminoécidos o dcidos nucleicos, que comprende las etapas de introducir una mutacién en una
secuencia del promotor de genes que realizan la biosintesis de aminodcidos o de 4cidos nucleicos, situados en el
cromosoma de una bacteria corineforme, para hacerla cercana a la secuencia de consenso, o introducir mediante
recombinacién génica un cambio en la secuencia del promotor de genes que realizan la biosintesis de aminodcidos o
de 4cidos nucleicos, situados en el cromosoma de una bacteria corineforme, para hacer a dicha secuencia préxima a
la secuencia de consenso, obteniendo mutantes del microorganismo corineforme que produce aminodcidos o dcidos
nucleicos, cultivar los mutantes y seleccionar un mutante capaz de producir en gran cantidad el aminoécido o el dcido
nucleico deseados.

La memoria descriptiva especifica también un promotor para el gen que produce la glutamato deshidrogenasa
(GDH), que posee la secuencia de (i) al menos una secuencia de DNA seleccionada entre el grupo que consiste en
CGGTCA, TTGTCA, TTGACA y TTGCCA en laregién -35, (ii) la secuencia TATAAT o la misma secuencia TATAAT
pero en la que la base de ATAAT ha sido reemplazada por otra base en la region -10, o (iii) una combinacién de (i) y
(ii), en el que la secuencia no inhibe la funcién del promotor.

La memoria descriptiva especifica también un gen que produce glutamato deshidrogenasa que posee el promotor
descrito.

La memoria descriptiva especifica también un microorganismo corineforme que produce L-glutamato, que posee
el gen antes descrito.

Descripcion breve de los dibujos

La Fig. 1 muestra el curso de construcciéon de un gen de GDH que tiene un promotor mutante.

La Fig. 2 muestra el curso de construccidon de un gen de CS que tiene un promotor mutante.

La Fig. 3 muestra el curso de construccién de un vector transportador que lleva el gen lacZ como gen informador.
Modo mejor para llevar a cabo la invencién

La expresion “microorganismo corineforme que produce dcido glutdmico” tal como se emplea en esta memoria,
incluye también bacterias que fueron clasificadas anteriormente como pertenecientes al género Brevibacterium, pero
que en la actualidad estdn integradas en el género Corynebacterium [Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 255 (1981)], asi
como bacterias del género Brevibacterium que estdn muy préximas a las del género Corynebacterium. Por tanto, los
mutantes utilizados en la presente invencion pueden ser derivados de las bacterias corineformes que producen dcido
glutdmico, del género Brevibacterium o Corynebacterium que se indican seguidamente. A las bacterias del género
Corynebacterium y a las del género Brevibacterium se hara referencia, colectivamente, como “bacterias corinefomes”
en tanto en cuanto estas bacterias no afecten a la productividad de 4cido glutdmico.

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806
Corynebacterium callunae ATCC15991
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Corynebacterium glutamicum ATCC13032
Brevibacterium divaricatum ATCC14020
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869
Corynebacterium lilium ATCC15990
Brevibacterium flavum ATCC14067
Corynebacterium melassecola ATCC17965
Brevibacterium saccharolyticum ATCC14066
Brevibacterium immariophilum ATCC14068
Brevibacterium roseum ATCC13825
Brevibacterium thiogenitalis ATCC19240
Microbacterium ammoniaphilum ATCC15354

Corynebacterium thermoaminogenes AJ12310 (FERM 9246)

Son ejemplos de enzimas efectivas que intervienen en la biosintesis GDH, citrato sintasa (CS), isocitrato deshidro-
genasa (ICDH), piruvato deshidrogenasa (PDH) y aconitasa (ACO), para la fermentacién del dcido glutdmico.

En la presente invencidn, se obtiene un mutante de una bacteria corineforme que produce aminoécidos, introdu-
ciendo una mutacién en la secuencia de un promotor de genes que realizan biosintesis, situados en el cromosoma de
una bacteria corineforme que produce dcido L-glutdmico, tal como la secuencia del promotor anteriormente descrita
para GDH, para preparar 4cido L-glutdmico, para hacer dicha secuencia préxima a una secuencia de consenso, con
un compuesto quimico o introduciendo la mutacién mediante recombinacién genética, para obtener un mutante del
microorganismo corineforme que produce 4cido L-glutdmico.

La expresioén “secuencia de consenso” es una secuencia que aparece con la maxima frecuencia en diversas se-
cuencia de promotores. Tales secuencias de consenso incluyen, por ejemplo, las de E. coli y las del Bacillus subtilis.
La secuencia de consenso de E. coli ha sido descrita por Diane K. Hawley y William R. McClure en Nuc. Acid.
Res. 11:2237-2255 (1983), y la del B. subtilis ha sido descrita por Charles ef al., en Mol. Gen. Genet. 186:339-346
(1982).

La mutacién puede ser causada o bien en solo una secuencia del promotor tal como la secuencia para GDH, o en
dos o mds secuencias del promotor tales como las secuencias para GDH, citrato sintasa (enzima que sintetiza citrato)
(CS) e isocitrato deshidrogenasa (ICDH).

En la presente invencidn, el mutante obtenido de este modo es cultivado para obtener el mutante capaz de producir
una gran cantidad de dcido L-glutdmico.

Ya ha sido explicado que en la fermentacidon de 4cido glutimico, la GDH que deriva de una microorganismo
corineforme que produce glutamato posee su propia secuencia de promotor en su regién aguas arriba (Sahm et al.,
Molecular Microbiology (1992), 6, 317-326).

Por ejemplo, el promotor para la GDH de la presente invencion, el gen de GDH que posee la secuencia de promotor
para GDH y la cepa de bacteria corineforme que produce L-glutamato, que tiene este gen, pueden obtenerse, por
ejemplo, mediante los métodos que siguen.

A saber, la cepa es sometida a una tratamiento de mutagénesis tal como irradiacion con UV, rayos X o radiacion,
o tratamiento con un mutiageno, para obtener una cepa resistente al dcido 4-fluoroglutdmico sobre un medio de cultivo
con agar, en placa, que contiene dcido 4-fluoroglutdmico. Es decir, las células mutagenizadas son sembradas en un
medio de cultivo con agar, en placas, que contiene 4cido 4-fluoroglutdmico en una concentracién tal que inhibe el
crecimiento de las células parentales, y se separa el mutante que ha crecido de este modo.

Ademds, la secuencia del promotor de genes de GDH puede ser reemplazada por secuencias modificadas de diver-
sos modos mediante mutagénesis dirigida al sitio, y se examina la relacion existente entre las secuencias respectivas y
la actividad de GDH para seleccionar de este modo aquellas que tienen alta productividad de L-glutamato.
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La secuencia de DNA de la regién -35 del promotor del gen que produce la GDH es, al menos, una secuencia de
DNA seleccionada entre el grupo que consiste en las secuencias TTGTCA, TTGACA y TTGCCA, y/o la secuencia
de DNA de la region -10 del promotor es la secuencia TATAAT.

La secuencia del promotor del gen de GDH esta descrita, por ejemplo, en la publicacién antes descrita de Sahm
et al., Molecular Microbiology (1992), 6, 317-326. Esta descrita en ella como Seq ID No. 1. La propia secuencia del
gen de GDH ha sido descrita también por Sahm et al., en Molecular Microbiology (1992), 6, 317-326, como Seq ID
No.1.

De modo semejante, la mutacién puede ser introducida en el promotor para la enzima que sintetiza citrato (CS) o
la enzima que sintetiza isocitrato (ICDH).

Por tanto, los promotores para la GDH son aquellos que tienen al menos una secuencia de DNA seleccionada entre
el grupo que consiste en las secuencias TTGTCA, TTGACA y TTGCCA en la region -35 y/o la secuencia TATAAT
en la regién -10. También se proporcionan genes para producir la glutamato deshidrogenasa, que tienen el promotor
anteriormente descrito.

Los promotores para CS son aquellos que tienen la secuencia TTGACA en la regién -35 y/o la secuencia TATAAT
en laregion -10, que no inhiben la funcién del promotor. También se proporcionan genes de CS que poseen el promotor
antes descrito.

Los promotores para ICDH son aquellos que poseen la secuencia TTGCCA o TTGACA en el primero o el segundo
promotor en la regién -35 y/o la secuencia TATAAT en el primero o el segundo promotor en la regién -10, que no
inhiben la funcién del promotor. También se proporcionan los genes icd que poseen el promotor antes descrito.

Los promotores para PDH son aquellos que tienen la secuencia TTGCCA en laregién -35 y/o la secuencia TATAAT
en la regién -10, que no inhiben la funcién del promotor, También se proporcionan genes de PDH que tienen el
promotor antes descrito.

Los promotores para la argininosuccinato sintasa son aquellos que tienen al menos una secuencia de DNA seleccio-
nada entre el grupo que consiste en las secuencias TTGCCA, TTGCTA y TTGTCA en la region -35 y/o la secuencia
TATAAT en la region -10, o la base de ATAAT de la secuencia TATTAT ha sido reemplazada por otra base, que no
inhiben la funcién del promotor. También se proporcionan genes de la argininosuccinato sintasa que tienen el promotor
antes descrito.

Puede obtenerse acido L-glutdmico cultivando una bacteria corineforme de la presente invencién, lo que produce
dcido L-glutdmico en un medio de cultivo liquido formando y acumulando con ello 4cido L-glutdmico, y recogiendo
el aminodcido desde el medio de cultivo.

El medio de cultivo liquido que se usa para cultivar la cepa de la bacteria de la presente invencion, antes descrita,
es un medio de nutricién ordinario que contiene fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, factores
de crecimiento, etc.

Las fuentes de carbono incluyen hidratos de carbono tales como glucosa, fructosa, sacarosa, melazas e hidroli-
zados de almiddn; alcoholes tales como etanol y glicerina; y dcidos orgdnicos tales como dcido acético. Las fuentes
de nitrégeno incluyen sulfato amdnico, nitrato aménico, cloruro aménico, fosfato aménico, acetato aménico, amo-
niaco, peptona, extracto de carne, extracto de levadura y liquido de macerado de maiz. Cuando se utiliza un mu-
tante auxétrofo, las sustancias requeridas se afladen al medio como los reactivos o sustancias naturales que los con-
tienen.

Las bacterias corineformes producen, habitualmente, acido L-glutdmico en condiciones de biotina reducidas. Por
tanto, la cantidad de biotina del medio estd restringida o se afiade una sustancia que inhibe el efecto de la biotina tal
como un tensioactivo o penicilina.

La fermentacién se lleva a cabo, preferiblemente, con agitacién del cultivo o agitando el cultivo con aireacion,
al tiempo que se mantiene el pH del cultivo en el intervalo de 5 a 9 durante 2 a 7 dias. El pH se regula, preferible-
mente, con urea, carbonato calcico, amoniaco gaseoso, agua amoniacal o semejante. La temperatura del cultivo es,
preferiblemente, de 24 a 37°C.

El 4cido L-glutdmico producido y acumulado de este modo en el liquido de cultivo, se recoge mediante un método
normal tal como un método que utiliza una resina de intercambio iénico o un método de cristalizacién. Especificamen-
te, el 4cido L-glutdmico se separa por adsorcion sobre una resina de intercambio aniénico o mediante cristalizacién
con neutralizacion.

Segun la presente invencién puede obtenerse dcido L-glutdmico con alto rendimiento introduciendo una mutacién
en la region del promotor de genes de biosintesis del acido L-glutdmico, de una bacteria corineforme que produce
dcido L-glutdmico, para regular la expresion de los genes deseados. Ademds, dado que en las bacterias segin la
presente no tiene lugar eliminacién alguna del gen deseado, al contrario de los casos en que se usa un pldsmido, el
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dcido L-glutdmico puede ser obtenido de modo estable con un rendimiento elevado. Asi pues, la ventaja industrial de
la invencién es grande.

Las presente invencion describe diversos promotores, en particular, promotores para GDH, capaces de comunicar el
poder de producir dcido L-glutdmico con alto rendimiento a cepas de bacterias corineformes sin aumentar la cantidad
de 4cido aspartico y de alanina que se obtienen como subproductos.

En la presente invencién, se somete a mutagénesis una bacteria corineforme que produce L-glutamato, se recoge
una cepa en la que la mutacion introducida en una regioén del promotor del gen de GDH y que es resistente al 4cido 4-
fluoroglutamico, y se cultiva la cepa obteniendo 4cido glutdmico con alto rendimiento. Asi pues, la presente invencién
es muy ventajosa desde el punto de vista industrial.

Los Ejemplos que siguen ilustran adicionalmente la presente invencion.

Ejemplo 1

Produccion de promotor mutante de GDH
Se prepar6 un promotor mutante de GDH mediante el método de mutagénesis dirigida al sitio, del modo siguiente:
(1) Preparacion de genes de GDH que poseen varios promotores mutantes

La secuencia de tipo salvaje de la region -35 y de la regién -10 de un promotor del gen de GDH de una bacteria
corineforme, se muestra en la secuencia 1. La secuencia del promotor de tipo salvaje ya ha sido indicada [Molecular
Microbiology (1992), 6, 317-326].

El método de preparacion de un plasmido que es portador del gen de GDH, que tiene un promotor mutante, es el
siguiente.

Como muestra la Fig. 1, un gen cromosémico de una cepa de tipo salvaje de una bacteria corineforme ATCC13869
preparada con el “Kit de Purificacién de DNA Gendémico Bacteriano” (Advanced Genetic Technologies Corp.) se usé
como molde para una PCR. La amplificacién génica se llevé a cabo por PCR usando secuencia aguas arriba y aguas
abajo del gen de GDH. Ambos extremos fueron transformados en extremos romos. El producto obtenido de este modo
fue insertado en el sitio Smal del plasmido pHSG399 (un producto de Takara Shuzo Co., Ltd.). Después, un origen de
replicacién tomado desde el plasmido pSAK4 que tiene el origen de replicacion capaz de replicacién en una bacteria
corineforme, fue introducido en el sitio Sall del plasmido obteniendo el pldsmido pGDH. Por este método pueden ob-
tenerse genes de GDH que tienen cada una de las secuencia de promotor anteriormente descritas, usando un cebador
que posee cada una de las secuencias de Seq ID No. 1 a Seq ID No. 6 indicadas en el Listado de Secuencias, como
el cebador aguas arriba para genes de GDH, respectivamente. Se confirmé secuenciando el fragmento amplificado
por PCR que no habia ocurrido en el fragmento amplificado una mutacién distinta de la mutacién introducida en la
secuencia del promotor. El pSAK4 se construyé del modo siguiente: el plasmido pHK4 obtenido previamente (J. P.
KOKALI No. 5-7491) que posee un origen auténomo de replicacién derivado del pldsmido pHM1519 [Agric. Biol.
Chem. 48, 2901-2903 (1984)], que es capaz de replicarse autébnomamente en microorganismos del género Coryne-
bacterium, se somete a digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Kpnl obteniendo un fragmento de DNA
que lleva el origen de replicacion. Luego el fragmento obtenido de este modo es hecho de extremos romos con el
DNA-Blunting Kit (Blunting Kit de Takara Shuzo Co., Ltd.) Después de ligacién con el engarce Sall, el producto asi
obtenido fue insertado en el sitio Sall del pldsmido pHSG299 (un producto de Takara Shuzo Co., Ltd.) obteniendo el
plasmido pSAK4.

(2) Comparacion de los grados de expresion de GDH que tiene cada una de las secuencias del promotor

Cada uno de los plasmidos preparados segtin se ha descrito anteriormente, fue introducido en cepas de tipo salvaje
de la bacteria corineforme ATCC13869 mediante el método de electroporacion (se hace referencia de J. P. KOKAI
No. 2-207791). Para comparar los grados de expresién de GDH para estas cepas, se determino la actividad especifica
de GDH mediante el método de Sahm et al., anteriormente descrito, Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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TABLA I

Cepa Secuencia del promotor | Actividad especifica Valor

-35 -10 de GDH relativo
ATCC13869| TGGTCA CATAAT 7,7 0,1
/pGDH TGGTCA CATAAT 82,7 1,0
/p6-2 CGGTCA CATAAT 33,1 0,4
/p6-4 TGGTCA TATAAT 2259 2,7
/p6-3 TTGACA TATAAT 327,2 40
/p6-7 TTGCCA TATAAT 407,0 49
/p6-8 TTGTCA TATAAT 401,3 49

Las cepas ATCC 13869/p6-2 a ATCC 13869p6-8 correspondian a las secuencias de Seq ID No. 2 a Seq ID No.
6, respectivamente. Estas secuencias eran las mismas que la secuencia No. I(tipo salvaje) excepto que las partes
subrayadas habian sido cambiadas, como sigue:

Secuencia

No. 1 5-TTAATTCTTTGTGGTCATATCTGCGACACTGC CATAATTTGAACGT-3

2. CGGTCA CATAAT
3. TGGTCA TATAAT
4 TTGACA TATAAT
5. TTGCCA TATAAT
TTGTCA TATATT

Estas eran las de DNA de doble cadena, lineal, sintético.

Ejemplo 2
Preparacion de cepas mutantes
(1) Preparacion de cepas mutantes resistentes al dcido 4-fluoroglutdmico

La cepa AJ13029 es una cepa mutante que produce dcido glutdmico y que estd descrita en el documento WO96/
06180. Aun cuando esta cepa no produce dcido glutdmico a la temperatura de cultivo de 31,5°C, produce 4cido glutdmi-
co incluso en ausencia de un inhibidor de biotina cuando la temperatura de cultivo se cambia a 37°C. En este Ejemplo,
se uso la cepa Brevibacterium lactofermentum AJ13029 como la cepa parental para preparar las cepas mutantes. No es
preciso indicar que puede usarse como cepa parental cualquiera de las cepas productoras de dcido glutdmico diferente
de la AJ13029, para prepara cepas mutantes resistentes al dcido 4-fluoroglutdmico.

La cepa AJ13029 fue cultivada en el medio de agar CM2B (Tabla 2) a 31,5°C durante 24 horas, obteniendo las
células bacterianas. Las células fueron tratadas con una solucién acuosa conteniendo 250 pg/ml de N-metil-N’-nitro-
N-nitrosoguanidina, a 30°C, durante 30 minutos. Después, una suspension de las células que tenian un grado de super-
vivencia de 1%, fue sembrada en placas del medio de cultivo con agar (Tabla 3) que contenia 4cido 4-fluoroglutdmico
(4FG). Se formaron colonias después de incubar las placas a 31,5°C durante 20 a 30 horas. En este experimento, se
preparé primeramente un medio inclinado que contenia 1 mg/ml de 4FG y después una capa del mismo medio sin
4FG se form¢6 horizontalmente sobre él. Asi se obtuvo un gradiente de concentracién de 4FG sobre la superficie del
medio con agar. Cuando la placa se inoculd con las células mutantes obtenidas segtin se ha descrito, se form6 una
linea divisoria en el borde del limite de crecimiento de la cepa. Las cepas bacterianas que formaron colonias en una
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zona que contenia 4FG de una concentracién mayor que la de la linea divisoria, fueron tomadas. De este modo se
obtuvieron alrededor de 50 cepas resistentes a 4FG partiendo de aproximadamente 10.000 células mutagenizadas.

TABLA 2
Medio de agar CM2B
Ingrediente Concentracién
Polipeptona (Nippon Seiyaku Co.) 1,0%
Extracto de levadura (Difco Co.) 1,0%
NaCl 0.5%
d-Biotina 10 pgl/l
Agar 1,5%
(pH 7,2; ajustado con KOH)
TABLA 3
Medio de agar
Componente Cantidad en un litro de agua
Glucosa 10g
MgS0,4.7H,0 19
FeS04.7H,0 0,01g
MnSQO4.4-6H,0 0,01g
Clorhidrato de tiamina 0,2 mg
d-Biotina 0,05 mg
(NH4)2,S04 509
Na HPO,4. 12H,0 719
KH,PO, 1,36 g
Agar 1549

(2) Confirmacion de la capacidad de produccion de dcido L-glutdmico de cepas mutantes resistentes a 4FG

La capacidad de produccion de 4dcido glutamico de aproximadamente 50 cepas mutantes obtenidas en (1) anterior
y de la cepa parental AJ13029, fueron confirmadas segtn se describe a continuacion.

La cepa AJ13029 y las cepas mutantes fueron cultivadas, cada una, en medio de agar CM2B a 31,5°C durante
20 a 30 horas. Un medio liquido que tenia la composicién indicada como “medio A” en la Tabla 4, fue inoculado
con las células asi obtenidas, y se comenzé el cultivo en agitacién a 31,5°C. Aproximadamente 22 horas después,
se afiadié medio de nueva aportacién de modo que la concentracién final fuera la del medio B indicado en la Tabla
4. La temperatura se cambi6 a 37°C y luego se continué el cultivo durante 24 horas aproximadamente. Una vez
completado el cultivo, se examind el cultivo con un Biotic Analyzer (un producto de Asahi Chemical Industry Co.,
Ltd.) para determinar si se habfa producido o no 4cido L-glutdmico. Se encontré asi que cuando se hubieron cultivado
las 50 cepas, se separaron dos cepas que tenian un rendimiento de dcido glutdmico superior al obtenido con las cepas
parentales y una alta actividad de GDH (cepa A y cepa B). La actividad de GDH de cada una de ellas se determind
encontrando que la actividad de GDH especifica de ambas de ellas habfa aumentado (Tabla 5). La actividad de GDH
se determiné mediante el método de E. R. Bormann et al., [Molecular Microbiol., 6, 317-326 (1996)]. Mediante
secuenciacion de los genes de GDH, se identificé que los puntos de mutacién se encontraban solamente en la regién
del promotor de GDH (Tabla 6).
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TABLA 4
Ingrediente Medio A Medio B
Glucosa 3 g/dl 5 g/dl
KH,PO4 0,14 g/l 0,14 g/l
MgSQ4.7H,0 0,04 g/l 0,04 g/di
FeS04.7H,0 0,001 g/dl 0,001 g/dl
MnSQ04.4H,0 0,001 g/di 0,001 g/di
(NH4)2S04 1,5 g/dl 2,5 g/dl
Solucién de hidrolizado de
proteina de soja 1,5 mi/di 0,38 ml/dl
Clorhidrato de tiamina 0,2 mg/mi 0,2 mg/mi
Biotina 0,3 mg/l 0,3 mg/l
Agente antiespumante 0,05 ml/l 0,05 mi/l
CaCOs; 5 g/di 5 g/dl

pH 7.0 (ajustado con KOH)
TABLA 5
Formacion de dcido glutdmico y actividad de GDH de cepas mutantes
Cepa Glu (a/dl) Actividad especifica de GDH  Valor relativo
AJ13029 2,6 7,7 1,0
FGR1 29 23,1 3,0
FGR2 3.0 259 3.4
TABLA 6
Secuencias de DNA en la region del promotor de GDH de cepas mutantes
Cepa Secuencia del promotor de GDH

-35

-10

AJ13029 TGGTCA  TTCTGTGCGACACTGC
FGR1 TGGTCA  TTCTGTGCGACACTGC
FGR2 TTGTCA  T-CTGTGCGACACTGC

CATAAT
TATAAT
TATAAT

10
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Ejemplo 3

Introduccion de una mutacion en la region del promotor del gen de CS de una bacteria corineforme que produce
glutamato

En este Ejemplo, se obtuvo una cepa que tenia un promotor intensificado para los genes que codifican la glutamato
deshidrogenasa (GDH) y la enzima que sintetiza citrato (CS).

(1) Clonacion del gen gltA

La secuencia del gen gltA de una bacteria corineforme que codifica la enzima que sintetiza citrato, ya ha sido ex-
plicada [Microbiol. 140, 1817-1828 (1994)]. Sobre la base de esta secuencia, fueron sintetizados los cebadores que se
indican en Seq ID No. 7 y Seq ID No. 8. Por otra parte, se prepar6 DNA cromosémico desde Brevibacterium lactofer-
mentum ATCC13869 usando el Kit de Purificacién de DNA Genémico Bacteriano (Advanced Genetic Technologies
Corp.). Se anadi6 agua esterilizada a una mezcla de 0,5 ug del DNA cromosémico, 10 pmol de cada uno de los oli-
gonucledtidos, 8 ul de mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno), 5 ul de tampén 10xLa Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) y 2
U de La Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) obteniendo 50 ul de “cocktail” de reaccién de PCR. El “cocktail” de reaccién
se sometié a PCR. Las condiciones de la PCR fueron: 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos,
hibridacién de extremos complementarios a 55°C durante 15 segundos y extension a 72°C durante 3 segundos, usando
el Thermal Cycler TP240 (Takara Shuzo Co., Ltd.), amplificando aproximadamente 3 Kbp de fragmentos de DNA
que contenian el gen gltA y su promotor. Los fragmentos amplificados obtenidos de este modo fueron purificados
con SUPRECO?2 (Takara Shuzo Co., Ltd.) y después hechos de extremos romos. La operacion de realizacién de ex-
tremos romos se llevé a cabo con el Blunting Kit de Takara Shuzo Co., Ltd. El fragmentos con los extremos romos
se mezclé con el pHSG399 (Takara Shuzo Co., Ltd.), y se someti6 a digestion completa con Smal para realizar la
ligacién La reaccién de ligacion se llevé a cabo con el Kit de Ligacién de DNA ver. 2 (Takara Shuzo Co., Ltd.) Una
vez completada la ligacién se realiz6 la transformacién con células competentes de E. coli IM109 (Takara Shuzo Co.,
Ltd.). Las células fueron sembradas en placas de medio L (que comprendia 10 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extracto
de bactolevadura, 5 g/l de NaCl y 15 g/l de aguar; pH 7,2) que contenian 10 pg/ml de IPTG (isopropil-8-D-tiogalacto-
pirandsido), 40 ug/ml de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactésido) y 40 ug/ml de cloranfenicol. Después de
cultivarlas durante la noche, se tomaron colonias blancas para obtener las cepas transformadas después de aislamiento
de colonias individuales.

Partiendo de las cepas transformadas se prepararon plasmidos mediante el método alcalino (Seibutsu Kogaku Jik-
ken-sho compilado por Nippon Seibutsu Kogaku-kai y publicado por Baifukan, p. 105, 1992). Se prepararon mapas
de enzimas de restriccion y el plasmido que tiene el mismo mapa de restriccién que el mapa mostrado en la Fig. 2 fue
denominado “pHSG399CS”.

(2) Introduccion de mutaciones en el promotor de gltA

Se usé el Mutan-Super Express Km (Takara Shuzo Co., Ltd.) para la introduccién de mutaciones en la regién del
de promotor de gltA. El método se describe especificamente a continuacién. Se sometié a digestion completamente el
pladsmido pHSG399CS con EcoRI y Sall obteniendo genes gltA que contienen el fragmento EcoRI-Sall, que fueron
ligados al fragmento obtenido por digestiéon completa de pKF19kM (Takara Shuzo Co., Ltd.) con EcoRI y Sall. Una
vez completada la ligacion, se llevé a cabo la transformacidn con células competentes de E. coli IM109 (Takara Shuzo
Col. Ltd.). Las células fueron sembradas en placas de medio L que contenfan 10 pg/ml de IPTG, 40 ug/ml de X-Gal y
25 pg/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche se tomaron las colonias blancas y se obtuvieron trans-
formantes mediante el aislamiento de colonias individuales. Partiendo de los transformantes se prepararon plasmidos
y el pldsmido que contenia el gen gltA se denominé pKF19CS.

Se llev6 a cabo una PCR usando como molde el plasmido pKF19CS y el DNA sintético fosforilado en 5° indicado
en la secuencia de Seq ID No. 9, Seq ID No. 10 y Seq ID No. 11, junto con el cebador de seleccién procedente del
Mutan-Super Express Km. La transformacidn se llevé a cabo con células competentes de E. coli MV 1184 (Takara
Shuzo Co., Ltd.) usando el producto de la PCR. Las células fueron sembradas en placas de medio L que contenia 25
ug/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche se tomaron las colonias y se obtuvieron transformantes
después de aislamiento de colonias individuales. Partiendo de los transformantes se preparé6 DNA plasmidico. La
secuencia de la region del promotor de gltA se determind mediante el método de Sanger [J. Mol. Biol. 143, 161 (1980)]
usando DNA sintético que poseia la secuencia de Seq ID No.12. Especificamente, la secuencia se determiné con un
Dye Terminator Sequencing Kit (Applied Biosystems) y se analizé6 mediante el Genetic Analyzer AB1310 (Applied
Biosystems). Los pldsmidos en los que la regidn del promotor de gltA habia sido reemplazada por la secuencia indicada
en la Tabla 7 fueron denominados, respectivamente, pKF19CS1, pKF19CS2 y pKF19CS4.

11
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TABLA 7
region —35 region —10
pKF19CS ATGGCT TATAGC
pKF19CS1 ATGGCT TATAAC
pKF19CS2 ATGGCT TATAAT
pKF19CS4 TTGACA TATAAT

(3) Construccion de un pldasmido de gltA mutante

Los pldsmidos pKF19CS, pKF19CS1, pKF19CS2 y pKF19CS4 construidos en la etapa (2) fueron sometidos a
digestion completa con Sall y EcoRI (Takara Shuzo Co., Ltd.) Por otra parte, el plasmido pSFK6 (Solicitud de Patente
Japonesa No. 11-69896, publicada como JP2000-26228) que tenia un origen de replicacion derivado del plasmido
PAM330 que puede replicarse autbnomamente en una bacteria corineforme (Publicacién de Patente Japonesa con el
Fin de Oposicién) ((a las que alude en lo sucesivo como “J.P. KOKATI”) No. 58-67699) se someti6 a digestién completa
con EcoRI y Sall. El fragmento obtenido se 1ligé con aproximadamente el fragmento de 2,5 kb que contenia el gltA.
Una vez completada la ligacion, se llevo a cabo la transformacién con células competentes de E. coli JM109. Las
células fueron sembradas en placas del medio L que contenia 10 ug/ml de IPTG, 40 ug/ml de X-Gal y 25 ug/ml de
kanamicina. Después de incubar durante la noche se tomaron las colonias y se obtuvieron los transformantes después
de aislamiento de colonias individuales. Partiendo de los transformantes se prepararon plasmidos. Los plasmidos que
contenian el gen gltA fueron denominados, respectivamente, pSFKC, pSFKC1, pSFKC2 y pSFKC4.

(4) Determinacion de la expresion de CS partiendo del pldsmido de gltA mutante en bacterias corineformes

El plasmido construido en la etapa (3) anterior fue introducido en la cepa de Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869. Especificamente, este tratamiento fue realizado mediante el método de impulso eléctrico (J.P. KOKAI
No. 2-07791). Los transformantes fueron seleccionados a 31°C con placas de medio CM2B (que comprendia 10 g/l
de bactotriptona, 10 g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/l de NaCl, 10 ul de biotina y 15 g/l de agar; pH 7,0) que
contenfan 25 pg/ml de kanamicina. Después de incubar durante dos dia, se tomaron las colonias y los transformantes
que contenian pSFKC, pSFKC1, pSFKC2 y pSFKC4 fueron denominados, respectivamente, BLCS, BLCS1, BLCS2
y BLCS4, respectivamente, después de aislamiento de colonias individuales. Un medio que tenfa la composicién
indicada en la Tabla 8 fue inoculado con el transformante. El cultivo se continué a 31°C y se terminé antes de que la
glucosa se hubiera consumido completamente. El liquido del cultivo se centrifugd para separar las células. Las células
se lavaron con solucién de tampé6n Tris 50 mM (pH 7.5) que contenia 200 mM de glutamato sédico y después se
suspendieron en la misma solucién tampoén. Después de tratamiento con ultrasonidos con UD-201 (TOMY) seguido
de centrifugacion (10.000 g) las células que permanecian sin romperse fueron separadas obteniendo una solucién
de la enzima cruda. La actividad de citrato sintasa puede determinarse segin Methods Enzymol. 13, 3-11 (1969).
Especificamente, la solucién de enzima cruda se afiadié a una mezcla de reaccién que contenia 100 mM de Tris.HC1
(pH 8), 0,1 mM de DTNB, 200 mM de glutamato sédico y 0,3 mM de acetil CoA, y se determind el ruido de fondo
como el aumento de absorbancia en 412 nm a 30°C, determinada mediante un espectrofotémetro U-3210 de Hitachi.
Después, se afiadi6 dcido oxalacético en una cantidad tal que su concentracion final pudiera ser 0,5 mM. Se determiné
el aumento de absorbancia en 412 nm, de lo cual se dedujo el valor del ruido de fondo para determinar la actividad
de la citrato sintasa. La concentracion de proteina de la solucién de enzima cruda se determiné mediante el Ensayo
de Proteinas (BIO-RAD). Se usé albimina de suero bovino como la proteina patrén. Los resultados se exponen en
la Tabla 9. Se confirmé que la actividad de citrato sintasa de los promotores de gitA mutantes habia aumentado en
comparacidén con la del promotor de gitA de tipo salvaje.

TABLA 8
Ingrediente Concentracion
Glucosa 50 g/l
KH2PO, 1 g/l
MnSO,.7H,0 0,4 mg/l
FeS0,4.7H,0 10 mg/l
Hidrolizados de proteina de soja 20 ml/l
Biotina 0,5 mg/l
Clorhidrato de tiamina 2 mg/l
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TABLA 9
Cepa dABS/min/mg Actividad relativa _ Actividad relativa
Tipo salvaje4 6,8 1,0
BLCSO00 38,8 5,7 1,0
BLCSO1 571 8,4 1,21
BLCS02 92,5 13,6 1,9
BLCS04 2395 35,2 4.8

(5) Introduccion del gen gltA mutante en un pldsmido sensible a la temperatura

Para integrar en un cromosoma secuencias mutantes del promotor de gitA se conoce un método en el que se utiliza
un pldsmido cuya replicacién en una bacteria corineforme es sensible a la temperatura (J.P. KOKAI No. 5-7491).
Se us6 como vector plasmidico el pSFKT2 (Solicitud de Patente Japonesa No. 11-81693 publicada como JP 2000-
270872), cuya replicacién en una bacteria corineforme es sensible a la temperatura. Se usaron como las secuencias
mutantes del promotor de gltA los plasmidos pKFCS1, pKFCS2, y pKFCS3 sometidos a digestién completa con Sall
y BstPI y hechos de extremos romos. Estos fueron ligados al pSFKT2, sometido a digestion completa con Smal.
Una vez completada la ligacion, se llevd a cabo la transformacion con células competentes de E. coli IM109 (Takara
Shuzo Co., Ltd.). Las células fueron sembradas en placas de medio L que contenia 10 ug/ml de IPTG, 40 pg/ml
de X-Gal y 25 ug/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche se tomaron las colonias blancas y los
transformantes fueron obtenidos después de aislamiento de colonias individuales. Partiendo de los transformantes
se prepararon plasmidos. Los vectores transportadores sensibles a la temperatura que contenian el gen gltA fueron
denominados, respectivamente, pSFKTC1, pSFKTC2 y pSFKTC4.

(6) Introduccion del promotor de gltA mutante en un cromosoma

pSFKTCI1, pSFKTC2 y pSFKTC4 fueron introducidos, cada uno, en la cepa de Brevibacterium lactofermentum
FGR2 mediante el método de impulso eléctrico. Los transformantes fueron seleccionados en placas de medio CM2B
que contenia 25 ug/ml de kanamicina, a 25°C. Después de introducir cada uno de los plasmidos, cada una de las cepas
obtenida fue cultivada en medio liquido CM2B, sembrada en placas de CM2B que contenia 25 ug/ml de kanamicina,
después de dilucién hasta una concentracién de 10° a 10° cfu por placa y se cultivé a 34°C. La cepa que tenia el
plasmido sensible a la temperatura se hizo sensible a la kanamicina debido a que la replicacion del pldsmido estaba
inhibida a esta temperatura y, por tanto, no podian formarse colonias. Por otra parte, la cepa que tenia DNA plasmidico
integrado en el cromosoma puedo ser seleccionada debido a que formaba colonias. Las colonias obtenidas de este
modo fueron tomadas y separadas en las respectivas colonias. Desde la cepa se extrajo el DNA cromosémico. Se
llevé a cabo una PCR usando el DNA cromosémico como molde y los cebadores de secuencia indicados como Seq
ID No. 8 y Seq ID No. 13. Aproximadamente 3 kb de fragmentos amplificados fueron confirmados. De este modo se
probd que en esta cepa el gen gltA mutante derivado del pldsmido sensible a la temperatura, habia sido integrado cerca
del gen gltA en el cromosoma hospedante mediante recombinacién homéloga. Las cepas derivadas de los plasmidos
pSFKTCI1, 2 y 4 fueron denominadas, respectivamente, BLCS11, BLCS12 y BLCS14.

(7) Preparacion de promotores de gltA sustituidos

Primeramente se obtuvieron cepas sensible a la kanamicina a partir de las cepas BLCS11, BLCS12 y BLCS14 que
tenian integrado en ellas obtenido por recombinacién homoéloga, el gen gltA mutante. Las cepas que tenian integrado
en ellas el plasmido fueron diluidas y sembradas en placas de medio CMM2B vy cultivadas luego a 34°C. Después
de la formacién de colonias, se obtuvieron réplicas de las placas usando placas de CM2B que contenian 25 pg/ml de
kanamicina, y se cultivé a 34°C. De este modo se obtuvieron cepas sensibilizadas a la kanamicina.

Se extrajo el cromosoma de la cepa sensible a la kanamicina y se llevo a cabo una PCR con cebadores que poseian
la secuencia indicada en Seq ID No. 7 y Seq ID No. 8, para preparar fragmentos del gen gltA. Los fragmentos
amplificados obtenidos de este modo fueron purificados con SUPRECO?2 (Takara Shuzo Co. Ltd.) y sometidos después
a la reaccion de secuenciacion usando un cebador de Seq ID No. 13 para determinar la secuencia de su region del
promotor. Como resultado de ello, la cepa que tenia la misma secuencia del promotor que la del plasmido pKF19CS1
de la Tabla 7, fue denominada GBO1, la cepa que tenia la misma secuencia del promotor que la del pKF19CS2 fue
denominada GBO02 y la cepa que tenia la misma secuencia del promotor que la del pKF19CS4 fue denominada GBO03.
Se ha indicado que en estas cepas, el gen gltA de tipo salvaje, localizado originariamente en el cromosoma, habia sido
escindido con el plasmido vector, mientras que el gen gltA mutante introducido por el plasmido habia permanecido en
el cromosoma cuando el plasmido y el gen gltA duplicado habian sido escindidos desde el cromosoma.
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(8) Determinacion de la actividad de citrato sintasa de cepas del promotor de gltA mutante

Las actividades de la citrato sintasa fueron determinadas tratando fias cepas FGR2, GB0O1, GB02, GB03 y FGR2/
pSFKC obtenidas en la etapa (7) del mismo modo que el de la etapa (4). Los resultados estdn indicados en la Tabla
10. Se confirm6 que la actividad de citrato sintasa de la cepa del promotor de gltA sustituido, era mayor que la de sus
cepas parentales.

TABLA 10

Cepa dABS/min/mg Actividad relativa
FGR2 7,9 1,0

GBO01 9,5 1,2

GB02 15,0 1,9

GBO03 31,6 40
FGR2/pSEKC 61.6 7.8

(9) Resultados del cultivo de cepas del promotor de gltA sustituidas

Cada una de las cepas obtenidas en la etapa (7) anterior, fue inoculada en un medio de cultivo de siembra que tenia
la composicién indicada en la Tabla 11, y el cultivo se agit6 a 31,5°C durante 24 horas. 300 ml de un medio de cultivo
principal que tenfa la composicién que se indica en la Tabla 11, fueron colocados en frascos de vidrio fermentadores,
de 500 ml, y después se esterilizé por calentamiento y se inoculé con 40 ml del cultivo de siembra segtin se ha descrito
anteriormente, El cultivo se inici6 en una temperatura de 31,5°C al tiempo que la velocidad de agitacién y el grado de
aireacion se regulaban a 800 a 1300 rpm y Y2 a 1/1 vvm, respectivamente. El pH del liquido de cultivo se mantuvo en
7,5 con amoniaco gaseoso. La temperatura se cambié a 37°C 8 horas después de la iniciacién del cultivo. El cultivo se
termino cuando la glucosa se habia consumido totalmente, en 20 a 40 horas, y se determiné la cantidad de dcido L-
glutdmico formado y acumulado en el liquido de cultivo.

Como resultado de ello, la mejora mas importante en lo referente al rendimiento de dcido L-glutdmico se confirmé
al usar las cepas GB02 y GB03 en vez de las GBO1 y FGR2/pSFKC, como muestra la Tabla 12. De estos hechos se
desprende que se habian obtenido buenos resultados introduciendo la mutacién en el promotor de gltA aumentdndose
la actividad de CS de 2 a 4 veces para la mejora del rendimiento de 4dcido glutdmico producido mediante estas cepas.

TABLA 11
Concentracion

Ingrediente Cultivo de siembra Cultivo principal
Glucosa 50 g/l 150 g/l
KH,PO4 149/l 2 g/l
MgS0O4.7H,0 0,4 g/l 1.5 g/l
FeS0,.7H,0 10 mgl/l 15 mgll
MnS04.4H,0 10 mg/l 15 mg/l
Hidrolizado de proteina de soja 20 miA 50 ml/i
Biotina 0,5 mg/l 2 mg/l
Clorhidrato de tiamina 2 _mgll 3 ma/l
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TABLA 12
Cepa Acido glutamico (g/l)
FGR2 8,9
GBO1 9,1
GB02 94
GBO03 94
FGR2/pSFKC 9.1

Ejemplo 4

Introduccion de una mutacion en la region del promotor del gen de ICDH de una bacteria corineforme que produce
glutamato

En este Ejemplo fueron producidas cepas que tenian promotores intensificados para genes que codifican glutamato
deshidrogenasa, citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa.

(1) Clonacion del gen icd

La secuencia de DNA del gen icd de una bacteria corineforme, que codifica la isocitrato deshidrogenasa, ha sido
ya esclarecida [J. Bacteriol. 177, 774-782 (1995)]. Sobre la base de esta secuencia fueron sintetizados los cebadores
indicados en Seq ID No. 14 y Seq ID No. 15. Se llev6 a cabo una PCR usando DNA cromosémico de Brevibacterium
lactofermentum ATCC 13869 como molde, amplificando aproximadamente 3 kbp de un fragmento de DNA que con-
tenfa el gen icd y su promotor. El fragmento amplificado obtenido de este modo fue sometido a digestién completa
con EcoRI y mezclado con el obtenido por digestion completa del plasmido pHSG399 (Takara Shuzo Co., Ltd.) con
EcoRlI realizando la ligacién. Una vez completada la ligacidn, se llevé a cabo la transformacién usando células com-
petentes de E. coli JM109. Las células fueron sembradas en placas de medio L que contenia 10 ug/ml de IPTG, 40
ug/ml de X-Gal y 40 pg/ml de cloranfenicol. Después de incubar durante la noche, se tomaron las colonias blancas y
los transformantes fueron obtenidos después de aislamiento de colonias individuales.

El pldsmido que es portador del gen icd fue denominado pHSG399icd.
(2) Introduccion de mutaciones en el promotor de icd

La posicién exacta del promotor del gen icd no ha sido determinada todavia. La posibilidad de aumentar el nivel
de transcripcién de mRNA del gen icd, fue investigada modificando artificialmente la secuencia aguas arriba del gen
que codifica ICDH en una secuencia semejante a la del promotor. Especificamente, fueron introducidas mutaciones en
la regién parecida a -10 existente en la secuencia de DNA aproximadamente 190 bp aguas arriba (el primer promotor)
y aproximadamente 70 bp (el segundo promotor) aguas arriba del primer ATG de la proteina de ICDH.

Se us6 el Mutan-Super Express Km (Takara Shuzo Co.m Ltd.) para la introduccién de mutacién en una regién
aguas arriba del gen icd. El método se describe especificamente a continuacion. Se someti6 a digestién completa el
plasmido pHSG399icd con Pstl obteniendo el promotor del gen icd que contenia el fragmento Pstl. Los fragmentos
fueron ligados con el fragmento obtenido por digestién completa de pKF18kM (Takara Shuzo Co., Ltd.) con Pstl. Una
vez completada la ligacién, se llevé a cabo la transformacion con células competentes de E. coli IM109 (Takara Shuzo
Co., Ltd.). Las células fueron sembradas en el medio L que contenia 10 ug/ml de IPTG, 40m pg/ml de X-Gal y 25
ug/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche se tomaron las colonias blancas y se obtuvieron transfor-
mantes después de aislamiento de colonias individuales. Partiendo de los transformantes se prepararon plasmidos y el
plasmido que contenia el promotor del gen icd fue denominado pKF18icd.

Se realiz6 una PCR usando el plasmido pKF18icd como molde y DNA sintético fosforilado en 5° que se muestra
en Seq ID No. 16, Seq ID No. 17, Seq ID No. 18, Seq ID No. 19, Seq ID No. 20 y Seq ID No. 21, y el cebador de se-
leccidn. Estos productos de la PCR fueron usados para transformar células competentes de E. coli JM109. Las células
fueron sembradas en placas de medio L que contenia 25 ug/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche,
las colonias que se formaron fueron tomadas y los transformantes fueron obtenidos después de aislamiento de colonias
individuales. Partiendo de los transformantes se preparé DNA plasmidico y se determind la secuencia de la region del
promotor de icd usando el DNA sintético que se indica en Seq ID No. 22, mediante el método de Sanger [J. Mol.
Biol., 143, 161 (1980)].Especificamente, la secuencia de DNA se determiné con el Dye Terminator Sequencing Kit
(Applied Biosystems), y se analiz6 con el Genetic Analyzer ABI310 (Applied Biosystems). Los plasmidos obtenidos
reemplazando la region del promotor de icd por la secuencia indicada en la Tabla 7, fueron denominados pKF18ICD1,
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pHF18ICD2, pKF18ICD3, pKF18ICD4, pKF18ICDS5 y pKF18ICD6, respectivamente. Entre ellos, el pKF18ICD2 fue
sometido a digestion completa con Pstl obteniendo el fragmento Pstl que contenia el promotor del gen icd. El frag-
mento fue ligado con el fragmento obtenido por digestién completa con Pstl del plasmido pKF18kM (Takara Shuzo
Co., Ltd.) Una vez completada la ligacion se llevé a cabo la transformacion con células competentes de E. coli IM109
(Takara Shuzo Co., Ltd.) Las células fueron sembradas en placas de medio L que contenia 10 pg/ml de IPTG, 40 pg/ml
de X-Gal y 25 pg/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche se tomaron las colonias blancas y las cepas
transformadas fueron obtenidas después de aislamiento de colonias individuales. Partiendo de las cepas transformadas
se prepararon plasmidos y el plasmido que contenia el promotor del gen icd fue denominado pKF18ICDM2. Se llevé
a cabo una PCR usando como molde el pldsmido pKF18ICDM?2 y el DNA sintético fosforilado en 5’ que se indica
en Seq ID No. 20 y Seq ID No. 21, y el cebador de seleccion. La transformacién de células competentes de E. coli
IM109 se llevo a cabo con el producto de la PCR. Las células fueron sembradas en placas de medio L que contenia
25 pg/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche las colonias formadas de este modo fueron tomadas
y se obtuvieron transformantes después de aislamiento de colonias individuales. Partiendo de los transformantes se
prepararon DNA plasmidicos y se determiné la secuencia de la regién del promotor de icd usando el DNA sintético
que se indica en Seq ID No. 22. Los obtenidos reemplazando la regién del promotor de icd por la secuencia que se
indica en la Tabla 13, fueron denominados, respectivamente, pKF18ICD25 y pKF18ICD26.

TABLA 13
Plasmido Primer promotor Segundo promotor
pKF18ICD GCGALT GAARGT TTTCCA CACCAT
pPKF18ICD01 GCGACT TATART TTTCCA CACCAT

pKF18ICDO2 TTGACA TATAAT TTTCCA CACCAT
PKF181ICDO3 TTGACT TAARGT TTTCCA CACCAT
pKF18ICDO4 GCGACT GAAAGT TTTCCA TATART
pKF181ICD0OS GCGACT GRAARGT TTGCCA TATRAT
pKF18ICDO6 GCGACT GRAAGT TTGARCA TATAAT
pPKF18ICD25 TTGACA TATAART TTGCCA TATAAT

OKF18ICD26  TTGACA _ TATART  TTGACA  TATAAT

(3) Construccion de pldsmidos para determinar la actividad de un promotor

Para determinar facilmente la actividad de un promotor un método posible es la determinacién indirecta de la
actividad del promotor usando un gen informador. Las propiedades deseables que se requieren del gen informador
son que la actividad pueda determinarse con facilidad, que incluso cuando se afiada un aminodcido a un extremo
N terminal la actividad no disminuya grandemente, que la reaccién de fondo no tenga lugar y que haya un sitio
de escision con una enzima de restriccién, adecuado para la manipulacién génica. Debido a que la B-galactosidasa
(LacZ) de E. coli se usa profusamente como gen informador y que las bacterias del género Corynebacterium no
poseen capacidad de asimilacién de la lactosa [J. Gen. Appl. Microbiol., 18, 399-416 (1972)], se determiné que el
gen LacZ era el gen informador 6ptimo. Después se construyé el pldsmido pNEOL que es portador de LacZ como
el gen informador (véase la Fig. 3) El proceso de construccién se describe en detalle seguidamente. Se llevé a cabo
una PCR usando como molde el DNA cromosémico obtenido de E. coli ME8459 (la cepa ME8459 fue depositada en
el National Institute of Genetics (Japén)), con el DNA sintético indicado en Seq ID No. 23 y Seq ID No. 24 como
el cebador. El producto de la PCR fue sometido a digestion completa con Smal y BamHI, se 1igé después con los
fragmentos obtenidos por digestiéon de pKF3 (Takara Shuzo Co., Ltd.) con HindIII y se obtuvieron extremos romos.
Una vez completada la ligacidn, se realiz6 la transformacién con células competentes de E. coli IM109 (Takara Shuzo
Co., Ltd.), Las células fueron sembradas en placas de medio L. que contenia 25 ug/ml de kanamicina. Después de
incubar durante la noche las colonias formadas de este modo fueron tomadas y separadas en las respectivas colonias
obteniendo la cepa transformada. El pldsmido obtenido partiendo de la cepa transformada se denominé pKF3nptIl.
Después, este plasmido se sometié a digestion con Sall. Por otra parte, el plasmido pSAK4 descrito en el Ejemplo
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1 (1) fue sometido a digestion completa con Small y Sall y se hicieron extremos romos. Estos fragmentos fueron
ligados juntos para construir el vector transportador pNEO que puede replicarse en una bacteria corineforme. Esta
plasmido era capaz de comunicar resistencia al cloranfenicol y resistencia a la kanamicina a los hospedantes. Después
el plasmido pNEO fue sometido a digestién completa con Smal y Sse83871. Los fragmentos resultantes fueron ligados
con los obtenidos mediante digestiéon completa del pMC1871 (Farmacia Biotech.) con Pstl y Smal. De este modo se
construyé el vector transportador pPNEOL, que puede replicarse en una bacteria corineforme y que tiene el gen LacZ
que carece de 8 aminoécidos en el extremo N-terminal, como gen informador (véase la Fig. 3).

(4) Determinacion de la actividad del promotor de icd mutante

Los pldsmidos que tenian el promotor de icd mutante construidos en la etapa (2) anteriormente descrita, es de-
cir los plasmidos pKF18ICD1, pKF18ICD2, pKF18ICD3, pKF18ICD4, pKF18ICDS5, pKF18ICD6, pKF18ICD25,
pKF18ICD26 y pKFICD, fueron sometidos a digestion completa con Sacll y Pstl y luego hechos de extremos romos.
Estos plasmidos fueron ligados con el fragmento obtenido por digestion de pNEOL con Smal. Una vez completada
la ligacidn, se realizd la transformacion con células competentes de E. coli IM109. Las células fueron sembradas en
placas de medio L que contenia IPTG, X-Gal y 40 ug/ml de cloranfenicol. Después de incubar durante la noche,
se tomaron las colonias azules y se obtuvieron las cepas transformadas después de aislamiento de colonias indivi-
duales.

Partiendo de las cepas transformadas se prepararon pldsmidos. Los plasmidos que tenian una estructura capaz
de producir una proteina fusionada de ICDH y LacZ fueron denominados pNEOICD1, pNEOICD2, pNEOICD3,
pNEOICD4, pNEOICDS, pNEOICD6, pNEOICD25, pNEOICD26 y pNEOLICD, respectivamente. Cada uno de es-
tos plasmidos o pNEOL fue introducido en Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 mediante el método de
impulso eléctrico. Los transformantes fueron seleccionados usando placas de medio CM2B (que comprendia 10 g/l
de bactotriptona, 10 g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/l de NaCl, 10 ug/1 de biotina y 15 g/l de agar y que tenia un
pH 7.0) conteniendo 25 ug/ml de kanamicina y 40 ug/ml de X-Gal, a 31°C, durante dos dias. Una vez completada la
introduccion, las colonias formadas de este modo fueron tomadas y aisladas como colonias individuales. Los transfor-
mantes que contenian pNEOICD1, pNEOICD2, pNEOICD3, pNEOICD4, pNEOICDS, pNEOICD6, pNEOICD25,
pNEOICD26 y pNEOLICD fueron denominados BLAC1, BLAC2, BLAC3, BLAC4, BLACS, BLAC6, BLAC25,
BLAC26, BLAC y BNEOL, respectivamente. Todos los transformantes distintos de BNEO formaron colonias azules.
Se prepararon soluciones de enzimas crudas partiendo de los transformantes del mismo modo que el de la etapa (4) del
Ejemplo 3, excepto que se us6 tampoén de lavado y de suspensién “Tampén Z” (que comprendia 10 mM de KC1, 1 mM
de MgSO,, 270 pug/100 mM de 2-ME y NaPi, y que tenfa un pH 7,5). La actividad de LacZ se determiné del modo
siguiente: se mezclé Tampon Z con la solucion de enzima cruda, se afiadié a la mezcla resultante ONPG en Tamp6n
Z teniendo la concentracion final de 0,8 mg/ml, y se determiné el aumento de la absorbancia a 420 nm, a 30°C con
un espectrofotémetro Hitachi U-3210, como la actividad de LacZ. La concentracién de proteina de la solucién de
enzima cruda se determiné mediante el Ensayo de Proteinas (BIO-RAD). Se usé albimina de suero bovino como la
proteina patrén Los resultados se indican en la Tabla 14. Se confirmé que la actividad de LacZ de la cepa que tenia
una mutacion en el promotor de icd y que expresa la proteina fusionada ICDH-LacZ, era mayor que la que expresaba
la proteina fusionada ICDH-LacZ de tipo salvaje.

TABLA 14

Cepa_ dABS/min/mg Actividad relativa
BNEOL Sin detectar 0,0
BNEOLI 42 1,0
BNEOLI-1 84 2,0
BNEOLI-2 168 4,0
BNEOLI-3 80 1,9
BNEOLI-4 126 3,0
BNEOLI-5 139 3,3
BNEOLI-6 84 2,0
BNEOLI-25 168 4,0
BNEOLI-26 170 4.0
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(5) Introduccion del gen icd mutante en un pldasmido sensible a la temperatura

Se usé el vector plasmidico pSFKT2 (Solicitud de Patente Japonesa No. 11-81693) cuya replicacién en una bac-
teria corineforme era sensible a la temperatura. Los pldsmidos pKF18ICD1, pKF18ICD2, pKF18ICD3, pKF18ICD4,
pKF18ICDS, pKF18ICD6, pKFICD2S5 y pKFICD26 fueron sometidos a digestion completa con Pstl y los fragmentos
obtenidos se usaron como las secuencias del promotor de icd mutante. Los fragmentos obtenidos de este modo fueron
ligados con pSFKT2 digerido completamente con Pstl. Una vez completada la ligacidn, se llevé a cabo la transforma-
cién con células competentes de E. coli IM109 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Las células fueron sembradas en placas de
medio L que contenfa 10 ug/ml de IPTG, 40 ug/ml de X-Gal y 25 ug/ml de kanamicina. Después de incubar durante
la noche, se tomaron las colonias blancas y se obtuvieron cepas transformadas después de aislamiento de colonias
individuales. Partiendo de las cepas transformadas se prepararon plasmidos. Los vectores transportadores, sensibles
a la temperatura, que contenian el promotor de icd fueron denominados pSFKTI1, pSFKTI2, pSFKTI3, pSFKTI4,
pSFKTIS, pSFKTI6, pSFKTI25 y pSFKTI26, respectivamente.

(6) Integracion en un cromosoma del promotor de icd mutante

Los pldsmidos construidos en la etapa (5) anterior fueron introducidos, cada uno, en la cepa de Brevibacterium
lactofermentum GB02 mediante el método de impulso eléctrico. Los transformantes fueron seleccionados con placas
de medio CM2B (que comprendia 10 g/l de bactotriptona, 10 g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/l de NaCl, 10 ug/l
de biotina y 15 g/l de agar y que tenia pH 7,0), que contenian 25 ug/ml de kanamicina, a 25°C. Una vez completada
la introduccidn, las cepas obtenidas fueron cultivadas en medio liquido CM2B, sembradas en placas de CM2B que
contenian 25 ug/ml de kanamicina después de diluir hasta una concentracién de 10° a 10° cfu por placa, y se realizé
el cultivo a 34°C. La cepa que tenia el plasmido sensible a la temperatura se hizo sensible a la kanamicina debido a
que la replicacion del plasmido estaba inhibida a esta temperatura y, por consiguiente, no podia formar colonias. Por
otra parte, la cepa que tenia el DNA plasmidico integrado en el cromosoma, pudo ser seleccionada debido a que podia
formar colonias. Las colonias obtenidas de este modo fueron tomadas y separadas en colonias aisladas. Se extrajo
desde la cepa el DNA cromosémico y se llevé a cabo una PCR usando como molde el DNA cromosémico con los
cebadores indicados en Seq ID No. 13 y Seq ID No. 15. Fueron confirmados aproximadamente 3 kb de fragmentos
amplificados. Se probé asi que en esta cepa el gen icd mutante derivado del plasmido sensible a la temperatura habia
sido integrado cerca del gen icd del cromosoma hospedante mediante recombinacién homdloga.

(7) Preparacion de cepas que tienen el promotor de icd sustituido

En primer lugar, se obtuvieron cepas sensibles a la kanamicina partiendo de las cepas que tenian el gen icd mutante
integrado en ellas mediante recombinacién homdloga, segiin se ha descrito en la etapa (6). Las cepas que tenian el
plasmido integrado en ellas fueron diluidas y sembradas en placas de CM2B y cultivadas luego a 34°C. Después de la
formacién de colonias se hicieron réplicas sobre placas de CM2B que contenfan 25 ug/ml de kanamicina y se incubd
a 34°C. De este modo se obtuvieron cepas sensibles a la kanamicina.

Se extrajo el cromosoma desde las cepas resistentes a la kanamicina y se llevé a cabo una PCR usando los cebadores
indicados en Seq ID No. 14 y Seq ID No. 15 para preparar fragmentos del gen icd. Los fragmentos amplificados
obtenidos de este modo fueron purificados con SUPRECO2 (Takara Shuzo Co., Lts.) y sometidos después a la reaccién
de secuenciacién usando el cebador indicado en Seq ID No. 22, para determinar la secuencia de su region del promotor.
Como resultado de ello, las cepas que tenian secuencia del promotor de icd derivadas desde pSFKTI1, pSFKTI2,
pSFKTI4, pSFKTIS, pSFKTI6, pSFKTI2S y pSFKTI26 fueron denominadas GCO1, GC02, GC03, GC04, GCO05,
GC06, GC25 y GC26, respectivamente. En estas cepas, cuando el plasmido y el gen icd duplicado fueron escindidos
desde el cromosoma, el gen icd de tipo salvaje, originalmente localizado sobre el cromosoma, fue escindido junto con
el plasmido vector, mientras que el gen icd mutante introducido mediante el pldsmido permanecié sobre el cromosoma.

(8) Determinacion de la actividad de la isocitrato deshidrogenasa de las cepas mutantes que tenian el promotor
de icd mutante

Se preparé una solucién de enzima cruda de ICDH usando cada una de las 8 cepas obtenidas en la etapa (7) anterior
y la cepa GB02, del mismo modo que el de la etapa (7) del Ejemplo 3. Se determinaron las actividades de ICDH del
modo siguiente: La solucién de la enzima cruda se afiadié a una solucién de reaccién que contenia 35 mM de Tris-
HCI (pH 7,5), 1,5 mM de MnSO,, 0,1 mM de NADP y 1,3 mM de 4cido isocitrico, y se determiné el aumento de
la absorbancia en 340 nm, a 30°C, con un espectrofotometro U-3210 de Hitachi, como la actividad de ICDH. La
concentracion de proteina de la solucién de enzima cruda se determiné mediante el Ensayo de Proteinas (BIO-RAD).
Se usé como proteina patrén albtimina de suero bovino. Los resultados se indican en la Tabla 15. Se confirmé que la
actividad de isocitrato deshidrogenasa de cepas de promotor de icd sustituido era mayor que la de la cepa parental.
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TABLA 15
Cepa dABS/min/mg Actividad relativa
GB02 3,9 1,0
GCOo1 8,2 2,1
GC02 19,1 4.9
GCO03 7,0 1,8
GC04 12,5 3,2
GCO05 19,1 4.9
GCO06 10,5 2,7
GC25 30,4 7,8
GC26 242 6.2

(9) Resultados del cultivo de las cepas que contienen el promotor de icd sustituido

Cada una de las 8 cepas obtenidas en la etapa (7) anterior fue cultivada del mismo modo que en la etapa (9) del
Ejemplo 3. Como resultado, se confirmé la mejora de rendimiento de dcido L-glutdmico al usar una cualquiera de
las cepas GC02, GC04, GCO5. GC25 y GC26, como muestra la Tabla 16. Se encontré se habian obtenido buenos
resultados introduciendo la mutacién en el promotor de icd, aumentdndose la actividad de ICDH hasta 3 veces por lo
menos.

TABLA 16
Cepa Acido L-glutamico (g/dl)
GB02 9,2
GCO01 9,0
GCO02 9,5
GCO03 9,1
GC04 9,4
GCO05 9,6
GCO06 9,2
GC25 9,9
GC26 9.8

Ejemplo 5

Introduccion de una mutacion en la region del promotor del gen de PDH de una bacteria corineforme que produce
glutamato

(1) Clonacion del gen pdhA procedente de bacterias corineformes

Los cebadores indicados en Seq ID No. 25 y Seq ID No. 26, fueron sintetizados seleccionando regiones que
tenfan una homologia elevada entre las subunidades EI de la piruvato deshidrogenasa (PDH) de Escherichia coli.
Pseudomonas aeruginosa 'y Mycobacterium tuberculosis. Se llevé a cabo una PCR usando como molde el cromosoma
de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869, preparado con el Kit de Purificacién de DNA Gendmico, Bacteriano
(Advanced Genetic Technologies Corp.), en las condiciones estindar de reaccién que se describen en la pdgina 8
de PCR Technology (compilada por H. Erlich y publicada por Stockton Press, 1989). La solucién de reaccién se
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someti6 a electroforesis en gel de agarosa encontrandose que se habfan amplificado aproximadamente 1,3 kilobases
de fragmento de DNA. La secuencia de ambos extremos del DNA obtenido fue determinada con el DNA sintético que
se indica en Seq ID No. 25 y Seq ID No. 26, La secuencia s determiné mediante el método de Sanger [J. Mol. Biol.,
143, 161 (1980)] con el Kit de Secuenciacion de DNA (Applied Biosystems Co.,). Una vez determinada la secuencia
se dedujo la de los aminodcidos y se comparé con la de las subunidades E1 de piruvato deshidrogenasa derivada
de cada una de las cepas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis, encontrando
una alta homologia entre ellas. Por consiguiente, se determiné que el fragmento de DNA amplificado por PCR era
parte del gen pdhA que codifica la subunidad El de la piruvato deshidrogenasa de Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869. Se llevé a cabo la clonacién de la region aguas arriba y aguas abajo del gen. El método de clonacién
fue el siguiente: Un cromosoma de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 fue sometido a digestién con las
enzimas de restriccion EcoRI, BamHI, HindlIII, Pstl, Sall y Xbal ((Takara Shuzo Co., Ltd.) obteniendo fragmentos de
DNA. Se us6 para la clonacién el Kit de clonacién in vitro LA PCR, (Takara Shuzo. Co. Ltd.), usando como cebadores
las secuencias indicadas en Seq ID No. 27 y Seq ID No. 28 del Listado de Secuencias, para clonar la region aguas
arriba, y las secuencias indicadas en Seq ID No. 29 y Seq ID No. 30 como cebadores para clonar la regién aguas
abajo. Después de llevar a cabo la PCR usando el kit, fragmentos de DNA de aproximadamente 0,5, 2,5, 3,0, 1,5
y 1,8 kilobases fueron amplificados para la regién aguas arriba partiendo de los fragmentos obtenidos por digestién
con EcoRI, Hind III, PstI, Sall y Xbal, respectivamente, y fragmentos de DNA de aproximadamente 1,5, 3,5 y 1,0
kilobases fueron amplificados para la regién aguas abajo, partiendo de los fragmentos obtenidos por digestién con
BamHI, HindIII y Pstl, respectivamente. Las secuencias de estos fragmentos de DNA fueron determinadas del mismo
modo que se ha descrito anteriormente. Se encontré que los fragmentos de DNA amplificados contenian, ademads, un
marco de lectura abierto de aproximadamente 920 aminodcidos asf como que una regién que se suponia era la regién
del promotor, se encontraba presente en la regién aguas arriba. Debido a que la secuencia de aminodcidos deducida
desde la secuencia de DNA del marco de lectura abierto es altamente homéloga con la subunidad EI conocida de la
piruvato deshidrogenasa, por ejemplo la de E. coli, resulta evidente que el marco de lectura abierto era el gen pdha que
codifica la subunidad EI de la piruvato deshidrogenasa de Brevibacterium lactofermentum ATCC13869. La secuencia
de DNA del marco de lectura abierto se muestra en SEQ ID No. 31 del Listado de Secuencias. En Seq ID No. 31 del
Listado de Secuencias, la secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de DNA, se indica también, Puesto que el
resto de metionina del extremo N-terminal de la proteina deriva de ATG que es un codén de iniciacién, habitualmente
no interviene en la funcién esencial de la proteina, y es bien sabido que el resto de metionina es separado por el efecto
de peptidasa después de la traduccién. Por consiguiente, en la proteina descrita, es posible que el resto de metionina
del extremo N-terminal haya sido separado. No obstante, la secuencia GTC estd presente en 6 bases aguas arriba
del codén ATG, indicado en Seq ID No. 31 del Listado de Secuencias y también es posible que algtin aminoécido
haya sido traducido desde este punto. Piruvato deshidrogenasas de otros microorganismos tales como E. coli estdn
compuestas de tres subunidades de E1, E2 y E3 y los genes que las codifican constituyen, en muchos casos, un operén.
Sin embargo, ningiin marco de lectura abierto fue considerado como que era la subunidad E2 y la subunidad E3 de las
piruvato deshidrogenasas de aproximadamente 3 kilobases, aguas abajo del gen pdhA. En su lugar se mostré que una
secuencia que se suponia que era un terminador, estaba presente en la regién aguas abajo del marco de lectura abierto.
Considerando estos hechos se supuso que las subunidades E2 y E3 de la piruvato deshidrogenasa de Brevibacterium
lactofermentum ATCC 13869 estaban presentes en otra region sobre el cromosoma.

(2) Construccion de un pldasmido para amplificar pdhA

Ya era evidente que la cepa obtenida mediante introduccién de un gen que codifica tres subunidades constituyentes
de la PDH de E. coli, en Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 proporciona un rendimiento aumentado de
dcido glutdmico (JP No. 10-360619, Solicitud de patente de prioridad para JP 11-356035, publicada como JP 2000-
232.890). Sin embargo, en la PDH de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869, solamente habia sido clonado el
gen pdhA que codifica la subunidad EI, y no se habia llevado a cabo examen alguno para saber si la amplificacion del
gen sola es eficaz para mejorar el rendimiento de dcido glutdmico. En estas circunstancias, se llevd a cabo un examen
para saber si la amplificacion del gen pdhA sola es eficaz para mejorar o no el rendimiento de dcido glutdmico.

Los cebadores indicados en Seq ID No. 33 y Seq ID No. 34, fueron sintetizados sobre la base de las secuencias de
DNA previamente clonadas. Se llevé a cabo una PCR usando el cromosoma de Brevibacterium lactofermentum ATCC
13869, preparado con el kit de Purificacién de DNA Genémico, Bacteriano (Advanced Genetic Technologies Corp.),
como molde, en las condiciones de reaccion estandar que se describen en la pagina 8 de PCR Technology (compilada
por H. Erlich y publicada por Stockton Press, 1989) para amplificar el gen pdhA. Entre los cebadores asi sintetizados,
la Seq ID No. 33 correspondia a la secuencia de bases No. 1397 a la No. 1416 del gen pdhA descrita en Seq ID No. 32
del Listado de Secuencias. La Seq ID No. 34 era la cadena complementaria de la secuencia de DNA correspondiente
a la secuencia de las bases No. 5355 a No. 5374 de 1a Seq ID No. 32 del Listado de Secuencias, representada desde el
lado 5°.

El producto de la PCR obtenido de este modo fue purificado por el método corriente y hecho reaccionare con
las enzimas de restriccién Sal I y EcoT22I. El fragmento fue ligado con pSFK (Solicitud de Patente No. 11-69896),
escindido con las enzimas de restriccion Sall y Pstl, y ligado con un kit de ligacién (Takara Shuzo Co. Ltd.) Después
de la transformacion con células competentes (Takara Shuzo Co. Lyd,) de E. coli JM 1009, las células fueron sembradas
en placas de medio L (que comprendia 10 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/l de NaCly 15 g/l
de agar, y que tenia un pH 7,2) que contenian 10 ug/ml de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido), 40 ug/ml de X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-8-D-galactosido) y 25 ug/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche se
tomaron las colonias blancas y se obtuvieron las cepas transformadas después de aislamiento de colonias individuales.
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Partiendo de las cepas transformadas se prepararon plasmidos mediante el método alcalino (Seibutusu Kogaku
Jikken-sho compilado por Nippon Seibutsu Kogaju kai y publicado por Baifukan, pagina 105, 1992). Se prepararon
mapas de enzimas de restriccion de fragmentos de DNA insertados en los vectores y se compararon con el mapa
de enzimas de restriccién del gen pdhA indicado en la secuencia No.32 del Listado de Secuencias. Un pldsmido que
contenia fragmentos de DNA insertados en él, que tenfa el mismo mapa de enzimas de restriccién que el del gen pdhA,
fue denominado pSFKBPDHA.

(3) Introduccion del pASFKBPDHA en Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y GC25, y evaluacion de los
experimentos de fermentacion

Las cepas Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y GC25 fueron transformadas con el plasmido pSFKBPD-
HA mediante el método de impulso eléctrico (J.P. KOKAI No. 2-207791) obteniendo las cepas transformadas. El
cultivo para producir dcido L-glutdmico se llevé a cabo del modo siguiente con las cepas transformadas ATCC
13869/pSFKBPDHA y GC25/pSFKBPDHA obtenidas introduciendo el plasmido pPSFKBPDHA en Brevibacterium
lactofermentum ATCC 13869 y GC25: Células de ATCC 13869/pSFKBPDHA y GC25/pSFKBPDHA obtenidas por
cultivo en placas del medio CM2B que contenia 25 ug/ml de kanamicina, fueron inoculadas en un medio (que com-
prendia 1 litro de agua pura que contenia 80 g de glucosa, 1 g de KH,PO,, 0,4 g de MgS0O,.7H,0, 30 g de (NH,),SO,,
0,01 g de FeSO,.7H,0, 0,01 g de MnSO,.7H,0, 15 ml de hidrolizado de proteina de soja, 200 ug de clorhidrato de
tiamina, 60 ug de biotina, 25 mg de kanamicina y 50 g de CacO; y que tenia un pH ajustado a 8,0 con KOH). Luego el
cultivo fue agitado a 31,5°C hasta que el azicar del medio se habia consumido. Los productos obtenidos fueron inocu-
lados en el medio de la misma composicién que el descrito anteriormente (para GC25/pSFK6 y GCC25/pSFKBDHA)
o el medio con Biotina eliminada de la composicién tal como el descrito anteriormente (para ATCC13869/pSFK6
y ATCC13869/pSFKBPDHA), en una cantidad de 5%, y el cultivo en agitacién se llevé a cabo a 37°C hasta que el
azicar del medio se habia consumido. Como testigo, cepas producidas por transformacién de Brevibacterium lacto-
Sfermentum ATCC13869 y GC25 con el plasmido pSFK6 previamente obtenido, capaz de replicarse auténomamente
en bacterias corineformes, mediante el método de impulso eléctrico (J.P. KOKAI No. 2-207791), fueron cultivadas del
mismo modo que se ha descrito anteriormente. Una vez completado el cultivo, se determiné la cantidad de 4cido L-
glutdmico acumulada en el medio de cultivo con el Biotic Analyzer AS-210 (un producto de Asahi Chemical Industry
Co., Ltd.). Los resultados se exponen en la Tabla 17.

TABLA 17
Cepa Rendimiento de acido L-glutamico (g/dl)

ATCC13869/pSFK6 3,6

ATCC13869/pSFKBPDHA 3,8

GC25/pSFK6 51

GC25/pSFKBPDHA 53

De estos resultados resulta evidente que incluso la amplificacion del gen pdhA solo es lo suficientemente eficaz
para mejorar el rendimiento de Glu en Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y GC25.

(4) Construccion de pldsmidos para determinar la actividad del promotor de pdhA mutado

Para producir un mutante del promotor de la piruvato deshidrogenasa (PDH), se llevé a cabo la determinacién de
la regién del promotor, previamente clonada, del gen pdhA de Brevibacterium lactofermentum ATCC13869, asi como
se realiz6 la determinacion de la diferencia en la expresién ocasionada por la modificacién de la regién del promotor,
determinando la actividad de 5-galactosidasa.

La regién del promotor del gen pdhA se supuso partiendo de la secuencia de DNA que ya habfa sido esclarecida
por clonacién. Como resultado se opind que era posible que la base No. 2252 a la No. 2257 y la No. 2279 ala No. 2284
de Seq ID No. 32 del Listado de Secuencias fueran, respectivamente, la regién -35 y la regién -10. Por tanto, fueron
sintetizados los cebadores indicados como Seq ID No. 35 y Seq ID No. 36 del Listado de Secuencias, y fragmentos
de DNA que contenian la regién del promotor del gen pdhA fueron amplificados por el método de PCR usando el
DNA cromosémico de Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 como molde. Entre los cebadores sintetizados,
Seq ID No. 35 correspondia a la secuencia que se extiende desde la base No. 2194 hasta la base No. 2221 de la Seq
ID No. 32; pero la base No. 2198 habia sido reemplazada por C, y la base No. 2200 y la base No. 2202 habfan sido
reemplazadas por G, y habia sido insertada la secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion SmaL. La
Seq ID No. 36 correspondia a la secuencia que se extiende desde la base No. 2372 hasta la base No. 2398 de Seq
ID No. 32, pero la base No. 2393 y la base No. 2394 habian sido reemplazadas por G, y la cadena complementaria
de la secuencia de DNA que tenia insertada en ella la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricciéon Smal,
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estaba representada desde el extremo 5°. Se llev6 a cabo una PCR usando como molde el cromosoma de Brevibac-
terium lactofermentum ATCC13869, preparado con el kit de Purificacién de DNA Genémico Bacteriano (Advanced
Genetic Technologies Corp.), en las condiciones estdndar de reaccién descritas en la pagina 8 de PCR Technology
(compilada por H. Erlich y publicada por Stockton Press, 1989) para amplificar la regién del promotor del gen pd-
hA. El producto de la PCR obtenido de este modo fue purificado mediante el método ordinario y hecho reaccionar
con la enzima de restricciéon Smal. Los fragmentos fueron ligados con el plasmido pNEOL que carece de la regién
del promotor del gen lacZ que podia replicarse en una bacteria corineforme y que habia sido sometido a digestién
con la enzima de restricciéon Smal, (Ejemplo 4 (3) con un Kit de Ligacién (Takara Shuzo Co., Ltd.). Después de la
transformacion con células competentes (Takara Shuzo Co., Ltd.) de E. coli JM109, las células fueron sembradas en
placas de medio L (que comprendia 10 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/l de NaCl y 15
g/l de agar y que tenia un pH de 7,2), que contenian 40 pg/ml de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-8-D-galactosi-
dasa) y 25 pg/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche, se tomaron las colonias azules y las cepas
transformadas fueron obtenidas después del aislamiento de colonias individuales. Partiendo de los transformantes
se prepararon pldsmidos mediante el método alcalino (Seibutsu Kogaku Jikken-sho compilado por Nippon Seibutsu
Kogaku-kai y publicado por Baifukan, pagina 105, 1982). Después de secuenciar fragmentos de DNA insertados en
el vector por el método habitual, el plasmido que contenia el fragmento de DNA insertado en él fue denominado
pNEOLBPDHAprol.

Ademds, fueron sintetizados los cebadores indicados como Seq ID No. 37, Seq ID No. 38 y Seq ID No. 39 del
Listado de Secuencias, para construir plasmidos en los que se suponia que una regién que era el sitio del promotor habia
cambiado a la secuencia de consenso de promotores de bacterias corineformes. Usando cada uno de los cebadores y
el cebador indicado en Seq ID No. 36, fragmentos de DNA en los que la regién del promotor del gen pdHA habia
cambiado a la secuencia de consenso, fueron amplificados mediante el método de PCR usando como molde el DNA
cromosOmico de Brevibacterium lactofermentum ATCC13896. Entre los cebadores sintetizados el de Seq ID No. 37
correspondia a la secuencia que se extiende desde la base No. 2244 hasta la base No. 2273 de Seq ID No. 32; 1a base No.
2255 habfa sido reemplazada por C, y la base No. 2257 habia sido reemplazada por A; por tanto solamente la regién
-35 habia sido cambiada a la secuencia de consenso de las bacterias corineformes. La Seq ID No. 38 correspondia
a la secuencia que se extiende desde la base No. 2249 hasta la base No. 2288 de la secuencia No.32; las bases
No. 2279 y No. 2281 habfan sido reemplazadas por T; por tanto, solamente la regién -10 habia sido cambiada a la
secuencia de consenso de las bacterias corineformes. La secuencia No. 39 correspondia a la secuencia que se extiende
desde la base No. 2249 hasta la base No. 2288 de Seq ID No. 32; la base No. 2255 habia sido reemplazada por C,
la base no. 2257 habia sido reemplazada por A y las bases No. 2279 y No. 2281 habian sido reemplazadas por T;
por tanto, ambas regiones, la region -35 y la regién -10, habian sido cambiadas a la secuencia de consenso de las
bacterias corineformes. Se llevé a cabo una PCR usando como molde cromosomas de Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869, preparados con el Kit de Purificacién de DNA Genémico Bacteriano (Advanced Genetic Technologies
Corp.), en las condiciones estandar de reaccion descritas en la pagina 8 de PCR Technology (compilado por H. Erlich
y publicado por Stockton Press, 1989), para amplificar la regién del promotor del gen pdhA con estos cebadores de
modo que la regién de promotor habia cambiado a la secuencia de consenso. Los productos de la PCR obtenidos
de este modo fueron purificados por el método habitual y hechos reaccionar con la enzima de restricciéon Smal. Los
fragmentos fueron ligados con el plasmido pNEOL que carece de la regién del promotor del gen lacZ, que podia
replicarse en una bacteria corineforme y que habia sido escindido con enzimas de restricciéon Smal, con el Kit de
Ligacién (Takara Shuzo Co., Ltd.). Después de la transformacién con células competentes (Takara Shuzo Co., Ltd.,)
de E. coli IM109, las células fueron sembradas en placas de medio-L (que comprendia 10 g/l de bactotriptona, 5
g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/l de NaCl y 15 g/l de agar y que tenia un pH de 7,2), que contenian 40 pg/ml
de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosidasa) y 25 ug/ml de kanamicina. Después de incubar durante la
noche, se tomaron las colonias azules y las cepas transformadas fueron obtenidas después del aislamiento de colonias
individuales. Partiendo de las cepas transformadas se prepararon pldsmidos mediante el método alcalino (Seibutsu
Kogaku Jikken-sho compilado por Nippon Seibutsu Kogaku-kai y publicado por Baifukan, pagina 105, 1982). Después
de secuenciar fragmentos de DNA insertados en el vector por el método habitual, el plasmido que contenia insertado
en €l los fragmentos de DNA, en los que solamente la secuencia de la region -35 habia sido cambiada a la secuencia
de consenso, fue denominado pNEOLBPDHApro35; el plasmido que contenia insertado en él fragmentos de DNA
en los que solamente la secuencia de la region -10 habia sido cambiada a la secuencia de consenso, fue denominado
pNEOLBPDHAprol10; y el plasmido que contenia insertado en él fragmentos de DNA en los que las secuencias de
ambas regiones, la regién -35 y la regién -10, habfan sido cambiadas a la secuencia de consenso, fue denominado
pNEOLBPDHApro3510.
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(5) La evaluacion de la actividad del promotor de pdhA mutado

Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 fue transformada con los pldsmidos denominados pPNEOLBPDHA-
prol, pPNEOLBPDHAprol10 y pPNEOLBPDHApro3510 mediante el método de impulso eléctrico (J.P. KOKAI No. 2-
207791) obteniendo las cepas transformadas. La actividad de 8-galactosidasa de los transformantes obtenidos se de-
terminé mediante el método descrito en el Ejemplo 4(4). Después de cambiar la secuencia de la regidn del promotor a
la secuencia de consenso, las actividades de 3-galactosidasa fueron las expuestas en la Tabla 18, en la que la actividad
enzimatica de la §-galactosidasa que tenia la region del promotor del gen pdhA se indica como 1.

TABLA 18
Cepa Actividad de B-galactosidasa (valor relativo)
ATCC13869/pNEOLBPDHApro1 1
ATCC13869/pNEOLBPDHApro10 6
ATCC13869/pNEOLBPDHApro3510 7.5

Estos resultados indican que la regién del promotor supuesta era el promotor del gen pdhA y que la expresion de
pdhA puede cambiarse (intensificarse) cambiando la secuencia de esta region a la secuencia de consenso. Este hecho
indica que la expresidon puede cambiarse, sin usar pldsmidos, cambiando la regién del promotor del gen pdhA.

(6) Construccion de pldasmidos para preparar cepas variadas de promotor

Dado que se habia probado que la expresion de pdhA puede cambiarse introduciendo mutaciones en el promotor,
se construyeron pldsmidos para preparar cepas modificadas con el promotor de pdhA. Se realizaron tres construcciones
de los plasmidos para las cepas modificadas con el promotor. Estos eran plasmidos en que la region -35, la regién -10
y ambas de ellas habian sido cambiadas a la secuencia de consenso, respectivamente.

Los cebadores indicados en Seq ID No. 40 y Seq ID No. 41, fueron sintetizados de nuevo sobre la base de la
secuencia de DNA que ya habia sido clonada. Entre los cebadores sintetizados el Seq ID No. 40 era la cadena com-
plementaria de la secuencia de DNA que correspondia a una secuencia que se extiende desde la base No. 2491 hasta
la base No. 2521 de la Seq ID No. 32, que estaba representadas desde el extremo 5’ y a la que corresponde una se-
cuencia que comprende tres A’s seguidas de cuatro T’s en el extremo 5’ terminal. La Seq ID No. 33 era la cadena
complementaria de la secuencia de DNA que correspondia a la secuencia que se extiende desde la base No. 5020 hasta
la base No. 5039 del gen pdhA de la Seq ID No. 32, que estaba representada desde el extremo 5°. Se llevé a cabo una
PCR usando como cebadores la Seq ID No. 33 y la Seq ID No. 40 y como molde el cromosoma de Brevibacterium
lactofermentum ATCC13869, preparado con el Kit de Purificacién de DNA Gendémico Bacteriano (Advanced Genetic
Technologies Corp.), en las condiciones estdndar de reaccion que estdn descritas en la pdgina 8 de PCR Technology
(compilado por H. Erlich y publicado por Stockton Press, 1989). Después, se llevo a cabo una PCR usando la Seq
ID No. 39 y la Seq ID No. 41 y el cromosoma de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869. como molde Los
producto de la PCR obtenidos de este modo fueron purificados del modo habitual. La PCR se llevé a cabo usando
como cebadores los productos de PCR obtenidos usando la Seq ID No. 33 y la Seq ID No. 40, los productos de PCR
obtenidos usando la Seq ID No. 39 y la Seq ID NO. 41 y las Seq ID No. 33 y 41. Las condiciones de la PCR fueron
las siguientes: La concentracién de estos cuatro DNAs podia ser 10 uM en el “cocktail” de reaccién, y se usé La taq
(Takara Shuzo Co., Ltd.), sin molde. Los productos de la PCR fueron purificados por el método habitual, y hechos
reaccionar con las enzimas de restricciéon Sall y Xhol. Los fragmentos obtenidos de este modo fueron ligados con los
fragmentos obtenidos por digestién con Sall del plasmido pSFKT?2 sensible a la temperatura, que puede replicarse
en una bacteria corineforme, usando el Kit de Ligacién (Takara Shuzo Co., Ltd.). Después de la transformacién con
células competentes (Takara Shuzo Co. Ltd.,) de E. coli IM109, las células fueron sembradas en placas de medio L
(que comprendia 10 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/l de NaCl y 15 g/l de agar y que
tenfa un pH de 7,2) que contenfan 10 ug/ml de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido), 40 pg/ml de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidasa) y 25 pg/ml de kanamicina. Después de incubar durante la noche, se to-
maron las colonias blancas y se obtuvieron transformantes después de aislamiento de colonias individuales. Partiendo
de los transformantes se prepararon plasmidos mediante el método alcalino (Seibutsu Kogaku Jikken-sho compilado
por Nippon Seibutsu Kogaku-kai y publicado por Baifukan, pagina 105, 1982). Después de secuenciar fragmentos de
DNA insertados en el vector, la secuencia de bases se comparé con la del gen pdhA indicada en la secuencia No. 32.
El plasmido que contenia insertado en €l fragmentos de DNA, en los que solamente las secuencias de la regién -35
y de la regién -10 del promotor habian sido cambiadas a la secuencia de consenso de las bacterias corineformes, fue
denominado pSFKTPDHApro3510.

Un plasmido en el que la region -35 del promotor del gen pdhA habia sido cambiada a la secuencia de consenso

de bacterias corineformes, y también un pldsmido en el que la regién -10 del promotor del gen pdhA habia sido
cambiada a la secuencia de consenso de bacterias corineformes, fueron construidos del mismo modo que se ha descrito
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anteriormente, excepto que la Seq ID No. 39 del Listado de Secuencias fue reemplazada por la Seq ID No. 37 y
Seq ID No. 38, respectivamente. Estos pldsmidos fueron denominados pSFKTPDHApro35 y pSFKTPDHAprol10,
respectivamente.

(7) Preparacion de cepas modificadas con promotor

Se prepararon cepas que tenian el promotor del gen pdhA modificado mediante el método de recombinacién
homoéloga usando el pldsmido para preparar cepas variadas de promotor construidas en la etapa (6) anteriormente
descrita.

En primer lugar, la cepa GC25 fue transformada con el plasmido pSFKTPDHApro3510 para preparar una cepa
modificada con el promotor mediante el método de impulso eléctrico ( J.P. KOKAI No. 2-207791). Las células fueron
sembradas en placas de medio CM2B (que comprendia 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de bactolevadura, 5 g/
de NaCl, 10 ug/ml de biotina y 15 g/l de agar y que tenia un pH de 7,2) y se realiz6 el cultivo a 25°C obteniendo cepas
transformadas. Estos transformantes fueron cultivados en medio liquido CM2B, en tubos de ensayo, durante la noche,
y luego fueron sembrados en placas de medio CM2B que contenian 25 pg/ml de kanamicina y se realiz6 el cultivo a
34°C, obteniendo una cepa causada por recombinacién inmediata que contenia el pldsmido pSFKTPDHApro3510 en
su cromosoma insertado por el método de recombinacién homéloga. Después de aislamiento de colonias individuales,
esta cepa fue cultivada en medio liquido CM2B en tubos de ensayo, durante la noche. Después de dilucién adecuada,
se sembrd en placas de medio CM2B y se realiz6 el cultivo a 31,5°C. Después de que las colonias empezaron a
aparecer, las réplicas fueron hechas en placas de medio CM2B que contenifan 25 ug/ml de kanamicina, obteniendo
cepas sensibles a la kanamicina. Puesto que pudieran haber sido producidas dos tipos de cepas, es decir, una cepa
que tuviera la secuencia de la cepa de tipo salvaje para la region del promotor del gen pdhA y otra cepa que tuviera la
mutacién introducido en ella, esta regioén fue secuenciada. De este modo se obtuvo una cepa modificada en el promotor
en la que la mutacién habia sido introducida en la regién del promotor del gen pdhA. En esta cepa, la regién -35 y la
region -10 del promotor del gen pdhA habian sido cambiadas a la secuencia de consenso de bacterias corineformes.
Esta cepa fue denominada GD3510.

Del mismo modo descrito se obtuvieron cepas en las que la regién -35 o la regién -10 del promotor del gen pdhA
habian sido cambiadas a la secuencia de consenso de bacterias corineformes, excepto que el plasmido pSFKTPD-
HApro3510 descrito para producir la cepa modificada en el promotor habia sido reemplazado por los pldsmidos
pSFKTPDHApro35 y pSFKTPDHAprol0 produciendo cepas modificadas en el promotor y estas cepas fueron de-
nominadas GD35 y GD10, respectivamente.

(8) Evaluacion de los resultados de cultivo en frasco, de cepas modificadas con el promotor del gen pdhA

El cultivo en frasco utilizado para producir dcido L-glutdmico se llevo a cabo con tres tipos de cepas modificadas
con el promotor del gen pdhA, obtenidas segtin se ha descrito antes. Cada una de las células de las cepas modificadas
con promotor, GD3510, GD35, GD10 y GC25, obtenidas por cultivo en placas de medio CM2b, fue inoculada en un
medio (que comprendia 1 litro de agua pura que contenia 30 g de glucosa, 1 g de KH,PO,, 0,4 g de MgSO,,7H,0, 30
g de (NH,),S0,, 0,01 g de FeSO,.7H,0, 0,01 g de MnSO,.7H,0, 15 ml de hidrolizado de soja, 200 ug de clorhidrato
de tiamina, 60 ug de biotina y 50 g de CaCO;, y que tenfa una pH ajustado a 8,0 con KOH). Después el cultivo se
agitd a 31,5°C hasta que el azicar del medio se hubo consumido. Los productos obtenidos fueron inoculados en un
medio de la misma composicién que el descrito anteriormente, en una cantidad de 5% y se llevé a cabo el cultivo en
agitacion a 37°C hasta que el azicar del medio se hubo consumido. Una vez completado el cultivo, se determiné la
cantidad de 4cido L-glutdmico que se habia acumulado en el liquido de cultivo, con un Biotic Analyzer AS-210 (un
producto de Asahi Chemical Industry Co., Ltd.). Los resultados se exponen en la Tabla 19.

TABLA 19
Cepa Acido glutamico (g/dl)
GC25 1,9
GD35 2,0
GD10 2,0
GD3510 2.1

Resulta evidente de los resultados expuestos que las cepas obtenidas modificadas con el promotor proporcionaban
rendimientos mejorados de Glu.
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Ejemplo 6

Introduccion de una mutacion en la region del promotor del gen GDH de una bacteria corineforme que produce
glutamato

(1) Construccion de pldasmidos de gdh mutantes

Plasmidos que tenian la secuencia del promotor de GDH de la cepa FGR1 y de la cepa FGR2 descritas en el
Ejemplo 2, fueron construidos mediante mutagénesis dirigida al sitio. Para obtener la secuencia del promotor de GDH
de la cepa FGRI, se llev6 a cabo una PCR usando el DNA sintético indicado en Seq ID No. 57 y el DNA sintético
indicado en el No. 60, como los cebadores, y el DNA cromosémico de la cepa ATCC13869 como molde; y, por otra
parte, se realizé una PCR usando el DNA sintético indicado en Seq ID No. 58 y el DNA sintético indicado en Seq ID
No. 59 como cebadores, con el DNA cromosémico de la cepa ATCC 13869 como molde. También, se llevé a cabo una
PCR usando los DNAs sintéticos indicados en Seq ID No. 57 y Seq ID No. 58 como cebadores, con una mezcla de estos
productos de PCR como molde. El producto de PCR obtenido de este modo fue insertado en el sitio Smal de pSFKT2
(Solicitud de Patente Japonesa No. 11-69896) construyendo el plasmido pSFKTG11. Para obtener la secuencia del
promotor de GDH de la cepa FGR2, se llevé a cabo una PCR usando el DNA sintético indicado en Seq ID No. 57 y
el DNA sintético indicado en Seq ID No. 62 como cebadores, y el DNA cromosémico de la cepa ATCC13869 como
molde; y, por otra parte, se realiz6 una PCR usando el DNA sintético indicado en Seq ID No. 58 y el DNA sintético
indicado en Seq ID No. 61 como cebadores y el DNA cromosémico de ATCC 13869 como molde. Ademads, se llevo
a cabo una PCR usando el DNA sintético indicado en Seq ID No. 57 y Seq ID No. 58 como cebadores, y una mezcla
de estos productos de PCR como molde. El producto de la PCR obtenido de este modo fue insertado en el sitio Smal
de pSFKT?2 (Solicitud de Patente Japonesa No. 11-69896) construyendo el plasmido pSFKTGO7. Se determinaron las
secuencias de DNA de los fragmentos insertados en los sitios Smal de pSFKTG11 y pSFKTGO7 para confirmar que
ninguna mutacién se habia introducido en otras regiones distintas de la regién del promotor de GDH.

(2) Construccion de cepas modificadas con el promotor de gdh

Luego, los plasmidos pSFKTG11 y pSFKTGO7 fueron introducidos en la cepa AJ13029 mediante el método de
impulso eléctrico, y los transformantes que crecieron en placas de medio CM2B que contenian 25 ug/ml de kanami-
cina, a 25°C, fueron seleccionados. Los transformantes fueron cultivados a 34°C para seleccionar cepas que fueran
resistentes a la kanamicina a 34°C. El hecho de que una cepa sea resistente a la kanamicina a 34°C, indica que el
pSFKTGI11 6 el pSFKTGO7 estaba integrado en el cromosoma de la cepa AJ13029. Se obtuvieron cepas sensibles a
la kanamicina desde las cepas en las que el pldsmido estaba integrado en el cromosoma. Las secuencias del promotor
de GDH de estas cepas fueron determinadas. Las cepas que tenian la misma secuencia del promotor de gdh que las de
el pSFKTG11 y el pSFKTGO7, fueron denominadas GAO1 y GA02, respectivamente.

(3) Confirmacion de la productividad de dcido L-glutdmico de cepas modificadas con el promotor de gdh
Las productividades de 4cido glutdmico de las cepas GAO1 y GAO2 y de la cepa parental AJ13029 fueron confir-

madas del mismo modo que el del Ejemplo 2 (2) anteriormente indicado. Como resultado, se reconocié una mejora
notable en la acumulacién de 4cido glutdmico en las cepas GAO1 yGA02, como muestra la tabla 23.

TABLA 23
Cepa Glu(g/dl) Actividad especifica de GDH Valor relativo
AJ13029 2,6 7,7 1,0
GAO1 3,0 22,3 2.9
GAQ2 2.9 27 35

4) Construccion de pldsmido de gdh del tipo de auto-clonacion

En primer lugar se construy6 el vector de auto-clonacién pAJ220. El pAJ226 (J. P. KOKAI No. 61-152289) se
traté con EcoRV y Pstl preparando un fragmento que contenia una regién que podia replicarse auténomamente en una
bacteria corineforme. El fragmento fue ligado con aproximadamente 0,7 kb del fragmento de DNA obtenido tratando
pAJ224 (J. P. KOKAI No. Sho 61-152289) con EcoRV y Pstl obteniendo el plasmidopAJ220. Este plasmido podia
replicarse autbnomamente en una bacteria corineforme y podia proporcionar al huésped resistencia a trimetoprima.

Se llevé a cabo una reaccién de PCR usando el DNA sintético indicado en Seq ID No. 63 y Seq ID No. 64 como
cebadores, y el DNA cromosomico de la cepa ATCC13869 de bacteria corineforme de tipo salvaje, como molde.
El fragmento del gen gdh obtenido de este modo se insertd en el sitio Ball de pAJ220 construyendo el pAJ220G.
El promotor estaba presente cerca del sitio Ball del pAJ220, y la expresion del gen insertado resulté aumentada
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dependiendo de la direccidon del gen insertado en el sitio Ball. El pAJ220G y el pGDH fueron introducidos en la cepa
ATCC 13869 mediante el método de impulso eléctrico. Las actividades de GDH de las cepas construidas de este modo
fueron determinadas por el método expuesto en la etapa (1) antes descrita. Como resultado de ello, la actividad de
GDH de 1la cepa en la que habia sido introducido el pAJ220G era, aproximadamente, 1,5 veces mayor que el de la
cepa en la que habfa sido introducido el pGDH como muestra la tabla 24.

TABLA 24
Cepa Actividad especifica de GDH Valor relativo
ATCC13869 7,7 1,0
ATCC13869/pGDH 82,7 10,7
ATCC13869/pAJ220G 1201 15,6

(5) Investigaciones sobre la influencia de la actividad de gdh sobre el rendimiento y el Asp obtenido como subpro-
ducto

El pGDH y el pAJ220G fueron introducidos en la cepa AJ13029 mediante el método de impulso eléctrico. Cada
una de estas cepas y las obtenidas en la etapa (2) anteriormente descrita, fue inoculada en un medio de cultivo de
siembra (semilla) que tenia la composicién indicada en la Tabla 22 y se llevé a cabo el cultivo en agitacién a 31,5°C
durante 24 horas, obteniendo el cultivo de siembra. 300 ml de medio para el cultivo principal, que tenfa la composicién
indicada en la Tabla 22, fueron colocados en cada uno de frascos de vidrio de fermentacién, de 500 ml, y después se
esterilizé por calentamiento. 40 ml de los cultivos de siembra descritos fueron inoculados en el medio. El cultivo
se inicié a una temperatura de 31,5°C al tiempo que la velocidad de agitacién y el grado de aireacién se regulaban,
respectivamente, en 800 a 1300 rpm y Y2 a 1/1 vvm. El pH del liquido del cultivo se mantuvo en 7,5 con amoniaco
gaseoso. La temperatura se cambié a 37°C 8 horas después de iniciar el cultivo. El cultivo se concluyé cuando la
glucosa se habia consumido completamente, en 20 a 40 horas, y se determiné la cantidad de acido L-glutdmico
producido y acumulado en el liquido de cultivo (Tabla 23). La actividad de GDH para obtener el mdximo rendimiento
fue, aproximadamente, 3 veces tan alta. Cuando la actividad de GDH se elev6 adicionalmente, el grado de mejoria
del rendimiento se redujo. Cuando la actividad de GDH se elevé hasta 16 veces, aproximadamente, el rendimiento se
redujo bastante. Los aminoacidos obtenidos como subproductos fueron analizados con el Analizador de Aminodacidos
L-8500, de Hitachi, encontrandose que a medida que se elevaba la actividad de GDH, la cantidad de dcido aspartico
y de alanina que se habfan acumulado, aumentaba. Estos resultados prueban los hechos siguientes: Para aumentar el
rendimiento de 4cido glutdmico es necesario aumentar de modo adecuado la actividad de GDH para no causar un
aumento notable de la cantidad de dcido aspartico y de alanina que se producen. Uno de los métodos eficaces para ello
comprende la introduccién de mutaciones diversas en el promotor de gdh para regular la actividad de GDH a 3 veces,
aproximadamente, tan alta como la de la cepa parental.

TABLA 25

Concentracion
Ingrediente Cultivo de siembra Cultivo principal
Glucosa 50 g/l 150 g/l
KH,PO4 1 g/l 2 g/l
MgS0,4.7H,0 0,4 g/l 1,5 g/l
FeS04.7H,0O 10 mg/l 15 mg/l
MnS0O,4.4H,0 10 mg/l 15 mg/l
Hidrolizado de proteina de soja 20 mi/l 50 mi/
Biotina 0,5 mg/l 2 mg/l
Clorhidrato de tiamina 2 mag/l 3 mg/l
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TABLA 26

Cepa Glu Asp Ala  Actividad relativa  Valor

(g/dh) (mg/di) (mg/dl) de GDH relativo
AJd 13029 8,3 49 60 7,7 1,0
GAO01 9,0 145 152 22,3 2,9
GAO02 8.9 153 155 27,0 3,5
AJ13029/pGDH 8,8 201 190 82,7 10,7
AJ13029/pAJ220G__ 7.5 290 590 120,12 15,6
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccién de dcido L-glutdmico, que comprende la etapa de cultivar una bacteria corineforme
que expresa una enzima codificada por un gen que biosintetiza dcido L-glutdmico, seleccionada entre el grupo que
consiste en glutamato deshidrogenasa (GDH), citrato sintasa (CS), isocitrato deshidrogenasa (ICDH), piruvato des-
hidrogenasa (PDH) y aconitasa (ACO), y en el que una secuencia del promotor de dicho gen que biosintetiza dcido
L-glutamico, situada sobre un cromosoma de la bacteria, contiene por lo menos una secuencia seleccionada entre el
grupo que consiste en
1) una secuencia TTGTCA, TTGACA o TTGCCA en la region -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y
iii) una combinacién de (i) y (ii).
2. El método segun la reivindicacion 1, en el que el promotor del gen de GDH contiene al menos una secuencia
seleccionada entre el grupo que consiste en:
1) una secuencia TTGTCA, TTGACA o TTGCCA en la region -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y
iii) una combinacién de (i) y (ii).
3. El método segtin la reivindicacién 1, en el que el promotor del gen de CS contiene al menos una secuencia
seleccionada entre el grupo que consiste en:
i) la secuencia TTGACA en la regién -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y
iii) una combinacién de (i) y (ii).
4. El método segtn la reivindicacién 1, en el que el promotor del gen de ICDH contiene al menos una secuencia
seleccionada entre el grupo que consiste en:
i) la secuencia TTGACA en la region -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la regién -10 de la secuencia del promotor; y
iii) una combinacién de (i) y (ii).
5. El método segtn la reivindicacién 1, en el que el promotor del gen de PDH contiene al menos una secuencia
seleccionada entre el grupo que consiste en:
i) la secuencia TTGCCA en la regién -35 de la secuencia del promotor;
ii) la secuencia TATAAT en la region -10 de la secuencia del promotor; y
iii) una combinacién de (i) y (ii).
6. Un método de produccion de dcido L-glutdmico, que comprende la etapa de cultivar una bacteria corineforme
que expresa una enzima codificada por el gen de citrato sintasa (CS), en el que una secuencia del promotor del gen de

CS colocada sobre un cromosoma de la bacteria, contiene la secuencia ATGGCT en la region -35 de la secuencia del
promotor y la secuencia TATAAC en la regién -10 de la secuencia del promotor.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Ajinomoto Co. Inc.

<120> Método de construccién de una bacteria que produce aminodcidos y método de preparacién de aminoécidos
por fermentacion con la bacteria construida que produce aminoécidos
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<130> Y1G-0426
<160> 6

<210>1

<211> 46

<212> 4cido nucleico

<400> 1

ttaattcttt gtggtcatat ctgcgacact gecataattt gaacgt

<210>2
<211> 46
<212> acido nucleico

<400> 2

ttaattcttt gcggtcatat ctgcgacact gecataattt gaacgt

<210> 3
<211> 46
<212> acido nucleico

<400> 3

ttaattcttt gtggtcatat ctgcgacact gctataattt gaacgt

<210>4
<211> 46
<212> acido nucleico

<400> 4

ttaattcttt gttgacatat ctgcgacact getataattt gaacgt

<210>5
<211> 46
<212> acido nucleico

<400> 5

ttaattcttt gttgccatat ctgcgacact getataattt gaacgt

<210> 6
<211> 46
<212> acido nucleico

<400> 6

ttaattcttt gttgtcatat ctgogacact gctataattt gaacgt
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<210> 7
<211> 30
<212> acido nucleico

<220> cebador A para la clonacién de gltA procedente de Brevibacterium lactofermentum

<400> 7

gtcgacaata gcctgaatct gttctggteg

<210> 8
<211> 30
<212> acido nucleico

<220> cebador B para la clonacién de gltA procedente de Brevibacterium lactofermentum

<400> 8
aagcttatcg acgctcccct ccccaccgtt

<210>9

<211>20

<212> 4cido nucleico

<220> cebador 1 para introducir una mutacién en el promotor de gltA

<400> 9
atcggtataa cgtgttaacc

<210> 10

<211>20

<212> 4cido nucleico

<220> cebador 2 para introducir una mutacién en el promotor de gltA

<400> 10
atcggtataa tgtgttaacc

<210> 11

<211>40

<212> &cido nucleico

<220> cebador 4 para introducir una mutacién en el promotor de gltA

<400> 11
gatttgacaa aaccgcattt atcggtataa tgtgttaacc

<210> 12

<211> 28

<212> &cido nucleico

<220> cebador de la secuencia del promotor de gltA

<400> 12

agggatccgt ccagtctcag acageatc
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<210> 13

<211> 17

<212> &cido nucleico

<220> cebador universal M13RV

<400> 13
caggaaacag ctatgac

<210> 14

<211>20

<212> 4cido nucleico

<220> cebador A para la clonaciéon de ICDH

<400> 14
gaattcgctc ccggtgcage

<210> 15

<211>20

<212> 4cido nucleico

<220> cebador B para la clonacién de ICDH

<400> 15
gatgcagaat tccttgtcgg

<210> 16

<211>28

<212> 4cido nucleico

<220> cebador 1 para introducir una mutacién en el promotor de ICD

<400> 16

tggattgctg gctataatgg tgtegtga

<210> 17

<211> 53

<212> &cido nucleico

<220> cebador 2 para introducir una mutacién en el promotor de ICD

<400> 17
caacccacgt tcagttgaca actactggat tgctggctat aatggtgteg tga

<210> 18

<211> 53

<212> &cido nucleico

<220> cebador 3 para introducir una mutacién en el promotor de ICD

<400> 18

caacccacgt tcagttgact actactggat tgctggctaa agtggtgteg tga
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<210> 19
<211>28
<212> acido nucleico

<220> cebador 4 para introducir una mutacién en el promotor de ICD
<400> 19
ggctgaaact gctataatag gcgecage

<210> 20
<211> 51
<212> acido nucleico

<220> cebador 5 para introducir una mutacién en el promotor de ICD
<400> 20
ggaaacacgg cgttgccatg cggggctgaa actgctataa taggegecag ¢

<210> 21

<211>51

<212> 4cido nucleico

<220> cebador 6 para introducir una mutacién en el promotor de ICD

<400> 21
ggaaacacgg cgttgacatg cggggctgaa actgctataa taggecgecag

<210> 22

<211>22

<212> 4cido nucleico

<220> cebador de la secuencia del promotor de ICD

<400> 22

gtgcgggtce agatgatctt ag

<210> 23

<211> 20

<212> &cido nucleico

<220> cebador A para la amplificacién de nptll

<400> 23
gggatccecgg atgaatgtca

<210> 24

<211>23

<212> &cido nucleico

<220> cebador B para la amplificacién de nptll

<400> 24

geeeggggte ggcgaagaac tee
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<210> 25
<211>23
<212> acido nucleico

<220> cebador para la amplificacion del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofermentum
<400> 25
aci gti tci atg ggi cti ggi cc

<210> 26
<211> 23
<212> acido nucleico

<220> cebador para la amplificacion del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofermentum
<400> 26
cct tei ceg tti agi gti gti cg

<210> 27

<211> 30

<212> &cido nucleico

<220> cebador para la clonacién in vitro del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 27
ttg cag tta acc acg aag gtc agg ttg tcc

<210> 28

<211> 30

<212> &cido nucleico

<220> cebador para la clonacién in vitro del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 28
tgg atg aga cca cgt gat tct ggc teg tec

<210> 29

<211> 30

<212> &cido nucleico

<220> cebador para la clonacién in vitro del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 29
aca gat cct gca cga agg cat caa cga ggc

<210> 30

<211>30

<212> &cido nucleico

<220> cebador para la clonacién in vitro del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 30

tca tcg ctg cgg gta cct cct acg cca cce
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<210> 31
<211> 2766

<212> 4cido nucleico
<213> Brevibacterium lactofermentum ATCC13869
<220> gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofermentum ATCC13869

<400> 31
atg

Met

tte
Phe

ccg

Pro

gag
Glu

cgt
Arg
65

tac

Tyr

gag
Glu

atc
Ile

att
Ile

cae
His

gce

Ala

gcqg
Ala

gag
Glu

tet
Ser

50

gca

Ala

gte
Val

gaa

Glu

atg
Mot

tece

Ser

130

tte
Phe

gat

Asp

atg

Mat

gag
Glu
35

tct

Ser

tet

Ser

aac

Asn

atg
Met

gtt
val
115

act

Thr

tte
Phe

caa

Gln

ate
Ile
20

ace

Thr

cca

Pro

gca

Ala

acc

Thr

gag
Glu
100

cac

His

tac

Tyr

ege

Arg

gca

Ala

cge

Arg

aac

Asn

gaa

Glu

aag

Lys

att
Ile

895

aag

Lys

cgc

Arg

gca
Ala

ggc
Gly

zaa

Lys

gat
Asp

gag
Glu

cgt
Arg

(344

Leu

gge
Gly

tgg
TIp

gect
Ala

55

cge
Arg
70

cca

Pro

cgt
Arg

gct
Ala

q99¢
Gly

aag

Lys

gta
val

acc

Thr

tac

Tyr

cag
Gln

gca
Ala

135

gat
Asp

ES 2335828 T3

ggt
Gly

gtg
val

atg
Mat
40

cgt
Arg

tct

Ser

tect

Ser

cgt

cga
Arg
120

gce

Ala

cac

His

ggt
Gly
10

gca
Ala
25

gat
Asp

tac

Tyr

ctt

Leu

atg
Met

cgt
Arg
105

cca

Pro

cct
Pro

cca

Pro

arg

Lys

tet

Ser

teca

Sar

cte

Leu

cece

Pro

gaa
Glu
90

tgg
Trp

g99¢
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

cce teg

Pro Ser

tat ttg

Tyr Leu

ctc gac

Leu Asp

atg ctt
Met Leu
60

cca atg
Pro Met

75

cct gaa

Pro Glu

att cge

Ile Arg

atc ggc
Ile Gly

tac gaa
TYyr Glu
140

99¢ ggc
Gly Gly

gat

Asp

aac

Asn

gga
Gly
45

cgt
Arg

acg

Thr

tte

Phe

tgg
Trp

gtc
val
125

gtt

val

gac

Asp

gac
Aap
15

gac
Asp
30

tta
Leu

ttg
Leu

tca

Ser

cca

Pro

aac
Asn

110
g9¢

Gly

ggc
Gly

cag

Gln

tct

Ser

teca

Ser

cte

Lau

ctt

Leu

ace

Thr

g9c¢
Gly

95

gca

Ala

gga
Gly

tte
Phe

ate

Ile

aac

Asn

gat
Asp

cag

Gln

gag
Glu

gac
Asp
80

gat
Asp

gce

Ala

cac

His

aac

Asn

tte
Phe

48

96

144

192

288

336

384

432

480



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

145

tte

Phe

ggt

Gly

cgt

gac

Asgp

gce
Ala

225

aag

Lys

atg

Met

cag ggc
Gln Gly

cge cott

Arg Leu

gag cag
Glu Gln

195

tte tgg
Phe Trp

210
att tac

Ile Tyr

gac acc

Asp Thr

gac gag

Asp Glu

cac

His

tet

Ser

180

ggt

Gly

gag

Glu

cag

Gla

tect

Ser

cca

Pro

gca
Ala

165

gaa

Glu

ggc

Gly

tte

Pha

gca

Ala

gac
AsSp

245

gaa

Glu

150

tca

Ser

gac

Asp

att

Ile

cca

Pro

cgt
Arg

230

cag

Gln

tca

ser

cca

Pro

gat

Amp

ceg

Pro

act

Thr

tte

Phe

cac

His

cgt

Arg

ES 2 335 828

155

ggt atg tac gca
Gly Met Tyr Ala

170

cte gat gge tte
Leu Asp Gly Phe

185

teec tac cct cac
Ser Tyr Pro Hia

200

gtg tcc atg ggt

vVal Ser Met Gly

aac cgc tac cte
Asn Arg Tyr Leu

235

gtc tgg gece ttc
Val Trp Ala Phe

250

ggt ctc atc cag

Gly Leu Ile Gln

T3

cgt

Arg

cgt

Arg

cca

Pro

ctt
Leu

220
gaa

Glu

cte

Leu

cag

Gln

gca

Ala

cag

Gln

cac
His

205

g9¢

Gly

aac

Asn

ggc

Gly

gct

Ala

tte

Phe

gaa
Glu

190

ggt

Gly

cca

Pro

cqt

Arg

gac

Asp

gca

Ala

atg
Met

175

gtt

Val

atg

Het

atg

Mat

ggqc

Gly

ggc
Gly

255

ctg

Leu

160

gag

Glu

tece

Serx

aag

Lys

gat

Asp

atc
Ile

240

qaa

Glu

aac

Asn

528

576

624

672

720

768

816



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

aac

Asn

gac

Asp

tte
Phe

305

gag

Glu

atc

Ile

gac

Asp

gca

Ala

ctg

Léu

gqa
Gly

290

tte

Phe

tgg

Trp

atg

Mot

99c¢

Gly

aag
Lys

370

gac
Asp

275

cct

Pro

cgt

Arg

gat

Asp

aac

Asn

gca
Ala

355

cte

Leau

260
aac

Asn

gte

Val

ggc

Gly

gaa

Glu

aac
Asn

340

tat

TYx

gtt

Val

ctg

Leu

cge

Arg

gca

Ala

ctt
Leu

325

ace

Thr

gtt

val

gag

Glu

acce

Thr

ggt

Gly

ggc

Gly

ctg

Lau

tce

Ser

cgt

Arg

aac

Asn

tte

Pha

aac
Asn

295

tgg

Trp

gag

Glu

gat

Asp

gag

Glu

atg
Mot

375

ES 2335828 T3

265
gtg gtt
val val

280

acc aag

Thr Lys

tct gtg

Ser Val

aag gac

Lys Asp

ggt gac
Gly Asp

345

cac ttc
His Phe

360

acc gac

Thr Aap

aac

Asn

ate

Ile

ate

Ile

cag
Gln

330

tac

Tyr

tte

Phe

gaa

Glu

tge

Cys

ate

Ile

aag

Lys

gat

Asp

cag

Gln

gga

Gly

gaa

Glu

aac

Asn

cag
Gln

300

gtt

val

gqt
Gly

acc

Thr

cgt

Arg

atc
Ile

380

ctg
Leu

285

gaa

Glu

gtt

Val

gca

Ala

tte

Phe

gac
Asp

365

tgg

TCp

270
cag

Gln

cte

Leu

tgg

Trp

ctt

Leu

aag
Lys

350

cca

Pro

aag

Lys

cgt

Arg

gag

Clu

qgt

Gly

gtt
val

335

gct

Ala

cge

Arg

ctg

Leu

cte

Leu

tce

Ser

egc
Arg

320

gag

Glu

aac

Asn

acce

Thr

cca

Pro

864

912

960

1008

1056

1104

1152



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cgt

385

ctet

Leu

g9c

Gly

atg

Met

ggc

Gly

cet
Pro

465

gaa

Glu

gge

Gly

929

Glu

tac

TYr

aag

Lys

atc
Ile

450

tac

TYT

cgt

Arg

ggc

Gly

ace

Thr

99a

Gly

aag
Lys

435

cca

Pro

tac

TYL

cgc

Arg

cac

His

aag

Lys

cte

Leu

ctg

Leu

Ile

cac

His

gca

Ala

gat

Asp

gat
Asp

405

ggce

Gly

acg

Thr

acce

Thr

cca

Pro

9cg
Ala

485

tac

TYyr
390

ege

cac

His

ctt

Leu

gat

Asp

ggt
Gly

470

cte

Leu

cge

Arg

cca

Pro

aac

Asn

gat

Asp

gag
Glu

455

gaa

Glu

ggt

Gly

ES 2 335 828 T3

aag

Lys

acce

Thr

tte

Phe

gat
Asp

440

cag

Gln

gac

Asp

ggc

cly

gtt

val

gtec

val

gaa
Glu

425

ctg

Leu

ctg

Leu

gct

Ala

tac

TYr

tac

Tyr

ate
ille

410

g9¢

Gly

aag

Lys

gag

Glu

cect

Pro

ctg

Leu

gca
Ala

395

ctt

Leu

cgt

Arg

ttg

Leu

aag

Lys

gaa
Glu

475

cca

Pro

gcc

Ala

got

Ala

aac

Asn

tte

Phe

gat
Asp

460

atce

Ile

qag

Glu

tac

Tyr

cac

Bis

gca

Ala

cge
Arg

445

cet

Pro

aag

Lys

cgt

Arg

aag

Lys

acce

Thr

ace
Thr

430

gac

Asp

tac

Tyr

tac

Tyc

egt

Arg

cga

Arg

att

Ile

cac

His

aag

Lys

ctt

Leu

atg

Met

gag
Glu

495

gct
Ala

400

aag

Lys

cag

Gln

cag

Gln

cct

Pro

aag
Lys

480

aac

Asn

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

TAC

Tyr

aag

Lys

acce

Thr

cca
Pro

545

cca

Pro

gac

Asp

ctg

Leu

GAT

Asp

99¢

Gly

tte
Phe

530

atc

Ile

ace

Thr

cac

His

cac

His

CCA

Pro

tee

Ser

aag

Lys

att

Ile

ttg

Leu

gac

Asp

gaa
Glu

595

ATT
Ile

500

gg9¢

Gly

gaa

Glu

cect

Pro

aag

Lys

ctg
Leu

580

ggc

Gly

CAG

Gln

aag

Lys

ctg

Leu

gat

Asp

ate
Ile

565

atg

Met

ate

I1le

GTT

val

cag

Gln

atg

Mot

gag
Glu

550

tac

TYE

cte

Leu

aac

Asn

CCA

Pro

cag

Gln

cge
Arg

535

gca

Ala

aac

Asn

tce

Ser

gag

Glu

ES 2335828 T3

CCA

Pro

ate
Ile

520

gat

Asp

cgt

Arg

cecg

Pro

tac

TYYX

gct
Ala

600

CTG
Leu

505

gct

Ala

aag

Lys

acc

Thr

cac

His

cgt
Arg

585

ggt
Gly

GAT

Asp

ace

Thr

ggc

Gly

tte

Phe

ggt
Gly

570

gag

Glu

tce

Ser

AAG

Lys

act

Thr

ttg

Leu

ggt
Gly

5355

cag

Gln

gca

Ala

gtg

val

10

CTT

Leu

atg

Met

gct
Ala

540

ctt

Leu

aac

Asn

cct

Pro

gca

Ala

CGC

Arg

gcg
Ala

525

gat

Asp

gac

Asp

tac

TYL

gaa

Glu

tcg
Ser

605

TCT GTC €GT

Ser

Val

S10

act

Thr

cge

Arg

tct

sSer

gtg

val

gga
Gly

590

tte

Pha

gtt

val

ctt

Leu

tgg

Trp

cct
Pro

575

cag

Gln

atc

Ila

Arg

cgt

Arg

gtc

Val

tte
Phe

560

gtt

val

ate

Ile

gct

Ala

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gcg

Ala

atc
Ile

625

gca

Ala

g9t

Gly

tce

Ser

tce

Ser

atg
Mat

705

ggt
ﬁly

610

tte

Phe

gca

Ala

cge

Arg

cct

Pro

ttt
Phe

630

tac

Tyr

ace

Thr

tac

TYX

gce

Ala

ace

Thr

gtc
val

675

gcg

Ala

gge
Gly

tee

Ser

tecg

Ser

gat

Asp

ace
Thr

660

ttg

Leu

tac

TYyr

cca

Pro

tac

Tyr

atg

Mot

caq
Gln

645

ctg

Leu

get

Ala

gag

Glu

ggc

Gly

gce

Ala

tte
Phe

630

atg

Met

acc

Thr

tce

Ser

atc

Ile

aag
Lys

710

ace
Thr

615

gga

Gly

gca

Ala

ggt

Gly

acce

Thr

gca
Ala

695

ggt

Gly

ES 2 335 828 T3

cac

His

tte

Phe

cgt

Arg

gaa

Glu

aac
Asn

680

cac

His

gaa

Glu

ggc

Gly

cag

Gln

ggc

Gly

gge
Gly

665

gag

Glu

ctg

Leu

gat

Asp

aag gcc

Lys

cge

Arg

ttc
Phe

650

cte

Leu

qgt

Gly

gtt

val

gtt

val

11

Ala

ace
Thr

635

cte

Leu

cag

Gln

gtc

val

cac

His

atc
Ila

715

atg
Mat

620

ggt

Gly

ttg

Leu

cac

His

gag

Glu

cgt
Arg

700

tac

att

Ile

gac

Asp

ggc

Gly

atg

Met

acc
Thr

685

ggc

Gly

tac

Tyr

ccq

Pro

tee

Sear

gct

Ala

gat
Asp

670

tac

Tyr

atc

Ile

ate

Ile

stg

Leu

atc

Ile

acc
Thr

655

gga
Gly

gac

Asp

gac

Asp

ace

Thr

tac

TYX

tgg
Trp

640

gca

Ala

cac

His

cca

Pro

cge

Axg

ate
Ile

720

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tac

Tyr

gaa

Glu

ggc

Gly

cte

Leu

att
Ile

785

eqgt

ttec

Phe

aac

Asn

g9¢

Gly

cat

His

aag
Lys

770

tac

TYyr

aac

Asn

gta

val

gag

Glu

ctg

Leu

gag
Glu

755

get

Ala

tce

Ser

aag

Lys

ace

Thr

cca

Pro

cac
His

740

gca

Ala

qgca

Ala

gct

Ala

gca

Ala

acc
Thr

820

ace
Thr

725

aag

Lys

aac

Asn

tce

Ser

act

Thr

cag
Gln

805

cag

Gln

cca

Pro

99¢

Gly

ate

Ile

atc

Ile

tet
Ser

790

ctg

Leu

ctg

Leu

cag

Gln

atc

Ile

ttg

Leu

ctt
Leu

775

tgg

Trp

cge

Arg

aag

Lys

ES 2335828 T3

cca

Pro

tac

Tyr

gct
Ala

760

gag

Glu

gtt

val

aac

Asn

cag

Gln

get

Ala

cte
Leu

745

tee

Ser

gct

Ala

aac

Asn

cca

Pro

ace
Thr

825

gag
Glu

730

tac

Tyr

gqt

Gly

gac

Agp

ttg

Leu

ggt

Gly

tee

Ser

12

cca

Pro

tece

Ser

gtt

val

tac

TYr

gct
Ala

795

gca

Ala

g99¢

Gly

gaa

Glu

cge

Arg

ggt

Gly

g9a
Gly

780

cge

Arg

gat

Asp

cca

Pro

gga

Gly

ggt

Gly

atg
Met

765

gtt

Val

gat

Asp

gct

Ala

tac

Tyr

ctg

Leu

gaa
Glu

750

cag

Gln

cgt

Arg

ggc

Gly

g99c¢

Gly

gtt
Val

830

gac gta 2208

Asp

735

g99¢

Gly

tgg

Trp

gce

Ala

gct

Ala

gag
Glu

815

gca

Ala

val

acc

Thr

gct

Ala

aac

Asn

get
Ala

800

gca

Ala

gtg

val

2256

2304

2352

2400

2448

2496



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tect

Ser

ggc¢

Gly

cge

Arg

gtt

Val

gtt

val

gac

Asp

gac
Asp

850

cca
Pro

865

gca

Ala

gct

Ala

tte
Phe

835

tac

YL

get

Ala

gtg

val

gct

Ala

tee

Ser

ace

Thr

gct

Ala

ctg

Leu

cag
Gln

900

act

Thr

gtt

Val

cgt

Arg

aac
Asn

885

gct

Ala

gtt tcc gta gat cca
Val Ser Val Asp Pro Asa Ala Pro Glu Glu

<210> 32
<211> 8556

<212> &cido nucleico
<213> Brevibacterium lactofermentum ATCC13869

gat ctg

Asp Leu

ctc ggt
Leu Gly

855

cge tte
Arg Phe

870

tee ctg

Ser Leu

get gag

Ala Glu

ES 2 335 828 T3

ceca
Pro

840

gca

Ala

tte

Phe

gea

Ala

aag

Lys

aac

Asn

gat

Asp

aac

Asn

cgc

Arg

tte
Phe

905

aac gct cct gag

cag

Gln

93¢

Gly

atc

Ile

gaa

Glu

890

aag

Lys

gaa

13

atec

1le

tte

Phe

gac

Asp

875

ggc

Gly

ttg

Leu

cgt

arg

ggt
Gly

860

gct

Ala

aag

Lys

gat

Asp

gaa
Glu

845

tte

Phe

gaq

Glu

atc

Ile

gat

Asp

tgg

Trp

tet

Ser

tce

Ser

gac

Asp

cct
Pro

910

gte

val

gat

ABp

att

Ile

gte

val

cca

Pro

acce

Thr

gtt
val

880

tce

Ser

895

acq

Thr

agt

Ser

2544

2592

2640

2688

2736

2766
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<400> 32

ES 2335828 T3

tcacgttacy gogatcaaca CCGCAsCCAC tacgagasga totocamacy agaccasgag
cqettetasg coogtcteat tttgoacctg coattctgtg agqatatgge aggtgetttt
teatgecact atcttggggt totcggtatt agatcttcotg ataaaaaécc gatagtttte
ttgogetaga cactaattac ggeaccgett aageatggtc gtgacecgta asacctgact
taggecattt tgatgtggtyg tagatcatat tgacgtcaat gastgaagtg actaactecg
?Cgaﬂwcﬂc atcgtctaaa aggectggge gaccacgtaa agacgggeac gucgagaaga
teatcgacge eactttacgg cteatcgaca geaatcgtee cgtoacggtc aatgeagttg
tcanagaang cggagtggea cgtgeagegy tttatcgacg ctggeccagg ctagtggate
tagtagegga agetttagat gecgggogag ctocagttgn aatagatace ccaggggaca
tcasagagac cttgattgat gggotgttta casatcagye gaasaccact ggagtctcct
atcctegtea gogatttege M"‘-‘QW"-‘-‘QI agttggtgat gtcagatcaa gaattecage
togoctaatg gaattcacat gtgaagagec gtegagaage asatattcge gogetgeaag
togogeaagn aasaggocaa atcogggegg atctagacat cgaggegtge ctogatgeaa
teottggggt gttttattac castcggtcg ogogtggagt asatttcecc gaccaaggta
caacgrancg atgeagagaa gecttggagg tgatctggea tggmatggma cottasmatto
aggttctgac gaggtgugaa geaagtigic gogegoogea cctcagtate cggatcasct
taatttcgaa gtgetgggtt ttotogogea tacccaatge gtaccgatgt geccatgage
gaaasacagg ccacgatang tticttaaaa cttategtgg cctgottcta tatttgtgeg
ccctgacggg ctegasccge cgacctgetg ggtgtaaace agotgotctt ccagotgage
taaaggegeg cacgtgettt totagmacca ccttggtgge ctcgasagea acgagtgana
tactaacaca caatctocac agacctaasa togotgeotca ggocgtggaa attagogatt
gttasgyctt cttgtttcea cgetggacga ggcaagaace ttgocaatta ccqagacgtt
cegocttggt ctgracgaga cotgocagtt gtgotgatte agagataact ocaggageca
gggctectte tttaccaatg ccaggagtca acacccagat acgaccatte tcagegaggy
agcggatgga atccacaagt ccgtcgacqa gatcgecgtc atcctegege caccagagea
gocacgacate goacageteg toggtttett catcogagtag ttectcaceg attgeatcett
cgatggacte getgatcage gtgtoggaat cttcatecca tecaatttet tgaacgatat
gaccogattg aatgecgagt agttgageat aatcctggge accttgettg actgegeeeg

gagcgtogge cactttaata atecteecteg tgtgggooee gatgtgtttt togsttacat

14

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
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ES 2 335 828 T3

ggattcaaca tqaaaccgeg gggetattga tatatocgaa ttgeacatta ccgtecaace
ggtactttga accacctttc cctggaattt tttootttte ctocoocttt acgotcanga
atcaatgaat tcaatcactg goecagegatt aactttteoga gtttteagte ttggatttee

acaattctct tcaassataat qgtggetaga tttttceatca aaccctcace asaaggacat

cagacctgta gttttatgog attocgogtca aacgtqagag asacatcaca totcacggga
aactaccega taattctttq casaactttg caaagggtaa tgaacatgea gotagtttoe
gtagasatgt tctttasana atocacasca attgecagga agoacaccga ttgatggata
cctgasator cagtgagoge accactcooe ttacgtcaca gtotgtasaa caaatctteg
gtgttgogta tocttgttaa taacttatge gttgacceat togtgeactt cggtgtgoca
caattaggta cgaccaagaa tgggeccggg aaaccgggac gtataaacqa aataaaacat
tocaacagga ggtgtggaa atg gec gat caa goa aaa Ctt ggt ggt asg ccc
Met Ala Asp Gln Ala Lys Leu Gly Gly Lys Pro

5 10

teg qat gee toct aac tte gog atg atc oge At gge gtg goa tot tat
Sar Asp Asp Ser Asn Pha Ala Met Ile Arg Asp Gly Val Ala Ser Tyr

15 20 25

ttg asc gac tca gat ocg gag gag acc aac gag tgg atg gat tca cte
Leu Asn Asp Ser Asp Pro Glu Glu Thr Asn Glu Trp Met Asp Ser Leu

30 35 40

gac gga tta ctc cag gag tct tct cea gaa cgt got cgt tac cte atg
Asp Gly Leu Leu Gln Glu Ser Sar Pro Glu Arg Ala Arg Tyr Leu Mat

45 50 35

ctt cgt ttg ctt gag cgt gca tct gea aag cge gta tet ctt coc cca
Leu Arg Leu Leu Glu Arg Ala Ser Ala Lys Arg Val Ser Leu Pro Pro

60 65 70 75

15

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2392

2440

2488

2536

2584
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atg acg tca acc gac tac gtc aas ace att cca ece tct atg gaa cct
Mst Thr Sar Thr Asp Tyr Val Aan Thr Ile Pro Thr Ser Mst Glu Pro

80 85 90

gaa ttc cca ggc gat gag gaa atg gag aag cgt tac cgt cgt tgg att
Glu Phe Pro Gly ARsp Glu Glu Mst Glu Lys Arg Tyr Arg Arg Trp lle

95 100 105

cge tgg aac goca goe ate atg gtt cac cge oot cag cga cca gge ate
Arg Trp Asn Ala Ala Ila Met Val His Arg Ala Gln Arg Pro Gly Ile

110 115 120

ggc gtc gge gFa cac att toe act tac goa g goa goc oct ¢tg tac
Cly Val Gly Gly His Ile Ser Thr Tyr Ales Gly Ala Ala Pro Leu Tyr

125 130 135

gaa gtt ggc ttc aac cac tte tte cge gge aag gat cac cca gge gge
Glu val Gly Phe Asn His Pha Phe Arg Gly Lys Asp His Pro Gly Gly

140 145 150 155

gge gac cag atc ttc ttc cag gge cac goa tea cra ggt atg tac goa
Gly Asp Gln Ils Phe Phe Gln Gly His Ala Ser Pro Gly Mst Tyr Ala

160 165 170

egt gea Tte atg qag ggt oge ctt tet gaa gac gat cte gat gge tte
Arg Ala Pha Met Glu Gly Arg Leu Ser Glu Asp Asp Leu Asp Gly Phe

175 180 185

cgt cag gaa gtt tce ogt gag cag ggt gge att ccg toe tac cct cac
Arg Gln Glu Val Ser Arg Glu Gln Gly Gly Ils Pro Sar Tyr Pro His

16

2632

2680

2728

2776

2824

2872

2920

2968
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190 195 200

cca cac ggt atg aag gac ttc tgg gag ttc cca act gtg toc atg ggt
Pro His Gly Met Lys Asp Phe Trp Glu Phe Pro Thr Val Ser Met Gly

205 210 215

ctt ggo cca atg gat goc att tac cag goa ogt ttec aac cge tac cte
Leu Gly Pro Mst Asp Ala Ile Tyr Gln Ala Arg Pha Asn Arg Tyr Leu

220 225 230 235

gaa asc cgt ggc atc aag gac acce tct gac cag cac gtc tgg goc tte
Glu Asn Arg Gly lls Lys Asp Thr Ser Asp Gln His Val Tip Ala Phe

240 245 250

ctt ggc gac ggc gaa atg gac gag cca gaa tca cgt ggt cte ate cag
Leu Gly Asp Gly Glu Met Asp Glu Pro Glu Ser Arg Gly Leu 1ls Gln

255 260 265

cag g€t gea ctg aac aac Ctg Gac aac Ctg acce ttc gtg gtt aac tgo
Gln Ala Ala Leu Asn Asn Leu Asp Asn Leu Thr Phe Val Val Asn Cys

270 275 280

aac ctg cag cgt ctc gac gga cct gtc cgc ggt aac acc aag atc ate
Asn Leu Gln Arg leu Asp Gly Pro Val Arg Gly Asn Thr Lys Ile Ile

289 290 295
cag gaa ctc gag tce tte tte gt ggo goa gue tgg tot gtg ate aag

Gln Glu Leu Glu Ser Phe Phe Arg Gly Ala Gly Trp Ser val lle Lys

300 305 310 315

17

3016

3064

112

3160

3208

3256

3304
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gtt gtt tgy ggt cgc qag tgg gat daa ctt ctg gag aag gac cag gat
Val Val Trp Gly Arg Glu Trp Asp Glu Leu Len Glu Lys Asp Gln Asp

320 325 330

ggt gca ctt gtt gag atc atg aac aac ace toc qat ggt gac tac cag
Gly Ala Laeu Val Glu Ile Met Asn Asn Thr Ser Asp Gly Asp Tyr Gln

335 340 BT

ace ttco asg got aac gac gge gea tat gtt cgt gag cac ftc tte gga
Thr Pha Lys Ala Asn Asp Gly Ala Tyr Val Arg Glu His Phe Phe Gly

350 355 360

cgt gac cca ¢g¢c acc gea aag cte gtt gag aac atg acc gac gaa gaa
Arg Asp Pro Arg Thr Ala Lys Leu Val Glu Asn Mst Thr Asp Glu Glu

365 370 375

atc tgg aag ctg cca cgt ggc gge cac dat tac cge aag gtt tac gea
1le Trp Lys Leu Pro Arg Gly Gly His Asp Tyr Arg Lys Val Tyr Ala

380 385 390 395

gee tac ang cga got ctt gag acc aag gat cge cca acc gtc ate ctt
Ala Tyr Lys Arg Ala Leu Glu Thr Lya Asp Arg Pro Thr Val Ile Leu

400 405 410

get cac acc att aag ggc tac gga ctc gge cac aac ttc gaa g ogt
Ala His Thr Ile Lys Gly Tyr Gly Leu Gly His Aan Phe Glu Gly Arg

415 420 425

aac gea acc cac cag atg aag aag ctg acg ctt gat gat ctg aag ttg

Asn Ala Thr His Gln Met Lys Lys Leu Thr Leu Asp Asp Leu Lys Lex

18

3352

3400

3448

3496

3544

3592

3640

3688
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430 435 440

ttc cge gac amg cag goc atc cca atc ace gat gag cag ctg gag aag
Phe Arg Asp Lys Gln Gly Ile Pro Ile Thr Asp Glu Gln Lew Gln Lys

445 450 455

gat oct tac ctt cct cct tac tac cac cca ggt gaa gac ¢t oct qaa
Asp Pro Tyr lLeu Pro Pro Tyr Tyr Ris Pro Gly Glu Asp Ala Pro Glu

460 465 470 475

atc aag tac atg aag gaa ogt cge gra gog ctc ggt gge tac ctg oca
Ile Lys Tyr Met Lys Glu Arg Arg Ala Ala Leu Gly Gly Tyr Leu Pro

480 485 430

gag cgt cgt gag aac tac gat cca att cag gtt cca cca ¢tg gat aag
Glu Arg Arg Glu Asn Tyr Asp Pro Ile Gln Val Pro Pro Leu Asp Lys

495 500 505

ctt cge tet gte ogt aag gge toc gge aag cag cag atc get acce act
Leu Arg Ser Val Arg Lys Gly Ser Gly Lya Gln Gin Ils Ala Thr Thr

510 515 520

atg gog act gtt cgt acc ttc aag gaa ctg atg cge gat sag ggc ttg
Mst Ala Thr Val Arg Thr Phe Lys Glu Leu Met Arg Asp Lys Gly Leu

525 530 535
gct gat cge ctt gte cca ate att cct gat gag goa cgt acc tte ggt

Ala Asp Arg Leu Val Pro Ile Ile Pro Asp Glu Ala Arg Thr Phe Gly

540 545 550 555

19

3736

3784

3832

3880

3928

3976

4024
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ctt gac tct tgg tte cca acc ttg aag atc tac aac ocg cac gyt cag
Leu Asp Ser Trp Phe Pro Thr Leu Lys Ile Tyr Asn Pro His Gly Gln

560 565 570

aac tac gtg oct gtt gac cac gac ctg atg cte tcc tac ogt gag goa
Asn Tyr Val Pro Val Asp His Asp Leu Met Leu Ser Tyr Arg Glu Ala

575 580 585

cct gaa gga cag atc ctg cac gaa ggeo atc aac gag get ggt tec gtg
Pro Glu Gly Gln Ils Lau His Glu Gly Ile Asn Glu Ala Gly Ser Val

590 595 600

gea tog ttc atc got gog ggt 2cc teo tac goc acc Cac Ggt 8ag goc
Ala Ser Phe lle Ala Ala Gly Thr Ser Tyr Ala Thr His Gly Lys Ala

605 610 615

atg att ccg ctg tac atc ttc tac teg atg ttc gga ttc cag oge acc
Mat Ils Pro Leu Tyr Ilas Phe Tyr Ser Met Phe Gly Phs Gln Arg Thr

620 625 630 635

g3t gac toe atc tgg gea gea goc gat cag atg goa cogt gge ttc cte
Gly Asp Ser Ils Trp Ala Ala Ala Asp Gln Mst Ala Arg Gly Phe Leu

640 645 650

ttg ggc gt acc gea gyt cge ace ace ctg acc ggt gaa ggc ctc cag
Leu Gly Ala Thr Ala Gly Arg Thr Thr Leu Thr Gly Glu Gly Leu Gln

655 660 665

cac atg gat gga cac tee cct gte ttg got toc acc aac gag ggt gte

His Met Asp Gly His Ser Pro Val Leu Ala Sar Thr Asn Glu Gly val

20

4072

4120

4168

416

4264

4312

4360

4408
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670 675 680

gag acc tac gac cca toc ttt gog tac gag ate gea cac ctg gtt cac
Glu Thr Tyr Asp Pro Ser Phe Ala Tyr Glu Ile Ala His Leu Val His

685 690 695

cgt gge atc gac cge atg tac ggc cca ggo aag ggt gaa gat gtt ate
Arg Gly Ile Asp Arg Met Tyr Gly Pro Gly Lys Gly Glu Asp Val 1le

700 705 710 715

tac tac atc acc atc tac amc gag cCca acc CcA Cag oca gt gag oca
Tyr Tyr Ile Thr Ile Tyr Asn Glu Pro Thr Pro Gln Pro Ala Glu Pro

720 725 730

gaa gga ctg gac gta gaa ggc ctg cac aag ggc ate tac ctc tac toc
Glu Gly Lem Asp Val Glu Gly Lem His Lys Gly Ile Tyr Leu Tyr Ser

735 740 745

cgc gyt gaa ggc acc gyc cat gag gea sac atc ttg got too ggt gtt
Arg Gly Glu Gly Thr Gly His Glu Ala Asn Ila Leu Ala Ser Gly Val

750 755 760

ggt atg cag tgg got ctc aag got gea toc ate ctt gag got gac tac
Gly Mst Gln Trp Ala Leu Lys Ala Ala Sar Ils Leu Glu Ala Asp Tyr

765 770 175

gga gtt cgt goc aac att tac toe got act tot tgg grt aac ttg get
Gly Vval Arg Ala Asn Ile Tyr Ser Ala Thr Ser Trp Val Asn Leu Ala

780 785 790 785

21

4456

4504

4552

4600

4648

4696

4744
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cgc gat oo got get cgt amc aag gea cag ctg €ge aac oca ggt gea
Arg Asp Gly Ala Ala Arg Asn Lys Ala Gln Leu Arg Asn Pro Gly Ala

800 805 810

gat gct goc gag gea tte gta ace ace caq .ctg aag cag ace toe oo
Asp Ala Gly Glu Ala Phe Val Thr Thr Gln Leu Lys Gln Thr Ser Gly

815 820 825

cca tac gtt gea gtg tct gac tte toc act gat ctg cca aae cag ate
Pro Tyr Val Ala Val Ser Asp Phe Ser Thr Asp Leu Pro Asn Gln Ile

830 835 840

cgt gaa tgg gtc cca ggc gac tac ace gtt cte ggt geca gat gge ttc
Arg Glu Trp Val Pro Gly Asp Tyr Thr Val leu Gly Ala Asp Gly Phe

845 850 855

ggt ttc tot gat acc cge oca got got cgt cge tte ttc aac ate gac
Gly Phe Ser Asp Thr Arg Pro Ala Ala Arg Arg Phe Phe Asn Ile Asp

860 865 870 875

gct gag tee att gtt gtt goa gtg ctg aac tee ctg goa cge gaa goe
Ala Glu Ser Ile val Val Ala Val Leu Asn Ser lLeu Ala Arg Glu Gly

880 885 890

aag atc gac gte toe gtt got got cag got oct gag aag ttc aag ttg
Lys Ile Asp Val Ser Val Ala Ala Gln Ala Ala Glu Lys Pha Lys Leu

895 900 905

gat gat cct ecg agt gtt tce gta gat cca aac oot oot gag gaa taaat

Asp Asp Pro Thr Ser Val Ser Val Asp Pro Asn Ala Pro Glu Glu

22

4792

4840

4888

4936

4984

3032

5080

5130
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910 915 920

cacctcaagg gacagatasa tcoogocgec agacgttagt ctggeggegy gattogtegt
saagcaaget ctttttagec gagaamcgoc ttgtcagaca atgttgegoo cttgatattg
goganctoct geagcasste gogoacagtc ascttogact tggtagoctg atctgectgy
tagacaatct ggectteoatg catcatgate aggegattge cceggegaat tgoctgttee
atgttgtgeg tgaccataag cgtagtcaga gttocatctg ccacgatctt ttoggtcaag
gtggtcacaa getctgeacg ctgtggatca agegotgegg tgtgotcate ceacageatg
attttaggtt gaqcamcc agccatcage agggaceatg cotgacgetg accgecagag

agcaaaccaa ctttggoagt gagectgttt tocagaccea gotcasggeg ctcaagttee -

tgettgaatt gotcacggeg Cttcgaggtc agtgoamage ccastccacy gogettgeeg
cgoageaacg cgatggocag attctcttca atggtgagat toggegiggt goctgecasa
ggetcotgea esacgeggec gatgragegy geASGettgt gotctgacat ctigtttacc
ttgttgocgt cyatggasst ctogecgyas toaacasgea eacggocaga aacagegttg
agcagygtgy atttaccege accgttagaa cogatgacqy tgacassatc gocctcagee
atatcgagtt tgagotgotg caacgogogg cgetcattoa cagtgocggg gaagaaggtt
ttggaaattc cgttgatgga tascatgtct taagoctcea ctgetactgg ttgettagge
tteggtgoct tggagaactt cgeacgocac Ctoggeagea gAtggegac aaccaccang
atcgeageaa ttgecttoat ategttgggg tcaaggocaa cgogeagtge tgogasaatg
atcaggeggt acgogatgge accgacgatg acagccaaca cagocascca Cacgegacge
f.g-aecgaagu tggectggec ccasaataac cgatgcgaga écg;tcacqa tqaggecaat
uccéatcgnn atatctgega agoectggta ctgagegatg agtgoaccgyg casgaccasc
agaaccattg gacagggaga tggtgaggat tttggtgmaa tccgttgasa caccaangga
ctgoeccate ggoocgttgt cgocggtgga togeagegac agtocgatat cagtgttgag
gaaccegatg acgatgagtc ccaaaaatec cactgeascq gogaggateg cogggoctae
ccatgtgocg aggaggecgy cgtegogaag cggggtgang aggttatcgg tgogeaacsa
tggeacgttc gogocaccea tgatgegeaa gttaaccgac cacascgeas teatggtcaa
eatacctgeg ageamaccat cgatcttgee cttggtgtge agoaaaccgy tgatcatgee
agogataang ccagtaacga aaccagegge agtagocata agaggaggee sgecagecat
sagagetgte geagetgttg cogogeeagt ggtcagoetg oogtcascqy tgagytogds

23

5190
5250
5310
5370
5430
5490
5550
5610
5670
5730
5790
5850
5910
5970
6030
6030
6150
6210
6270
6330
6390
6450
6510
6570
6630

6690

- 6750

6810
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<210> 33
<211>20

ES 2335828 T3

aaagttgage acacggaacyg tcamatagac goccaatgeg acaactccgt acaasceatec
gaactc;m gogeeqatea tacgogtteg gocttateca aaatetettg agggatctee
acgecetgge gototgetge atcttcgttq ateacqtagg tqaactcagt tgoagtctoe

- acaqgeatgy ttgetgggte ttogoegtec tgeagaatac goagagocat ctogecagte

tggeggocan gotoggtgta atcgatacce agggttacca gtgegocace ctcaacagtg
ceggactcag caccgatcac agggatctge ttotgotcag caacctgaac cagagaagas
ataccggana caaccatgtt gtcagttgga acgtagatga catcascate gocgagaget
teeacagoct getgaatcte gttcacggta gtgacegtct gagtattaac ggacegocee
agtggcteag cagocttggt gaccteateg acctgeacct gagagttgac ctoaccagac
gegtagacga tgeogatgga ctttgogtea ggaaccaget gotgeaaasg ctocaactge
tgoteaateg gtgegatatc agaagtaccg gtgacgtttc cgoeaggtqe tteattagaa
tocaceaget ctgocgacac tgeatoggta actgoggtga caggactgy gatatcagtg
atattctgeg cagttgecty tgetgetgga gttgeascag ccascacgag atccamatty
tcagaagoga actgotgaga astagtcagt geagtgooct gotogocgtt agogttttge
tcatcaaagy tgacgtcaac goctgoctct tcaamagott cottgasacc agtggtoget
geatcaagtg cagggtgetg aacasgetgg ttgutgocaa ctoggtaaga gtogocacct
gcageatcag tggaggtgga gotgtcactg gaatcgottg agoacgaege caacgocasg
gogocaacag taaagatget tgogagtace ttcgancggg eagaasacat ageacatctc
cttasagtgt tattttcasa aaggggraga cagegtcasc acatgtctcg gatasagaac
catatgtgaa atgtctcatg atttasacta cttgttctac cagtcatatg cgeaattecc
cctggatate cogeaggaca tggacamaat gggtggatag cgggtgeacc aattcastct
tttasaggee ctagacaccg cgatttoctt aatcgatcat taaagaggga toctotoece
taacaascct ccaugacta' gagtggggaa caccatgasc grttcctcaa atasacceag
tgactctgac ogegastate ticeatcaga actcaccegy Ctegttggee agyggegact
cgatctagat acttaccang acgtggttga taccgttigy totactgatg atctaggega
gttgatgagy atcegtgoce gottootgyg agggecgeag gtttograge ageggeocea
geagocgeag caaccecatc ageggocgea scagoaaccy ccacageatt atggacasce
cggotacgge castcaccte aatatccace geagoagect cogoataatc agoccggeta

ttacocogat cocggecctg gocagoagea accaccgatg caccagocac caacgogtee

aaatca

<212> acido nucleico

<220> cebador para la construccién del plasmido de amplificacion del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofer-

mentum

<400> 33

aat gac agg agt caa cac cc

24

6870
6930
6990
7050
7110
7170
7230
7290.
7350
7410
7470
7530
7590
7650
7710
7770
7830
7890
7950
8010
8070
8130
8190
8250
8310
8370
8430
8490

8550
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<210> 34
<211>20
<212> acido nucleico

<220> cebador para la construccién del pldsmido de amplificacion del gen LA de pdhA en Brevibacterium lactofer-
mentum

<400> 34
aca tgg aac agg caa ttc gc

<210> 35

<211> 28

<212> &cido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién en el promotor del gen LA de pdfA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 35
cgt ccc ggg ctg taa aac aaa tcttcg g

<210> 36

<211> 27

<212> 4cido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién en el promotor del gen LA de pdfA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 36
atc ccc ggg ctt acc acc aag ttt tgc

<210> 37
<211> 30
<212> acido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién en el promotor del gen LA de pdfA en Brevibacterium lactofermentum
<400> 37
ctt atg cgt tgc cac att cgt gca ctt cgg

<210> 38
<211> 40
<212> acido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién en el promotor del gen LA de pdfA en Brevibacterium lactofermentum
<400> 38
gcg ttg acc cat tcg tge act tcg gtg tgc tat aat tag g

<210> 39
<211> 40
<212> acido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién en el promotor del gen LA de pdfA en Brevibacterium lactofermentum
<400> 39

gcg ttg cca cat tcg tge act tcg gtg tgc tat aat tag g
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<210> 40
<211> 38
<212> acido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién en el promotor del gen LA de pdfA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 40

ES 2 335 828 T3

ttt taa aac gtt ctg gag aag act cct gga gta atc cg

<210> 41
<211>20
<212> acido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién en el promotor del gen LA de pdfA en Brevibacterium lactofermentum

<400> 41

cga tct tge ctt cge gtg cc

<210> 42
<211> 30
<212> acido nucleico

<400> 42

agaccgecgg agtatgcaag aacgatgegg

<210> 43
<211> 30
<212> acido nucleico

<400> 43

gacttcacca tcaatcatct tcttcaggta

<210> 44
<211> 30
<212> acido nucleico

<400> 44

accttcgacc agaccctggce taagggcttt

<210> 45
<211> 30
<212> acido nucleico

<400> 45

gctaacaage gegatcgega agetggeaac

<210> 46
<211> 25
<212> acido nucleico
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<400> 46
gcgatgacac cgtttttgtt ctcge

<210> 47
<211> 25
<212> acido nucleico

<400> 47
ggcgacatcc ttgeccagat gatca

<210> 48
<211> 25
<212> acido nucleico

<400> 48
gacttcacca tcaatcatct tettc

<210> 49
<211>24
<212> acido nucleico

<400> 49
gccaggtaca actgtctgaa ttge

<210> 50

<211>40

<212> 4cido nucleico

<220> cebador para introducir una mutacién

<400> 50
gttaatcget tgecaatgea ggeaggtaag gtataacccg

<210> 51
<211> 40
<212> acido nucleico

<400> 51
gttaatcgct tgctaatgea ggcaggtaag gtataacceg

<210> 52
<211>40
<212> acido nucleico

<400> 52
gttaatcget tgtcaatgca ggeaggtaag gtataacccg

<210> 53
<211>40
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ES 2 335 828 T3

<212> acido nucleico

<400> 53

gttaatcgct tgttaatgea ggcaggtaag gtataatceg

<210> 54
<211>40
<212> acido nucleico

<400> 54

gttaatcgct tgtcaatgca ggcaggtaag gtataatccg

<210> 55
<211> 30
<212> acido nucleico

<400> 55

gggttccage ctcgtgegga attcgtggag

<210> 56
<211> 25
<212> acido nucleico

<400> 56

gcgttaccea gagetggate ctegg

<210> 57
<211> 16
<212> acido nucleico

<400> 57

cagttgtggc tgatcg

<210> 58
<211> 17
<212> 4cido nucleico

<400> 58

ctttcccaga ctctgge

<210> 59
<211>21
<212> acido nucleico

<400> 59

gctataattt gacgtgagea t
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<210> 60
<211> 25
<212> acido nucleico

<400> 60
gctcacgtca aattatagca gtgte

<210> 61
<211> 54
<212> acido nucleico

<400> 61
ttgttgtcat tctgtgecgac actgctataa tttgaacgtg agcagttaac agee

<210> 62
<211> 63
<212> acido nucleico

<400> 62

gttaactgct cacgttcaaa ttatagcaft gtcgcacaga atgacaacaa agaattaaaa
ttg

<210> 63
<211> 25
<212> acido nucleico

<400> 63
gctagectcg ggagcetctct aggag

<210> 64
<211> 25
<212> acido nucleico

<400> 64

gatctttccc agactctgge cacge

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Ajinomoto Co., Inc

<120> Procedimiento para construir una bacteria que produce aminoacidos y procedimiento para producir aminodci-
dos por un método de fermentacién con el uso de la bacteria construida que produce aminoécidos

<130> 82631 m3

<140> 99944770.9
<141> 1999-09-22

<150> JP 10/271786
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<151> 1998-09-25

<150> JP 10/271787
<151> 1998-09-25

<160> 66
<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 1
ttaattcttt gtggtcatat ctgecgacact gecataattt gaacgt

<210>2

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 2
ttaattcttt gcggtcatat ctgcgacact gccataattt gaacgt

<210>3

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 3
ttaattcttt gtggtcatat ctgcgacact getataattt gaacgt

<210>4

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

30

46

46

46
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<400> 4
ttaattcttt gttgacatat ctgcgacact getataattt gaacgt

<210>5

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 5
ttaattcttt gttgccatat ctgcgacact gctataattt gaacgt

<210> 6

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 6
ttaattcttt gttgtcatat ctgcgacact getataattt gaacgt

<210>7

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 7
gtcgacaata gcctgaatct gttctggteg

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 8
aagcttatcg acgcteccct ccccacegtt

<210>9
<211>20

31
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400>9
atcggtataa cgtgttaacc

<210> 10

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 10
atcggtataa tgtgttaacc

<210> 11

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 11
gatttgacaa aaccgcattt atcggtataa tgtgttaacc

<210> 12

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 12
agggatccgt ccagtctcag acagcatc

<210> 13
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

32
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20

40
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<400> 13
caggaaacag ctatgac

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 14
gaattcgctc ccggtgeage

<210> 15

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 15
gatgcagaat tccttgtcgg

<210> 16

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 16

tggattgctg gctataatgg tgtcgtga

<210> 17

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 17
caacccacgt tcagttgaca actactggattgctggctat aatggtgteg tga

<210> 18
<211> 53

33

17

20

20

28

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 828 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 18
caacccacgt tcagttgact actactggat tgctggctaa agtggtgteg tga

<210> 19

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 19
ggctgaaact gctataatag gcgecage

<210> 20

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 20
ggaaacacgg cgttgccatg cggggctgaa actgcetataa taggegecag ¢

<210> 21

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 21
ggaaacacgg cgttgacatg cggggctgaa actgctataa taggcgecag ¢

<210> 22
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

34
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<400> 22
gtgcgggtee agatgatctt ag 22

<210> 23

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 23
gggatccegg atgaatgtca 20

<210> 24

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 24

geeeggggtg ggcgaagaac tee 23

<210> 25

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<220>
<223>n=1

<400> 25
acngtntcna tgggnctngg ncc 23

<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<220>
<223>n=1
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<400> 26
ccttenecgt tnagngtngt ncg

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 27
ttgcagttaa ccacgaaggt caggttgtce

<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 28
tggatgagac cacgtgattc tggctegtee

<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 29
acagatcctg cacgaaggca tcaacgaggc

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 30
tcatcgetge gggtacctee tacgecacce

<210> 31
<211> 2766

36
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30
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<212> ADN

<213> Brevibacterium lactofermentum

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(2766)

<400> 31

ttc
Phe

ccg
Pro

Ar

tac

Tyr

gag
Glu

gcc
Ala

gcg
Ala

gag
Glu

ca
Ala

gtc
Val

gaa

Glu

gat
Asp

atg
Met

gag
Glu
35

tct
Ser

tct

Ser

aac

Asn

atg
Met

gtt
Val
115

atc
Ile
20

acc
Thr

cca

Pro

gca
Ala

acce

Thr

gag
Glu
100

cac
His

gca
Ala

cgc
Arg

aac

Asn

gaa
Glu

aag
Lys

att
Ile
85

aag

Lys

cgc
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

gag
Glu

cgt
Arg

cca

Pro

gct
Ala

ctt
Leu

ggc
Gly

tgg
Trp

gct
Ala
55

gta
Val

acc
Thr

tac

Tyr

cag
Gln

ES 2 335 828 T3

ggt
Gly

gtg
Val

atg
Met

40

Arg

tct

Ser

tct

Ser

cgt
Arg

cga
Arg
120

ggt
Gly

gca
Ala
25

gat

Asp

tac

ctt

Leu

atg
Met

cgt
Arg
105

cca
Pro

aag
Lys
10

tct

Ser

tca
Ser

cte
Leu

ccc
Pro

gaa
Glu
90

tgg

Trp 1

ggc
Gly

37

cce
Pro

tat
Tyr

ctc

Leu

atg
Met

atc
Ile

tcg
Ser

tsg
Leu

gac
Asp

ctt
Leu
60

atg
Met

gaa
Glu

cgce
Arg

ggc
Gly

gat
Asp

aac

Asn

gga
Gly
45

cgt
Arg

acg
Thr

ttc
Phe

gtc
val
125

gac i

Asp

gac
Asp

30

tta

Leu

ttg
Leu

tca

Ser

cca

Pro

aac
Asn
110

ggc
Gly

tce

Ser

ctc

Leu

ctt

Leu

acc
Thr

ggc
Gly
95

gca

Ala

gga
Gly

aac
Asn

gat
Asp

cag
Gln

gag
Glu

gac
Asp
80

gat

gce

cac

His

48

96

144

192

240

288

336

384
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att
Ile

cac
His
145

tte
Phe

ggt
Gly

cgt
Arg

gac
Asp

gcc
Ala
225

aag

Lys

atg
Met

Asn

gac
Asp

tte
Phe
305

tcc
Ser
130

ttc
Phe

cag
Gln

cgc
Arg

gzg
Glu

ttc
Phe
210

att
Ile

gac
Asp

gac
Asp

ctg

Leu

gga
Gly
250

tte
Phe

act
Thr

ttc
Phe

gge
Gly

ctt
Leu

cag
Gln
195

tgg
Trp

tac
Tyr

acc
Thr

gag
Glu

gac
Asp
275

cct
Pro

cgt
Arg

tac
Tyr

cgce
Arg

cac
His

tect
Ser
180

ggt
Gly

gag
Glu

cag
Gln

tct
Ser

cca
Pro
260

gtc
Val

ggc
Gly

gca
Ala

ggc
Gly

gca
Ala
165

gaa
Glu

gge
Gly

tte
Phe

gca
Ala

gac
Asp
245

gaa
Glu

ctg
Leu

cgc
Arg

gca
Ala

ggc
Gly

aag
Lys
150

teca
Ser

gac
Asp

att
Ile

cca

Pro

cgt
Arg
230

cag
Gln

tca
Ser

acc
Thr

ggt
Gly

ggc
Gly
310

gca
Ala
135

gat
Asp

cca
Pro

gat
Asp

ccg
Pro

act
Thr
215

ttc
Phe

cac
His

cgt
Arg

tte
Phe

aac
Asn
295

tgg
Trp

ES 2335828 T3

gce
Ala

cac
His

ggt
Gly

ctc
Leu

tce
Sexr
200

gtg
Val

aac

Asn

gtc
Val

ggt
Gly

gtg
Val
280

acc
Thr

tect
Ser

cct
Pro

cca
Pro

atg
Met

gat
Asp
185

tac
Tyr

tce
Ser

tagg
Trp

cte
Leu
265

gtt

val

aag
Lys

gtg
Val

ctg

Leu

gge
Cly

tac
Tyr
170

ggc
Gly

atg
MetT

tac
Tyr

gce
Ala
250

atc
Ile

aac

Asn

atc
Ile

atce
Ile

38

tac
Tyr

ggc
Gly
155

gca
Ala

tte
Phe

cac
His

ggt
Gly

ctc
Leu
235

ttc
Phe

cag
Gln

tgc
Cys

atc
Ile

aag
Lys
315

gaa
Glu
140

ggc
Gly

cgt
Arg

cgt
Arg

cca
Pro

ctt
Leu
220

gaa
Glu

ctt

Leu

cag
Gln

gac

Asn

cag
Gln
300

gtt
val

gtt
val

gac
Asp

gca
Ala

cag
Gln

cac
His
205

ggc
Gly

aac
Asn

ggc
Gly

gct
Ala

ctg
Leu
285

gaa
Glu

gtt
val

gge
Gly

cag
Gln

ttec
Phe

gaa
Glu
190

qgt

Gly

cca

Pro

cgt
Arg

gac
Asp

gca
Ala
270

cag

Gln

ctc
Leu

tgg
Trp

ttc
Phe

atc
Ile

atg
Met
175

ctt
Val

atg
Met

atg
Met

gge
Gly

ggc
Gly
255

ctg

Leu

cgt
Arg

gag
Glu

ggt
Gly

aac

Asn

tte
Phe
160

gag
Glu

tce
Ser

aag
Lys

gat
Asp

atc
Ile
240

gaa
Glu

aac
Asn

ctc

Leu

tce
Ser

cge
Arg
320

528

576

720

768

816

864

512

960
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gag
Glu

etc
Ile

gac
Asp

gca
Ala

cgt
Arg
385

ctt
Leu

ggce
Gly

atg
Met

ggc
Gly

cct
Pro
465

gaa

Glu

tac
Tyr

tgg
Trp

atg
Met

ggc
GCly

aag
Lys
370

ggc
Gly

gag
Glu

tac
Tyr

atc
Ile
450

tac

Tyxr

cgt
Arg

gat
Asp

gat
Asp

aac
Asn

gca
Ala
35%

cte
Leu

ggc
Gly

acc
Thr

gga
Gly

aag
Lys
435

cCa

Pro

tac
Tyr

cge
Arg

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
340

tat
Tyr

gtt
Val

cac

His

aag
Lys

ctc
Leu
420

ctg
Leu

atc

TIle

cac
His

gca
Ala

att
Ile
500

ctt
Leu
325

acc
Thr

gtt
Val

gag
Glu

gat
Asp

gat
Asp
405

ggce
Gly

acg
Thr

acc
Thr

cca
Pro

gcg
Ala
485

cag
Gln

ctg
Leu

tce
Ser

cgt
Arg

aac
Asn

tac
Tyr
390

cgc
Arg

cac
His

ctt
Leu

gat
Asp

ggt
Gly
470

ctc

Leu

gtt
Val

ES 2 335 828 T3

gag
Glu

gat
Asp

gag
Glu

atg
Met
375

cgce
Arg

cca

Pro

aac
Asn

gat
Asp

gag
Glu
455

gaa

Glu

ggt
Gly

cca

Pro

aag
Lys

ggt
Gly

cac
His
360

acc
Thr

aag
Lys

acc
Thr

ttc
Phe

gat
Asp
440

cag

Gln

gac
Asp

gge
Gly

cca

Pro

gac
Asp

gac
Asp
345

tte
Phe

gac
Asp

gtt
val

gtc
Val

gaa
Glu
425

ctg
Leu

gct
Ala

tac

Tyx

ctg
Leu
505

39

cag
Gln
330

tac
Tyr

tte
Phe

gaa
Glu

tac
Tyxr

atc
Ile
410

ggce
Gly

aag
Lys

gag
Glu

cct
Pro

ctg
Leu
490

gat
Asp

gat
Asp

cag
Gln

gga
Gly

gaa
Glu

gca
Ala
395

ctt
Leu

cgt
Arg

ttg
Leu

aag

Lys

gaa
Glu
475

ceca
Pro

aag
Lys

ggt
Gly

acc
Thr

cgt
Arg

atc
Ile
380

gcce
Ala

gct
Ala

aac
Asn

ttc
Phe

gat
Asp
460

atc

Ile

gag
Glu

ctt
Leun

gca
Ala

ttc
Phe

gac
Asp
365

tgg
Trp

tac
Tyr

cac

His

gca
Ala

cge
Arg
445

cct

Pro

aag

cge
Arg

ctt
Leu

aag
Lys
350

cca

Pro

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

acc
Thxr
430

gac
Asp

tac
Tyr

tac
Tyr

cgt
Arg

tct
Ser
510

gtt
Val
335

gct

Ala

cgc
Arg

ctg
Leu

cga
Arg

att

cac

His

aag
Lys

ctt
Leu

atg
Met

gag
Glu
495

gtc
Val

gag
Glu

aac
Asn

acc
Thr

cca
Pro

gct
Ala
400

aag
Lys

cag
Gln

cag
Gln

cct
Pro

aag
Lys
480

aac

Asn

cgt
Arg

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536
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aag
Lys

zcc
Thr

cca
Pro
545

cca

Pro

gac
Asp

ctg

Leu

gcg
Ala

atc
Ile
625

gca

Ala

ggt
Gly

tee
Ser

tce
Ser

gge
Gly

ttc
Phe
530

atc
Ile

acc
Thr

cac

His

cac
His

ggt
Gly
610

ttc
Phe

gca
Ala

cgc
Arg

cct
Pro

ttt
Phe
690

tce
Ser
515

aag
Lys

att
Ile

ttg
Leu

gac
Asp

gaa
Glu
5985

ace
Thr

tac
Tyr

gcc
Ala

acc
Thr

gtc
Val
675

gcg
Ala

gge
Cly

gaa
Glu

cct
Pro

aag
Lys

ctg
Leu
580

gge
Gly

TCC

Ser

tcg

Ser

gat
Asp

acc
Thr
660

ttg

Leu

tac
Tyr

aag
Lys

ctg

Leu

gat
Asp

atc
Ile
565

atg
Met

atc
Ile

tac
Tyr

atg
Met

cag
Gln

cag
Gln

atg
Met

gag
Glu
550

tac
Tyr

ctc

Leu

aac
Asn

gce
Ala

ttc
Phe
630

atg
Met

645 -

ctg
Leu

gct
Ala

gag
Glu

acc
Thr

tcc
Ser

atc
Ile

ES 2335828 T3

cag
Gln

cgce
Arg
535

gca
Ala

aac
Asn

tcc

Ser

gag
Glu

acc
Thr
615

gga
Gly

gca
Ala

ggt
Gly

acc
Thr

gca
Ala
695

atc
Ile
520

gat
Asp

cgt
Arg

ccg
Pro

tac
Tyr

gct
Ala
600

cac
His

ttc
Phe

cgt
Arg

gaa
Glu

aac
Asn
680

cac
His

gct
Ala

aag
Lys

ace
Thr

cac
His

cgt
Arg
585

ggt
Gly

gge
Gly

cag
Gln

ggce
Gly

ggc
Gly
665

gag
Glu

ctg
Leu

40

acc
Thr

ggce
Gly

ttc
Phe

ggt
Gly
570

gag
Glu

tce
Ser

aag
Lys

tte
Phe
650

ctc

Leu

ggt
Gly

gtt
val

act
Thr

ttg
Leu

ggt
Gly
555

cag
Gln

gca
Ala

gtg
Val

gcc
Ala

acge
Thr
635

ctc

Leu

cag
Gln

gtc
val

cac
His

atg
Met

gct
Ala
540

ctt
Leu

aac
Asn

cct

Pro

gca
Ala

atg
Met
620

ggt
Gly

ttg
Leu

cac
His

gag
Glu

cgt
Arg
700

gcg
Ala
525

gat
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

gaa
Glu

teg
Ser
605

att
Ile

gac

Asp

ggce
Gly

atg
Met

acc
Thr
685

ggc
Gly

act
Thr

cgce
Arg

tect
Ser

gty
Val

gge
Gly
590

ttc
Phe

ceg
Pro

tce

Sexr

gct
Ala

gat
Asp
670

tac

Tyr

atc
Ile

gtt
Val

ctt
Leu

tgg
Trp

cct
Pro
575

cag
Gln

atc
Ile

ctg
Leu

atc
Ile

acc
Thr
655

gga
Gly

gac
Asp

gac
Asp

cgt
Arg

gtc
Val

ttc
Phe
560

gtt

Val

atc
Ile

gct
Ala

tac
Tyr

cac
His

cca

Pro

cgce
Arg

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1520

1968

2016

2064

2112



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

atg
Met
705

tac
Tyr

gaa
Glu

gge
Gly

cte
Leu

att
Ile
785

cgt
Arg

ttc
Phe

tct
Ser

gge
Gly

cgce
Arg
865

gtt
val

gtt
Val

gtt
val

tac
Tyr

aac
Asn

ggc
Gly

cat
His

aag
Lys
770

tac
Tyr

aac

Asn

gta
vVal

gac
Asp

gac
Asp
850

cca

Pro

gca
Rla

gct
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

gag
Glu
755

gct
Ala

jfalal
Ser

aag
Lys

acc
Thr

ttc
Phe
835

tac

Tyr

gct
Ala

gtg
Val

get
Rla

cca
Preo

cca
Pro

cac
His
740

gca
Ala

gca
Ala

gct
Ala

gca
Ala

acc
Thr
820

tce
Ser

acc
Thr

gct
Ala

ctg
Leu

cag
Gln
900

gge
Gly

ace
Thr
725

aag
Lys

aac
Asn

tce
Ser

act
Thr

cag
Gin
805

cag
Gln

act
Thr

gtt
Val

cgt

aac
Asn
885

gct
Ala

aag
Lys
710

ceca
Pro

gge
Gly

atc
Ile

ate
Ile

tct
Ser
790

ctg
Leu

ctg
Leu

gat
Asp

ctc
Leu

cge
Arg
870

tcec
Ser

gct
Ala

ggt
Gly

cag
Gln

atc
Ile

ttg
Leu

ctt
Leu
775

tgg
Trp

cgc
Arg

aagqg
Lys

ctg
Leu

ggt
Gly
855

tte

Phe

ctg
Leu

gag aag
Glu Lys

ES 2 335 828 T3

gaa
Glu

cca

Pro

tac
Tyr

gct
Ala
760

gag
Glu

gtt
Val

aac
Asn

cag
Gln

cca
Pro
340

gca
Ala

tte
Phe

gca

gat gtt atc tac tac atc acc atc
Asp Val Ile Tyr Tyr Ile Thr Ile
715 720

get gag cca gaa gga ctg gac gta
Ala Glu Pro Glu Gly Leu Asp Val
730 735

ctc tac tcc cge ggt gaa ggc acc
Leu Tyr Ser Arg Gly Glu Gly Thr
745 750

tcc ggt gtt ggt atg cag tgg gect
Ser Gly Val Gly Met Gln Trp Ala
765

gct gac tac gga gtt cgt gcc aac
Ala Asp Tyr Gly Val Arg Ala Asn
780

aac ttg gct cgc gat ggc gct get
Asn Leu Ala Arg Asp Gly Rla Ala
795 800

cca ggt gca gat gct ggc gag gea
Pro Gly Ala Asp Ala Gly Glu Ala
810 815

acc tcc ggc cca tac gtt gca gtg
Thr Ser Gly Pro Tyr Val Ala Val
825 830

aac cag atc cgt gaa tgg gtc cca
Asn Gln Ile Arg Glu Trp Val Pro
845

gat ggc ttc ggt ttc tet gat acc
Asp Gly Phe Gly Phe Ser Asp Thr
860

aac atc gac gct gag tcc att gtt
Asn Ile Asp Ala Glu Ser Ile Val
875 880

cgc gaa ggc aag atc gac gtc tec
Arg Glu Gly Lys Ile Asp Val Ser
€90 895

ttc aag ttg gat gat cct acg agt
Phe Lys Leu Asp Asp Pro Thr Ser
905 910

gag gaa
Glu Glu

41

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2496

2592

2640

2688

2736

2766
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<210> 32
<211>922
<212> PRT

<213> Brevibacterium lactofermentum

<400> 32

Met

Phe

Pro

Glu

Glu

Ile

Ile

His

145

Phe

Ala

Ala

Glu

Ser

50

Ala

Val

Glu

Met

Ser

130

Phe

Gln

Asp

Met

Glu

35

Ser

Ser

Asn

Met

val

115

Thr

Phe

Gly

Gln

Ile

20

Thr

Pro

Ala

Thx

Glu

100

His

Tyr

Arg

His

Ala

Arg

Asn

Glu

Lys

Ile

85

Lys

Arg

Ala

Gly

Ala
165

Lys

Asp

Glu

Arg

Arg

70

Pro

Arg

Ala

Gly

Lys

150

Ser

Leu

Gly

Trp

Ala

55

Val

Thr

Tyr

Gln

Ala

135

Asp

Pro

ES 2335828 T3

Gly

Val

Met

40

Arg

Ser

Ser

Arg

Arg

120

Ala

His

Gly

Gly

Ala

25

Asp

Tyr

Leu

Met

Arg

105

Pro

Pro

Pro

Met

Lys

10

Ser

Ser

Leu

Pro

Glu

90

Trp

Gly

Leu

Gly

Tyr
170

40

Pro

Tyr

Leu

Met

Pro

75

Pro

Ile

ITie

Tyr

Gly

155

Ala

Sex

Leu

Asp

Leu

60

Met

Glu

Arg

Gly

Glu

140

Gly

Arg

Asp

Asn

Gly

45

Thr

Phe

Trp

vVal

125

Val

Asp

Ala

Asp

Asp

30

Leu

Leu

Ser

Pro

Asn

110

Gly

Gly

Gln

Phe

Ser

15

Ser

Leu

Leu

Thr

Gly

95

Ala

Gly

Phe

Ile

Met
175

Asn

Asp

Gln

Glu

Asp

80

Asp

Ala

His

Asn

Phe

160

Glu
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Gly

Arg

Asp

Ala

225

Lys

Met

Asn

Asp

Phe

305

Ile

Asp

Ala

Arg

385

Leu

Gly

Arg

Glu

Phe

210

Bsp

Asp

Leu

Gly

290

Phe

Met

Gly

Lys

370

Gly

Glu

Tyr

Leu

Gln

185

Trp

Tyr

Thr

Glu

Asp

275

Pro

Arg

Asp

Asn

Ala

355

Leu

Gly

Thr

Gly

Ser

180

Gly

Glu

Gln

Ser

Pro

260

Asn

Val

Gly

Asn

340

Tyr

Val

His

Lys

Leu
420

Glu

Gly

Phe

Ala

Asp

245

Glu

Leu

Arg

Ala

Val

Glu

Asp

Asp

405

Gly

Asp

Ile

Pro

Arg

230

Gln

Ser

Thr

Gly

Gly

310

Ser

Arg

Asn

Tyr

380

Arg

His

Asp

Pro

Thr

215

Phe

His

Arg

Phe

Asn

295

Trp

Asp

Glu

Met

375

Arg

Pro

Asn

ES 2 335 828 T3

Leu

Ser

200

Val

Asn

Val

Gly

Val

280

Thr

Ser

Gly

His

360

Thr

Lys

Thr

Phe

Asp Gly Phe Arg

185-

Tyr

Ser

Arg

Trp

Leu

265

Val

Lys

val

Asp

345

Phe

Asp

Val

Val

Glu
425

Pro

Met

Tyxr

Ala

250

Ile

Asn

ile

Ile

Gln

330

Tyr

Phe

Glu

Tyr

Ile

410

Gly

43

His

Gly

Leu

235

Phe

Gln

Cys

Ile

Lys

315

Asp

Gln

Gly

Glu

Ala

395

Leu

Arg

Pro

Leu

220

Glu

Leu

Gln

Asn

Gln

300

Val

Gly

Thr

Arg

Ile

380

Ala

Ala

Asn

Gln

His

205

Gly

Asn

Gly

Ala

Leu

285

Glu

Val

Ala

Phe

Asp

365

Trp

Tyr

His

Ala

Glu

190

Gly

Pro

Arg

Asp

Ala

270

Gln

Leu

Trp

Leu

Lys

350

Pro

Lys

Lys

Thr

Thr
430

Val

Met

Met

Gly

Gly

255

Leu

Arg

Glu

Gly

Val

335

Ala

Axrg

Leu

Arg

Ile

415

His

Ser

Lys

Asp

Ile

240

Glu

Asn

Leu

Ser

Arg

320

Glu

Asn

Thx

Pro

Ala

400

Lys

Gln
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Met

Gly

Pro

465

Glu

Tyx

Lys

Thr

Pro

545

Pro

Asp

Leu

Ala

Ile

625

Ala

Gly

Ser

Lys

Ile

450

Tyr

Arg

Asp

Gly

Fhe

530

Ile

Thr

His

His

Gly

610

Phe

Ala

Arg

Pro

Lys

435

Pro

Tyx

Arg

Pro

Ser

515

Lys

Ile

Leu

Asp

Glu

585

Thr

Tyr

Ala

Thr

Val
675

Leu

Ile

His

Ala

Ile

500

Gly

Glu

Lys

Ser

Ser

Asp

Thr

660

Leu

Thr

Thr

Pro

Ala

485

Gln

Lys

Leu

Rsp

Ile

565

Met

Ile

Tyr

Met

Gln

645

Leu

Ala

Leu

Asp

Gly

470

Leu

Val

Gln

Met

Glu

550

Tyr

Leu

Asn

Ala

Phe

630

Met

Thr

Ser

Asp

Glu

455

Glu

Gly

Pro

Gln

Arg

535

Ala

Asn

Ser

Glu

Thr

615

Gly

Ala

Gly

Thr

ES 2335828 T3

Asp Leu Lys Leu

440

Gln

Asp

Gly

Pro

Ile

520

Asp

Arg

Pro

Tyr

Ala

600

His

Phe

Arg

Glu

Asn
680

Leu

Ala

Tyr

Leu

505

Ala

Lys

Thr

His

Arg

585

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

665

Glu

Glu

Pro

Leu

490

Asp

Thr

Gly

Phe

Gly

570

Glu

Ser

Lys

Arg

Phe

650

Leu

Gly

44

Lys

Glu

475

Pro

Lys

Thr

Leu

Gly

555

Gln

Ala

Val

Ala

Thr

635

Leu

Gln

Val

Phe

Asp

460

Ile

Glu

Met

Ala

540

Leu

Asn

Pro

Ala

Met

620

Gly

Leu

His

Glu

Arg

445

Pro

Lys

Arg

Arg

Ala

525

Asp

Asp

Tyr

Glu

Ser

€05

Ile

Asp

Gly

Met

Thr
685

Asp

Tyr

Tyr

Arg

Sex

510

Thr

Arg

Ser

Val

Gly

590

Phe

Pro

Ser

Ala

Lys

Leu

Met

Glu

495

Val

val

Leu

Trp

Pro

575

Gln

Ile

Leu

Ile

Thr

655

Gly

Asp

Gln

Pro

Lys

480

Asn

Arg

Arg

Val

Phe

560

Val

Ile

Ala

Tyr

Trp

640

Ala

His

Pro
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Ser

Met

705

Tyr

Glu

Gly

Leu

ile

785

Phe

Ser

Gly

865

val

Val

Val

<210> 33
<211> 8556
<212> ADN

Phe

690

Tyr

Asn

Gly

His

Lys

770

Tyr

Asn

Val

Asp

Asp

850

Pro

Ala

Ala

Ser

Ala

Gly

Glu

Leu

Glu

755

Ala

Ser

Lys

Thr

Phe

835

Tyr

Ala

Val

Ala

Val
915

Tyr

Pro

Pro

His

740

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

820

Ser

Thr

Ala

Leu

Gln

900

Asp

Glu

Gly

Thr

725

Lys

Asn

Ser

Thr

Gln

805

Gln

Thr

Val

Arg

Asn

885

Ala

Pro

Iie

Lys

710

Pro

Gly

Ile

Ile

Ser

790

Leu

Leu

Asp

Leu

Arg

870

Ser

Ala

Asn

<213> Brevibacterium lactofermentum

<220>
<221> CDS

<222> (2360)..(5125)

Ala

695

Gly

Gln

Ile

Leu

Leu

775

Trp

Arg

Lys

Leu

Gly

855

Phe

Leu

Glu

Ala

ES 2 335 828 T3

His

Glu

Pro

Tyr

Ala

760

Glu

Val

Asn

Gln T

Pro

840

Ala

Phe

Ala

Lys

Pro
920

Leu

Asp

Ala

Leu

745

Ser

Ala

Asn

Pro

Asp

Asn

Arg

Phe

505

Glu

Val

Val

Glu

730

Tyr

Gly

Asp

Leu

Gly
810

r Ser

Gln

Gly

Ile

Glu

His

Ile

715

Pro

Ser

Val

Tyr

Ala

785

Ala

Gly

Ile

Phe

Asp

875

Gly

890

Lys

Glu

45

Leu

Arg

700

Tyr

Glu

Arg

Gly

Gly

780

Arg

Asp

Pro

Arg

Gly

860

Ala

Lys

Asp

Gly

Tyr

Gly

Gly

Met

765

val

Asp

Ala

Tyr

Glu

845

Phe

Glu

Ile

Asp

Ile

Ile

Leu

Glu

750

Gln

Arg

Gly

Gly

Val

830

Trp

Ser

Ser

Asp

Pro
810

Asp

Thr

Asp
735

Gly

Trp

Ala

Ala

Glu

815

Ala

Val

Asp

Ile

Val

895

Thr

Arg

Ile

720

Val

Thx

Ala

Asn

Ala

800

Val

Pro

Thr

Val

880

Ser

Ser
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<400> 33

tcacgttacg

cgcttctaag

tcatgccact

ttgcgctaga

taggccattt

ccgaatccac

tcatcgacgce

tcaaagaaag

tagtagcgga

tcaaagagac

atcctcgtcea

tcgectaatg

tecgecgecaaga

tcettggggt

caacgcaacg

aggttctgac

taatttcgaa

gaaaaacagg

ccctgacggg

taaaggcgcg

gcgatcaaca

cccgteteat

atcttggggt

cactaattac

tgatgtggtg

atcgtctaaa

aactttacgg

cggagtggca

agctttagat

cttgattgat

gcgatttcge

gaattcacat

aaaaggccaa

gttttattac

atgcagagaa

gaggtgcgaa

gtgctgggtt

ccacgataag

ctcgaaccge

cacgtgcttt

ES 2335828 T3

ccgcaaccac

tttgcacctg

tcteggtatt

ggcaccgcectt

tagatcatat

aggcctggge

ctcatcgaca

cgtgcagcgg

gccgggcgag

gggctgttta

aaacggctcg

gtgaagagac

atccgggegg

caatcggtcg

gecttggagyg

gcaagttgtc

ttctegegea

tttcttaaaa

cgacctgcetyg

tctagaacca

tacgagaaga

ccattctgtg

agatcttctg

aagcatggtc

tgacgtcaat

gaccacgtaa

gcaatcgtce

tttatcgacg

ctccagttga

caaatcaggc

agttggtgat

gtcgagaagce

atctagacat

cgcgtggagt

tgatctggea

gcgcgecgea

tacccaatge

cttatcgtgg

ggtgtaaacc

ccttggtgge

46

tctccaaacyg

aggatatggc

ataaaaaccc

gtgacacgta

gaatgaagtg

agacgggcac

cgtcacggtc

ctggcceagg

aatagatacc

gaaaaccact

gtcagatcaa

aaatattege

cgaggcgtge

aaatttcacc

tggaatggaa

cctcagtate

gtaccgatgt

cctgcttcta

agctgctctt

ctcgaaagcea

agaccaagag

aggtgctttt

gatagtttte

aaacctgact

actaactccg

gacgagaaga

aatgcagttg

ctagtggatc

ccaggggaca

ggagtctect

gaattacagc

gcgcectgcaag

ctcgatgcaa

gaccaaggta

ccttaaattc

cggatcaact

gcccatgage

tatttgtgeg

ccagctgagce

acgagtgaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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tactaacaca

gttaaggctt

ccgeettggt

gggcteette

agcggatgga

gcacgacatc

cgatggactc

gacccgattg

gagegtcgge

ggattcaaca

ggtactttga

atcaatgaat

acaattctct

cagacctgta

aactacccga

gtagaaatgt

cctgazatcee

gtgttgegta

caattaggta

tccaacagga

tcg gat gac tct aac ttc geg
Ser Asp Asp Ser Asn Phe Ala

ttg aac gac tca gat ccg gag

caatctccac

cttgtttcca

ctgcacgaga

tttaccaatg

atccacaagt

gcacagctcg

gctgatcage

aatgccgagt

cactttaata

tgaaaccgeg

accacctttec

tcaatcactg

tcaaaataat

gttttatgeg

taattctttg

tctttaaaaa

cagtgagcge

teccttgttaa

cgaccaagaa
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agacctaaaa

cgctggacga

cctgecagtt

ccaggagtca

ccgtcgacga

tcggtttett

gtgtcggaat

agttgagcat

atcctccteg

gggctattga

cctggaattt

gccagcgatt

ggtggctaga

attcgecgtca

caaaactttg

atccacaaca

accactccee

taacttatge

tgggaccggg

ggtgtggaa atg gcc gat
Met Ala Asp

15

1

tcgetgcetea

ggcaagaacc

gtgctgattc

acacccagat

gatcgccgtc

catcgagtag

cttcatecca

aatcctgggce

tgtgggcccee

tatatccgaa

tttcettttc

aacttttcga

tttttcatca

aacgtgagag

caaagggtza

attgccagga

ttacgtcaca

gttgacccat

aaaccgggac

ggccgtggaa

ttgccaatta

agagataact

acgaccatte

atcctegege

ttcctecaccg

tccaatttct

accttgcttg

gatgtgtttt

ttgcacatta

ctccceettt

gttttcagtc

aaccctcacc

aaacatcaca

tgaacatgca

agcacaccga

gtctgtaaaa

tcgtgeactt

gtataaacga

attagcgatt

ccgagacgtt

ccaggagccea

tcagcgaggy

caccagagca

attgcatctt

tgaacgatat

actgcgeccyg

tcgattacat

ccgtcecaace

acgctcaaga

ttggatttec

aaaaggacat

tctcacggga

gctagtttee

ttgatggata

caaatcttcg

cggtgtgcca

aataaaacat

caa gca aaa ctt ggt ggt aag ccc
Gln Ala Lys Leu Gly Gly Lys Pro

5

20

47

atg atc cgc gat gge gtg gea
Met Ile Arg Asp Gly Val RAla
25

10

tct tat
Ser Tyr

gag acc aac gag tgg atg gat tca ctc

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2392

2440

2488
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Leu

gac
Asp

ctt
Leu
60

atg
Met

gaa
Glu

cgc

Arg

ggc
Gly

gaa
Glu
140
ggc
Gly

cgt
g

cgt

cca

Pro

ctt

Asn

cgt
Arg

acg
Thr

ttc
Phe

tgg
Tr

gzc
vVal
125
gtt
Val

gac
Asp

gca
Ala

cac

205

ggc

Asp

tta
Leu

tca
Ser

cca
Pro

aac
Asn
110

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

ttc
Pnre

gaa
Glu
190

ggt
Gly

cca

Ser

ctc

Leu

ctt
Leu

acc
Thr

ggc
Gly
95

gca

Ala

gga
Gly

ttc
Fhe

atc t

Ile

azg
Met
175

gtt
Val

atg
Met

atg

Asp

cag
Gla

gag
Glu

gac
Asp
80

gat
Asp

gce
Ala

cac

His

aac

Asn

gag
Gla

tecc

Ser

aag

Lys

gat

Pro

gag
Glu

cgt
Arg
65

tac

Tyr

gag
Glu

atc
Ile

att
Ile

cac
His
145
ttc

Phe

ggt
Gly

cgt

gac
Asp

gcc

ES 2335828 T3

Glu

[
w0 QO
o ot

gca
Ala

gtc
val

gaa
Glu

atg
Met

tcc
Ser
130

Ttc

*he

cag
Gln

cge
Arg

gag

Glu

ttc
Phe
210

att

Glu Thr Asn

35

tct
Ser

tct
Ser

atg
Met

gtt
Val
115

act
Thr

et
a

gooeh
o4
o

ggc

cag
Gln
195

tgg
Trp

gca
Ala

acc
Thr

gag
Glu
100

cac

His

tac

Tyr

cgc
Arg

cac
His

tect
Ser
180

gag
Glu

cag

48

gaa
Glu

aag

Lys

att
Ile
85

aag

Lys

cgc
Ax

gca
Ala

¢gc
Gly

gca
Ala
165

gaa
Glu

ggc
Gly

ttc
Phe

gca

Glu

cgt
Arg

cgc

70

cca

Pro

cgt
Arg

gct
Ala

gcc
Gly

aag
Lys
150

tca
Ser

att

Ile

cca
Pro

Trp

gct
Ala
55

gta
Val

accC
Thr

cag
Gln

gca
Ala
135

cca

Pro

gat
Asp

ccg
Pro

act
Thr
215

ttc

Met
40

cgt
Arg

tct

Ser

tct
Ser

cgt
Arg

cga
Ar
120

gcc

Rla

cac

His

ggt
Gly

ctc

Leu

tce
Ser
200

gtg
Val

aac

Asp

tac
Tyr

ctt
Leu

atg
Met

cgt
Arg
105

cca

Fro

cca

Pro

gat
Asp
185

tac
Tyr

tce

Ser

cge

Ser

ctc

Leu

ccc

Pro

gaa
Glu
90

tgg
Trp

ggc

Gly

tac
Tyr
170

ggc
Gly

cct

Pro

atg
Met

tac

Leu

atg
Met

cca
Pro
75

cct

Pro

att

Ile

atc
Ile

tac

Tyr

ggc
Gly
155

gca
Ala

ttc
Phe

cac

His

ggt
Gly

ctc

2536

2584

2632

2680

2728

2776

2824

2872

2920

2968

3016

3064
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ctt
Leu

cag
Gln

aac
Asn

cag
Gln
300

P

gt;.
Val

ggt
Gly

acc
Thr

cgt

atce
Ile
380

gce
Ala

gct

Gly

gac

Asn

ggce
Gly

gct
Ala

ctg
Leu
285

gaa

Glu

gtt
Val

gca
Ala

ttc
Phe

gac
Asp
365

tgg
Trp

tac
Tyr

cac

Pro

cgt
Arg

gac
Asp

gca
Ala
270

cag

Gln

cte
Leu

tgg
Trp

ctt

Leu

aag
Lys
350

cca
Pro

aag
Lys

aag
Lys

acc

Met

ggc
Gly

ggc
Gly
255

ctg

Leu

cgt
Arg

gag
Glu

ggt
Gly

gtt
Val
335

gct
Ala

cge
Arg

ctg
Leu

cga

Asp

atc
Ile
240

gaa
Glu

aac
Asn

cte g

Leu

tcc
Ser

cge
Arg
320

gag
Glu

aac
Asn

cca

Fro

gct

g Rla

400

aag

Ala
225

aag
Lys

atg
Met

aac
Asn

tte
Phe
305

gag
Glu

atc
Ile

gac
Asp

gca
Ala

cgt
Arg
385

ctt
Leu

ggc

Ile

gac
Asp

gac
Asp

ctg
Leu

gga
Gly
290

tte

Phe

tgg
Trp

atg
Met

gge
Gly

aag
Lys
370

ggc
Gly

gag
Glu

tac
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Tyr

acc
Thr

gag
Glu

gac
Asp
275

cct

Pro

cgt
Arg

gat
Asp

aac
Asn

gca
ala
355

ctc

Leu

ggc
Gly

acc
Thr

gga

Gln

tct
Ser

cca
Pro
260

aac

Asn

gte
val

ggc
Gly

gaa
Glu

aac
Asn
340

tat
Tyr

gtt
Val

cac

His

aag
Lys

ctc

Ala

gac
Asp
245

gaa

Glu

ctg
Leu

cge
Arg

gca
Ala

ctt
Leu
325

acc
Thr

gtt
Val

gag
Glu

gat
Asp

gac
Asp
405

ggce

49

Arg
230

cag
Gln

tca
Ser

acc
Thr

ggt
Gly

ggc
Gly
310

ctg

Leu

tee
Ser

cgt
Arg

aac

Asn

tac
Tyxr
330

cgce
Arg

cac

Phe

cac
His

cgt
Ar

ttc
Phe

aac
Asn
285

tgg

Trp

gag
Glu

gat
Asp

gag
Glu

atg
Met
375

cgc

Arg

cca

Pro

aac

Asn

gtc
Val

ggt
Gly

gtg
Val
280

2CC

Thr

tct

Ser

aag
Lys

ggt
Gly

cac
His
360

acc
Thxr

aag

Lys

acc
Thr

tte

Arg

tgg
rp

ctc
Leu
265

gtt

val

aag

Lys

gtg
Val

gac
Asp

gac
Asp
345

ttc
Phe

gac

Asp

gtt
Val

gtc
Val

gaa

Tyx

gce
Ala
250

atc
Ile

aac
Asn

atc
Ile

atc
Ile

cag
Gln
330

tac

Tyr

tte
Phe

gaa
Glu

tac
Tyxr

stc
Ile
410

ggce

Leu
235

ttc
Phe

cag
Gln

tgc
Cys

atc
Ile

aag
Lys
315

gat

Asp

cag
Gln

gga
Gly

gaa
Glu

gce
Ala
385

ctt
Leu

cgt

3112

3160

3208

3256

3304

3352

3400

3448

3498

3544

3592

3640
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Ala

aac
Asn

tte
Phe

gat
Asp
460

atc
Ile

gag
Glu

ctt

Leu

gct
Ala
540

ctt
Leu

aac

Asn

gca

His

gca
Ale

cgc
Arg
445

cct

Pro

aag
Lys

cgt

=

Arg

cgc

gcg
Ala
525

gat
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

gaa
Glu

tcg

Thr

acc
Thr
430

gac
Asp

tac
Tyr

tac
Tyr

cgt
Arg

tct
Ser
510

act
Thr

cgc
Arg

tct
Ser

gtg
Val

Ile
415

cac
His

aag
Lys

ctt
Leu

atg
Met

gag
Glu
495

gtc
Val

gtt

=

Val

ctt
Leu

tgg
Trp

cct
Pro
575

cag
Gln

Lys

cag
Gln

cag
Gln

cct

Pro

aag
Lys
480

aac

Asn

cgt
Arg

cgt

=

Arg

gtc
Val

ttc
Phe
560

gtt
Val

atc
Ile

gct

Gly

atg
Met

ggce
Gly

cct
Pro
465

gaa
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

acc
Thr

cca
Pro
545

ceca

Pro

gac
Asp

ctg
Leu

gcg

Tyr

aag
Lys

atc
Ile
450

tac

Tyr

cgt
Arg

gat
Asp

ggc
Gly

tte
Phe
530

atc
Ile

ace
Thr

cac
His

cac

His

ggt
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Gly Leu Gly His Asn

aag
Lys
435

cca
Pro

tac
Tyr

cgc
Arg

cca

Pro

tce
Ser
515

aag

Lys

att
Ile

ttg

Leu

gac
Asp

gaa
Glu
585

acce

420

ctg

Leu

atc
Ile

cac

His

gca
Ala

att
Ile
500

ggc
Gly

gaa
Glu

cct
Pro

aag

Lys

ctg
Leu
580

ggc
Gly

tce

acqg
Thr

ace
Thr

ceca
Pro

gcg
Ala
485

cag

Gln

aag
Lys

ctg
Leu

gat
Asp

atc
Ile
565

atg
Met

atc
Ile

tac

50

ctt
Leu

gat
Asp

ggt
Gly
470

ctc

Leu

gtt
Val

cag
Gln

atg
Met

gag
Glu
550

tac
Tyx

cte

Leu

aac

Asn

gece

gat
Asp

gag
Glu
455

gaa

Glu

ggt
Gly

cCa

Pro

cag
Gln

cge
Arg
535

gca
Ala

aac

Asn

tce

Ser

gag
Glu

ace

Phe

gat
Asp
440

cag
Gln

gac
Asp

ggc
Gly

cca

Pro

atc
Ile
520

gat

Asp

cgt
Arg

ccg
Pro

tac
Tyr

gct
Ala
600

cac

Glu
425

ctg
Leu

ctg
Leu

gct
Ala

tac

Tyr

ctg
Leu
505

gct

Ala

aag
Lys

acc
Thr

cac

His

cgt
Arg
585

ggt
Gly

ggc

Gly

aag
Lys

gag
Glu

cct
Pro

ctg
Leu
490

gat

Asp

acc
Thr

gge
Gly

ttc
Phe

ggt
Gly
570

gag
Glu

aag

Arg

ttg
Leu

aag
Lys

gaa
Glu
475

cca

Pro

aag
Lys

act
Thr

ttg
Leu

ggt
Gly
555

cag
Gln

gca
Ala

gce

3688

3736

3784

3832

3880

3928

3976

4024

4072

4120

4168

4216
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Ala

atg
Met
620

ggt
Gly

ttg
Leu

cac
His

gag
Glu

cgt
Arg
700

tac

Tyr

gaza
Glu

cgc
Axrg

gagt
Gly

gga
Gly
780

cgc

Ser
605

att
Ile

gac
Asp

ggc
Gly

atg
Met

acc
Thr
685

ggc
Gly

tac
Tyr

gg=
Gly

ggt
Gly

atg
Met
765

gtt
Val

gat

Phe

ccg

Pro

tec

Sexr

gct
Ala

gat
Asp
670

tac

Tyr

atc
Iie

atc
Ile

ctg
Leu

gaa
Glu
750

cag
Gln

cgt
Arg

ggce

Ile

ctg
Leu

atc
Ile

acc
Thr
655

gga
Gly

gac
Asp

gac

Asp

ace
Thr

gac
Asp
735

ggc
Gly

tgg
Trp

gce
Ala

gct

Ala

tac
Tyr

tgg
Trp
640

gca

Ala

cac
His

cgc

Arg

atc
Ile
720
gta
Val

acc
Thr

gct

aac

Asn

gct

Ala

atc
Ile
625

gca

Ala

ggt
Gly

tcc

Ser

atg t

Met
705

tac

Tyr

gaa
Glu

ggc
Gly

ctc
Leu

att
Ile
785

cgt

Gly
610

ttce
Phe

gca
Ala

cgc
Arg

cct
Pro

ttt
Fhe
690

Tyr

aac

Asn

ggc
Gly

cat
His

aag
Lys
770

aac
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Thr

tac
Tyr

gce
Ala

acc
Thr

gtc
Val
675

gcg

Ala

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

gag
Glu
755

gct
Ala

tce

Ser

aag

Ser

tcg
Ser

gat
Asp

acc
Thr
660

ttg

Leu

tac

Tyr

cca

Pro

cca

Pro

cac
His
740

gca
Ala

gca
Ala

gct
Ala

gca

Tyr

atg
Met

cag
Gln
645

ctg

Leu

gct
Ala

gag
Glu

ggce
Gly

acc
Thr
725

aag

Lys

aac
Asn

tcc

Ser

act
Thr

cag

51

Ala

tte
Phe
630

atg
Met

acc
Thr

tce
Ser

atc
Ile

aag
Lys
710

cca

Pro

gge
Gly

atc
Ile

atc
Iile

tet
Ser
790

ctg

Thr
615

gga
Gly

gca
Ala

ggt
Gly

acc
Thr

gca
Ala
695

ggt
Gly

cag
Gln

atc
Ile

ttg
Leu

ctt
Leu
775

tgg
Trp

cge

His

ttc
Phe

cgt
Arg

gaa
Glu

aac
Asn
680

cac

His

gaa
Glu

cca

Pro

tac
Tyr

gct
Ala
760

gag
Glu

aac

Gly

cag
Gln

ggc
Gly

ggc
Gly
665

gag
Glu

ctg
Leu

gat
Asp

gct
Ala

ctc
Leu
745

tce
Ser

gct
Ala

aac

Asn

cca

Lys

cgce

ttc
Phe
650

ggt
Gly

gtt
Val

gtt
Val

gag
Glu
730

tac
Tyr

ggt
Gly

gac
Asp

ttg
Leu

ggt

Ala

acc
Thr
635

cte
Leu

cag
Gln

gtc
Val

cac

His

atc
Ile
715

cca

Pro

tcce
Ser

gtt
Val

tac
Tyr

gct
Ala
795

gca

4312

4360

4408

4456

4504

4552

4600

4648

4696

4744

4792
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Arg Asp Gly

gat gct

Ala

gge

Asp Gly

cca tac gtt
Val

830

Pro Tyr

cgt gaa
Glu

845

tgg

Arg Trp

tte
Phe

tct
Ser

ggt

Gly
860

gct tece

Ala

gag

Glu Ser

atc
Ile

aag gac

Lys Asp

gat gat cct
Pro

910

Asp Asp

taaatcacct

gtecgtaaagce

tattggcgaa

cctggtagac

gttccatgtt

tcaaggtggt

gcatgatttt

cagagagcaa

gttcectgett

Ala Ala

800

gag
Glu
815

gca
Ala

gca
Rla

gtg
Val

gtc
Val

cca

Pro

gat
Asp

acc
Thr

Arg

ttc
Phe

tct
Ser

ggc
Gly

cge
Arg

ES 2335828 T3

aCC
Thr

gta
Val

Asn Lys Ala

acc
Thr

Gln
805

Leu

cag
Gln

ctg

Leu

820

tte
Phe
835

gac
Asp

gac tac
Asp

850

Tyr

cca gct

Pro

865

att
Ile

gtt
Val
880
gtc tcc
Val
895

Ser

acqg
Thr

agt

Ser

caagggacag

aagctctttt

ctecctgeage

aatctggecet

gtgcgtgacc

cacaagctct

aggttgagta

accaactttg

gaattgctca

gtt
Val

gtt
Val

gtt
Val

gca
Ala

gtg
Val

gct
Ala

gct
Ala

tcc
Ser

acc
Thr

gct
Ala Ala Arg Arg

ctg

Leu

cag
Gln

act
Thr

gat

Asp

gtt ctc

Val Leu

cgt cgc

870
aac tcc
Asn Serxr
885

gct
Ala

gct
Ala

900

tce gta
Val

915

Ser

ataaatcccg

tagccgagaa

aaatcgcgea

tcatgcatca

ataagcgtag

gcacgctgtg

aaaccagcea

gcagtgagee

cggcgcectteg

gat
Asp

cca aac

Pro Asn

ccgecagacg

acgcecttgte

cagtcaactt

tgatcaggcg

tcagagttcce

gatcaagcgce

tcagcaggga

tgttttccag

aggtcagtge

52

Arg Asn Pro

aag cag

Gln

acc
Thr
825

Lys

ctg cca aac

Leu Pro Asn

840

ggt gca
Gly Ala
855

tte
Phe

ttc
Phe

aac
Asn

ctg gca
Leu Ala

cgc
Arg

ttc
Phe
905

gag
Glu

aag
Lys

gct cct

Ala

gag

Pro Glu

820

ttagtctgge

agacaatgtt

cgacttggta

attgcccagg

atctgccacg

tgcggtgtge

caatgectga

acccagctca

aaagcccaat

Gly Ala

810

tce gge

Ser Gly

atc
Ile

cag
Gln

ttc
Phe

ggce
Gly

atc
Ile

gac
Asp
875

gaa
Glu
890

ggc
Gly

aag ttg

Lys Leu

gaa

Glu

ggcgggatte

gcgcecttga

gcectgatetg

cgaattgcect

atcttttcgg

tcatccaaca

cgctgaccge

aggcgctcaa

ccacggegcet

4840

4888

4936

4984

5032

5080

5125

5185

5245

5305

5365

5425

5485

5545

5605

5665
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tgcecgegeag

ccaaaggatc

ttaccttgtt

cgttgagcag

cagccatatc

aggttttgga

taggcttcegg

ccaagatcge

aaatgatcag

gacgctgace

ccaataccca

ccaacagaac

aaggactgcea

ttgaggaacc

cctgccceatg

aacaatggca

gtcaaaatac

atgccagcga

gacataagag

tcgggaaagt

aatccgaact

tctecacgee

tcteccacagg

cagtctggcg

caacgcgatg

ctgaaaaacg

gccgtegatg

ggtggattta

gagtttgagce

aattccgttg

tgccttggag

agaaattgcc

gcggtacgceg

gaagatggcc

tcgaaatatc

cattggacag

ccatcggcecce

agatgacgat

tgccgaggag

cgttcgegee

ctgcgagcaa

taaagccagt

ctgtegecage

tgagcacacg

caaaagcgcc

ctggecgcetet

catggttgct

gccaagctcg

ES 2 335 828 T3

gccagattcet

cggccgatgt

gaaatctcgce

ccecgeacegt

tgctgcaacg

atggataaca

aacttcgceac

ttcatatcegt

atggcaccga

tggceccaaa

tgcgaagecece

ggagatggtg

gttgtegeeg

gagtcccaaa

gccggcgteg

acccatgatg

accatcgatc

aacgaaacca

tgttgcegeg

gaacgtcaaa

gatcatacgc

gctgcatett

gggtettege

gtgtaatcga

cttcaatggt

agcgggcacyg

cggaatcaac

tagaaccgat

cgeggegete

tgtettaage

gccaccicgg

tggggtcaag

cgatgacagc

ataaccgate

tggtactgag

aggattttgg

gtggatcgcea

aatcccactg

cgaagcgggy

cgcaagttaa

ttgececttgg

gcggeagtag

ccagtggtca

tagacgccea

gttcggectt

cgttgatcac

cgtcctgeag

tacccagggt

53

gagattegge

cttgtgetcet

aagcaaacgg

gacggtgaca

attcacagtg

ctccactget

cagcagcatg

gccaacgege

caacacagcce

cgagaccgat

cgatgagtge

fgaaatccgt

gcgacagtcc

caacggcgag

tgesagaggtt

ccgaccacaa

tgtgcagecaa

ccataagagg

ggctgeegte

atgcgacaac

atccazaaatc

gtaggtgaac

aatacgcaga

tgccagtgceg

gcggtgectyg
gacatcttgt
ccagaaacag
aaatcgcect
ccggggaaga
actggttgcet
gcgacaacca
agtgctgcga
aaccacacgce
cacgatgagg
accggcaaga
tgaaacacca
gatatcagtg
gatcgeecggg
atcggtgcegce
cgcaatcatg
accggtgate
aggccageca
aacggtgagg
tcegtacaac
tcttgaggga
tcagttgcag
gccatctcge

ccaccctcaa

5725

5785

5845

5905

5965

6025

6085

6145

6205

6265

6325

6385

6445

6505

6565

6625

6685

6745

6805

6865

6925

6985

7045

7105
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<210> 34

cagtgcegga

aagaaatacc

gagcttcaac

gccecagtgg

cagacgcgta

actgctgcetc

tagaatccac

cagtgatatt

aattgtcaga

tttgctcate

tecgctgecate

cacctgcagce

ccaaggcgec

atctccttaa

agaaccatat

ttceccectgg

aatcttttaa

tccectaaca

cccagtgact

cgactcgatc

ggcgagttga

ccccageage

caacccggcet

ggctattacc

cgtccaaatce

<211>922
<212> PRT

ctcagcaccg

ggaaacaacc

agcctgctga

ctcagcagece

gacgatgccg

aatcggtgeg

cagctctgece

ctgcgecagtt

agcgaactgce

aaaggtgacg

aagtgcaggg

atcagtggag

aacagtaaag

agtgttattt

gtgaaatgtc

atatcccgea

aggccctaga

aacctccaaa

ctgaccgega

tagatactta

tgaggatccg

cgcagcaace

acggccaatc

ccgatceegg

a

ES 2335828 T3

atcacaggga tctgcttctg ctcagcaacc

atgttgtcag

atctecgttca

ttggtgacct

atggactttg

atatcagaag

gacactgcat

gcetgtgetg

tgagaaatag

tcaacgcctg

tgctgaacaa

gtggagctgt

atgcttgcga

tcaaaaaggg

tcatgattta

ggacatggac

caccgcgatt

gactagagtg

atatcttcaa

ccaagacgtg

tgecececgette

acatcagcegg

acctcaatat

ccctggeeag

ttggaacgta

cggtagtgac

catcgacctg

cgtcaggaac

taccggtgac

cggtaactgce

ctggagttge

tcagtgcagt

cctcttcaaa

gctggttgat

cactggaatc

gtaccttcga

gcagacagceg

aactacttgt

aaaatgggtg

tccttaateg

gggaacacca

tcagaactca

gttgataccg

ctgggaggge

ccgcaacage

ccaccgeage

cagcaacecac

54

gatgacatca

agtctgagta

cacctgagag

cagctgcetge

gtttcegecea

ggtgaacagqg

aacagccaac

gcectgetceg

agcttecttg

gccaactcgg

gcttgagcac

acgggaagaa

tcaacacatg

tctaccagte

gatagcgggt

atcattaaag

tgaacgtttc

cceggetegt

tttggtctac

cgcaggttte

aaccgccaca

agcctecgea

cgatgcacca

tgaaccagag

acatcgccga

ttaacggaca

ftgacctcac

aaaagctcca

ggtgcttcat

actgggatat

acgagatcca

ccgttagegt

aaaccagtgg

taagagtcgce

gaagccaacg

aacatagcac

tcteggataa

atatgcgcaa

gcaccaattce

agggatcctce

ctcaaataaa

tggecagggg

tgatgatcta

gcagcagcgg

gcattatgga

taatcagcee

gccaccaacg

7165

7225

7285

7525

7585

7645

7705

7765

7825

7885

7845

8005

8065

8125

8185

8245

8305

8365

8425

8485

8545

8556
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<213> Brevibacterium lactofermentum

<400> 34

Met

1

Phe

Pro

Glu

65

Tyr

Glu

Ile

Ile

His

145

Phe

Gly

Arg

Ala

Ala

Glu

Serxr

50

Ala

Val

Glu

Met

Ser

130

Phe

Gln

Arg

Glu

Asp

Met

Glu

35

Ser

Ser

Asn

Met

Val

115

Thr

Phe

Gly

Leu

Gln
195

Gln

Ile

20

Thr

Pro

Ala

Thr

Glu

160

His

Tyr

Arg

His

Ser

180

Gly

Ala

Arg

Asn

Glu

Lys

Ile

85

Lys

Arg

Ala

Gly

Ala

165

Glu

Gly

Lys

Asp

Glu

Arg

Arg

70

Pro

Arg

Ala

Gly

Lys

150

Ser

Asp

Ile

Leu

Gly

Trp

Ala

55

Val

Thr

Tyr

Gln

Ala

135

Asp

Pro

Asp

Pro

ES 2 335 828 T3

Gly

Val

Met

40

Arg

Ser

Ser

Arg

Arg

120

Ala

His

Gly

Leu

Ser
200

Gly

Ala

25

Asp

Tyr

Leu

Met

Arg

105

Pro

Pro

Pro

Met

Asp

185

Tyr

Lys

10

Ser

Ser

Leu

Pro

Glu
90

Trp

Gly

Leu

Gly

Tyr

170

Gly

Pro

55

Pro

Tyr

Leu

Met

Pro

75

Pro

Ile

Ile

Tyr

Gly

155

Ala

Phe

His

Ser

Leu

Asp

Leu

€0

Met

Glu

Arg

Gly

Glu

140

Gly

Arg

Arg

Pro

Asp

Asn

Gly

45

Arg

Thr

Phe

Trp

val

125

Val

Asp

Ala

Gln

His
205

Asp

Asp

30

Leu

Leu

Ser

Pro

Asn

110

Gly

Gly

Gln

Phe

Glu

190

Gly

Ser

15

Ser

Leu

Leu

Thr

Gly

95

Ala

Gly

Phe

Ile

Met

175

Val

Met

Asn

Asp

Gln

Glu

Asp

80

Asp

Ala

His

Asn

Phe

160

Glu

Sexr

Lys
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Asp

Ala
225

Asn

Asp

Phe

305

Glu

Ile

Asp

Ala

Arg

385

Leu

Met

Gly

Phe

210

Ile

Asp

Asp

Leu

Gly

2590

Phe

Trp

Met

Gly

Lys

370

Gly

Glu

Tyr

Lys

1le
450

Trp

Tyr

Thr

Glu

Asp

275

Pro

Arg

Asp

Asn

Ala

355

Leu

Gly

Thr

Gly

Lys

435

Pro

Glu

Gln

Ser

Pro

260

Asn

Val

Gly

Glu

Asn

340

Val

His

Lys

Ile

Phe

Ala

Asp

245

Glu

Leu

Arg

Ala

Leu

325

Thr

Val

Asp

Asp

405

Gly

Thr

Thr

Pro

Arg

230

Gln

Ser

Thr

Gly

Gly

310

Leu

Ser

Arg

Asn

Tyr

390

Arg

His

Leu

Asp

Thr

215

Phe

His

Arg

Phe

Asn

295

Trp

Glu

Glu

Met

375

Pro

Asn

Asp

Glu
455

ES 2335828 T3

Asn

Val

Gly

Val

280

Thr

Ser

Lys

Gly

His

360

Thr

Lys

Thxr

Phe

Asp

440

Gln

Ser

Arg

Trp

Leu

265

Val

Lys

Val

Asp

Asp

345

Phe

Asp

Val

Val

Glu

425

Leu

Met

Tyr

Ala

250

Ile

Asn

Ile

Ile

Gln

330

Tyr

Phe

Glu

Tyr

Ile

410

Gly

Lys

Glu

56

Gly

Leu

235

Phe

Gln

Cys

Ile

Lys

315

Asp

Gln

Gly

Glu

Ala

395

Leu

Arg

Leu

Lys

Leu

220

Glu

Leu

Gln

Asn

Gln

300

Val

Gly

Thr

Arg

Ile

380

Ala

Ala

Asn

Asp
460

Gly

Asn

Gly

Ala

Leu

285

Glu

Val

Ala

Phe

Asp

365

Trp

Tyr

His

Ala

Pro

Pro

Arg

Asp

Ala

270

Gln

Leu

Trp

Leu

Lys

350

Pro

Lys

Lys

Thr

Thr

430

Asp

Tyr

Met

Gly

Gly

255

Leu

Arg

Glu

Gly

Val

335

Ala

Arg

Leu

Arg

Ile

415

His

Lys

Leu

Asp

Ile

240

Glu

Asn

Leu

Ser

Arg

320

Glu

Asn

Pro

Ala
400

Gln

Pro
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Pro

465

Glu

Tyr

Lys

Thr

Pro

545

Pro

Asp

=t
®
o

Ala

Ile

625

Ala

Gly

Ser

Ser

Met
705

Tyr

Arg

Gly

Phe

530

Ile

Thr

His

His

Gly

610

Phe

Ala

Arg

Pro

Phe

690

Tyr

Tyr

Arg

Pro

Ser

515

Lys

Ile

Leu

Asp

Glu

595

Thr

Tyr

Rla

Thr

Val

675

Ala

Gly

His

Ala

Ile

500

Gly

Glu

Pro

Lys

Leu

580

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr

660

Leu

Tyr

Pro

485

Gln

Lys

Leu

Asp

Ile

565

Met

Tyr

Met

Gln

645

Leu

Ala

Glu

Gly

Gly

470

Leu

Val

Gln

Met

Glu

550

Tyr

Leu

Asn

Ala

Phe

630

Met

Thr

Ser

Ile

Lys
710

Glu

Gly

Pro

Gln

Arg

535

Ala

Asn

Ser

Glu

Thr

615

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

695

Gly
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Asp

Gly

Pro

Ile

520

Asp

Arg

Pro

Tyr

Ala

600

His

pPhe

Glu

Asn

680

His

Glu

Rla

Tyr

Leu

505

Rla

Lys

Thr

His

Arg

585

Gly

Gly

Gin

Gly

Gly

665

Glu

Leu

Asp

Pro

Leu

490

Asp

Thr

Gly

Phe

Gly

570

Glu

Ser

Lys

Arg

Phe

650

Leu

Gly

Val

Val

57

Glu

475

Pro

Lys

Thr

Leu

Gly

555

Gln

Ala

Val

Ala

Thr

Leu

Gln

Val

His

Ile
715

Ile

Glu

Leu

Met

Ala

540

Leu

Asn

Pro

Ala

Met

620

Gly

Leu

Glu

Arg
700

Tyr

Lys

Arg

Arg

Ala

525

Asp

Asp

Tyr

Glu

Ser

605

Ile

Asp

Gly

Met

Thr

685

Gly

Tyr

Ser

510

Thr

Arg

Ser

Val

Gly

590

Phe

Pro

Ser

Ala

Asp

670

Tyr

Ile

Ile

Met

Glu

495

val

Vval

Leu

Trp

Pro

575

Gln

Ile

Leu

Ile

Thr

655

Gly

Asp

Asp

Thr

Lys
480

Asn

Arg

Val

Phe

560

vVal

Ile

Trp

640

Ala

His

Pro

Arg

Ile
720
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Glu

Gly

Ile

785

Arg

Phe

Ser

Gly

w B
o H
v

Val

Val

<210> 35
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Gly

His

Lys

770

Tyr

Asn

Val

Asp

Asp

850

Pro

Ala

Ala

Ser

Glu

Leu

Glu

755

Ala

Ser

Lys

Thr

Phe

835

Tyr

Ala

Val

Ala

val
915

Pro

His

740

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

820

Ser

Thr

Ala

Leu

Gln

900

Asp

Thr

125

Lys

Asn

Ser

Thx

Gln

805

Gln

Thr

Val

Arg

Asn

885

Ala

Pro

Pro

Gly

Ile

Ile

Ser

790

Leu

Leu

Asp

Leu

Arg

Ser

Ala

Asn

Gln

Ile

Leu

Leu

775

Trp

Arg

Lys

Leu

Gly

855

Phe

Leu

Glu

Ala

ES 2335828 T3

Pro

Tyr

Ala

760

Glu

Val

Asn

Gln

Pro

840

Ala

Phe

Ala

Lys

Pro
920

Ala

Leu

745

Ser

Ala

Asn

Pro

Thr

825

Asn

Asp

Asn

Arg

Phe

905

Glu

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 35

aatgccagga gtcaacaccc

<210> 36

Glu

730

Tyr

Gly

Asp

Leu

Gly

810

Ser

Gln

Gly

Ile

Glu

890

Lys

Pro

Ser

Val

Tyr

Ala

735

Ala

Gly

Ile

Phe

Asp

875

Gly

Leu

Glu

58

Glu

Arg

Gly

Gly

780

Arg

Asp

Pro

Arg

Gly

860

Ala

Lys

Asp

Gly

Gly

Met

765

Val

Asp

Ala

Tyr

Glu

845

Phe

Glu

Ile

Asp

Leu

Glu

750

Gln

Arg

Gly

Gly

val

830

Trp

Ser

Ser

Asp

Pro
910

Asp

735

Gly

Trp

Ala

Ala

Glu

815

Ala

Val

Asp

Ile

Val

895

Thr

Val

Thr

Ala

Asn

Ala

800

Ala

Val

Pro

Thr

Val

880

Ser

Ser

20
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ES 2 335 828 T3

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

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 36
acatggaaca ggcaattcgc

<210> 37
<211>28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 37
cgteccggge tgtaaaacaa atcttcgg

<210> 38

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 38
atcceccggge ttaccaccaa gttttgce

<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 39
cttatgcgtt gecacattcg tgcacttcgg

<210> 40

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

59

20

28

27

30
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ES 2 335 828 T3

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador
<400> 40
gegttgacce attcgtgeac tteggtgtgc tataattagg

<210> 41

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcioén de la secuencia artificial: cebador
<400> 41
gcgttgecac attcgtgeac ttcggtgtgce tataattagg

<210> 42

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 42
ttttaaaacg ttctggagaa gactcctgga gtaatccg

<210> 43

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 43
cgatcttgcc ttcgegtgec

<210> 44

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 44

agaccgecgg agtatgcaag aacgatgcgg

60

40

40

38

20

30
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ES 2 335 828 T3

<210> 45
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 45
gacttcacca tcaatcatct tcttcaggta

<210> 46

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 46
accttcgacc agaccctgge taagggcttt

<210> 47

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 47
gctaacaagce gegatcgega agctggeaac

<210> 48

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 48
gcgatgacac cgtttttgtt ctege

<210> 49

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

61

30

30

30

25
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ES 2 335 828 T3

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador
<400> 49
ggcgacatcc ttgecccagat gatca

<210> 50

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 50
gacttcacca tcaatcatct tcttc

<210> 51

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 51
gccaggtaca actgtctgaa ttge

<210> 52

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador

<400> 52
gttaatcgct tgccaatgea ggeaggtaag gtataacccg

<210> 53

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 49

gttaatcgct tgctaatgea ggcaggtaag gtataacccg

62

25

25

24

40

40
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ES 2 335 828 T3

<210> 54
<211>40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 54
gttaatcgct tgtcaatgea ggecaggtaag gtataacceg

<210> 55

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 55
gttaatcgct tgttaatgca ggecaggtaag gtataatccg

<210> 56

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 56
gttaatcgct tgtcaatgca ggcaggtaag gtataatccg

<210> 57

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 57

gggttccage ctegtgegga attegtggag

<210> 58

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

63

40

40

40

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 828 T3

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador
<400> 58
gcgttaccca gagctggate ctegg

<210> 59

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 59

cagttgtggc tgatcg

<210> 60

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 60
ctttcccaga ctetgge

<210> 61

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcidn de la secuencia artificial: cebador

<400> 61
gctataattt gacgtgagea t

<210> 62

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 62

gctcacgtca aattatagca gtgtc
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<210> 63
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 63
ttgttgtcat tetgtgegac actgetataa tttgaacgtg agcagttaac agec 54

<210> 64

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 64

gttaactgct cacgttcaaza ttatagcatg tcgcacagaa tgacaacaaa gaattaaaat 60
tg 62

<210> 65

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciodn de la secuencia artificial: cebador

<400> 65
gctagectcg ggagetetct aggag 25

<210> 66

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 66

gatctttcce agactctggce cacge 25
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