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DESCRIPCION
Procedimiento de produccién de L-lisina.

Campo técnico

La presente invencidon se refiere a un procedimiento de produccién de L-lisina cultivando un microorganismo
obtenido modificando una bacteria corineforme usada para produccién fermentativa de aminoacidos o similares por
medio de una técnica basada en ingenieria genética.

Técnica anterior

La L-lisina, que se usa como un aditivo del forraje, se produce usualmente por un procedimiento fermentativo
usando una cepa mutante de produccion de L-lisina que pertenece a las bacterias corineformes. Diversas bacterias
que producen L-lisina conocidas en la actualidad son aquellas creadas por mutacion artificial partiendo de cepas de
tipo silvestre que pertenecen a las bacterias corineformes.

En cuanto a las bacterias corineformes, se ha desvelado un plasmido vector que es auténomamente replicable en
células bacterianas y tiene un gen marcador de resistencia a farmacos (véase Patente de los Estados Unidos N.°
4,514,502) y un procedimiento para introducir un gen en células bacterianas (por ejemplo, Patente japonesa abierta
a inspeccion publica N.° 2-207791). Hay también revelada una posibilidad para reproducir una bacteria que
produzca L-treonina- o L-isoleucina usando las técnicas segun se describen anteriormente (véanse Patentes de
Estados Unidos N.°® 4.452.890 y 4.442.208). En cuanto a la cria de una bacteria que produce L-lisina, se conoce
una técnica, en la que un gen que participa en la biosintesis de L-lisina se incorpora a un plasmido de vector para
amplificar el gen en las células bacterianas (por ejemplo, Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.° 56-
160997).

Los genes conocidos para biosintesis de L-lisina incluyen, por ejemplo, un gen de dihidrodipicolinato reductasa
(Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.° 7-75578) y un gen de diaminopimelato deshidrogenasa (Ishino,
S. y cols., Nucleic Acids Res., 15, 3917 (1987)) en los que esta clonado un gen biosintesis de L-lisina, asi como un
gen de fosfoenolpiruvato carboxilasa (Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.° 60-87788), un gen de
dihidrodipicolinato sintasa (Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.° 6-55149) y un gen de diaminopimelato
descarboxilasa (Patente japonesa abierta a inspeccidn publica N.° 60-62994) en los que la amplificacion de un gen
afecta a la productividad de L-lisina.

En cuanto a las enzimas que participan en la biosintesis de L-lisina, se conoce un caso de una enzima que sufre
inhibicion de retrolimentacién cuando se usa como un tipo silvestre. En este caso, la productividad de L-lisina se
mejora introduciendo un gen de enzima que tenga tal mutacién que la inhibicién de retroalimentacion esté
desensibilizada. Aquellos conocidos como un gen tal incluyen especificamente, por ejemplo, un gen de
aspartocinasa (Panfleto de Publicacion Internacional de WO 94/25605).

Como se describe anteriormente, ciertos resultados exitosos se han obtenido por medio de amplificacion de genes
por el sistema de biosintesis de L-lisina, o por introduccion de genes mutantes. Por ejemplo, una bacteria
corineforme, que alberga un gen de aspartocinasa mutante con inhibiciéon concertada desensibilizada por lisina y
treonina, produce una cantidad considerable de L-lisina (aproximadamente 25 g/l). Sin embargo, esta bacteria sufre
disminucion de la velocidad de crecimiento comparada con una bacteria que alberga gen de aspartocinasa no
mutante. Se informé también que la productividad de L-lisina se mejora introduciendo adicionalmente un gen de
dihidropicolinato sintasa ademas de un gen de aspartocinasa mutante (Applied and Environmental Microbiology, 57
(6), 1746-1752 (1991)). Sin embargo, una bacteria tal sufre la disminucién adicional en velocidad de crecimiento.

En cuanto al gen de dihidropicolinato reductasa, se ha demostrado que la actividad de dihidropicolinato reductasa
esta incrementada en una bacteria corineforme en la que se ha introducido el gen, sin embargo, no esta incluido
ningun informe para la influencia en productividad de L-lisina (Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.° 7-
75578).

En las circunstancias presentes, no se conoce ningln caso para la bacteria corineforme, en la que cualquiera haya
tenido éxito en mejora remarcable en rendimiento de L-lisina sin restringir crecimiento combinando una pluralidad de
genes para biosintesis de L-lisina. No se ha comunicado ningin caso en el que se desee mejorar el crecimiento
potenciando un gen para biosintesis de L-lisina también.

Revelacion de la invencion

Un objeto de la presente invencion es mejorar la capacidad de producir L-lisina y la velocidad de crecimiento de una
bacteria corineforme usando materiales genéticos de secuencias de ADN que codifican cada una para
aspartocinasa (de ahora en adelante referida como "AK", con la condicién de que un gen que codifica para una
proteina AK se refiera de ahora en adelante como "lysC", si es necesario), dihidrodipicolinato reductasa (de ahora
en adelante referida como "DDPR", con la condicién de que un gen que codifica para una proteina DDPR se refiera
de ahora en adelante como "dapB", si es necesario), dihidrodipicolinato sintasa (de ahora en adelante abreviada
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como "DDPS", con la condicion de que un gen que codifica para una proteina DDPS se refiere de ahora en adelante
como "dapA", si es necesario), diaminopimelato descarboxilasa (de ahora en adelante referida como "DDC", con la
condicion de que un gen que codifica para una proteina DDC se refiere de ahora en adelante como "lysA", si es
necesario), y diaminopimelato deshidrogenasa (de ahora en adelante referida como "DDH", con la condicion de que
un gen que codifica para una proteina DDH se refiere de ahora en adelante como "ddh", si es necesario) que son
enzimas importantes para biosintesis de L-lisina en células de bacterias corineformes.

Cuando una sustancia objetivo se produce fermentativamente usando un microorganismo, la velocidad de
produccién, asi como el rendimiento de la sustancia objetivo en relacion a un material introducido, es un factor
extremadamente importante. Una sustancia objetivo se puede producir de forma remarcablemente econdémica
incrementando la velocidad de produccién por una unidad de equipamiento de fermentacion. De acuerdo con ello, es
industrialmente extremadamente importante que el rendimiento fermentativo y la velocidad de produccion sean
compatibles el uno con la otra. La presente invencién propone una solucion para el problema como se describe
anteriormente con el fin de producir fermentativamente L-lisina usando una bacteria corineforme.

El principio de la presente invencién esta basado en el hecho que el crecimiento de una bacteria corineforme puede
mejorarse y la velocidad de produccion de L-lisina de la misma se puede llevar a cabo realizando potenciacién en
tanto que combinamos dauB con lysC mutante (de ahora en adelante referido simplemente como "mutante IvsC", si
es necesario) que codifica AK mutante (de ahora en adelante referida simplemente como "mutante AK", si es
necesario) en la que la inhibicidon concertada por lisina y treonina esta desensibilizada, segun se compara con un
caso en el que lysC esta potenciada individualmente y en el que la velocidad de produccién de L-lisina se puede
mejorar adicionalmente en una manera por etapas potenciando sucesivamente dapA, lysA y ddh.

Concretamente, la presente invencién radica en un vector auténomamente replicable en células de bacterias
corineformes, que comprenden una secuencia de ADN que codifica para una aspartocinasa en la que la inhibicién
por retroalimentacion por L-lisina y L-treonina estd desensibilizada y una secuencia de ADN que codifica una
dihidrodipicolinato reductasa obtenida de una bacteria corineforme. La presente invencion proporciona un vector que
comprende adicionalmente una secuencia de ADN que codifica para una dihidropicolinato sintasa, ademas de cada
una de las secuencias de ADN descritas anteriormente. La presente invencion proporciona un vector que
comprende adicionalmente una secuencia de ADN que codifica para una diaminopimelato descarboxilasa, ademas
de las tres secuencias de ADN descritas anteriormente. La presente invencion proporciona un vector adicional que
comprende una secuencia de ADN que codifica para una diaminopimelato deshidrogenasa, ademas de las cuatro
secuencias de ADN descritas anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una bacteria corineforme que comprende una secuencia de ADN
potenciada que codifica para una aspartocinasa en la que la inhibicién por retroalimentacion por L-lisina y L-treonina
esta desensibilizada y que comprende una secuencia de ADN potenciada codificada por una dihidropicolinato
reductasa, en la que el ADN esta potenciado incrementando el nimero de copias de un gen, usando un promotor
fuerte, o combinando estos medios.

La presente invencion proporciona una bacteria corineforme que comprende adicionalmente ADN que codifica para
una dihidropicolinato sintasa en la bacteria corineforme mencionada anteriormente. La presente invencion
proporciona una bacteria corineforme adicional que comprende adicionalmente ADN potenciado que codifica para
una diaminopimelato descarboxilasa en la bacteria corineforme mencionada anteriormente, ademas de los tres ADN
descritos anteriormente. La presente invencién proporciona una bacteria corineforme adicional que comprende
codificacion de ADN para una diaminopimelato deshidrogenasa en la bacteria corineforme mencionada
anteriormente, ademas de los cuatro ADN descritos anteriormente.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir L-lisina comprendiendo las
etapas de cultivar una cualquiera de las bacterias corineformes descritas anteriormente en un medio apropiado,
producir y acumular L-lisina en un cultivo de las bacterias y recoger L-lisina del cultivo.

Las bacterias corineformes referidas en la presente invencién son un grupo de microorganismos segun se definen
en el Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 82 ed., p. 599 (1974), que son bacilos gram-positivos que no
tienen resistencia a acidos y que no tienen capacidad de formar esporas. Las bacterias corineformes incluyen
bacterias que pertenecen al género Corynebacterium, bacterias que pertenecian al género Brevibacterium que han
sido clasificadas hasta ahora dentro del género Brevibacterium pero que actualmente se han unido como bacterias
que pertenecen al género Corynebacterium y las bacterias que pertenecen al género Brevibacterium estrechamente
relacionadas con bacterias que pertenecen al género Corynebacterium.

La presente invencion se explicara en detalle a continuacion.
<1> Preparacion de genes para biosintesis de L-lisina usados para la presente invencién

Los genes para biosintesis de L-lisina usados en la presente invencién se obtienen respectivamente preparando
ADN cromosdmico a partir de una bacteria como un donante de ADN, construyendo una biblioteca de ADN
cromosémico usando un vector de plasmido o similar, seleccionando una cepa que albergue un gen deseado y
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recuperando, de la cepa seleccionada, ADN recombinante en el que se ha insertado el gen. El donante de ADN para
el gen para biosintesis de L-lisina usado en la presente invencién no esta limitado especificamente con la condicién
de que el gen deseado para biosintesis de L-lisina expresa una proteina enzimatica que funciona en células de
bacterias corineformes. Sin embargo, el donante de ADN es preferentemente una bacteria corineforme.

Todos los genes de lysC, dapA y dapB que se originan a partir de bacterias corineformes tienen secuencias
conocidas. De acuerdo con ello, pueden obtenerse llevando a cabo amplificacién de acuerdo con el procedimiento
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; véase White, T. J. y cols., Trends Genet., 5, 185 (1989))

Cada uno de los genes para biosintesis de L-lisina usados en la presente invencion es obtenible de acuerdo con
ciertos procedimientos segun se ejemplifican mas adelante.

(1) Preparacion de lysC mutante

Un fragmento de ADN que contiene lysC mutante puede prepararse a partir de una cepa mutante en la que la
inhibicion de retroalimentacion sinérgica en la actividad de AK por L-lisina y L-treonina esta sustancialmente
desensibilizada (Panfleto de Publicacion Internacional de WO 94/25605). Se puede obtener una cepa mutante tal,
por ejemplo, a partir de un grupo de células que se originan a partir de una cepa de tipo silvestre de una bacteria
corineforme sometida a un tratamiento de mutacién aplicando un tratamiento de mutacién normal tal como
irradiacion ultravioleta y tratamiento con un agente mutante tal como N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina. La
actividad AK se puede medir usando un procedimiento descrito por Miyajima, R. y cols. en The Journal of
Biochemistry (1968), 63 (2), 139-148. La cepa mutante mas preferida como tal esta representada por una bacteria
AJ3445 que produce L-lisina (FERM P-1944) derivada por un tratamiento de mutacién a partir de una cepa de tipo
silvestre de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 (habiendo cambiado su nombre actual de Corynebacterium

glutamicum).

Alternativamente, el mutante lysC es también obtenible por un tratamiento de mutacién in vitro de ADN de plasmido
que contiene lysC de tipo silvestre. En otro aspecto, se conoce especificamente informacién sobre la mutacion para
desensibilizar inhibicion de retroalimentacion sinérgica sobre AK por L-lisina y L-treonina (Panfleto de Publicacion
Internacional de WO 94/25605). De acuerdo con ello, lysC mutante se puede preparar también a partir de lysC de
tipo silvestre sobre la base de la informacién de acuerdo con, por ejemplo, el procedimiento de mutagénesis dirigida
de sitio.

Un fragmento que comprende lysC se puede aislar a partir de una bacteria corineforme preparando ADN
cromosémico de acuerdo con, por ejemplo, un procedimiento de Saito y Miura (H. Saito y K. Miura, Biochem.
Biophys. Acta, 72, 619 (1963)) y amplificando lysC de acuerdo con el procedimiento de reaccion de cadena de la
polimerasa (PCR; véase White, T. J. y cols., Trends Genet., 5, 185 (1989)).

Los cebadores de ADN se ejemplifican por ADN de cadena simple de 23-meros y 21-meros que tienen las
secuencias de nucledtidos mostradas en SEC ID N.°°: 1y 2 en el Listado de secuencias con el fin de amplificar, por
ejemplo, una region de aproximadamente 1.643 pb que codifica para lysC basada en una secuencia conocida para
Corynebacterium glutamicum (véase Molecular Microbiology (1991), 5 (5), 1197-1204; Mol. Gen. Genet. (1990), 224,
317-324). EI ADN se puede sintetizar de acuerdo con un procedimiento normal usando modelo 380B de sintetizador
de ADN producido por Applied Biosystems y usando el procedimiento de fosforoamidita (véase Tetrahedron Letters
(1981), 22, 1859). PCR se puede llevar a cabo usando un termociclador de ADN modelo PJ2000 producido por
Takara Shuzo y usando ADN polimerasa Taq de ADN de acuerdo con un procedimiento designado por el proveedor.

Se prefiere que lysC amplificado por PCR esté ligado con vector de ADN auténomamente replicable en células de E.
coli y/o bacterias corineformes para preparar ADN recombinante y el ADN recombinante se introduce en células de
E. coli con antelacién. Tal provision hace facil seguir las operaciones. El vector auténomamente replicable en células
de E. coli es preferentemente un vector de plasmido qué es preferentemente autobnomamente replicable en células
de un huésped, incluyendo, por ejemplo, pUC19, pUC18, pBR322, pHSG299, pHSG399, pHSG398 y RSF1010.

Cuando un fragmento de ADN que tiene una capacidad para permitir que un plasmido sea autdnomamente
replicable en bacterias corineformes esta insertado dentro de estos vectores, se puede usar como un asi llamado
vector de lanzadera autdnomamente replicable tanto en E. coli como en bacterias corineformes.

Un vector de lanzadera incluye los siguientes. Se muestran entre paréntesis microorganismos que albergan cada
uno de estos vectores y numeros de depdsito en las instalaciones de depdsito internacionales.

pHC4: Escherichia coli AJ12617 (FERM BP-3532)
pAJ655: Escherichia coli AJ11882 (FERM BP-136)
Corynebacterium glutamicum SR8201 (ATCC 39135)

pAJ1844: Escherichia coli AJ11883 (FERM BP-137)
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Corynebacterium glutamicum SR8202 (ATCC 39136)

pAJ611: Escherichia coli AJ11884 (FERM BP-138)
pAJ3148: Corynebacterium glutamicum SR8203 (ATCC 39137)
pAJ440: Bacillus subtilis AJ11901 (FERM BP-140)

Estos vectores son obtenibles a partir de los microorganismos depositados como sigue. Las células recogidas en
una fase de crecimiento logaritmico se lisaron usando lisozima y SDS, seguidas por separacion de un lisado por
centrifugacion a 30.000 x g para obtener un sobrenadante al que se afade polietilenoglicol, seguido por
fraccionamiento y purificacion por medio de centrifugacion de gradiente de densidad de cloruro de cesio-bromuro de
etidio.

E. coli puede transformarse introduciendo un plasmido de acuerdo con, por ejemplo, un procedimiento de D. M.
Morrison (Methods in Enzymology, 68, 326 (1979)) o un procedimiento en el que las células receptoras se tratan con
cloruro de calcio para incrementar permeabilidad de ADN (Mandel, M. e Higa, A., J. Mol. Biol., 53, 159 (1970)).

El lysC de tipo silvestre se obtiene cuando lysC esta aislado de una cepa de tipo silvestre AK, mientras que lysC
mutante se obtiene a partir de una cepa de AK mutante de acuerdo con el procedimiento como se describe
anteriormente.

Un ejemplo de una secuencia de nucleétidos de un fragmento de ADN que contiene lysC de tipo silvestre se
muestra en SEC ID N.°: 3 en el Listado de secuencias. Una secuencia de aminoacidos de subunidad a de una
proteina de AK de tipo silvestre se deduce de la secuencia de nucleétidos, que se muestra en la SEC ID N.°: 4 en
Listado de secuencias conjuntamente con la secuencia de ADN. Sélo la secuencia de aminoacidos se muestra en la
SEC ID N.°: 5. Una secuencia de aminoacidos de subunidad B de la proteina AK de tipo silvestre se deduce de la
secuencia de nucleétidos de ADN, que se muestra en la SEC ID N.°: 6 en Listado de secuencias conjuntamente con
la secuencia de ADN. Sdlo la secuencia de aminoacidos se muestra en la SEC ID N.°: 7. En cada una de las
subunidades, GTG se usa como un codoén de iniciacion y un aminoacido correspondiente esta representado por
metionina. Sin embargo, esta representacion se refiere a metionina, valina, o formilmetionina.

El mutante lysC usado en la presente invencion no esta especificamente limitado siempre que codifique para AK en
la que la inhibicion de retroalimentacion por L-lisina y L-treonina esté desensibilizada. Sin embargo, el lysC mutante
se ejemplifica por uno que incluye mutacién en la que un 279 enésimo residuo de alanina contado a partir del
extremo N-terminal esta cambiado por un residuo de aminoacido distinto de alanina y distinto de aminoacido acido
en la subunidad a y un residuo de alanina 30 enésimo esta cambiado por un residuo de aminoacido distinto de
alanina y distinto de aminoacido acido en la subunidad B en la secuencia de aminoacidos de la AK de tipo silvestre.
La secuencia de aminoacidos de la AK de tipo silvestre incluye especificamente la secuencia de aminoéacidos
mostrada en la SEC ID N.°: 5 en Listado de secuencias como la subunidad a y la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.°: 7 en Listado de secuencias como la subunidad B.

Aquellos preferidos como el residuo de aminoacido distinto de alanina y distinto de otros aminoacidos incluyen
residuos de treonina, arginina, cisteina, fenilanalina, prolina, serina, tirosina y valina.

El coddn correspondiente a un residuo de aminoacidos a sustituirse no esta limitado especificamente por su tipo
siempre y cuando ello codifique para el residuo de aminoacidos. Se asume que la secuencia de aminoacidos de AK
de tipo silvestre poseida puede diferir ligeramente dependiendo de la diferencia en las especies bacterianas y en las
cepas bacterianas. Las AK, que tienen mutacion basada en, por ejemplo, sustitucidn, delecién o inserciéon de uno o
mas residuos aminoacidicos en una o mas posiciones irrelevantes para la actividad enzimatica como se describe
anteriormente, puede usarse también por la presente invencion. Otras AK, que tienen mutacion basada en, por
ejemplo, sustitucion, delecion, o insercion de otros uno o mas residuos de aminoacidos, se pueden usar también
siempre y cuando no se ejerza influencia en la actividad AK y en la desensibilizacion de inhibicion de
retroalimentacion sinérgica por L-lisina y L-treonina.

Una cepa AJ12691 obtenida introduciendo un plasmido 399AK9B de lysC mutante dentro de una cepa p399AK9B
(FERM BP-734) como una cepa de tipo silvestre de Brevibacterium lactofermentum se ha depositado el 10 de abril,
1992 con un ndmero de depdsito de FERM P-12918 en National Institute of Bioscience and Human Technology of
Agency of Industrial Science and Technology of Ministry of International Trade and Industry (cddigo postal: 305, 1-3,
Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon), se ha transferido al depdsito internacional en base al Tratado de
Budapest el 10 de febrero, 1995 y se ha depositado con el nimero de depdsito de FERM BP-4999.

(2) Preparacion de dapB

Un fragmento de ADN que contiene dapB se puede preparar a partir de cromosoma de una bacteria corineforme por
medio de PCR. El donante de ADN no esta limitado especificamente, sin embargo, esta ejemplificado por la cepa
ATCC 13869 de Brevibacterium lactofermentum.
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Una secuencia codificante de ADN para DDPR se conoce por Brevibacterium lactofermentum (Journal of
Bacteriology, 175 (9), 2743-2749 (1993)), en la base a la que se pueden preparar cebadores de ADN para PCR.
Tales cebadores de ADN estan especificamente ejemplificados por ADN de 23-meros que tienen respectivamente
secuencias de nucledtidos representadas en las SEC ID N.°%: 8 y 9 en Listado de secuencias. Sintesis de ADN, PCR
y preparacién de un plasmido que contiene dapB obtenido se pueden llevar a cabo de la misma manera que
aquellas para el lysC descritas anteriormente.

Una secuencia de nucledtidos de un fragmento de ADN que contiene dapB y una secuencia de aminoacidos
deducida de la secuencia de nucledtidos se ilustran en SEC ID N.°: 10. Sdlo la secuencia de aminoacidos se
muestra en la SEC ID N.°: 11. Ademas de fragmentos de ADN que codifican para esta secuencia de aminoacidos, la
presente invencion puede usar equivalentemente fragmentos de ADN que codifican para secuencias de
aminoacidos sustancialmente iguales a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 11, concretamente
secuencias de aminoacidos que tienen mutacion basada en, por ejemplo, sustitucion, delecién, o insercién de uno o
mas aminoacidos siempre y cuando no haya influencia sustancial sobre la actividad DDPR.

Una cepa transformante AJ13107 obtenida introduciendo un plasmido de pCRDAPB que contiene dapB obtenido en
el Ejemplo descrito mas tarde en la cepa JM109 de E. coli se ha depositado desde el 26 de mayo, 1995 con un
nimero de depdsito de FERM BP-5114 en National Institute of Bioscience and Human Technology of Agency of
Industrial Science and Technology of Ministry of International Trade and Industry (cédigo postal: 305, 1-3, Higashi 1-
chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon) en base al Tratado de Budapest.

(3) Preparacion de dapA

Un fragmento de ADN que contiene dapA puede ser prepararse a partir de cromosoma de bacteria corineforme por
medio de PCR. El donante de ADN no esta limitado especificamente, sin embargo, esta ejemplificado por la cepa
ATCC 13869 de Brevibacterium lactofermentum.

Una secuencia de ADN codificada por DDPS se conoce por Corynebacterium glutamicum (véase Nucleic Acids
Research, 18 (21), 6421 (1990); Numero de acceso de EMBL X53993), sobre la base de lo que se pueden preparar
cebadores de ADN para PCR. Tales cebadores de ADN estan especificamente ejemplificados por ADN de 23-meros
que tienen respectivamente secuencias de nucledtidos representadas en las SEC ID N.°°: 12 y 13 en Listado de
secuencia. Sintesis de ADN, PCR y preparacion de un plasmido que contiene dapA obtenido se pueden llevar a
cabo de la misma manera que aquellos para el lysC descrito anteriormente.

Una secuencia de nucleétidos de un fragmento de ADN que contiene dapA y una secuencia de aminoacidos
deducida de la secuencia de nucledtidos se ejemplifican en SEC ID N.°: 14. Sélo la secuencia de aminoacidos se
muestra en la SEC ID N.°: 15. Ademas de fragmentos de ADN que codifican para esta secuencia de aminoacidos, la
presente invencion puede usar equivalentemente fragmentos de ADN que codifican para secuencias de
aminoacidos sustancialmente iguales a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 15, concretamente
secuencias de aminoacidos que tienen mutacion basada en, por ejemplo, sustitucion, delecion, o insercion de uno o
mas aminoacidos siempre y cuando no haya influencia sustancial en la actividad DDPS.

Una cepa transformante de AJ13106 obtenida introduciendo un plasmido de pCRDAPA que contiene dapA obtenido
en el Ejemplo descrito mas tarde en la cepa JM109 de E. coli se ha depositado desde el 26 de mayo, 1995 con un
nimero de depdsito de FERM BP-5113 en National Institute of Bioscience and Human Technology of Agency of
Industrial Science and Technology of Ministry of International Trade and Industry (cédigo postal: 305, 1-3, Higashi 1-
chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon) en base al Tratado de Budapest.

(4) Preparacion de lysA

Un fragmento de ADN que contiene lysA se puede preparar a partir del cromosoma de una bacteria corineforme por
medio de PCR. El donante de ADN no esta limitado especificamente, sin embargo, esta ejemplificado por la cepa
ATCC 13869 de Brevibacterium lactofermentum.

En las bacterias corineformes, lysA forma un operén junto con argS (gen de arginil-ARNt sintasa) y lysA existe
corriente abajo a partir de argS. La expresion de lysA esta regulada por un promotor que existe corriente arriba de
argS (véase Journal of Bacteriology, nov., 7356-7362 (1993)). Las secuencias de ADN de estos genes se conocen
para Corynebacterium glutamicum (véanse Molecular Microbiology, 4 (11), 1819-1830 (1990); Molecular and
General Genetics, 212, 112-119 (1988)), sobre la base de lo que los cebadores de ADN se pueden preparar por
PCR. Tales cebadores de ADN estan ejemplificados especificamente por 23-meros de ADN que tienen
respectivamente secuencias de nucledtidos mostradas en la SEC ID N.°2 16 en Listado de secuencia
(correspondiente a los nucleétidos numeros 11 a 33 en una secuencia de nucleétidos descrita en Molecular
Microbiology, 4 (11), 1819-1830 (1990)) y en la SEC ID N.°: 17 (correspondiente a los numeros de nucleétidos 1370
a 1392 en una secuencia de nucleétidos descrita en Molecular and General Genetics, 212, 112-119 (1988)). Sintesis
de ADN, PCR y preparacion de un plasmido que contiene lysA obtenido se pueden llevar a cabo de la misma
manera que aquellas para el lysC descritas anteriormente.
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En el ejemplo descrito mas tarde, un fragmento de ADN que contiene un promotor, argS y lysA se uso con el fin de
potenciar lysA. Sin embargo, argS no es esencial para la presente invencion. Es aceptable usar un fragmento de
ADN en el que lysA esté ligado justo corriente abajo a partir de un promotor.

Una secuencia de nucleétidos de un fragmento de ADN que contiene args y lysA y una secuencia de aminoacidos
deducida que se codifica por la secuencia de nucleétidos se ejemplifican en la SEC ID N.°: 18. Un ejemplo de una
secuencia de aminoacidos codificada por argS se muestra en la SEC ID N.°: 19, y un ejemplo de una secuencia de
aminoacidos codificada por lysA se muestra en la SEC ID N.°: 20. Ademas de fragmentos de ADN que codifican
para estas secuencias de aminoacidos, la presente invencion puede usar equivalentemente fragmentos de ADN que
codifican para secuencias de aminoacidos sustancialmente iguales a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEC ID N.°: 20, concretamente secuencias de aminoacidos que tienen mutacién basada en, por ejemplo,
sustitucion, delecion, o insercidon de uno o mas aminoacidos siempre y cuando no haya influencia sustancial en la
actividad DDC.

(5) Preparacion de ddh

Un fragmento de ADN que contiene ddh se puede preparar a partir de cromosoma de una bacteria corineforme por
medio de PCR. El donante de ADN no estéa limitado especificamente, sin embargo, esta ejemplificado por la cepa
ATCC 13869 de Brevibacterium lactofermentum.

Un gen de DDH se conoce para Corynebacterium glutamicum (Ishino, S. y cols., Nucleic Acids Res., 15, 3917
(1987)), en base a lo que se pueden preparar cebadores para PCR. Tales cebadores de ADN estan especificamente
ejemplificados por ADN de 20-meros que tienen respectivamente secuencias de nucleétidos representadas en las
SEC ID N.°%: 21 y 22 en el Listado de secuencias. Sintesis de ADN, PCR y preparacion de un plasmido que contiene
ddh obtenido se pueden llevar a cabo de la misma manera que aquellas para el lysC descritas anteriormente.

Una secuencia de nucledtidos de un fragmento de ADN que contiene ddh y una secuencia de aminoacidos deducida
de la secuencia de nucleétidos estan ilustradas en SEC ID N.°: 23. Sélo la secuencia de aminoacidos se muestra en
SEC ID N.°: 24. Ademas de fragmentos de ADN que codifican para esta secuencia de aminoacidos, la presente
invencion puede usar equivalentemente fragmentos de ADN que codifican para secuencias de aminoacidos
sustancialmente iguales a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 24, concretamente secuencias
de aminoacidos que tengan mutacion basada en, por ejemplo, sustitucion, delecion, o inserciéon de uno o mas
aminoacidos siempre y cuando no haya influencia sustancial en la actividad DDH.

<2> ADN recombinante y bacteria corineforme de la presente invencién

La bacteria corineforme de la presente invencion alberga una aspartocinasa (AK mutante) en la que la inhibicion de
retroalimentacion por L-lisina y L-treonina estd desensibilizada, donde la codificacion de ADN (dapB) para una
dihidrodipicolinato reductasa esta potenciada. En una realizacion preferida, la bacteria corineforme de la presente
invencion es una bacteria corineforme en la que ADN (dapA) que codifica para dihidrodipicolinato sintasa esta
potenciada adicionalmente. En una realizacién mas preferida, la bacteria corineforme de la presente invencion es
una bacteria corineforme en la que ADN (lysA) que codifica para dihidrodipicolinato descarboxilasa esta potenciada
adicionalmente. En una realizacion mas preferida, la bacteria corineforme de la presente invencién es una bacteria
corineforme en la que el ADN (ddh) que codifica para dihidrodipicolinato deshidrogenasa esta potenciado
adicionalmente.

El término "potencia" el ADN, se refiere en el presente documento al hecho de que la actividad intracelular de una
enzima codificada por el ADN se eleva incrementando el nimero de copias de un gen, usando un promotor fuerte, o
combinando estos medios.

La bacteria corineforme que alberga la AK mutante puede ser aquella que produce la aspartocinasa mutante como
resultado de mutacion, o aquellas que estan transformadas introduciendo lysC mutante.

Ejemplos de la bacteria corineforme usados para introducir el ADN descrito anteriormente incluyen, por ejemplo, las
siguientes cepas de tipo silvestre productoras de lisina:

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870;

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806;

Corynebacterium cellunae ATCC 15991;

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032;

(Brevibacterium divaricatum) ATCC 14020;

(Brevibacterium lactofermentum) ATCC 13869;
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(Corynebacterium lilium) ATCC 15990;

(Brevibacterium flavum) ATCC 14067;

Corynebacterium melassecola ATCC 17965;

Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066;

Brevibacterium immariophilum ATCC 14068;

Brevibacterium roseum ATCC 13825;

Brevibacterium thiogenitalis ATCC 19240;

Microbacterium ammoniaphilum ATCC 15354;

Corynebacterium thermoaminogenes AJ12340 (FERM BP-1539).

Distintas de las cepas bacterianas descritas anteriormente, aquellas usables como un anfitrion incluyen, por
ejemplo, cepas mutantes que tienen una capacidad productora de L-lisina derivada de las cepas mencionadas
anteriormente. Tales cepas mutantes artificiales incluyen las siguientes: cepas mutantes resistentes a S-(2-
aminoetil)-cisteina (de ahora en adelante abreviada como "AEC") (Brevibacterium lactofermentum AJ11082 (NRRL
B-1147), Publicaciones de Patentes japonesas N.°°: 56-1914, 56-1915, 57-14157, 57-14158, 57-30474, 58-10075,
59-4993, 61 -35840, 62-24074, 62-36673, 5-11958, 7-112437, y 7-112438); cepas mutantes que requieren
aminodcido tal como I-homoserina para su crecimiento (Publicaciones de Patente japonesa N.°°: 48-28078 y 56-
6499); cepas mutantes que presentan resistencia a AEC y requieren aminoacidos tales como L-leucina, L-
homoserina, L-prolina, L-serina, L-arginina, L-alanina y L-valina (Patentes de Estados Unidos N.°%: 3.708.395 y
3.825.472); cepas mutantes que producen L-lisina que presentan a exposicion a DL-a-amino-e-caprolactama, a-
amino-laurillactama, analogo de aspartato, farmaco sulfa, quinoide y N-lauroilleucina; cepas mutantes que producen
L-lisina que presentan resistencia a inhibidores de oxialoacetato descarboxilasa o de enzimas del sistema
respiratorio (Patentes japonesas abiertas a inspeccion publica N.°°%: 50-53588, 50-31093, 52-102498, 53-9394, 53-
86089, 55-9783, 55-9759, 56-32995 y 56-39778 y Publicaciones de Patentes japonesas N.°°: 53-43591 y 53-1833);
cepas mutantes que producen L-lisina que requieren inositol o acido acético (Patentes japonesas abiertas a
inspeccién publica N.°°%: 55-9784 y 56-8692); cepas mutantes que producen L-lisina que presentan sensibilidad a
acido fluoropirtvico o a temperatura no menor de 34 °C (Patentes japonesas abiertas a inspeccion publica N.°%: 55-
9783 y 53-86090); y que producen las cepas mutantes que pertenecen al género Brevibacterium o Corynebacterium
que presentan resistencia a etilenoglicol y producen L-lisina (Patente de los Estados Unidos N.°: 4.411.997).

En una realizacion especificada, con el fin de potenciar los genes para biosintesis de L-lisina en el huésped como se
describe anteriormente, los genes se introducen en el huésped usando un vector plasmidico, un transposén o un
vector fagico o similar. Sobre la introduccion, se espera hacer potenciacion en algun grado incluso usando un vector
de tipo de copia baja. Sin embargo, se prefiere usar un vector de tipo de copias multiples. Un vector tal incluye, por
ejemplo, vectores plasmidicos, pAJ655, pAJ1844, pAJ611, pAJ3148 y pAJ440 descritos anteriormente. Ademas, los
transposones derivados de bacteria corineformes se describen en los Panfletos de Publicaciones Internacionales de
WO002/02627 y WO93/18151, Publicacion de Patente Europea N.°: 445385, la Patente Japonesa Abierta a
Inspeccion Publica N.°: 6-46867, Vertes, A. A. y cols., Mol. Microbiol., 11, 739-746 (1994), Bonamy, C., y col., Mol.
Microbiol., 14, 571-581 (1994), Vertes, A. A. y cols., Mol. Gen. Genet., 245, 397-405 (1994), Jagar, W. y cols., FEMS
Microbiology Letters, 126, 1-6 (1995), la Patente Japonesa Abierta a Inspeccién Publica N.°: 7-107976, la Patente
Japonesa Abierta a Inspeccion Publica N.°: 7-327680 y similares.

En la presente invencion, el lysC mutante en una bacteria corineforme esté potenciado. Es aceptable usar aquellas
que tienen mutacion en lysC en ADN cromosomico, o en las que el lysC mutante estd incorporado a ADN
cromosomico. Alternativamente, el lysC mutante puede introducirse usando un vector plasmidico. Por otro lado,
dapA, dapB, lysA y ddh estan preferentemente potenciados con el fin de producir eficientemente L-lisina.

Cada uno de los genes de lysC, dapA, dapB, lysA y ddh puede estar sucesivamente introducido dentro del huésped
usando diferentes vectores respectivamente. Alternativamente, dos, tres, cuatro, o cinco especies de los genes
pueden introducirse conjuntamente usando un vector individual. Cuando se usan los diferentes vectores, los genes
se pueden introducir en cualquier orden, sin embargo, se prefiere usar vectores que tengan un mecanismo de
particion y de albergamiento en el huésped y que sean capaces de coexistir el uno con el otro.

Una bacteria corineforme que alberga el AK mutante y que comprende adicionalmente dapB potenciado se obtiene,
por ejemplo, introduciendo, dentro de una bacteria corineforme huésped, un ADN recombinante que contiene lysC y
dapB mutantes auténomamente replicable en células de bacterias corineformes.

Una bacteria corineforme que comprende adicionalmente dapA potenciado ademas de lysC y dapB mutantes, se
obtiene, por ejemplo, introduciendo, dentro de una bacteria corineforme huésped, un ADN recombinante que
contiene lysC, dapB y dapA mutantes autbnomamente replicables en células de bacterias corineformes.
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Una bacteria corineforme que comprende adicionalmente lysA potenciado ademas de lysC, dapB y dapA mutantes
se obtiene, por ejemplo, introduciendo, dentro de una bacteria corineforme hospedadora, un ADN recombinante que
contiene lysC, dapB, dapA y lysA mutantes replicables autbnomamente en células de bacterias corineformes.

Una bacteria corineforme que comprende adicionalmente ddhpotenciado ademas de lysC, dapB, dapA y lysA
mutantes se obtiene, por ejemplo, introduciendo, dentro de una bacteria corineforme huésped, un ADN
recombinante que contiene lysC, dapB, dapA, lysA y ddh mutantes replicables autébnomamente en células de
bacterias corineformes.

Los ADN recombinantes anteriormente mencionados se pueden obtener, por ejemplo, insertando cada uno de los
genes que participan en biosintesis de L-lisina dentro de un vector tal como vector plasmidico, transposén o vector
fagico como se describe anteriormente.

En el caso en el que un plasmido se usa como un vector, el ADN recombinante puede introducirse dentro del
huésped de acuerdo con un procedimiento de pulso eléctrico (Sugimoto y cols., Patente japonesa abierta a
inspeccion publica N.%: 2-207791). Se puede llevar a cabo la amplificacion de un gen usando transposones
introduciendo un plasmido que lleva un transposon dentro de la célula hospedadora e induciendo transposicion del
transposon.

<3> Procedimiento para producir L-lisina

L-lisina puede producirse eficientemente cultivando, en un medio apropiado, la bacteria corineforme que comprende
los genes potenciados para la biosintesis de L-lisina como se describen anteriormente, produciendo y acumulando
L-lisina en un cultivo de la bacteria y recogiendo L-lisina a partir del cultivo.

El medio a usarse esta ejemplificado por un medio ordinario que contiene una fuente de carbono, una fuente de
nitrégeno, iones inorgénicos y opcionalmente otros componentes organicos.

Como la fuente de carbono, es posible usar azicares tales como glucosa, fructosa, sacarosa, melaza e hidrolizado
de almidén; y acidos organicos como acido fumarico, acido citrico y acido succinico.

Como la fuente de nitrdgeno, es posible usar sales de amonio inorganico tales como sulfato de amonio, cloruro de
amonio y fosfato de amonio; nitrdgeno organico tal como hidrolizado de soja; gas de amoniaco; y amoniaco acuoso.

Como fuentes de nutrientes traza organicos, es deseable contener sustancias requeridas tales como vitamina B y I-
homoserina o extracto de levaduras o similares en cantidades apropiadas. Distintos de los anteriores, fosfato de
potasio, sulfato de magnesio, i6n hierro, ibn manganeso y asi sucesivamente se afiaden en cantidades pequefas, si
es necesario.

El cultivo se lleva preferentemente a cabo en una condiciéon aerébica durante aproximadamente 30 a 90 horas. La
temperatura de cultivo se controla preferentemente a 25 °C a 37 °C y el pH se controla preferentemente a 5 a 8
durante el cultivo. Se pueden usar para el ajuste de pH sustancias acidas o alcalinas, inorganicas u organicas, o gas
de amoniaco o similares. L-lisina puede recogerse a partir de un cultivo combinando un procedimiento de resina de
intercambio iénico normal, un procedimiento de precipitacion y otros procedimientos conocidos.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1 ilustra un procedimiento de construccién de plasmidos p399AKYB y p399AK9B comprendiendo lysC
mutante.

Fig. 2 ilustra un procedimiento de construccién de un plasmido pDPRB comprendiendo dapB y Brevi.-o.

Fig. 3 ilustra un procedimiento de construccion de un plasmido pDPSB comprendiendo dapA y Brevi.-ori.

Fig. 4 ilustra un procedimiento de construccién de un plasmido p299LYSA comprendiendo lysA.

Fig. 5 ilustra un procedimiento de construccién de un plasmido pLYSAB comprendiendo lysA y Brevi.-ori.

Fig. 6 ilustra un procedimiento de construccién de un plasmido pPK4D comprendiendo ddh y Brevi.-ori.

Fig. 7 ilustra un procedimiento de construccién de un plasmido pCRCAB comprendiendo lysC, dapB y Brevi. -ori.
Fig. 8 ilustra un procedimiento de construccién de un plasmido pCB que comprende lysC mutante, dapB y Brevi.- ori.
Fig. 9 ilustra un procedimiento de construccién de un plasmido pAB comprendiendo dapA, dapB y Brevi.-ori.

Fig. 10 ilustra un procedimiento de construccion de un plasmido p399DL comprendiendo ddh y lysA.

Fig. 11 ilustra un procedimiento de construccion de un plasmido pDL comprendiendo ddh, lysA y Brevi.-ori.
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Fig. 12 ilustra un procedimiento de construcciéon de un plasmido pCAB que comprende lysC mutante, dapA, dapB y
Brevi.-ori.

Fig. 13 ilustra un procedimiento de construccion de un plasmido pCABL comprendiendo lysC mutante, dapA, dapB,
lysA y Brevi.-ori.

Fig. 14 ilustra un procedimiento de construcciéon de un plasmido pCABDL que comprende lysC mutante, dapA,
dapB, ddh, lysA y Brevi.-ori.

Descripcion de realizaciones preferidas

La presente invencion se explicara mas especificamente a continuacion con referencia a Ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion de gen lysC de tipo silvestre y de gen lysC mutante a partir de
Brevibacterium lactofermentum

<1> Preparacion de lysC de tipo silvestre y de lysC mutantes y preparaciones de plasmidos que los
contienen

Una cepa de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 y una cepa mutante AJ3445 que produce L-lisina (FERM
P-1944) obtenida de la cepa ATCC 13869 por un tratamiento de mutacién se usaron como donantes de ADN
cromosémico. La cepa AJ3445 se hubo sometido a mutacion de tal forma que lysC se cambié implicando
desensibilizacion sustancial de inhibicién concertada por lisina y treonina (Journal of Biochemistry, 68, 701-710
(1970)).

Un fragmento de ADN que contiene lysC se amplifico a partir de ADN cromosémico de acuerdo con el procedimiento
de PCR (reaccioén de cadena de la polimerasa; véase White, T. J. y cols., Trends Genet., 5, 185 (1989)). En cuanto a
cebadores de ADN usados para amplificacién, ADN de hebra simple de 23-meros y 21-meros que tienen secuencias
mostradas en SEC ID N.°°%: 1 y 2 se sintetizaron con el fin de amplificar una region de aproximadamente 1.643 pares
de bases que codifican para lysC en base a una secuencia conocida de Corynebacterium glutamicum (véanse
Molecular Microbiology (1991), 5 (5), 1197-1204; (1991), 5(5), 1197-1204; y Mol. Gen. Genet. (1990), 224, 317-324).
El ADN se sintetizé de acuerdo con un procedimiento normal usando modelo 380B de sintetizador de ADN
producido por Applied Biosystems y usando el procedimiento de fosforoamidita (véase Tetrahedron Letters (1981),
22, 1859).

El gen estuvo amplificado por PCR usando termociclador de ADN Modelo PJ2000 producido por Takara Shuzo y
usando ADN polimerasa Taqg de acuerdo con un procedimiento designado por el proveedor. Un fragmento de gen
amplificado de 1.643 kb se confirmé por electroforesis de gel de agarosa. Después de eso, el fragmento escindido
del gen se purific6 de acuerdo con un procedimiento ordinario y se digiri6 con enzimas de restriccion Nrul
(producidas por Takara Shuzo) y EcoRI (producidas por Takara Shuzo).

Se us6 pHSG399 (véase Takeshita, S. y cols., Gen (1987), 61, 63-74) como un vector de clonacion para el
fragmento génico. pHSG399 se digirié con enzimas de restriccion Smal (producidas por Takara Shuzo) y Eco Rl y
se ligé con el fragmento de lysC amplificado. ADN se ligé usando kit de ligazon de ADN (producido por Takara
Shuzo) de acuerdo con un procedimiento designado. Asi se prepararon plasmidos, en los que los fragmentos de
lysC amplificados a partir de cromosomas de Brevibacterium lactofermentum se ligaron con pHSG399
respectivamente. Un plasmido que comprende lysC de ATCC 13869 (cepa de tipo silvestre) se designé como
p399AKY y un plasmido que comprende lysC de AJ3463 (bacteria que produce L-lisina) se designé como p399AKO.

Un fragmento de ADN (de ahora en adelante referido como "Brevi.- ori") que tiene una capacidad de hacer un
plasmido auténomamente replicable en bacterias que pertenecen al género Corynebacterium se introdujo en
p399AKY y p399AK9 respectivamente prepararando los plasmidos que llevan lysC auténomamente replicables en
bacterias que pertenecen al género Corynebacterium. Brevi.-ori se prepard a partir de un vector plasmidico pHK4
conteniendo Brevi.-ori y autébnomamente replicable en células tanto de Escherichia coli como en bacterias que
pertenecen al género Corynebacterium. pHK4 se construyé digiriendo pHC4 con Kpn | (producido por Takara
Shuzo) y BamHI (producido por Takara Shuzo), extrayendo un fragmento Brevi.-ori y ligandolo con pHSG298
habiéndose digerido también con Kpnl y BamHI (véase la Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.°: 5-
7491). pHK4 da resistencia a kanamicina a un anfitrién. Escherichia coli que alberga pHK4 se disefi6 como
Escherichia coli AJ13136 y se depositd el 1 de agosto, 1995 con un numero de depédsito de FERM BP-5186 en el
National Institute of Bioscience and Human Technology of Agency of Industrial Science and Technology of Ministry
of International Trade and Industry (cddigo postal: 305, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon).

pHK4 se digirié6 con enzimas de restriccion Kpnl y BamHI y los bordes escindidos se hicieron extremos romos. La
formacion de extremos romos se llevo a cabo usando kit de formacién de extremos romos de ADN (producidos por
Takara Shuzo) de acuerdo con un procedimiento designado. Después de la formaciéon de extremos romos, se ligd
un engarce BamHI (producido por Takara Shuzo) haciendo modificacion de tal modo que el fragmento de ADN que
corresponde a la parte de Brevi.-ori se pudo escindir a partir de pHK4 por digestién con s6lo BamHI. Este plasmido
se digiri6 con BamHlI y el fragmento de ADN Brevi.-ori generado se lig6 con pH399AKY y p399AK9 habiéndose
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digerido también con BamHI respectivamente preparando plasmidos conteniendo cada uno el gen lysC replicable
autbnomamente en bacterias que pertenecen al género Corynebacterium.

Un plasmido que contiene el gen lysC de tipo silvestre que se origina a partir de p399AKY se designé como
p399AKYB y un plasmido que contiene el gen lysC mutante que se origina a partir de p399AK9 se designé como
p399AK9B. EIl procedimiento de construccion de p399AK9B y p399AKYB se muestra en la Fig. 1. Una cepa
AJ12691 obtenida introduciendo el plasmido p399AK9B de lysC mutante dentro de una cepa de tipo silvestre de
Brevibacterium lactofermentum (cepa AJ12036, FERM BP-734) se deposité el 10 de abril, 1992 con un numero de
depdsito de FERM P-12918 en el National Institute of Bioscience and Human Technology of Agency of Industrial
Science and Technology of Ministry of International Trade and Industry (cédigo postal: 305, 1-3, Higashi 1-chome,
Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon), transferida al depdsito internacional en base al Tratado de Budapest el 10 de
febrero, 1995 y depositada con un nimero de depdsito de FERM BP-4999.

<2> Determinacion de secuencias nucleotidicas de lysC de tipo silvestre y de lysC mutante de
Brevibacterium lactofermentum

El plasmido p399AKY que contiene el lysC de tipo silvestre y el plasmido p399AK9 que contiene el lysC mutante se
prepararon a partir de los transformantes respectivos determinando secuencias de nucleétidos de los lysC de tipo
silvestre y mutantes. La determinacion de secuencia de nucledtidos se llevd a cabo de acuerdo con un
procedimiento de Sanger y cols. (por ejemplo, F. Sanger y cols., Proc. Natl. Acad. Sci., 74, 5463 (1977)).

La secuencia de nucleétidos de lysC de tipo silvestre codificada por p399AKY se muestra en la SEC ID N.°: 3 en el
Listado de secuencias. Por otro lado, la secuencia de nucleétido de mutante lysC codificada por p399AK9 tuvo sélo
mutacion de un nucledtido de tal forma que la G 1051° se cambié a A en SEC ID N.°: 3 comparada con la lysC de
tipo silvestre. Se sabe que lysC de Corynebacterium glutamicum tiene dos subunidades (a, B) codificadas en una
fase de lectura idéntica en una hebra de ADN idéntica (véase Kalinowski, J. y col., Molecular Microbiology (1991) 5
(5), 1197-1204). Juzgando a partir de homologia, se asume que el gen secuenciado en el presente documento tiene
dos subunidades (a, B) codificadas en una fase de lectura en una hebra de ADN idéntica.

Una secuencia de aminoéacidos de la subunidad a de la AK de tipo silvestre deducida de la secuencia de nucleétidos
de ADN se muestra en la SEC ID N.° 4 junto con la secuencia de ADN. Sélo la secuencia de aminoacidos se
muestra en la SEC ID N.°: 5. Una secuencia de aminoacidos de la subunidad B de la AK de tipo silvestre deducida
de la secuencia de nucleodtidos de ADN se muestra en la SEC ID N.°: 6 conjuntamente con ADN. Sélo la secuencia
de aminoacidos se muestra en la SEC ID N.°: 7. En cada una de las subunidades, GTG se usa como un codon de
iniciacion y un aminoacido correspondiente esta representado por metionina. Sin embargo, esta representacion se
refiere a metionina, valina, o formilmetionina.

Por otro lado, mutacion en la secuencia de lysC mutante significa aparicién de sustitucién de residuo aminoacidico
de tal forma que un residuo de alanina 279° de la subunidad a esta cambiado a un residuo de treonina, y un residuo
de alanina 30° de la subunidad B esta cambiado a un residuo de treonina en la secuencia de aminoacidos de la
proteina AK de tipo silvestre (SEC ID N.°%: 5, 7).

Ejemplo 2: preparacion de dapB de Brevibacterium lactofermentum
<1> Preparacioén de dapB y construccion de plasmido que contiene dapB

Una cepa de tipo silvestre de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 se us6 como un donante de ADN
cromosémico. EI ADN cromosémico se prepard a partir de la cepa ATCC 13869 de acuerdo con un procedimiento
normal. Un fragmento de ADN que contiene dapB se amplificé a partir del ADN cromosdmico de acuerdo con PCR.
En cuanto a cebadores de ADN usados para amplificaciéon, los ADN de 23-meros que tienen secuencias de
nucledtidos representadas en las SEC ID N.°%: 8 y 9 en el Listado se secuencias se sintetizaron respectivamente con
el fin de amplificar una regiéon de aproximadamente 2,0 kb que codifica para DDPR en base a una secuencia
conocida para Brevibacterium lactofermentum (véase Journal of Bacteriology, 157 (9), 2743-2749 (1993)). La
sintesis de ADN y PCR se llevé a cabo de la misma manera que se describe en el Ejemplo 1. Se us6 como un
vector de clonacion pCR-Script (producido por Invitrogen) para el fragmento de gen amplificado de 2.001 pb, que se
ligo6 con el fragmento de dapB amplificado. Asi se construyd un plasmido, en el que el fragmento de dapB de 2.001
pb amplificado a partir de cromosoma de Brevibacterium lactofermentum se ligé con pCR-Script. El plasmido
obtenido como se describe anteriormente, que tiene dapB que se origina a partir de ATCC 13869, se designé como
pCRDAPB. Una cepa AJ13107 transformante obtenida introduciendo pCRDAPB dentro de la cepa JM109 de E. coli
se ha depositado internacionalmente desde el 26 de mayo, 1995 con un numero de depésito de FERM BP-5114 en
el National Institute of Bioscience and Human Technology of Agency of Industrial Science and Technology of
Ministry of International Trade and Industry (cédigo postal: 305, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken,
Japén) en base al Tratado de Budapest.

Se extrajo un fragmento de 1.101 pb conteniendo un gen estructural de DDPR digiriendo pCRDAPB con EcoRV y
Sphl. Este fragmento se ligé con pHSG399 que se ha digerido con Hincll y Sphl.

El plasmido preparado se designé como p399DPR.
11
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Se introdujo Brevi.-ori dentro del p399DPR preparado construyendo un plasmido que lleva dapB autbnomamente
replicable en bacterias corineformes. Se digiri6 pHK4 con una enzima de restriccion Kpnl (producida por Takara
Shuzo) y los bordes escindidos se hicieron extremos romos. La formacién de extremos romos se llevé a cabo
usando kit de formacién de extremos romos de ADN (producidos por Takara Shuzo) de acuerdo con un
procedimiento designado. Después de la formacién de extremos romos, se ligd un engarce BamHI fosforilado
(producido por Takara Shuzo) haciendo modificacion de tal modo que el fragmento de ADN que corresponde a la
parte de Brevi.-ori se pudo escindir a partir de pHK4 por digestidon con sélo BamHI. Este plasmido se digirié con
BamHI y el fragmento de ADN de Brevi.-ori se lig6 con p399DPR habiéndose digerido también con BamHI
preparando un plasmido que contiene dapB auténomamente replicable en bacterias corineformes. El plasmido
preparado se designé como pDPRB. El procedimiento de construccion de pDPRB se muestra en la Figura 2.

<2> Determinacion de secuencia de nucleétidos de dapB de Brevibacterium lactofermentum

Se prepar6 el ADN del plasmido a partir de la cepa AJ13107 albergando p399DPR y su secuencia de nucledtidos se
determind de la misma manera que como se describe en el Ejemplo 1. Una secuencia de nucleétidos determinada y
una secuencia aminoacidica deducida de la secuencia de nucleétidos se muestran en la SEC ID N.°: 10. Sélo la
secuencia de aminoacidos se muestra en la SEC ID N.°: 11.

Ejemplo 3: preparacion de dapA de Brevibacterium lactofermentum
<1> Preparacion de dapA y construccion del plasmido que contiene dapA

Una cepa de tipo silvestre de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 se us6 como un donante de ADN
cromosémico. EI ADN cromosdmico se prepard a partir de la cepa ATCC 13869 de acuerdo con un procedimiento
normal. Un fragmento de ADN que contiene dapA se amplificé a partir del ADN cromosémico de acuerdo con PCR.
En cuanto a cebadores de ADN usados para amplificacién, los ADN de 20-meros que tienen secuencias de
nucledtidos mostradas en las SEC ID N.°%: 12 y 13 en el Listado de secuencias se sintetizaron respectivamente con
el fin de amplificar una regiéon de aproximadamente 1,5 kb que codifica para DDPS en base a una secuencia
conocida para Corynebacterium glutamicum (véanse Nucleic Acids Research, 18 (21), 6421 (1990); EMBL Num. de
acceso X53993). La sintesis de ADN y la PCR se llevaron a cabo de la misma manera como se describe en el
Ejemplo 1. pCR1000 (producido por Invitrogen, véase Bio/Technology, 9, 657-663 (1991)) se us6 como un vector de
clonacioén para el fragmento génico amplificado de 1.411 pb, que se ligd con el fragmento de dapA amplificado. La
ligazén de ADN se llevo a cabo usando kit de ligazén de ADN (producido por Takara Shuzo) de acuerdo con un
procedimiento designado. Asi se construyd un plasmido, en el que el fragmento de dapA de 1.411 pb amplificado a
partir de cromosoma de Brevibacterium lactofermentum se ligé con pCR1000. El plasmido obtenido como se
describe anteriormente, que tiene dapA que se origina a partir de ATCC 13869, se designé como pCRDAPA.

Una cepa transformante AJ13106 obtenida introduciendo pCRDAPA en cepa JM109 de E. coli se ha depositado
internacionalmente desde el 26 de mayo, 1995 con un nimero de depdsito de FERM BP-5113 en el National
Institute of Bioscience and Human Technology of Agency of Industrial Science and Technology of Ministry of
International Trade and Industry (codigo postal: 305, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japén) en
base al Tratado de Budapest.

Brevi.-ori se introdujo dentro del pCRDAPA preparado construyendo un plasmido que lleva dapA autdbnomamente
replicable en bacterias corineformes. pHK4 se digirié6 con enzimas de restriccion Kpnl y BamHI (producidas por
Takara Shuzo) y los bordes escindidos se hicieron extremos romos. La formaciéon de extremos romos se llevo a
cabo usando kit de formacion de extremos romos de ADN (producido por Takara Shuzo) de acuerdo con un
procedimiento designado. Después de la formacion de extremos romos, se ligd un engarce de Smal fosforilada
(producido por Takara Shuzo) haciendo modificacion de modo que el fragmento de ADN que corresponde a la parte
Brevi.-ori pueda escindirse de pHK4 por digestién con sélo Smal. Este plasmido se digirié6 sélo con Smal y el
fragmento de ADN de Brevi.-ori generado se ligé con pCRDAPA que se ha digerido también con Sma | preparando
un plasmido que contiene dapA replicable auténomamente en bacterias corineformes. Este plasmido se designé
como pDPSB. El procedimiento de construccion de pDPSB(Km') se muestra en la Fig. 3.

<2> Determinacion de secuencia de nucleétidos de dapA de Brevibacterium lactofermentum

Se prepar6 el ADN del plasmido a partir de la cepa AJ13106 albergando pCRDAPA y su secuencia de nucleétidos
se determin6 de la misma manera que se describe en el Ejemplo 1. Una secuencia de nucleétidos determinada y
una secuencia aminoacidica deducida de la secuencia de nucledtidos se muestran en la SEC ID N.°: 14. Sélo la
secuencia de aminoacidos se muestra en la SEC ID N.°: 15.

Ejemplo 4: preparacion de lysA de Brevibacterium lactofermentum
<1> Preparacion de lysA y construccion del plasmido que contiene lysA

Una cepa de tipo silvestre de Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 se us6 como un donante de ADN
cromosémico. EI ADN cromosémico se prepard a partir de la cepa ATCC 13869 de acuerdo con un procedimiento
normal. Un fragmento de ADN que contiene argS, lysA y un promotor de un operdn que los contiene se amplificé a
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partir del ADN cromosomico de acuerdo con PCR. En cuanto a cebadores de ADN usados para amplificacion, los
ADN de 23-meros que tienen secuencias de nucledtidos representadas en las SEC ID N.°%: 16 y 17 en el Listado de
secuencias respectivamente se usaron con el fin de amplificar una regiéon de aproximadamente 3,6 kb que codifican
para arginil-ARNt sintasa y DDC en base a una secuencia conocida para Corynebacterium glutamicum (véanse
Molecular Microbiology, 4 (11), 1819-1830 (1990); Molecular and General Genetics, 212, 112-119 (1988)). Sintesis
de ADN y PCR se llevaron a cabo en la misma manera que se describe en el Ejemplo 1. pHSG399 se us6 como un
vector de clonacién para el fragmento de gen amplificado de 3.579 pb. pHSG399 se digiri6 con una enzima de
restriccion Smal (producida por Takara Shuzo), que se ligé con el fragmento de ADN que contiene lysA amplificado.
Un plasmido obtenido como se describe anteriormente, que tuvo lysA que se origind a partir de ATCC 13869, se
design6é como p399LYSA.

Un fragmento de ADN que contiene lysA se extrajo digiriendo p399LYSA con Kpnl (producido por Takara Shuzo) y
BamHI (producido por Takara Shuzo). Este fragmento de ADN se ligé con pHSG299 habiéndose digerido con Kpnl y
BamHI. Un plasmido obtenido se designd como p299LYSA. El procedimiento de construccion de p299LYSA se
muestra en la Fig. 4.

Brevi.-ori se introdujo dentro del p299LYSA obtenido construyendo un plasmido que lleva lysA autbnomamente
replicable en bacterias corineformes. pHK4 se digiri6 con enzimas de restriccion Kpnl y BamHI y los bordes
escindidos se hicieron extremos romos. La formacion de extremos romos se llevo a cabo usando kit de formacion de
extremos romos de ADN (producido por Takara Shuzo) de acuerdo con un procedimiento designado. Después de
la formacion de extremos romos, se ligd un engarce de Kpnl fosforilado (producido por Takara Shuzo) haciendo
modificacién de tal forma que el fragmento de ADN correspondiente a la parte de Brevi.-ori se pudo escindir a partir
de pHK4 por digestion con solo Kpnl. Este plasmido se digiri6 con Kpnl y el fragmento de ADN de Brevi.-ori
generado se ligd con p299LYSA que se habia digerido también con Kpnl preparando un plasmido que contiene lysA
autonomamente replicable en bacterias corineformes. El plasmido preparado se designé como pLYSAB. El
procedimiento de construccion de pLYSAB se muestra en la Fig. 5.

<2> Determinacion de secuencia de nucleétidos de lysA de Brevibacterium lactofermentum

Se prepard ADN de plasmido p299LYSA y su secuencia de nucleétidos se determiné de la misma manera que
como se describe en el Ejemplo 1. Una secuencia de nucledtidos determinada y una secuencia de aminoacidos
deducida que se codifica por la secuencia de nucleétidos se muestran en la SEC ID N.°: 18. Con respecto a la
secuencia de nucleétidos, una secuencia de aminoacidos codificada por argS y una secuencia de aminoacidos
codificada por lysA se muestran en SEC ID N.°%: 19 y 20 respectivamente.

Ejemplo 5: preparacion de ddh de Brevibacterium lactofermentum

Se obtuvo un gen ddh amplificando el gen ddh a partir de ADN cromosdmico de Brevibacterium lactofermentum
ATCC 13869 de acuerdo con el procedimiento de PCR usando dos cebadores oligonucleotidicos (SEC ID N.°%: 21,
22) preparados en base a una secuencia de nucledtidos conocida de gen ddh deCorynebacterium glutamicum
(Ishino, S. y col., Nucleic Acids Res., 15, 3917 (1987)). Un fragmento de ADN amplificado obtenido se digirié con
EcoT22l y Aval y los bordes escindidos se hicieron extremos romos. Después de eso, el fragmento se insertd en un
sitio Smal de pMW119 obteniendo un plasmido pDDH.

Después, pDDH se digirié con Sall y EcoRlI, seguido por formacién de extremos romos. Después de eso, se ligd un
fragmento obtenido con pUC18 que se ha digerido con Smal. Un plasmido asi obtenido se designé como
pUC18DDH.

Brevi.-ori se introdujo dentro de pUC18DDH construyendo un plasmido que lleva ddh auténomamente replicable en
bacterias corineformes. pHK4 se digirié con enzimas de restriccion Kpnl y BamHI y los bordes escindidos se hicieron
extremos romos. La formacién de extremos romos se llevo a cabo usando kit de formacion de extremos romos de
ADN (producido por Takara Shuzo) de acuerdo con un procedimiento designado. Después de la formacion de
extremos romos, se ligd un engarce de Pstl fosforilado (producido por Takara Shuzo) de tal forma que se inserto
dentro de un sitio de Pstl de pHSG299. Un plasmido construido como se describe anteriormente se designé como
pPK4. A continuacion, se digiri6 pUC18DDH con Xbal y Kpnl y un fragmento generado se ligd con pPK4 habiéndose
digerido con Kpnl y Xbal. Asi se construyd un plasmido que contiene ddh auténomamente replicable en bacterias
corineformes. Este plasmido se designé como pPK4D. El procedimiento de construccion de pPK4D se muestra en la
Fig. 6.

Ejemplo 6: construccion del plasmido que comprende combinacién de lysC mutante y dapA

Un plasmido que comprende lysC mutante, dapA y origen de replicacion de bacterias corineformes se construy6 a
partir del plasmido pCRDAPA comprendiendo dapA y el plasmido p399AK9B que comprende lysC mutante y Brevi.-
ori. p399AK9B se degradé completamente con Sall y después se sometid a procedimiento de formacién de
extremos romos, con lo que el engarce EcoRI se ligd construyendo un plasmido en el que el sitio de Sall se modificd
en un sitio EcoRI. El pldsmido obtenido se designé como p399AK9BSE. El lysC mutante y Brevi.-ori se escindieron
como un fragmento degradando parcialmente p399AK9BSE con EcoRI. Este fragmento se ligé con pCRDAPA
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habiéndose digerido con EcoRIl. Un plasmido obtenido se design6 como pCRCAB. Este plasmido es
autbnomamente replicable en E. coli y en bacterias corineformes y da resistencia a kanamicina a un huésped,
comprendiendo el plasmido una combinacion de lysC y dapA mutante. El procedimiento de construccién de
pCRCAB se muestra en la Figura 7.

Ejemplo 7: construccion del plasmido que comprende combinacién de lysC mutante y dapB

Un plasmido que comprende lysC mutante y dapB se construyé a partir del plasmido p399AK9 que tiene_lysC y el
plasmido p399DPR que tiene dapB. Un fragmento de 1.101 pb que contiene un gen estructural de DDPR se extrajo
digiriendo p399DPR con EcoRV y Sphl. Este fragmento se ligé con p399AK9 habiéndose digerido con Sall y
después habiéndose sometido a la técnica de los extremos romos y habiéndose digerido con Sphl construyendo un
plasmido comprendiendo una combinacion de lysC mutante y dapB. Este plasmido se designé como p399AKDDPR.

Luego, Brevi.-ori se introdujo dentro del p399AKDDPR obtenido. El plasmido de pHK4 conteniendo Brevi.-ori se
digiri6 con una enzima de restriccion Kpnl (producida por Takara Shuzo) y los bordes escindidos se hicieron
extremos romos. La formacién de extremos romos se llevo a cabo usando kit de formacion de extremos romos de
ADN (producido por Takara Shuzo) de acuerdo con un procedimiento designado. Después de la formacion de
extremos romos, se ligdé un engarce BamHI (producido por Takara Shuzo) haciéndose modificacion de tal modo que
el fragmento de ADN que corresponde a la parte de Brevi.-ori se pudo escindir a partir de pHK4 por digestion con
s6lo BamHI. Este plasmido se digirid6 con BamHI y el fragmento de ADN de Brevi.-ori se ligé con p399AKDDPR
habiéndose digerido también con BamHI construyendo un plasmido que contiene lysC mutante y dapB
autdbnomamente replicable en bacterias corineformes. El plasmido construido se disefio6 como pCB. El proceso de
construccion de pCB se muestra en la Figura 8.

Ejemplo 8: construccion del plasmido que comprende combinacién de dapA y dapB

El plasmido pCRDAPA que comprende dapA se digirié con Kpnl y EcoRI extrayéndose un fragmento de ADN que
contiene dapA que se ligé con el plasmido vector pHSG399 habiéndose digerido con Kpnl y EcoRI. Un pldsmido
obtenido se designé como p399DPS.

Por otro lado, el plasmido pCRDAPB que comprende dapB se digirid con Sacll y EcoRI extrayéndose un fragmento
de ADN de 2,0 kb que contiene una region codificante para DDPR que se ligd con p399DPS habiéndose digerido
con Sacll y EcoRI construyendo un plasmido que comprende una combinaciéon de dapA y dapB. El plasmido
obtenido se designé como p399AB.

A continuacion, se introdujo Brevi.-ori en p399AB. Se digiri6 pHK4 conteniendo Brevi.-ori con una enzima de
restriccion BamHI (producida por Takara Shuzo) y los bordes escindidos se hicieron extremos romos. La formacion
de extremos romos se llevé a cabo usando kit de formacion de extremos romos de ADN (producido por Takara
Shuzo) de acuerdo con un procedimiento designado. Después de la formacion de extremos romos, se ligé un
engarce de Kpnl fosforilado (producido por Takara Shuzo) llevando a cabo modificacion de tal forma que el
fragmento de ADN correspondiente a la parte de Brevi.-ori se pudo escindir a partir de pHK4 por digestion con sélo
Kpnl. Este plasmido se digiri6 con Kpnl y el fragmento de ADN de Brevi.-ori generado se ligd con p399AB que se
habia digerido también con Kpnl construyéndose un plasmido que contiene dapA y dapB auténomamente replicable
en bacterias corineformes. El plasmido construido se designé como pAB. El proceso de construccién de pAB se
muestra en la Figura 9.

Ejemplo 9: construccion del plasmido que comprende combinacion de ddh y lysA

El plasmido pUC18DDH que comprende ddh se digirid con EcoRI y Xbal extrayéndose un fragmento de ADN que
contiene ddh. Este fragmento ddh se ligé con el plasmido p399LYSA que comprende lysA que se ha digerido con
BamHI y Xbal con los bordes escindidos que se han hecho extremos romos después de la digestion. Un plasmido
obtenido se disefid como p399DL. El proceso de construccion de p399DL se muestra en la Figura 10.

A continuacioén, Brevi.-ori se introdujo dentro de p399DL. pHK4 se digiri6 con Xbal y BamHI y los extremos
escindidos se hicieron romos. Después de la formacion de extremos romos, se ligé un engarce de Xbal fosforilado
llevando a cabo modificacion de tal forma que el fragmento de ADN correspondiente a la parte de Brevi.-ori se pudo
escindir a partir de pHK4 por digestion con solo Xbal. Este plasmido se digirié con Xbal y el fragmento de ADN de
Brevi.-ori generado se ligd con p399DL que se habia digerido también con Xbal construyendo un plasmido que
contiene ddh y lysA auténomamente replicable en bacterias corineformes. El plasmido construido se designé como
pDL. El procedimiento de construccion de pDL se muestra en la Fig. 11.

Ejemplo 10: construccion del plasmido que comprende combinacién de lysC mutante, dapA y dapB

p399DPS se degradd con EcoRI y Sphl formando extremos romos seguido por extraccion de un fragmento de gen
dapA.

Este fragmento se ligé con el p399AK9 que se habia digerido con Sall y se sometid a un procedimiento de
formacion de extremos romos construyendo un plasmido p399CA en el que el lysC y dapaA coexistieron.
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El plasmido pCRDAPB que comprende dapB se digirié con EcoRI y se sometid a un procedimiento de formacion de
extremos romos, seguido por digestion con Sacl extrayendo un fragmento de ADN de 2,0 kb que comprende dapB.
El plasmido p399CA que comprende dapA y lysC mutante se digirié con Spel y se sometié a formacion de extremos
romos, que se digirieron mas adelante con Sacl y se ligaron con el fragmento de dapB extraido obteniéndose un
plasmido que comprende lysC mutante, dapA y dapB. Este plasmido se design6 como p399CAB.

A continuacion, Brevi.-ori se introdujo dentro de p399CAB. El plasmido de pHK4 conteniendo Brevi.-ori se digirid con
una enzima de restriccion BamHI (producido por Takara Shuzo) y los bordes escindidos se hicieron extremos romos.
La formacién de extremos romos se llevo a cabo usando kit de formacion de extremos romos de ADN (producidos
por Takara Shuzo) de acuerdo con un procedimiento designado. Después de la formacion de extremos romos, se
ligd un engarce de Kpnl fosforilado (producido por Takara Shuzo) llevando a cabo modificaciéon de tal forma que el
fragmento de ADN correspondiente a la parte de Brevi.-ori se pudo escindir a partir de pHK4 por digestion con sélo
Kpnl. Este plasmido se digiri6 con Kpnl y el fragmento de ADN de Brevi.-ori generado se ligé con p399CAB que se
habia digerido también con Kpnl construyéndose un plasmido que contiene lysC mutante, dapA y dapB
auténomamente replicable en bacterias corineformes. El plasmido construido se designé como pCAB. El
procedimiento de construccion de pCAB se muestra en la Fig. 12.

Ejemplo 11: construccién del plasmido que comprende combinacion de lysC mutante, dapA, dapB y lysA

El plasmido p299LYSA que comprende lysA se digirié con Kpnl y BamHI y se sometié a procedimiento de formacion
de extremos romos y después se extrajo un fragmento de gen de lysA. Este fragmento se ligé con pCAB habiéndose
digerido con Hpal (producido por Takara Shuzo) y se sometié a formacién de extremos romos construyéndose un
plasmido que comprende una combinacion de lysC mutante, dapA, dapB y lysA auténomamente replicable en
bacterias corineformes. El plasmido construido se disefid como pCABL. El procedimiento de construccion de pCABL
se muestra en la Figura 13. Se indica que el fragmento génico de lysA esta insertado a un sitio Hpal en un
fragmento de ADN que contiene el gen dapB en pCABL, sin embargo, el sitio de Hpal esta localizado corriente
arriba a partir de un promotor para el gen dapB (numeros de nucledtidos 611 a 616 en SEC ID N.°: 10), y el gen
dapB no esta desacoplado.

Ejemplo 12: construccion del plasmido que comprende combinacién de lysc mutante, dapa, dapb, ddh y lysa

pHSG299 se digirié con Xbal y Kpnl, que se ligaron con p399DL comprendiendo ddh y lysA habiéndose digerido con
Xbal y Kpnl. Un plasmido construido se designd como p299DL. p299DL se digirid con Xbal y Kpnl y se someti6 a
formacion de extremos romos. Después de la formacion de extremos romos, se extrajo un fragmento de ADN que
comprende ddh y lysA. Este fragmento de ADN se ligé con el plasmido pCAB comprendiendo la combinacion de
lysC mutante, dapA y dapBhabiéndose digerido con Hpal y sometido a formacién de extremos romos construyendo
un plasmido que comprende una combinacién de lysC mutante, dapA, dapB, lysA y ddh auténomamente replicable
en bacterias corineformes. El plasmido construido se designé como pCABDL. El procedimiento de construccion de
pCABDL se muestra en la Fig. 14.

Ejemplo 13: introduccion de los plasmidos que comprenden genes para biosintesis de L-lisina en bacteria
que produce L-lisina de Brevibacterium lactofermentum

Los plasmidos que comprenden los genes para biosintesis de L-lisina construidos como se describe anteriormente,
concretamente p399AK9B (Cm'), pDPSB (Km'), pDPRB (Cm"), pLYSAB (Cm'), pPK4D (Cm'), pPCRCAB (Km'), pAB
(Cm"), pCB (CM"), pDL (Cm"), pCAB (Cm"), pCABL (Cm') y pCABDL (Cm") se introdujeron dentro de bacteria que
produce L-lisina AJ11082 (NRRL B-11470) de Brevibacterium lactofermentum respectivamente. La cepa AJ11082
tiene una propiedad de resistencia a AEC. Los plasmidos se introdujeron de acuerdo con un procedimiento de pulso
eléctrico (Sugimoto y col., Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.°: 2-207791). Los transformantes se
seleccionaron en base a marcadores de resistencia a farmaco poseidos por los respectivos plasmidos. Los
transformantes se seleccionaron en un medio completo que contiene 5 ug/ml de cloranfenicol cuando se introdujo un
plasmido que comprende un gen de resistencia a cloranfenicol, o los transformantes se seleccionaron en un medio
completo que contiene 25 pg/ml de kanamicina cuando se introdujo un plasmido que comprende un gen de
resistencia a kanamicina.

Ejemplo 14: produccion de L-lisina

Cada uno de los transformantes obtenido en el Ejemplo 13 se cultivd en un medio de producciéon de L-lisina
evaluandose su productividad de L-lisina. El medio de produccion de L-lisina tenia la siguiente composicion.

[Medio de produccién de L-lisina]

Los siguientes componentes distintos de carbonato de calcio (por 1 1) se disolvieron haciendo ajuste a pH 8,0 con
KOH. El medio se esterilizé a 115 °C durante 15 minutos, para lo que se afadié a partir de entonces carbonato de
calcio (50 g) habiéndose esterilizado por separado en aire caliente en un estado seco.
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Glucosa 100 g
(NH4)2S04 5549
KH2PO4 19
MgSQO4+ 7 H.0 19
Biotina 500 ug
Tiamina 2000 ug
FeSO4+ 7 H20 0,01g
MnSO4* 7H.0 0,019
Nicotinamida 5mg

Hidrolizado de proteinas (Mamenou)
30 ml

Carbonato de calcio 50¢g

Cada uno de los diversos tipos de los transformantes y la cepa parental se inoculd al medio que tiene la
composicion descrita anteriormente llevandose a cabo el cultivo a 31,5 °C con agitacion reciproca. La cantidad de
L-lisina producida después de 40 6 72 horas de cultivo y el crecimiento después de 72 horas (D.O.s62) sSe muestran
en la Tabla 1. En la tabla, lysC* representa lysC mutante. El crecimiento se determind cuantitativamente midiendo
D.O. a 560 nm después de dilucién de 101 veces.

Tabla 1
Acumulacion de L-lisina después de cultivo durante 40 6 72
horas
Cepa Gen introducido Cantidad de L-lisina producida Crecimiento
bacteriana/plasmido (g (D.O.562/101)
después de después de
40 horas 72 horas

AJ11082 22,0 29,8 0,450
AJ11082/p399AK9B  lysC* 16,8 34,5 0,398
AJ11082/pDPSB dapA 18,7 33,8 0,410
AJ11082/pDPRB dapB 19,9 29,9 0,445
AJ11082/pLYSAB lysA 19,8 32,5 0,356
AJ11082/pPK4D ddh 19,0 33,4 0,330
AJ11082/pCRCAB lysC*, dapA 19,7 36,5 0,360
AJ11082/pAB dapA, dapB 19,0 34,8 0,390
AJ11082/pCB lysC*, dapB 23,3 35,0 0,440
AJ11082/pDL ddh, lysA 23,3 31,6 0,440
AJ11082/pCAB lysC*, dapA, dapB 23,0 45,0 0,425
AJII0821pCABL lysC*, dapA, dapB, lysA 26,2 46,5 0,379
AJ11082/pCABDL lysC*, dapA, dapB, lysA, 26,5 47,0 0,409

ddh
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Como se muestra en la Tabla 1, cuando lysC mutante, dapA, o dapB se potencié individualmente, la cantidad de L-
lisina producida era mas grande que o equivalente a aquella producida por la cepa parental después de 72 horas de
cultivo, sin embargo, la cantidad de L-lisina producida era mas pequefia que aquella producida por la cepa parental
después de 40 horas de cultivo. Concretamente, la velocidad de produccién de L-lisina se disminuyo en el cultivo
durante un periodo corto. De manera similar, cuando lysC mutante y dapA, o dapA y dapB se potenciaron en
combinacién, la cantidad de L-lisina producida era mas grande que aquella producida por la cepa parental después
de 72 horas de cultivo, aun asi, la cantidad de L-lisina producida era mas pequefia que aquella producida por la
cepa parental después de 40 horas de cultivo. Asi la velocidad de produccién de L-lisina se disminuyo.

Por otro lado, cuando lysA o ddh se potenciaron individualmente, o cuando lysA y ddh se potenciaron en
combinacidn, la cantidad de L-lisina producida era mas grande que aquella producida por la cepa parental después
de 40 horas de cultivo, sin embargo, la cantidad de L-lisina producida era consiguientemente mas pequefia que
aquella producida por la cepa parental después del periodo largo de cultivo debido a disminucién en crecimiento.

Por el contrario, en el caso de la cepa en la que dapB se potencié conjuntamente con lysC mutante, el crecimiento
se mejoro, la velocidad de produccién de L-lisina se restablecié exitosamente en el periodo corto de cultivo y la
cantidad de L-lisina acumulada se mejor6é también en el periodo de cultivo largo. En el caso de la cepa en la que
tres de lysC mutante, dapA y dapB se potenciaron simultaneamente, la productividad de L-lisina se mejord
adicionalmente. Tanto la velocidad de produccion de L-lisina como la cantidad de L-lisina acumulada se mejoraron
en una manera etapa a etapa potenciando sucesivamente lysA y ddh.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencion, se puede mejorar la capacidad de produccion de L-lisina de bacterias
corineformes y también puede mejorarse la velocidad de crecimiento.

La velocidad de produccion de L-lisina se puede mejorar y la productividad se puede mejorar también en bacterias
de produccion de L-lisina potenciando dapB junto con lysC mutante. La velocidad de produccién de L-lisina y la
productividad se pueden potenciar adicionalmente potenciando sucesivamente dapA, lysA y ddh ademas de los
genes anteriormente mencionados.

Listado de secuencias
(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE: Ajinomoto Co., Inc.
(i) TITULO DE LA INVENCION: Procedimiento de producir L-lisina
(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 24
(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA
(A) DESTINATARIO:
(B) CALLE:
(C) CIUDAD:
(E) PAIS:
(F) CODIGO POSTAL:
(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release n.°: 1.0, version n.°: 1.30
(vi) FECHAS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:
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(vii) FECHAS DE SOLICITUDES PREVIAS:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: JP 7-14014
(B) FECHA DE PRESENTACION: 7-julio-1995
(vii) INFORMACION DE ABOGADO/AGENTE:
(A): NOMBRE:
(B): NUMERO DE REGISTRO:
(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO:
(B) TELEFAX:
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.% 1:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro &cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 1:
TCGCGAAGTA GCACCTGTCACTT 23
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.° 2:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro...ADN sintético
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: si
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 2:
AOGGAARRCA ATCTTAOGGC C 21
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.° 3:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1643 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: doble
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(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(iv) ANTI-SENTIDO: No

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Brevibacterium lactofermentum

(B) CEPA: ATCC 13869

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 3:

TOGOGAAGTA
TGTTTATTGG

GCACCTGTCA
AAOGCATCCC

GCACGTAGAT

CTTATAGTAA
TTTCOGATAA
ACATTGACAT

CTGGCATGAA
AOGTGAACAT

ATCCOGTGAAG ATGATCTGGA
GGOGAAGAOG AAGCOGTOGT
TTACARTGAC CACCATCGCA
CCCTTTTGGA AGAGCGCAAT
QOGCAGGOCG TAAGATTGAA TTC

CTTTTGTCTC
AGTGGCTGAG
TGGCTAGGTA

CGAATTGATT

ARAATATTAAA TOGAATATCA
ACGCATOCGC TARAGCCOCCA
GACACAGTTT ATAAAGGTAG
ACAAAGGTGG COCTGGTCGT
ATTAGAAACG TOGCTGAACG
GTCTGCTCCG CAATGGGAGA
COOGTTCOGC CAGCTOGTGA
GCTCTOGTCG OCATGGCTAT
CAGGCTGGTG TGCTCACCAC
GGTOGTGTGC GTGARGCACT
GTTAATARAG ARACCOGOGA
GTTGCGTTGG CAGCTGCTTT
GTGTATACCG CTGACCOGOG
GAAGAAATGC TGGAACTTGC
TACGCTOGTG CATTCAATGT
ACTTTGATTG COGGCTCTAT
GCAACOGACA AGTCCGAAGC
GCTGCCAAGG TTTTCOGTGC
AACGTCTCCT CTGTGGAAGA
GGAOGOOGTG OGATGGAGAT
CTTTACGACG ACCAGGTOGG
GGTGTTACOG CAGAGTTCAT
TCCACCTCTG AGATCOGCAT

TGCTGCTGCA CGTGCATTGC ATGAGCAGTT
TTATGCAGGC ACCGGACGCT ARAGTTTTAA AGGAGTAGTT
GTTGTTGGTG CAAODGGOCA GGTOGGCCAG
TTOCCAGCTG ACACTGTTCG TTTCTTTGCT TOCOOGOGTT

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.0: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1643 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

19

ATATAOGGTC

ACAGAAATAT
GATCGTTGCC
CADCACGGAT
AATGGATATG
CGATGAGGGC
GAROGCTGAT
CATCGTTCCT

GGAGGATATT

GTTATGOGCA

60
120
180

300
360
420
480
540

660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500
1560
1620
1643
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Brevibacterium lactofermentum
(B) CEPA: ATCC 13869
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 217..1482
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 4:

TOGOGAAGTA GCACCTGTCA CTTTTGTCTC AAATATTAAA TOGAATATCA ATATACGGTC
TGTTTATTGG ARCGCATCOC AGTGGCTGAG ACGCATOCGC TAAAGCCOCA GGAACOCTGT
GCAGARAGAA AACACTOCTC TGGCTAGGTA GACACAGTTT ATAAAGGTAG AGTTGAGOGG
GTAACTGTCA GCACGTAGAT CGAARAGGTGC ACAMAG GTG GCC CTG GTC GTA CAG
Met Ala Leu Val Val Gln
1 5
ARA TAT GGC GGT TCC TOG CTT GAG AGT GOG GAA OGC ATT AGA AAC GIC
Lys Tyr Gly Gly Ser Ser Leu Glu Ser Ala Glu Arg Ile Arg Asn Val
10 15 20
GCT GAA OGG ATC GTT GOC ACC AAG AAG GCT GGA AAT GAT GIC GIG GIT
Ala Glu Arg Ile Val Ala Thr Lys Lys Ala Gly Asn Asp Val Val val
25 30 35
GIC TGC TOC GCA ATG GGA GAC ACC ACG GAT GAA CTT CTA GAA CIT GCA
val Cys Ser Ala Met Gly Asp Thr Thr Asp Glu Leu Leu Glu Leu Ala
40 45 50
GOG GCA GIG AAT CCC GTT COG CCA GCT OGT GAA ATG GAT ATG CIC CIG
Ala Ala Val Asn Pro Val Pro Pro Ala Arg Glu Met Asp Met Leu Leu
55 60 65 70
ACT GCT GGT GAG OGT ATT TCT AAC GCT CTC GTC GCC ATG GCT ATT GAG
Thr Ala Gly Glu Arg Ile Ser Asn Ala Leu Val Ala Met Ala Ile Glu
75 80 85
TOC CTT GGC GCA GAA GCT CAA TCT TTC ACT GGC TCT CAG GCT GGT GIG
Ser lLeu Gly Ala Glu Ala Gln Ser Phe Thr Gly Ser Gln Ala Gly Val
90 95 100

20

60
120
180
234

282

378

426

474

522
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CTC ACC ACC GAG OGC CAC GGA AAC GCA OGC ATT GTT GAC GTC ACA CCG 570
Leu Thr Thr Glu Arg His Gly Asn Ala Arg Ile Val Asp Val Thr Pro

105 110 115
GGT CGT GTG CGT GAA GCA CTC GAT GAG GGC AAG ATC TGC ATT GTT GCT 618
Gly Arg Val Arg Glu Ala Leu Asp Glu Gly Lys Ile Cys Ile Val Ala

120 125 130
GGT TTT CAG GGT GTT AAT AAA GAA AOC OGC GAT GTC ACC ACG TTG GGT 666
Gly Phe Gln Gly Val Asn Lys Glu Thr Arg Asp Val Thr Thr Leu Gly
135 140 145 150
CGT GGT GGT TCT GAC ACC ACT GCA GIT GOG TTG GCA GCT GCT TTG AAC 714
Arg Gly Gly Ser Asp Thr Thr Ala Val Ala Leu Ala Ala Ala Leu Asn
155 160 165
GCT GAT GIG TGT GAG ATT TAC TCG GAC GTIT GAC GGT GIG TAT ACC GCT 762
Ala Asp Val Cys Glu Ile Tyr Ser Asp Val Asp Gly Val Tyr Thr Ala
170 175 180

GAC OOG OGC ATC GTT CCT AAT GCA CAG ARG CTG GAA AAG CTC AGC TTC 810
Asp Pro Arg Ile Val Pro Asn Ala Gln Lys Leu Glu Lys Leu Ser Fhe

185 190 195

GAA GAA ATG CTG GAA CTT GCT GCT GIT GGC TCC AAG ATT TTG GTG CIG 858
Glu Glu Met Leu Glu Leu Ala Ala Val Gly Ser Lys Ile Leu Val Leu

200 205 210
OGC AGT GTT GAA TAC GCT CGT GCA TTC AAT GTG CCA CTT OGC GTA OGC 906
Arg Ser Val Glu Tyr Ala Arg Ala Phe Asn Val Pro Leu Arg Val Arg
215 220 225 230
TOG TCT TAT AGT AAT GAT COC GGC ACT TTG ATT GOC GGC TCT ATG GAG 954
Ser Ser Tyr Ser Asn Asp Pro Gly Thr Leu Ile Ala Gly Ser Met Glu

235 240 245
GAT ATT OCT GTG GAA GAA GCA GTC CIT ACC GGT GIC GCA ACC GAC AAG 1002
Asp Ile Pro Val Glu Glu Ala Val Leu Thr Gly Val Ala Thr Asp Lys
250 255 260
TOC GAA GOC AAA GTA ACC GTT CTG GGT ATT TCC GAT AAG OCA GGC GAG 1050
Ser Glu Ala Lys Val Thr Val Leu Gly lle Ser Asp Lys Pro Gly Glu
265 270 275

GCT GOC AAG GTT TTC OGT GOG TTG GCT GAT GCA GAA ATC AAC ATT GAC 1098
Ala Ala Lys Val Phe Arg Ala Leu Ala Asp Ala Glu Ile Asn Ile Asp

280 285 290
ATG GIT CTG CAG AAC GIC TOC TCT GTG GAA GAC GGC ACC ACC GAC ATC 1146

Met Val Leu Gln Asn Val Ser Ser Val Glu Asp Gly Thr Thr Asp Ile
295 300 305 310
ACG TTC ACC TGC OCT OGC GCT GAC GGA OGC OGT GOG ATG GAG ATC TTG 1194
Thr Phe Thr Cys Pro Arg Ala Asp Gly Arg Arg Ala Met Glu Ile Leu
315 320 325
AAG AAG CTT CAG GTT CAG GGC AAC TGG ACC AAT GIG CTT TAC GAC GAC 1242
Lys Lys Leu Gln Val Gln Gly Asn Trp Thr Asn Val Leu Tyr Asp Asp
330 335 340

21



10

ES 2373863 T3

CAG GTC GGC AAA GTC TCC CIC GTG GGT GCT GGC ATG AAG TCT CAC OCA
Gln val Gly Lys Val Ser Leu Val Gly Ala Gly Met Lys Ser His Pro
345 350 355
GGT GIT ACC GCA GAG TTC ATG GAA GCT CIG OGC GAT GTC ARC GTG AAC
Gly Val Thr Ala Glu Phe Met Glu Ala Leu Arg Asp Val Asn Val Asn
360 365 370

ATC GAA TTG ATT TCC ACC TCT GAG ATC CGC ATT TCC GTG CTG ATC CGT
Ile Glu Leu Ile Ser Thr Ser Glu Ile Arg Ile Ser Val lLeu Ile Arg
375 380 385 390
GAA GAT GAT CTG GAT GCT GCT GCA OGT GCA TTG CAT GAG CAG TTC CAG
Glu Asp Asp Leu Asp Ala Ala Ala Arg Ala Leu His Glu Gln Phe Gln

395 400 405
CTG GGC GGC GAA GAC GAA GCC GTC GIT TAT GCA GGC ACC GGA OGC TAA
Leu Gly Gly Glu Asp Glu Ala Val Val Tyr Ala Gly Thr Gly Arg

410 415 420

AGTTTTAAAG GAGTAGTTTT ACAATGACCA CCATOGCAGT TGTTGGTGCA ACCOGGOCAGG
TOGGOCAGGT TATGOGCACC CTTTTGGAAG AGOGCAATTT COCAGCTGAC ACTGTTCOGTT
TCTTTGCTTC OCOGCGTTCC GCAGGCOGTA AGATTGAATT C

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.° 5:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 421 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 5:
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Met Ala Leu Val Val Gln Lys Tyr Gly Gly Ser Ser Leu Glu Ser Ala
1 5 10 15
Glu Arg Ile Arg Asn Val Ala Glu Arg Ile Val Ala Thr Lys Lys Ala

20 25 30
Gly Asn Asp Val Val Val Val Cys Ser Ala Met Gly Asp Thr Thr Asp
35 40 45
Glu Leu Leu Glu Leu Ala Ala Ala Val Asn Pro Val Pro Pro Ala Arg
50 55 60
Glu Met Asp Met Leu Leu Thr Ala Gly Glu Arg Ile Ser Asn Ala Leu
65 70 75 80
Val Ala Met Ala Ile Glu Ser Leu Gly Ala Glu Ala Gln Ser Fhe Thr
85 S0 a5
Gly Ser Gln Ala Gly Val Leu Thr Thr Glu Arg His Gly Asn Ala Arg
100 105 110
Ile Val Asp Val Thr Pro Gly Arg Val Arg Glu Ala Leu Asp Glu Gly
115 120 125
Lys Ile Cys Ile Val Ala Gly Fhe Gln Gly Val Asn Lys Glu Thr Arg
130 135 140
Asp Val Thr Thr Leu Gly Arg Gly Gly Ser Asp Thr Thr Ala Val Ala
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145
Leu Ala

Asp Gly
Leu Glu

Ser Lys
210

val Pro

225

Ile Ala

Gly val
Ser Asp
Ala Glu

290

Asp Gly
305

Arg Ala
Asn Val

Gly Met

Arg Asp
370

Ile Ser
385
Leu His

Ala
val

Lys
195
Ile
Leu
Gly

Ala

Lys
275
Ile

Met

Leu

Lys
355
Val

Val

Glu
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150

155 160

Ala Leu Asn Ala Asp Val Cys Glu Ile Tyr Ser Asp Val

165

170 175

Tyr Thr Ala Asp Pro Arg Ile Val Pro Asn Ala Gln Lys

180 - 185

190

Leu Ser Phe Glu Glu Met Leu Glu Leu Ala Ala Val Gly

200

205

Leu Val Leu Arg Ser Val Glu Tyr Ala Arg Ala Phe Asn

215

220

Arg Val Arg Ser Ser Tyr Ser Asn Asp Pro Gly Thr Leu

230

235 240

Ser Met Glu Asp Ile Pro Val Glu Glu Ala Val Leu Thr

245

250 255

Thr Asp Lys Ser Glu Ala Lys Val Thr Val Leu Gly Ile

260 265

270

Pro Gly Glu Ala Ala Lys Val Phe Arg Ala Leu Ala Asp

280

285

Asn Ile Asp Met Val Leu Gln Asn Val Ser Ser Val Glu

295

300

Thr Asp Ile Thr Phe Thr Cys Pro Arg Ala Asp Gly Arg

310

315 320

Glu Ile Leu Lys Lys Leu Gln Val Gln Gly Asn Trp Thr

325

330 335

Tyr Asp Asp Gln Val Gly Lys Val Ser Leu Val Gly Ala

340 345

350

Ser His Pro Gly Val Thr Ala Glu Phe Met Glu Ala Leu

360

365

Asn Val Asn Ile Glu Leu Ile Ser Thr Ser Glu Ile Arg

375

380

Ieu Ile Arg Glu Asp Asp Leu Asp Ala Ala Ala Arg Ala

390

395 400

Gln Fhe Gln Leu Gly Gly Glu Asp Glu Ala Val Val Tyr

405

Ala Gly Thr Gly Arg

420

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 6

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1643 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(iv) ANTI-SENTIDO: No
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(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Brevibacterium lactofermentum
(B) CEPA: ATCC 13869
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 964..1482
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 6:

TOGOGAAGTA GCACCTGTCA CTTTTGTCTC AAATATTAAA TCGAATATCA ATATACGGTC 60
TGTTTATTGG AACGCATCOOC AGTGGCTGAG ACGCATCOGC TAAAGOCCOCA GGAACCCTGT 120
GCAGAAAGAA AACACTCCTC TGGCTAGGTA GACACAGTTT ATAAAGGTAG AGTTGAGOGG 180
GTARACTGTCA GCACGTAGAT CGAAAGGTGC ACAAMGGTGG CCCTGGTCGT ACAGAAATAT 240
GGOGGTTCCT CGCTTGAGAG TGCGGAACGC ATTAGAAACG TCGCTGARCG GATCGTTGCC 300
ACCARGAAGG CTGGAAATGA TGTCGTGGTT GTCTGCTOCG CAATGGGAGA CACCACGGAT 360
GRACTTCTAG AACTTGCAGC GGCAGTGAAT COCGTTCOGC CAGCTOGTGA AATGGATATG 420
CTCCTGACTG CTGGTGAGOG TATTTCTAAC GCTCTCGTCG CCATGGCTAT TGAGTCOCTT 480
GGCGCAGAAG CTCAATCTTT CACTGGCTCT CAGGCTGGTG TGCTCACCAC OGAGOGCCAC 540
GGAAACGCAC GCATTGTTGA OGTCACACCG GGTCOGTGTGC GTGAAGCACT CGATGAGGGC 600
AAGATCTGCA TTGTTGCTGG TTTTCAGGGT GTTAATAAARG AARCCCOGOGA TGTCACCACG 660
TTGGGTCGTG GIGGTTCTGA CACCACTGCA GTTGOGTTGG CAGCTGCTTT GAACGCTGAT 720
GIGTGTGAGA TTTACTCGGA CGTTGACGGT GTGTATACCG CTGACCCGCG CATOGTTCCT 780
AATGCACAGA AGCTGGAARA GCTCAGCTTC GAAGAAATGC TGGAACTTGC TGCTGTTGGC 840
TCCAAGATTT TGCTGCTGOG CAGTGTTGAA TACGCTOGTG CATTCAATGT GOCACTTOGC 900
GTACGCTOGT CTTATAGTAA TGATCOCOGGC ACTTTGATTG COGGCTCTAT GGAGGATATT 960
CCT GTG GAA GAA GCA GTC CTT ACC GGT GIC GCA ACC GAC ARG TCC GAA 1008
Met Glu Glu Ala Val Leu Thr Gly Val Ala Thr Asp Lys Ser Glu
1 5 10 15
GCC AAMA GTA ACC GTT CIG GGT ATT TCOC GAT AAG OCA GGC GAG GCT GCC 1056
Ala Lys Val Thr Val Leu Gly Ile Ser Asp Lys Pro Gly Glu Ala Ala
20 25 30
ARG GTT TTC CGT GOG TTG GCT GAT GCA GAA ATC ARC ATT GAC ATG GIT 1104
Lys Val Phe Arg Ala Leu Ala Asp Ala Glu Ile Asn Ile Asp Met Val
35 40 45
CTG CAG AAC GTC TCC TCT GTG GAA GAC GGC ACC ACC GAC ATC AOG TTC 1152
Leu Gln Asn Val Ser Ser Val Glu Asp Gly Thr Thr Asp Ile Thr Fhe
50 55 60
ACC TGC CCT OGC GCT GAC GGA OGC CGT GCG ATG GAG ATC TTG ARG AAG 1200
Thr Cys Pro Arg Ala Asp Gly Arg Arg Ala Met Glu Ile leu Lys Lys
65 70 75
CIT CAG GTT CAG GGC AAC TGG AOC AAT GTG CTT TAC GAC GAC CAG GTIC 1248
Leu Gln Val Gln Gly Asn Trp Thr Asn Val Leu Tyr Asp Asp Gln Val
80 85 90 95
GGC ARA GIC TCC CTC GTG GGT GCT GGC ATG AAG TCT CAC CCA GGT GIT 1296
Gly Lys Val Ser Leu Val Gly Ala Gly Met Lys Ser His Pro Gly Val
100 105 110
ACC GCA GAG TTC ATG GAA GCT CTG OGC GAT GIC AAC GTG AAC ATC GAA 1344

Thr Ala Glu Phe Met Glu Ala Leu Arg Asp Val Asn Val Asn Ile Glu

25
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115 120 125

TTG ATT TOC ACC TCT GAG ATC CGC ATT TCC GTG CTG ATC OGT GAA GAT 1392
Leu Ile Ser Thr Ser Glu Ile Arg Ile Ser Val Leu Ile Arg Glu Asp

130 135 140
GAT CIG GAT GCT GCT GCA CGT GCA TTG CAT GAG CAG TTC CAG CTG GGC 1440
Asp Leu Asp Ala Ala Ala Arg Ala Leu His Glu Gln Phe Gln Leu Gly

145 150 155

GGC GAA GAC GAA GCC GTC GTT TAT GCA GGC ACC GGA OGC TAAAGTTTTAA 1490
Gly Glu Asp Glu Ala Val Val Tyr Ala Gly Thr Gly Arg
160 165 170
AGGAGTAGTT TTACAATGAC CACCATCGCA GTTGTTGGTG CARCCGGOCA GGTCOGGOCAG 1550
GTTATGCGCA CCCTTTTGGA AGAGCGCAAT TTCOOCAGCTG ACACTGTTOG TTTCTTTGCT 1610
TOCCOGCGTT CCGCAGEO0G TAAGATTGAA TTC 1643

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.%: 7:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 172 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 7:

Met Glu Glu Ala Val Leu Thr Gly Val Ala Thr Asp Lys Ser Glu Ala
1 5 10 15
Lys Val Thr Val Leu Gly Ile Ser Asp Lys Pro Gly Glu Ala Ala Lys

20 25 30
Val Phe Arg Ala Leu Ala Asp Ala Glu Ile Asn Ile Asp Met Val Leu
35 40 45
Gln Asn Val Ser Ser Val Glu Asp Gly Thr Thr Asp Ile Thr Phe Thr
50 55 60
Cys Pro Arg Ala Asp Gly Arg Arg Ala Met Glu Ile Leu Lys Lys Leu
65 70 75 80
Gln Val Gln Gly Asn Trp Thr Asn Val Leu Tyr Asp Asp Gln Val Gly
85 90 a5
Lys Val Ser Leu Val Gly Ala Gly Met Lys Ser His Pro Gly Val Thr
100 105 110
Ala Glu Fhe Met Glu Ala Leu Arg Asp Val Asn Val Asn Ile Glu Leu
115 120 125
Ile Ser Thr Ser Glu Ile Arg Ile Ser Val Leu Ile Arg Glu Asp Asp
130 135 140
Leu Asp Ala Ala Ala Arg Ala Leu His Glu Gln Fhe Gln Leu Gly Gly
145 150 155 160
Glu Asp Glu Ala Val Val Tyr Ala Gly Thr Gly Arg
165 170
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(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro &cido nucleico

(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 8:
GGATCCCCAA TCGATACCTG GAA 23

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.° 9:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro acido nucleico

(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: si
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°:9:
CGGTTCATCG CCAAGTTTTT CTT 23

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 10:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2001 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Brevibacterium lactofermentum

(B) CEPA: ATCC 13869
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 730..1473
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(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 10:

GGATOOCCAA TOGATACOCTG GAACGACAAC CTGATCAGGA TATOCAATGC CTTGAATATT
GACGTTGAGG AAGGAATCAC CAGCCATCTC AACTGGAAGA OCTGACGCCT GCTGAATTGG
ATCAGTGGOC CAATCGACCC ACCAACCAGG TTGGCTATTA CCGGOGATAT CAAAARCAAC
TOGOGTGAAC GTTTCGTGCT CGGCAACGCG GATGOCAGCG ATCGACATAT CGGAGTCACC
AACTTGAGOC TGCTGCTTCT GATCCATCGA OGGGGAACCC AMOGGCGGCA AAGCAGTGGG
GGAAGGGGAG TTGGTGGACT CTGAATCAGT GGGCTCTGAA GTGGTAGGEOG ACGGGGECAGC
ATCTGAAGGC GTGOGAGTTG TGGTGACCGG GTTAGOGGTT TCAGTTTCTG TCACARCTGG
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AGCAGGACTA GCAGAGGTTG TAGGCGTTGA GCOGCTTCCA TCACAAGCAC TTAAAAGTAA
AGAGGOGGAR ACCACAAGCG OCAAGGAACT ACCTGCGGAA OGGGCGGTGA AGGGCAACTT
AAGTCTCATA TTTCAARACAT AGTTOCACCT GTGTGATTAA TCTCCAGAAC GGAACARACT
GATGAACAAT OGTTAACAAC ACAGAOCAAA ACGGTCAGTT AGGTATGGAT ATCAGCACCT
TCTGAATGGG TACGTCTAGA CTGGTGGGOG TTTGAAAAAC TCTTCGCOCC ACGAAAATGA
AGGAGCATA ATG GGA ATC AAG GTT GGC GTT CTC GGA GOC AAA GGC OGT
Met Gly Ile Lys Val Gly val Leu Gly Ala Lys Gly Arg
1 5 10
GTT GGT CAA ACT ATT GTG GCA GCA GTC AAT GAG TCC GAC GAT CTG GAG
Val Gly Gln Thr Ile Val Ala Ala Val Asn Glu Ser Asp Asp Leu Glu
15 20 25
CTT GIT GCA GAG ATC GGC GTC GAC GAT GAT TTG AGC CIT CIG GTA GAC
Leu Val Ala Glu Ile Gly Val Asp Asp Asp Leu Ser Leu Leu Val Asp
30 35 40 45
AAC GGC GCT GAA GTT GTC GTIT GAC TTC ACC ACT CCT AAC GCT GTG ATG
Asn Gly Ala Glu Val Val Val Asp Phe Thr Thr Pro Asn Ala Val Met
50 55 &0
GGC AAC CTG GAG TTC TGC ATC AAC AAC GGC ATT TCT GOG GTT GTT GGA
Gly Asn Ieu Glu Phe Cys Ile Asn Asn Gly Ile Ser Ala Val Val Gly
65 70 75
ACC AOG GGC TTC GAT GAT GCT OGT TTG GAG CAG GTT OGC GCC TGG CTT
Thr Thr Gly Phe Asp Asp Ala Arg Leu Glu Gln Val Arg Ala Trp Leu
B0 85 90
GAA GGA AAA GAC AAT GTC GGT GTT CTG ATC GCA COCT AAC TTT GCT ATC
Glu Gly Lys Asp Asn Val Gly Val Leu lle Ala Pro Asn Phe Ala Ile
95 100 105
TCT GOG GIG TTG ACC ATG GTC TTT TOC AAG CAG GCT GCC CGC TTC
Ser Ala Val Leu Thr Met Val Phe Ser Lys GIn Ala Ala Arg Phe
110 115 : 120 125
GAA TCA GCT GAA GIT ATT GAG CTG CAC CAC OCC AAC AAG CTG GAT GCA
Glu Ser Ala Glu Val Ile Glu Leu His His Pro Asn Lys Leu Asp Ala
130 135 140
CCT TCA GGC ACC GOG ATC CAC ACT GCT CAG GGC ATT GCT GOG GCA OGC
Pro Ser Gly Thr Ala Ile His Thr Ala Gln Gly Ile Ala Ala Ala Arg
145 150 155
AAA GRA GCA GGC ATG GAC GCA CAG CCA GAT GCG ACC GAG CAG GCA CTT
Lys Glu Ala Gly Met Asp Ala Gln Pro Asp Ala Thr Glu Gln Ala Leu
160 165 170
GAG GGT TCC CGT GGC GCA AGC GTA GAT GGA ATC OCA GTT CAC GCA GIC
Glu Gly Ser Arg Gly Ala Ser Val Asp Gly Ile Pro Val His Ala Val
175 180 185
OGC ATG TCC GGC ATG GTT GCT CAC GAG CAA GTT ATC TTT GGC ACC CAG
Arg Met Ser Gly Met Val Ala His Glu Gln Val Ile Phe Gly Thr Gln
190 195 200 205
GGT CAG ACC TTG ADC ATC ARG CAG GAC TCOC TAT GAT CGC AAC TCA TTT
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Gly Gln Thr Leu Thr Ile Lys Gln Asp Ser Tyr Asp Arg Asn Ser Phe
210 215 220
GCA CCA GGT GTC TTG GTG GGT GTG CGC AAC ATT GCA CAG CAC OCA GGC 1440
Ala Pro Gly Val Leu Val Gly Val Arg Asn Ile Ala Gln His Pro Gly
225 230 - 235
CTA GTC GTA GGA CIT GAG CAT TAC CTA GGC CTG TARAGGCTCA TTTCAGCAGC 1493
Leu Val Val Gly Leu Glu His Tyr Leu Gly Leu
240 245
GGGTGGAATT TTTTAAAAGG AGOGTTTAAA GGCTGTGGCC GAACAAGTTA AATTGAGCGT 1553
GGAGTTGATA GOGTGCAGTT CTTTTACTCC ACOOGCTGAT GTTGAGTGGT CAACTGATGT 1613
TGAGGGOECG GAAGCACTCG TCGAGTTTGC GGGTCOGTGCC TGCTACGAAA CTTTTGATAA 1673
GCOOGAACCCT CGAACTGCTT CCAATGCTGC GTATCTGOGC CACATCATGG AAGTGGGGCA 1733
CACTGCTTTG CTTGAGCATG CCAATGOCAC GATGTATATC CGAGGCATTT CTCGGTCOGC 1793
GAOCCATGAA TTGGTCOGAC ACCGCOCATTT TTOCTTCTCT CAACTGTCTC AGOCGTTTOGT 1853
GCACAGOGGA GAATOGGARG TAGTGGTGCC CACTCTCATC GATGAAGATC CGCAGTTGCG 1913
TGAACTTTTC ATGCACGOCA TGGATGAGTC TOGGTTOGCT TTCAATGAGC TGCTTAATGC 1973
GCTGGAAGAA AAACTTGGOG ATGAACCG 2001

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 11:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 248 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 11:

Met Gly Ile Lys Val Gly Val Leu Gly Ala Lys Gly Arg Val Gly Gln
1 5 10 15
Thr Ile Val Ala Ala Val Asn Glu Ser Asp Asp Leu Glu Leu Val Ala
20 25 30
Glu Ile Gly Val Asp Asp Asp Leu Ser Leu Leu Val Asp Asn Gly Ala
35 40 45
Glu Val Val Val Asp Phe Thr Thr Pro Asn Ala Val Met Gly Asn Leu
50 55 60
Glu Phe Cys Ile Asn Asn Gly Ile Ser Ala Val Val Gly Thr Thr Gly
65 70 75 80
Phe Asp Asp Ala Arg Leu Glu Gln Val Arg Ala Trp Leu Glu Gly Lys
a5 90 a5
Asp Asn Val Gly Val Leu lle Ala Pro Asn Fhe Ala Ile Ser Ala Val
100 105 110
Leu Thr Met Val Phe Ser Lys Gln Ala Ala Arg Phe Phe Glu Ser Ala
115 120 125
Glu Val Ile Glu Leu His His Pro Asn Lys Leu Asp Ala Pro Ser Gly
130 135 140
Thr Ala Ile His Thr Ala Gln Gly Ile Ala Ala Ala Arg Lys Glu Ala
145 150 155 160
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Gly Met Asp Ala Gln Pro Asp Ala Thr Glu Gln Ala Leu Glu Gly Ser

165 170 175

Arg Gly Ala Ser Val Asp Gly Ile Pro Val His Ala Val Arg Met Ser

180 185 190

Gly Met Val Ala His Glu Gln Val Ile Phe Gly Thr Gln Gly Gln Thr

195 200 205

lLeu Thr Ile Lys Gln Asp Ser Tyr Asp Arg Asn Ser Fhe Ala Pro Gly

210 215 220

Val Leu Val Gly Val Arg Asn Ile Ala Gln His Pro Gly Leu Val Val

225 230 235
Gly Leu Glu His Tyr Leu Gly Leu
245

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 12:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro &cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 1:
GRCGACGGAT CGCAAATGGC AAC 23
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 13:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro acido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: si
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 13:
GGATCCTTGA GCACCTTGCG CAG 23
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.° 14:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1411 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
31
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(C) TIPO DE HEBRA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Brevibacterium lactofermentum
(B) CEPA: ATCC 13869
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 311..1213
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 14:
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Met Ser Thr Gly Leu Thr Ala Lys Thr Gly Val Glu His
1 5 10
GGC ACC GIT GGA GTA GCA ATG GTT ACT CCA TTC ACG GAA TOC GGA
Gly Thr Val Gly Val Ala Met Val Thr Pro Phe Thr Glu Ser Gly
15 20 25

. ATC GAT ATC GCT GCT GGC OGC GAA GTC GOG GCT TAT TTG GTT GAT

Ile Asp Ile Ala Ala Gly Arg Glu Val Ala Ala Tyr Leu Val Asp
35 40 45
GGC TTG GAT TCT TTG GIT CIC GCG GGC ACC ACT GGT GAA TCC CCA
Gly Leu Asp Ser Leu Val Leu Ala Gly Thr Thr Gly Glu Ser Pro
50 55 60
ACA ACC GOC GCT GAA AAA CTA GAA CTG CTC AAG GCC GIT CGT GAG
Thr Thr Ala Ala Glu Lys Leu Glu Leu Leu Lys Ala Val Arg Glu
65 70 75
GTT GGG GAT OGG GCG AAC GIC ATC GOC GGT GTC GGA ACC AAC AAC
Val Gly Asp Arg Ala Asn Val Ile Ala Gly Val Gly Thr Asn Asn
BO 85 90
OGG ACA TCT GTG GAA CIT GOG GAA GCT GCT GCT TCT GCT GGC GCA
Arg Thr Ser Val Glu Leu Ala Glu Ala Ala Ala Ser Ala Gly Ala
95 100 105
GGC CTT TTA GTT GTA ACT OCT TAT TAC TCC AAG COG AGC CAR GAG
Gly Leu Leu Val Val Thr Pro Tyr Tyr Ser Lys Pro Ser Gln Glu
115 120 125
TTG CTG GCG CAC TTC GGT GCA ATT GCT GCA GCA ACA GAG GIT CCA
Leu Leu Ala His Phe Gly Ala Ile Ala Ala Ala Thr Glu Val Pro
130 135 140
TGT CIC TAT GAC ATT CCT GGT CGG TCA GGT ATT CCA ATT GAG TCT
Cys Leu Tyr Asp Ile Pro Gly Arg Ser Gly Ile Pro Ile Glu Ser
145 150 155
ACC ATG AGA OGC CIG AGT GAA TTA CCT ACG ATT TTG GOG GIC ARG
Thr Met Arg Arg Leu Ser Glu Leu Pro Thr Ile Leu Ala Val Lys
160 165 170
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AAG GGT GAC CTC GTT GCA GOC ACG TCA TTG ATC AAA GAA ACG 877
a Lys Gly Asp Leu Val Ala Ala Thr Ser Leu Ile Lys Glu Thr
175 180 185
GCC TGG TAT TCA GGC GAT GAC CCA CTA AAC CIT GIT TGG CTT 925
Ala Trp Tyr Ser Gly Asp Asp Pro Leu Asn Leu Val Trp lLeu
195 200 205
GGC GGA TCA GGT TTC ATT TOC GTA ATT GGA CAT GCA GCC CCC 973
Gly Gly Ser Gly Phe Ile Ser Val Ile Gly His Ala Ala Pro
210 215 220

TTA CGT GAG TTG TAC ACA AGC TTC GAG GAA GGC GAC CTC GTIC 1021
Leu Arg Glu Leu Tyr Thr Ser Phe Glu Glu Gly Asp Leu Val

225 230 235
OGG GAA ATC AAC GOC AAA CTA TCA OCG CTI'G GTA GCT GOC CAA 1069
Arg Glu Ile Asn Ala Lys Leu Ser Pro Leu Val Ala Ala Gln
240 245 250

OGC TTG GGT GGA GTC AGC TTG GCA AAA GCT GCT CIG OGT CIG CAG 1117
Gly Arg Leu Gly Gly Val Ser Leu Ala Lys Ala Ala Leu Arg Leu Gln

255 260 265
GGC ATC AARC GTA GGA GAT CCT CGA CTT CCA ATT ATG GCT OCA AAT GAG 1165
Gly Ile Asn Val Gly Asp Pro Arg Leu Pro Ile Met Ala Pro Asn Glu
270 275 280 285
CAG GAA CTT GAG GCT CTC CGA GAA GAC ATG AAA AAA GCT GGA GTT CTA 1213
Gln Glu Leu Glu Ala Leu Arg Glu Asp Met Lys Lys Ala Gly Val Leu

290 295 300

TAAATATGAA TGATTCCCOGA AATCGOGGCC GGAAGGTTAC COGCAAGGOG GOCCAOCAGA 1273
AGCTGGTCAG GAAAACCATC TGGATACCOC TGTCTTTCAG GCACCAGATG CTTCCTCTAA 1333
OCAGRGOGCT GTAARAGCTG AGACOGCOGG ARACGACAAT CGGGATGCTG OGCAAGGTGC 1393
TCAAGGATCC CARCATTC 1411

58
%X

3
58 B3 b

g &4
58

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 15:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 301 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 15:

Met Ser Thr Gly Leu Thr Ala Lys Thr Gly Val Glu His Phe Gly Thr
1 5 10 15
Val Gly Val Ala Met Val Thr Pro Fhe Thr Glu Ser Gly Asp Ile Asp

20 25 30
Ile Ala Ala Gly Arg Glu Val Ala Ala Tyr Leu Val Asp Lys Gly Leu
35 40 45
Asp Ser Leu Val Leu Ala Gly Thr Thr Gly Glu Ser Pro Thr Thr Thr
50 55 60
Ala Ala Glu Lys Leu Glu Leu Leu Lys Ala Val Arg Glu Glu Val Gly
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65 70 75 80
Asp Arg Ala Asn Val Ile Ala Gly Val Gly Thr Asn Asn Thr Arg Thr
85 90 95
Ser Val Glu Leu Ala Glu Ala Ala Ala Ser Ala Gly Ala Asp Gly Leu
100 105 110
Leu Val Val Thr Pro Tyr Tyr Ser Lys Pro Ser Gln Glu Gly Leu Leu
115 120 125
Ala His Phe Gly Ala Ile Ala Ala Ala Thr Glu Val Pro Ile Cys Leu
130 135 140
Tyr Asp Ile Pro Gly Arg Ser Gly Ile Pro Ile Glu Ser Asp Thr Met
145 150 155 160
Arg Arg Leu Ser Glu Leu Pro Thr Ile Leu Ala Val Lys Asp Ala Lys
165 170 175
Gly Asp Leu Val Ala Ala Thr Ser Leu Ile Lys Glu Thr Gly Leu Ala
180 ' 185 190
Trp Tyr Ser Gly Asp Asp Pro Leu Asn Leu Val Trp Leu Ala Leu Gly
195 200 205
Gly Ser Gly Phe Ile Ser Val Ile Gly His Ala Ala Pro Thr Ala Leu
210 215 220
Arg Glu Leu Tyr Thr Ser Fhe Glu Glu Gly Asp Leu Val Arg Ala Arg
225 230 235 240
Glu Ile Asn Ala Lys Leu Ser Pro Leu Val Ala Ala Gln Gly Arg Leu
245 250 255
Gly Gly Val Ser Leu Ala Lys Ala Ala Leu Arg Leu Gln Gly Ile Asn
260 265 270
Val Gly Asp Pro Arg Leu Pro Ile Met Ala Pro Asn Glu Gln Glu Leu
275 280 285
Glu Ala Leu Arg Glu Asp Met Lys Lys Ala Gly Val Leu
290 295 300

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 16:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro &cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 16:
GTGGAGCCGA CCATTCCGCG AGG 23
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 17:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 23 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro &cido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: si
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 17:
CCAAAACCGC CCTCCACGGC GAA 23
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 18:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 3579 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Brevibacterium lactofermentum
(B) CEPA: ATCC 13869
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 533..2182
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 2188..3522
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 18:
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GTGGAGCCOGA CCATTCOCGOG AGGCTGCACT GCAAOGAGGT COGTAGTTTTG GTACATGGCT
TCTGGOCAGT TCATGGATTG GCTGOCGAAG AAGCTATAGG CATOGCACCA GGGCCACCOGA
GTTACOGARG ATGGTGOCGT GCTTTTCGCC TTGGGCAGGG ACCTTGACAA AGOCCACGCT
GATATOGCCA AGTGAGGGAT CAGAATAGTG CATGGGCACG TOGATGCTGC CACATTGAGC
GGAGGCAATA TCTACCTGAG GTGGGCATTC TTOCOCACCGG ATGTTTTCTT GOGCTGCTGC
AGTGGGCATT GATACCAAARA AGGGGCTAAG CGCAGTOGAG GOGGCAAGAA CTGCTACTAC
CCTTTTTATT GTCGAACGGG GCATTACGGC TOCAAGGACG TTTGTTTTCT GGGTCAGTTA
COOCAAAAAG CATATACAGA GACCAATGAT TTTTCATTAA ARAGGCAGGG ATTTGTTATA
AGTATGGGTC GTATTCTGTG OGACGGGTGT ACCTOGGCTA GAATTTCTOC CC ATG
Mat
1
ACA OCA GCT GAT CTC GCA ACA TTG ATT AAA GAG ACC GOG GTA GAG GTIT
Thr Pro Ala Asp Leu Ala Thr Leu Ile Lys Glu Thr Ala Val Glu Val
5 10 15
TTG ACC TCC CGC GAG CTC GAT ACT TCT GTT CTT COG GAG CAG GTA GIT
Leu Thr Ser Arg Glu Leu Asp Thr Ser Val Leu Pro Glu Gln Val Val
20 25 30 '
GIG GAG OGT OOG COGT AAC CCA GAG CAC GGC GAT TAC GCOC ACC AARC ATT
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Glu Arg Pro Arg Asn Pro Glu His Gly Asp Tyr Ala Thr Asn Ile
3as 40 45
TTG CAG GIG GCT AAA AAG GTC GGT CAG AAC COCT CGG GAT TTG GCT
Leu Gln Val Ala Lys Lys Val Gly Gln Asn Pro Arg Asp Leu Ala
- 55 60 65
TGG CIG GCA GAG GCA TTG GCT GCA GAT GAC GCC ATT GAT TCT GCT
Trp Leu Ala Glu Ala Leu Ala Ala Asp Asp Ala Ile Asp Ser Ala
70 75 80
ATT GCT GGC OCA GGC TTT TIG AAC ATT OGC CTT GCT GCA GCA GCA
Ile Ala Gly Pro Gly Phe Leu Asn Ile Arg Leu Ala Ala Ala Ala
85 a0 95
GGT GAA ATT GTG GOC AAG ATT CIG GCA CAG GGC GAG ACT TTC GGA
Gly Glu Ile Val Ala Lys Ile Leu Ala Gln Gly Glu Thr Phe Gly
100 105 110
TOC GAT CAC CTT TOC CAC TTG GAC GTG AAC CTC GAG TTC GTT TCT
Ser Asp His Leu Ser His Leu Asp Val Asn Leu Glu Phe Val Ser
115 120 125
AARC OCA AOC GGA OCT ATT CAC CTT GGC GGA ACC OGC TGG GCT GCC
Asn Pro Thr Gly Pro Ile His Leu Gly Gly Thr Arg Trp Ala Ala
135 140 145
GGT GAC TCT TTG GGT OGT GTG CTG GAG GCT TOC GGC GOG AAA GTG
Gly Asp Ser Leu Gly Arg Val Leu Glu Ala Ser Gly Ala Lys Val
150 155 160
OGC GAA TAC TAC TTC AAC GAT CAC GGT OGC CAG ATC GAT CGT TTC
Arg Glu Tyr Tyr Phe Asn Asp His Gly Arg Gln Ile Asp Arg Phe
165 170 175
TTG TCC CIT CTT GCA GOG GCG AAG GGC GAG CCA ACG OCA GAA GAC
Leu Ser Leu Leu Ala Ala Ala Lys Gly Glu Pro Thr Pro Glu Asp
180 185 ) 190
TAT GGC GGC GAA TAC ATT AAG GAA ATT GOG GAG GCA ATC GTC GAA
Tyr Gly Gly Glu Tyr Ile Lys Glu Ile Ala Glu Ala Ile Val Glu
195 200 205
CAT CCT GAA GOG TTG GCT TTG GAG CCT GOC GCA ACC CAG GAG CTT
His Pro Glu Ala Leu Ala Leu Glu Pro Ala Ala Thr Gln Glu Leu
215 220 225
GCT GAA GGC GTG GAG ATG ATG TTC GAG CAC ATC AAA TCT TCC
Ala Glu Gly Val Glu Met Met Phe Glu His Ile Lys Ser Ser
230 235 240
CAT GAG TTC GGC ACC GAT TTC GAT GTC TAC TAC CAC GAG AAC TCC
His Glu Phe Gly Thr Asp Phe Asp Val Tyr Tyr His Glu Asn Ser
245 250 255
TTC GAG TOC GGT GOG GIG GAC AAG GOC GIG CAG GTG CIG AAG GAC
Phe Glu Ser Gly Ala Val Asp Lys Ala Val Gln Val Leu Lys Asp
260 265 270
GGC AAC CTG TRC GAR ARAC GAG GGC GCT TGG TGG CTG OGT TOC ACC

38

727

775

823

871

919

967

1015

1063

1111

1159

1207

1255

1303

1351
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Asn Gly Asn Leu Tyr Glu Asn Glu Gly Ala Trp Trp Leu Arg Ser Thr
275 280 285

GAR TTC GGC GAT GAC AAA GAC OGC GIG GTG ATC AAG TCT GAC GGC GAC

Glu Phe Gly Asp Asp Lys Asp Arg Val Val Ile Lys Ser Asp Gly Asp

290 295 300 305

GCA GOC TAC ATC GCT GGC GAT ATC GOG TAC GTG GCT GAT AAG TTC TCC
Ala Ala Tyr Ile Ala Gly Asp Ile Ala Tyr Val Ala Asp Lys Phe Ser
310 315 320
OGC GGA CAC AAC CTA AAC ATC TAC ATG TTG GGT GCT GAC CAC CAT GGT
Arg Gly His Asn Leu Asn Ile Tyr Met Leu Gly Ala Asp His His Gly
325 330 335
TAC ATC GOG CGC CTG AAG GCA GOG GOG GOG GCA CTT GGC TAC AAG CCA
Tyr Ile Ala Arg Leu Lys Ala Ala Ala Ala Ala Leu Gly Tyr Lys Pro
340 345 350
GAA GGC GTT GAA GTC CTG ATT GGC CAG ATG GIG AAC CTG CIT OGC GAC
Glu Gly Val Glu Val Leu lle Gly Gln Met Val Asn Leu Leu Arg Asp
355 360 365
GGC AAG GCA GTG CGT ATG TCC ARG OGT GCA GGC ACC GTG GTC ACC CTA
Gly Lys Ala Val Arg Met Ser Lys Arg Ala Gly Thr vVal val Thr Leu

370 375 380 385

GAT GAC CTC GTT GAA GCA ATC GGC ATC GAT GOG GOG OGT TAC TOC CTG
Asp Asp Leu Val Glu Ala Ile Gly Ile Asp Ala Ala Arg Tyr Ser Leu
390 395 400
ATC CGT TCC TCC GTG GAT TCT TCC CIG GAT ATC GAT CTC GGC CTG TGG
Ile Arg Ser Ser Val Asp Ser Ser Leu Asp Ile Asp lLeu Gly Leu Trp
405 410 415
GAA TOC CAG TOC TCC GAC AAC OCT GIG TAC TAC GTG CAG TAC GGA CAC
Glu Ser Gln Ser Ser Asp Asn Pro Val Tyr Tyr Val Gln Tyr Gly His
420 425 430
GCT OGT CIG TGC TOC ATC GOG OGC ARG GCA GAG ACC TTG GGT GTC ACC
Ala Arg Leu Cys Ser Ile Ala Arg Lys Ala Glu Thr Leu Gly Val Thr
435 440 445
GAG GAA GGC GCA GAC CTA TCT CTA CTG ACC CAC GAC OGC GAA GGC GAT
Glu Glu Gly Ala Asp Leu Ser Leu Leu Thr His Asp Arg Glu Gly Asp

450 455 460 465

CTC ATC OGC ACA CTC GGA GAG TTC CCA GCA GTG GTG AAG GCT GOC GCT
Leu Ile Arg Thr Leu Gly Glu Fhe Pro Ala Val Val Lys Ala Ala Ala
470 475 480
GAC CTA OGT GAA OCA CAC CGC ATT GCC CGC TAT GCT GAG GAA TTA GCT
Asp Leu Arg Glu Pro His Arg Ile Ala Arg Tyr Ala Glu Glu Leu Ala
485 490 495
GGA ACT TTC CAC OGC TTC TAC GAT TCC TGC CAC ATC CTT CCA AAG GTT
Gly Thr Phe His Arg Fhe Tyr Asp Ser Cys His Ile Leu Pro Lys Val
500 505 510
GAT GAG GAT ACG GCA COCA ATC CAC ACA GCA COGT CTG GCA CIT GCA GCA

39

1447

1495

1543

1591

1639

1687

1735

1783

1831

1879

1927

1975

2023

2071
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Asp Glu Asp Thr
515

GCA ACC OGC CAG

Ala Thr Arg Gln

530

GCA OCG GAG AAG

Ala Pro Glu Lys

CTT OOC GCA CAC
Leu Pro Ala His
10

GTT GTC ACC GTC
Val val Thr val

GGA ACC CCA CTIG
Gly Thr Pro Leu

45

CGC GAC ATG GCT

Arg Asp Met Ala
60

TCT AAA GOG TIC
Ser Lys Ala Fhe
75
GGG CIG GCA CTG
Gly Leu Ala Leu
90
GOC GCT GGT TTC
Ala Ala Gly Fhe
GGC GTA GAG TTC
Gly Val Glu Phe
125
GIG CTG GAC TCC

Val Leu Asp Ser
140
GGT GAA GGC AAG
Gly Glu Gly Lys
155

GAA GCA CAC ACC
Glu Ala His Thr
170

TTC GGA TTC TCC
Phe Gly Phe Ser

GCC ARC AAC GCA

ES 2373863 T3

Ala Pro Ile His Thr Ala Arg leu Ala Leu Ala Ala
520 525

ACC CIC GCT AAC GCC CTG CAC CTG GTT GGC GTIT TCC

Thr Leu Ala Asn Ala Leu His Leu Val Gly Val Ser

535 540 545

ATG TAACA ATG GCT ACA GTT GAA AAT TTC AAT GAA

Met Met Ala Thr Val Glu Asn Phe Asn Glu

550 1 5

GTA TGG COCA CGC AAT GCC GTG OGC CAA GAA GAC GGC
Val Trp Pro Arg Asn Ala Val Arg Gln Glu Asp Gly

15 20 25

GCT GGT GTG COCT CTIG OCT GAC CTC GCT GAA GAA TAC
Ala Gly Val Pro Leu Pro Asp Leu Ala Glu Glu Tyr
30 35 40

TTC GTA GTC GAC GAG GAC GAT TTC CGT TCC OGC TGT
Phe Val Val Asp Glu Asp Asp Phe Arg Ser Arg Cys

50 55
AQCC GCA TTC GGT GGA OCA GGC AAT GTG CAC TAC GCA
Thr Ala Phe Gly Gly Pro Gly Asn Val His Tyr Ala
65 70
CIG ACC AAG ACC ATT GCA CGT TGG GTT GAT GAA GAG
Leu Thr Lys Thr Ile Ala Arg Trp Val Asp Glu Glu
80 a5

GAC ATT GCA TCC ATC AAC GAA CTG GGC ATT GOC CIG
Asp Ile Ala Ser Ile Asn Glu Leu Gly Ile Ala Leu

95 100 105

0O0C GOC AGC COGT ATC ACC GOG CAC GGC AAC AAC ARA
Pro Ala Ser Arg Ile Thr Ala His Gly Asn Asn Lys
110 115 120

CréG OGC GOG TTG GTT CAA ARC GGT GTG GGA CAC GIG
Leu Arg Ala Leu Val Gln Asn Gly Val Gly His Val

130 135
GCA CAG GAA CTA GAA CIG TTG GAT TAC GIT GOC GCT
Ala GIln Glu Leu Glu Leu Leu Asp Tyr Val Ala Ala
145 150
ATT CAG GAC GIG TTG ATC OGC GTA AAG CCA GGC ATC
Ile Gln Asp Val Leu Ile Arg Val Lys Pro Gly Ile
160 165

CAC GAG TTC ATC GOC ACT AGC CAC GAR GAC CAG ARG
His Glu Phe Ile Ala Thr Ser His Glu Asp Gln Lys

175 180 185

CTG GCA TOC GGT TOC GCA TTC GAA GCA GCA AAR GCC
Leu Ala Ser Gly Ser Ala Phe Glu Ala Ala Lys Ala
190 195 200

GAA AAC CTG AAC CTIG GIT GGC CIG CAC TGC CAC GTT

40

2167

2214

2262

2310

2358

2406

2454

2502

2550

2598

2646

2694

2742

2790

2838
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Ala Asn Asn Ala Glu Asn Leu Asn Leu Val Gly Leu His Cys His Val
205 210 215
GGT TCC CAG GTIG TTC GAC GCC GAA GGC TTC AAG CTG GCA GCA GAA OGC
Gly Ser Gln Val Fhe Asp Ala Glu Gly Phe Lys Leu Ala Ala Glu Arg
220 225 230
GTG TTG GGC CTG TAC TCA CAG ATC CAC AGC GAA CTG GGC GIT GCC CTT
Val Leu Gly Leu Tyr Ser Gln Ile His Ser Glu leu Gly Val Ala Leu
235 240 245
CCT GAA CTG GAT CTC GGT GGC GGA TAC GGC ATT GOC TAT ACC GCA GCT
Pro Glu Leu Asp Leu Gly Gly Gly Tyr Gly Ile Ala Tyr Thr Ala Ala
250 255 260 265
GAA GAA CCA CTC AAC GTC GCA GAA GTT GCC TCC GAC CTG CTC ACC GCA
Glu Glu Pro Ieu Asn Val Ala Glu Val Ala Ser Asp Leu Leu Thr Ala
270 275 280
GIC GGA AAA ATG GCA GOG GAA CTA GGC ATC GAC GCA OCA ACC GTG CTT
Val Gly Lys Met Ala Ala Glu Leu Gly Ile Asp Ala Pro Thr Val Leu
285 290 295
GTT GAG CCC GGC CGC GCT ATC GCA GGC CCC TCC ACC GTG ACC ATC TAC
Val Glu Pro Gly Arg Ala Ile Ala Gly Pro Ser Thr Val Thr Ile Tyr
300 305 310
GAA GTC GGC ACC ACC AAA GAC GTC CAC GTA GAC GAC GAC ARA ACC OGC
Glu Val Gly Thr Thr Lys Asp Val His Val Asp Asp Asp Lys Thr Arg
315 320 325
OGT TAC ATC GCC GTG GAC GGA GGC ATG TCC GAC AAC ATC CGC CCA GCA
Arg Tyr Ile Ala Val Asp Gly Gly Met Ser Asp Asn Ile Arg Pro Ala
330 335 340 345
CTC TAC GGC TCC GAA TAC GAC GCC CGC GTA GTA TOC OGC TTC GCC GAA
ILeu Tyr Gly Ser Glu Tyr Asp Ala Arg Val Val Ser Arg Phe Ala Glu
350 355 360
GGA GAC CCA GTA AGC ACC OGC ATC GIG GGC TCC CAC TGC GAA TCC GGC
Gly Asp Pro Val Ser Thr Arg Ile Val Gly Ser His Cys Glu Ser Gly
365 370 375
GAT ATC CIG ATC AAC GAT GAA ATC TAC OCA TCT GAC ATC ACC AGC GGC
Asp Ile Leu Ile Asn Asp Glu Ile Tyr Pro Ser Asp Ile Thr Ser Gly
380 385 390
GAC TTC CTT GCA CTC GCA GCC ACC GGC GCA TAC TGC TAC GOC ATG AGC
Asp Fhe Leu Ala Leu Ala Ala Thr Gly Ala Tyr Cys Tyr Ala Met Ser
395 400 405
TCC OGC TAC AAC GOC TTC ACA OGG CCC GCOC GIC GTG TCC GTC COGC GCT
Ser Arg Tyr Asn Ala Phe Thr Arg Pro Ala Val Val Ser Val Arg Ala
410 415 420 425
GGC AGC TCC OGC CTC ATG CTG OGC CGC GAA ADG CTC GAC GAC ATC CTC
Gly Ser Ser Arg Leu Met Leu Arg Arg Glu Thr Leu Asp Asp Ile Leu
430 435 440
TCA CTA GAG GCA TAACGCTTTT CGACGOCTGA COCOGCOCTT CACCTTCGOC

Ser leu Glu Ala
445
GTGGAGGGOG GTTTIGG

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 19:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
41
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3078

3126

3174

3222

3270

3318

3366

3414

3462

3510
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(A) LONGITUD: 550 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.%: 19:

Met Thr Pro Ala Asp Leu Ala Thr Leu Ile Lys Glu Thr Ala Val Glu
1 5 10 15
Val Leu Thr Ser Arg Glu Leu Asp Thr Ser Val Leu Pro Glu Gln Val

20 25 30
Val Val Glu Arg Pro Arg Asn Pro Glu His Gly Asp Tyr Ala Thr Asn
35 40 45
Ile Ala Leu Gln Val Ala Lys Lys Val Gly Gln Asn Pro Arg Asp Leu
50 55 60
Ala Thr Trp Leu Ala Glu Ala Leu Ala Ala Asp Asp Ala Ile Asp Ser
65 70 75 80
Ala Glu Ile Ala Gly Pro Gly FPhe Leu Asn Ile Arg Leu Ala Ala Ala
85 90 95
Ala Gln Gly Glu Ile Val Ala Lys Ile Leu Ala Gln Gly Glu Thr Fhe
100 105 110
Asn Ser Asp His Leu Ser His Leu Asp Val Asn Leu Glu Phe Val
115 120 125
Ala Asn Pro Thr Gly Pro Ile His Leu Gly Gly Thr Arg Trp Ala
130 135 140
Val Gly Asp Ser Leu Gly Arg Val Leu Glu Ala Ser Gly Ala Lys
145 150 155 160
Val Thr Arg Glu Tyr Tyr Phe Asn Asp His Gly Arg Gln Ile Asp Arg
165 170 175
Phe Ala Leu Ser Leu Leu Ala Ala Ala Lys Gly Glu Pro Thr Pro Glu
180 185 190
Asp Gly Tyr Gly Gly Glu Tyr Ile Lys Glu Ile Ala Glu Ala Ile Val
195 200 205
Glu Lys His Pro Glu Ala Leu Ala Leu Glu Pro Ala Ala Thr Gln Glu
210 215 220
Phe Arg Ala Glu Gly Val Glu Met Met Phe Glu His Ile Lys Ser
230 235 240
Leu His Glu Fhe Gly Thr Asp Phe Asp Val Tyr Tyr His Glu Asn
245 250 255
Leu Phe Glu Ser Gly Ala Val Asp Lys Ala Val Gln Val Leu Lys
260 265 270

£ 2

£

)

]
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Asp Asn Gly Asn Leu Tyr Glu Asn Glu Gly Ala Trp Trp Leu Arg Ser
275 280 285
Thr Glu Phe Gly Asp Asp Lys Asp Arg Val Val Ile Lys Ser Asp Gly
290 295 300
Asp Ala Ala Tyr Ile Ala Gly Asp Ile Ala Tyr Val Ala Asp Lys Phe
305 310 315 320
Ser Arg Gly His Asn Leu Asn Ile Tyr Met Leu Gly Ala Asp His His
325 330 335
Gly Tyr Ile Ala Arg Leu Lys Ala Ala Ala Ala Ala Leu Gly Tyr Lys
340 345 350
Pro Glu Gly Val Glu Val Leu Ile Gly Gln Met Val Asn Leu Leu Arg
355 360 365
Asp Gly Lys Ala Val Arg Met Ser Lys Arg Ala Gly Thr Val Val Thr
370 375 380
Leu Asp Asp Leu Val Glu Ala Ile Gly Ile Asp Ala Ala Arg Tyr Ser
385 390 395 400
leu Ile Arg Ser Ser Val Asp Ser Ser Leu Asp Ile Asp Leu Gly Leu
405 410 415
Trp Glu Ser Gln Ser Ser Asp Asn Pro Val Tyr Tyr Val Gln Tyr Gly
420 425 430
His Ala Arg Leu Cys Ser Ile Ala Arg Lys Ala Glu Thr Leu Gly Val
435 440 445
Thr Glu Glu Gly Ala Asp Leu Ser Leu Leu Thr His Asp Arg Glu Gly
450 455 460
Asp Leu Ile Arg Thr Leu Gly Glu Fhe Pro Ala Val Val Lys Ala Ala
465 470 475 ’ 480
Ala Asp Leu Arg Glu Pro His Arg Ile Ala Arg Tyr Ala Glu Glu Leu
485 490 495
Ala Gly Thr Fhe His Arg Phe Tyr Asp Ser Cys His Ile Leu Pro Lys
500 505 510
Val Asp Glu Asp Thr Ala Pro Ile His Thr Ala Arg Leu Ala Leu Ala
515 520 525
Ala Ala Thr Arg Gln Thr Leu Ala Asn Ala Leu His Leu Val Gly Val
530 535 540
Ser Ala Pro Glu Lys Met
545 550

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 20:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 445 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 20:
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Met Ala Thr Val Glu Asn Phe Asn Glu Leu Pro Ala His Val Trp Pro

1 5 10 15
Arg Asn Ala Val Arg Gln Glu Asp Gly Val val Thr Val Ala Gly Val
20 25 30
Pro Leu Pro Asp Leu Ala Glu Glu Tyr Gly Thr Pro Leu Phe Val val
35 40 45
Asp Glu Asp Asp Phe Arg Ser Arg Cys Arg Asp Met Ala Thr Ala Phe
50 55 60
Gly Gly Pro Gly Asn Val His Tyr Ala Ser Lys Ala Phe Leu Thr Lys
65 70 75 8O
Thr Ile Ala Arg Trp Val Asp Glu Glu Gly Leu Ala Leu Asp Ile Ala
85 a0 95
Ser Ile Asn Glu Leu Gly Ile Ala Leu Ala Ala Gly Fhe Pro Ala Ser
100 105 110
Arg Ile Thr Ala His Gly Asn Asn Lys Gly Val Glu Phe Leu Arg Ala
115 120 125
Leu Val Gln Asn Gly Val Gly His Val Val Leu Asp Ser Ala Gln Glu
130 135 140
Leu Glu Leu leu Asp Tyr Val Ala Ala Gly Glu Gly Lys Ile Gln Asp
145 150 155 160
val Leu Ile Arg Val Lys Pro Gly Ile Glu Ala His Thr His Glu Phe
165 170 175
Ile Ala Thr Ser His Glu Asp Gln Lys Phe Gly Phe Ser Leu Ala Ser
180 185 190
Gly Ser Ala Fhe Glu Ala Ala Lys Ala Ala Asn Asn Ala Glu Asn Leu
195 200 205
Asn Leu Val Gly Leu His Cys His Val Gly Ser Gln Val Fhe Asp Ala
210 215 220
Glu Gly Phe Lys Leu Ala Ala Glu Arg Val ILeu Gly Leu Tyr Ser Gln
225 230 235 240
Ile His Ser Glu Leu Gly Val Ala Leu Pro Glu Leu Asp Leu Gly Gly
245 250 255
Gly Tyr Gly Ile Ala Tyr Thr Ala Ala Glu Glu Pro Leu Asn Val Ala
260 265 270
Glu Val Ala Ser Asp Leu Leu Thr Ala Val Gly Lys Met Ala Ala Glu
275 280 285
Leu Gly Ile Asp Ala Pro Thr Val Leu Val Glu Pro Gly Arg Ala Ile
290 295 300
Ala Gly Pro Ser Thr Val Thr Ile Tyr Glu Val Gly Thr Thr Lys Asp
305 310 315 320
Val His Val Asp Asp Asp Lys Thr Arg Arg Tyr Ile Ala Val Asp Gly
325 330 335
Gly Met Ser Asp Asn Ile Arg Pro Ala Leu Tyr Gly Ser Glu Tyr Asp
340 345 350
Ala Arg Val Val Ser Arg Phe Ala Glu Gly Asp Pro Val Ser Thr Arg
355 360 365
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Ile Val Gly Ser His Cys Glu Ser Gly Asp Ile Leu Ile Asn Asp Glu
370 375 380
Ile Tyr Pro Ser Asp Ile Thr Ser Gly Asp Phe Leu Ala Leu Ala Ala
385 390 395 400
Thr Gly Ala Tyr Cys Tyr Ala Met Ser Ser Arg Tyr Asn Ala Phe Thr
405 410 415
Arg Pro Ala Val Val Ser Val Arg Ala Gly Ser Ser Arg Leu Met Leu
420 425 430

Arg Arg Glu Thr lLeu Asp Asp Ile Leu Ser Leu Glu Ala

435 440 445

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 21:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro acido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 21:
CATCTAAGTA TGMTCTCGG 20
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 22:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otro acido nucleico
(A) DESCRIPCION: /desc. = “ADN sintético”
(iv) ANTI-SENTIDO: si
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 22:
TGCCCCTCGA GCTAAATTAG 20
(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°; 23:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1034 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: doble
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)
(iv) ANTI-SENTIDO: no
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Brevibacterium lactofermentum
(B) CEPA: ATCC 13869
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 61..1020
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 23:

46



ES 2373863 T3

ATGCATCTCG GTAAGCTCGA CCAGGACAGT GOCACCACAA TTTTGGAGGA TTACARGAAC
ATG ACC AAC ATC CGC GTA GCT ATC GIG GGC TAC GGA AAC CTG GGA CGC
Met Thr Asn Ile Arg Val Ala Ile Val Gly Tyr Gly Asn Leu Gly Arg
1 5 10 15
AGC GTC GAA AAG CTT ATT GOC AAG CAG OCC GAC ATG GAC CTT GTA GGA
Ser Val Glu Lys Leu Ile Ala Lys Gln Pro Asp Met Asp Leu Val Gly
20 25 30
ATC TTC TOG CGC OGG GOC ACC CTC GAC ACA AAG ACG OCA GIC TTT GAT
Ile FPhe Ser Arg Arg Ala Thr ILeu Asp Thr Lys Thr Pro Val Phe Asp
35 40 45
GIC GCOC GAC GTG GAC AAG CAC GCC GAC GAC GTG GAC GIG CIG TTC CTG
Val Ala Asp Val Asp Lys His Ala Asp Asp Val Asp Val Leu Phe Leu
50 55 60
TGC ATG GGC TCC GCC ACC GAC ATC COCT GAG CAG GCA COCA AAG TTC GCG
Cys Met Gly Ser Ala Thr Asp Ile Pro Glu Gln Ala Pro Lys Phe Ala
65 70 75 80
CAG TTC GCC TGC ACC GTA GAC ACC TAC GAC AAC CAC CGC GAC ATC CCA
Gin Phe Ala Cys Thr Val Asp Thr Tyr Asp Asn His Arg Asp Ile Pro
85 a0 95
CGC CAC CGC CAG GTC ATG AAC GAA GOC GOC AOC GCA GCOC GGC AAC GTT
Arg His Arg Gln Val Met Asn Glu Ala Ala Thr Ala Ala Gly Asn Val
100 105 110
GCA CTG GTC TCT ACC GGC TGG GAT CCA GGA ATG TTC TOC ATC AAC OGC
Ala Leu Val Ser Thr Gly Trp Asp Pro Gly Met Phe Ser Ile Asn Arg
115 120 125
GIC TAC GCA GOG GCA GTC TTA GCOC GAG CAC CAG CAG CAC ACC TTC TGG
val Tyr Ala Ala Ala Val Leu Ala Glu His Gln Gln His Thr Phe Trp
130 135 140
GGC OCA GGT TTG TCA CAG GGC CAC TCC GAT GCT TTG OGA CGC ATC OCT
Gly Pro Gly Leu Ser Gln Gly His Ser Asp Ala leu Arg Arg Ile Pro
145 150 155 160
GGC GIT CAA AAG GCA GTC CAG TAC ACC CIC COCA TCC GAA GAC GCC CTG
Gly Val Gln Lys Ala Val Gln Tyr Thr Leu Pro Ser Glu Asp Ala Leu
165 170 175
GAA ARG GOC OGC OGC GGC GAA GCC GGC GAC CTT ACC GGA AAG CAA ACC
Glu Lys Ala Arg Arg Gly Glu Ala Gly Asp Leu Thr Gly Lys Gln Thr
180 185 190
CAC AAG OGC CAA TGC TTC GTG GTT GOC GAC GOG GOC GAT CAC GAG CGC
His Lys Arg Gln Cys Phe Val Val Ala Asp Ala Ala Asp His Glu Arg
195 200 205
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275
CAG CAG
Gln Gln
290
CIG CIC
Leu Leu
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GAC ATC OGC ACC ATG CCT GAT TAC TTC GTT GGC TAC GAA
Asp Ile Arg Thr Met Pro Asp Tyr Fhe Val Gly Tyr Glu
215 220
AARC TTC ATC GAC GAA GCA ACC TTC GAC TCC GAG CAC ACC
Asn Phe Ile Asp Glu Ala Thr Phe Asp Ser Glu His Thr

230 235 240

CAC GGT GGC CAC GTG ATT ACC ACC GGC GAC ACC GGT GGC
His Gly Gly His Val Ile Thr Thr Gly Asp Thr Gly Gly
245 250 255
ACC GTG GAA TAC ATC CTC AAG CTG GAC OGA ARC CCA GAT
Thr Val Glu Tyr Ile Leu Lys Leu Asp Arg Asn Pro Asp

260 265 270
TOC TCA CAG ATC GCT TTC GGT OGC GCA GCT CAC OGC ATG
Ser Ser Gln Ile Ala Phe Gly Arg Ala Ala His Arg Met
280 285
GGC CAA AGC GGA GCT TTC ACC GTC CTC GAA GTT GCT CCA
Gly Gln Ser Gly Ala Phe Thr Val Leu Glu Val Ala Pro
295 300
TCC CCA GAG AAC TTG GAC GAT CIG ATC GCA CGC GAC GTC
Ser Pro Glu Asn Leu Asp Asp Leu Ile Ala Arg Asp Val

310 315 320

TAATTTAGCT CGAG

(2) INFORMACION PARA SEC ID N.°: 24:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 320 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N.°: 24:

Met Thr Asn Ile Arg Val Ala Ile Val Gly Tyr Gly Asn lLeu Gly Arg

1

5 10 15

Ser Val
Ile Phe

Val Ala
50

Cys Met
65
Gln Phe

Arg His

Ala Leu

Glu Lys Leu Ile Ala Lys Gln Pro Asp Met Asp Leu Val Gly
20 25 30
Ser Arg Arg Ala Thr Leu Asp Thr Lys Thr Pro Val Phe Asp
35 40 45
Asp Val Asp Lys His Ala Asp Asp Val Asp Val Leu Phe Leu
55 60
Gly Ser Ala Thr Asp Ile Pro Glu Gln Ala Pro Lys Phe Ala

70 75 80

Ala Cys Thr Val Asp Thr Tyr Asp Asn His Arg Asp Ile Pro
85 90 95
Arg GIln Val Met Asn Glu Ala Ala Thr Ala Ala Gly Asn Val
100 105 110
Val Ser Thr Gly Trp Asp Pro Gly Met Phe Ser Ile Asn Arg
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115 120 125
Val Tyr Ala Ala Ala Val Leu Ala Glu His Gln Gln His Thr Phe Trp
130 135 140
Gly Pro Gly Leu Ser Gln Gly His Ser Asp Ala Leu Arg Arg Ile Pro
145 150 155 - 160
Gly vVal Gln Lys Ala Val Gln Tyr Thr Leu Pro Ser Glu Asp Ala lLeu
165 170 175
Glu Lys Ala Arg Arg Gly Glu Ala Gly Asp Leu Thr Gly Lys Gln Thr
180 185 190
His Lys Arg Gln Cys Phe Val Val Ala Asp Ala Ala Asp His Glu Arg
195 200 205
Ile Glu Asn Asp Ile Arg Thr Met Pro Asp Tyr Phe Val Gly Tyr Glu
210 215 220
Val Glu Val Asn Phe Ile Asp Glu Ala Thr Phe Asp Ser Glu His Thr
225 230 235 240
Gly Met Pro His Gly Gly His Val Ile Thr Thr Gly Asp Thr Gly Gly
245 250 255
Phe Asn His Thr Val Glu Tyr Ile Leu Lys Leu Asp Arg Asn Pro Asp
. 260 265 270
Phe Thr Ala Ser Ser Gln Ile Ala Phe Gly Arg Ala Ala His Arg Met
275 280 285
Lys Gln Gln Gly Gln Ser Gly Ala Phe Thr Val Leu Glu Val Ala Pro
290 295 300
Tyr Leu Leu Ser Pro Glu Asn Leu Asp Asp Leu Ile Ala Arg Asp Val
305 310 315 320
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REIVINDICACIONES

1. Un vector replicable autbnomamente en células de bacterias corineformes, que comprende una secuencia
de ADN que codifica para una aspartocinasa en la que la inhibicién por retroalimentacion por L-lisina y L-treonina
esta desensibilizada y una secuencia de ADN que codifica para una dihidrodipicolinato reductasa obtenida de una
bacteria corineforme.

2. El vector de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una secuencia de ADN que
codifica para una dihidropicolinato sintasa.

3. El vector de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende adicionalmente una secuencia de ADN que
codifica para una diaminopimelato descarboxilasa.

4. El vector de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende adicionalmente una secuencia de ADN que
codifica para una diaminopimelato deshidrogenasa.

5. El vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha aspartocinasa en la que
la inhibicién por retroalimentacién por L-lisina y L-treonina esta desensibilizada es una aspartocinasa que se origina
de bacterias corineformes y en el que dicha aspartocinasa esta proporcionada como aspartocinasa mutante en la
que un 279 enésimo residuo de alanina segun se cuenta a partir de su extremo N-terminal en la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 5 estd cambiado por un residuo de aminoacido distinto de alanina y distinto
de aminoacido acido en su subunidad a y un 30 enésimo residuo de alanina segun se cuenta a partir de su extremo
N-terminal en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 7 esta cambiado por un residuo de

aminoacido distinto de alanina y distinto de aminoacido acido en su subunidad f.

6. El vector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha secuencia de ADN
que codifica para la dihidrodipicolinato reductasa codifica para una secuencia de aminoacidos representada en la
SEC ID N.°: 11 en el Listado de secuencias, o para una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual que la
secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N.°: 11.

7. El vector de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la secuencia de ADN que codifica para la
dihidrodipicolinato sintasa codifica para una secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N.°: 15 en el
Listado de secuencias, o para una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual que la secuencia de
aminoacidos representada en la SEC ID N.°: 15.

8. El vector de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la secuencia de ADN que codifica para la
diaminopimelato descarboxilasa codifica para una secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N.°: 20 en
el Listado de secuencias, o para una secuencia de aminodcidos sustancialmente igual a la secuencia de
aminoacidos representada en la SEC ID N.°: 20.

9. El vector de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicha secuencia de ADN que codifica para la
diaminopimelato deshidrogenasa codifica para una secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N.°: 24 en
el Listado de secuencias, o para una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual a la secuencia de
aminoacidos representada en la SEC ID N.°: 24.

10. Una bacteria corineforme que comprende una secuencia de ADN potenciada que codifica para una
aspartocinasa en la que la inhibicion de retroalimentacién por L-lisina y L-treonina esta desensibilizada y que
comprende una secuencia de ADN potenciada que codifica para una dihidrodipicolinato reductasa, en la que el ADN
se potencia incrementando el numero de copias de un gen, usando un promotor fuerte, o combinando estos medios.

1. La bacteria corineforme de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que dichos resultados de secuencia de
ADN potenciada dan como resultado un incremento en la actividad intracelular de una enzima codificada por dicha
secuencia de ADN incrementando el numero de copias de un gen, usando un promotor fuerte, 0 combinando estos
medios.

12. La bacteria corineforme de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en la que dicha secuencia de ADN potenciada
da como resultado un incremento en la actividad intracelular de una enzima codificada por dicha secuencia de ADN
incrementando el nUmero de copias de un gen.

13. La bacteria corineforme de acuerdo con cualesquiera reivindicaciones 10-12, que comprenden
adicionalmente una secuencia de ADN potenciada que codifica para una dihidrodipicolinato sintasa.

14. Las bacterias corineformes de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprenden adicionalmente una
secuencia de ADN potenciada que codifica para una diaminopimelato descarboxilasa.

15. Las bacterias corineformes de acuerdo con la reivindicacion 14, que comprenden adicionalmente una
secuencia de ADN potenciada que codifica para una diaminopimelato deshidrogenasa.
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16. Una bacteria corineforme transformada por introduccion del vector segun se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.

17. Un procedimiento para producir L-lisina que comprende las etapas de cultivar dicha bacteria corineforme
segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16 en un medio apropiado, producir y acumular L-
lisina en un cultivo de la bacteria y recoger L-lisina del cultivo.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10

Xbal BmaHl lysA Xbal ddh EcoRl

P39SLYSA pUC18DDH

Y Y

BamHI digerido digeride con EcoRI

Y Y

formacion de extremos romos formacion de extremos romos
digerido con Xbal digerido con
Xbal
Ligazon
ddh lysA

61



ES 2373863 T3

Figura 11

lysA BamHlI Kpnl
Xeal ' Kpnl Brev.ori

digerido con Xbal l

digerido con BamHI. Kpnl

Y

formacion de extremos romos

engarce digerido con Xbal

digerido con Xbal

Ligazén

62



ES 2373863 T3

Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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