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DESCRIPCIÓN 

Fragmento de ADN que tiene función promotora 

Campo técnico 

La presente invención se refiere a un procedimiento de expresión inductiva de la función promotora que funciona en una 
bacteria corineforme aerobia, y una secuencia de ADN que tiene la función promotora. Más particularmente, la presente 5 
invención se refiere a un procedimiento de potenciamiento inductivo de la expresión de la función de un gen promotor que 
funciona en una bacteria corineforme, con el fin de producir una sustancia útil tal como diversos ácidos orgánicos y etanol 
a alta eficacia, y una secuencia de ADN que tiene la función promotora. 

Técnica anterior 

Una bacteria corineforme es una bacteria Gram-positiva aerobia industrialmente importante que se ha usado previamente 10 
para producir compuestos orgánicos útiles tales como diversos aminoácidos, ácido láctico, ácido succínico, y similares. 
Particularmente, dado que una bacteria corineforme tiene una función de metabolismo peculiar de manera que una ruta de 
metabolismo para producir una sustancia no se deteriora incluso bajo una condición en la que la división celular se 
suprime mediante un procedimiento de limitación del suministro de oxígeno o similares, una fuente de nutrientes tal como 
sacáridos y similares que se administran a una bacteria corineforme no es consumida para la proliferación, y se dirige 15 
eficazmente a un producto objetivo. Así, una fuente de nutrientes de materiales de partida se utiliza eficazmente, y la 
técnica de producir una sustancia objetiva puede controlarse fácilmente debido a la supresión de la división celular, y esto 
es por lo que una bacteria corineforme ha prestado atención industrialmente. 

Con el fin de ejercer altamente tal función característica de una bacteria corineforme es necesario expresar eficazmente y 
altamente diversos genes de proteína necesarios para producir un producto objetivo. Para hacer lo mencionado es 20 
importante una técnica que puede potenciar la función promotora asociada a estos genes de proteína. 

En cuanto a un fragmento de ADN que tiene la función promotora en una bacteria corineforme, algunos fragmentos de 
ADN son conocidos. 

Por ejemplo, un fragmento de ADN que tiene una función promotora más fuerte que el promotor tac derivado de 
Escherichia coli se encuentra fuera de un cromosoma de una bacteria corineforme, y se conoce una secuencia de ADN 25 
del mismo. Y, como procedimiento de control de la expresión de la función promotora se ha propuesto un procedimiento 
de cambio de una composición de fuente de carbono de sacáridos, etanol y similares que se añaden a medios (véase la 
Literatura de patente 1). 

Además, se ha descubierto una secuencia de ADN de promotor asociada a un gen de proteína de enzima especificada 
(aspartasa) expresado en una bacteria corineforme (véase la Literatura de patente 2). Sin embargo, como procedimiento 30 
de expresión de la función promotora solo se ha establecido que “cuando se incorpora en un vector de plásmido junto con 
un gen que codifica una proteína, y se introduce en una bacteria corineforme huésped, posee una acción de potenciar una 
intensidad de expresión del gen”, y nada se refiere a un procedimiento de potenciamiento, y un procedimiento de control 
de la expresión de la función promotora. 

Además, se ha descubierto un promotor o promotores de genes exógenos y endógenos implicados en la producción de 35 
ácido L-glutámico y L-lisina que funcionan en una bacteria corineforme (véase la Literatura de patente 3), pero nada se 
refiere a un procedimiento de potenciamiento de la expresión de aquellas funciones. 

Una técnica de uso de una bacteria corineforme en la que la función de un promotor de un gen dapA (gen ácido 
dihidrodipicolínico sintasa) se ha potenciado por un procedimiento de mutagénesis se ha propuesto en la producción de L-
lisina (véase la Literatura de patente 4). Sin embargo, nada se refiere al potenciamiento de la función bajo una condición 40 
anaerobia. 

Con respecto a un procedimiento de expresión inductiva de la función promotora, también se conocen una secuencia de 
ADN recombinante que contiene un promotor pfl (gen piruvato formiato liasa) que se induce por ácido pirúvico y se 
suprime por oxígeno (Literatura de patente 5) y un promotor sensible a un estrés tal como un estrés oxidativo (adición de 
lípido peroxidado), un estrés osmótico y un estrés por privación de glucosa de un gen 2-desoxiglucosa-6-fosfato 45 
defosforilasa de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Literatura de patente 6). La Literatura de patente 6 se refiere a 
procedimientos de inducción química tales como un procedimiento de inducción deficiente en ácido fosfórico, un 
procedimiento de inducción por adición de cobre y similares, un procedimiento de inducción por choque térmico, y 
similares como procedimientos de inducción de diversos promotores de genes, además de los anteriormente 
mencionados. 50 

Como se ha descrito anteriormente, se conocen secuencias de ADN de diversos promotores, y procedimientos de 
expresar inductivamente la función promotora con diversos fármacos o estreses, pero no se conoce un procedimiento de 
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control de la función promotora que funciona en una bacteria corineforme, que es inductivamente potenciada en un medio 
de reacción bajo una condición anaerobia, y un fragmento de ADN que tiene la función promotora de la presente 
invención. 

Literatura de patente 1: Solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el público (JP-A) nº 7-95891 

Literatura de patente 2: JP-A nº 7-31478 5 

Literatura de patente 3: publicación internacional WO nº 95/23224 

Literatura de patente 4: JP-A nº 2001-61485 

Literatura de patente 5: JP-A nº 3-80088 

Literatura de patente 6: JP-A nº 2000-78977 

Divulgación de la invención 10 

Problemas a resolver por la invención 

Una bacteria corineforme aerobia (incluyendo una recombinante) se ha usado previamente en la producción de un 
compuesto orgánico útil bajo la condición aerobia (diversos aminoácidos) o la condición anaerobia (ácido láctico, ácido 
succínico, etanol o similares). 

La presente divulgación se refiere a un procedimiento de expresión inductiva de la función de una función promotora de 15 
gen en una bacteria corineforme, implicada en la ejecución de la función, con el fin de ejercer altamente y eficazmente la 
función de una bacteria corineforme bajo una condición anaerobia para producir un compuesto orgánico útil bajo la 
condición anaerobia, más particularmente, proporciona un procedimiento de potenciamiento de la función promotora 
asociada a gen con el fin de expresar eficazmente y altamente diversos genes de proteína necesarios para producir una 
sustancia objetiva. Por tanto, la presente invención es para proporcionar un fragmento de ADN que tiene la función 20 
promotora que potencia aquellas funciones. 

Usando la técnica de la presente invención es posible realizar eficazmente la producción de una sustancia útil bajo una 
condición anaerobia. 

Medios para resolver los problemas 

Los presentes inventores creen que, con el fin de ejercer altamente una función de producción de sustancias de una 25 
bacteria corineforme bajo una condición anaerobia, una técnica de expresar e inducir una función promotora de gen en 
una bacteria corineforme asociada al mismo es importante, y se ha estudiado intensivamente, que produjo la presente 
invención. 

Los promotores de genes se clasifican aproximadamente en un promotor constitutivo y un promotor inducible y, cuando 
una sustancia útil se produce bajo una condición anaerobia, ya que el hallazgo de una técnica de control de la expresión 30 
de la función promotora que se induce bajo la condición anaerobia en vez del potenciamiento de la función de un promotor 
constitutivo puede expresar eficazmente un gen diana, se obtiene una técnica de producción de una sustancia altamente 
eficazmente. 

Es decir, potenciando inductivamente la expresión de la función de un promotor de gen de proteína necesario para 
producir una sustancia objetiva se genera una ruta de metabolismo que está especializada (concentrada) en una 35 
sustancia de producción objetiva en una bacteria corineforme. Específicamente, se mejora la productividad de una 
sustancia objetiva. 

Los presentes inventores encontraron que puede conocerse cuantitativamente un grado de expresión de diversos 
promotores de genes, por ejemplo, midiendo una cantidad de un ARNm producido usando un chip de ADN, y puede 
obtenerse un fragmento de ADN que tiene la función promotora de la presente invención comparando una cantidad de 40 
producción bajo un condición aerobia y una cantidad de producción bajo una condición anaerobia. Los presentes 
inventores estudiaron más a fondo, produciendo la completitud de la presente invención. 

Es decir, la presente invención se refiere a:  

(1) Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID Nº: 32 del Listado de 
secuencias, que tiene un sitio de promotor y que potencia inductivamente la expresión de una proteína implicada 45 
en la producción de una sustancia útil en una bacteria corineforme aerobia bajo una condición anaerobia. 

(2) El fragmento de ADN según (1), en el que el potenciamiento de la expresión significa que la cantidad de 
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expresión de un ARNm bajo una condición anaerobia se aumenta al menos el 50% con respecto a una cantidad de 
expresión del ARNm bajo una condición aerobia. 

(3) El fragmento de ADN según (1) o (2), en el que la proteína que participa en la producción de una sustancia útil 
es una enzima implicada en el metabolismo en una bacteria corineforme. 

(4) El fragmento de ADN según (3), en el que la enzima es al menos una enzima o coenzima implicada en una ruta 5 
de glicólisis, una ruta de ácido tricarboxílico reductora, una ruta anaplerótica, una ruta de síntesis de aminoácidos, 
una ruta de síntesis de purina, una ruta de síntesis de pirimidina, una ruta de síntesis de colesterol, una ruta de 
síntesis de ácidos grasos y una ruta derivada de estas rutas. 

(5) El fragmento de ADN según (4), en el que la sustancia útil es un ácido orgánico, un aminoácido, un alcohol, un 
esteroide, un ácido nucleico, un ácido graso o una sustancia fisiológicamente activa. 10 

(6) El fragmento de ADN según (5), en el que el ácido orgánico es al menos un ácido orgánico seleccionado de 
ácido pirúvico, ácido cítrico, ácido isocítrico, ácido aconítico, ácido 2-oxoglutárico, ácido succínico, ácido fumárico, 
ácido málico, ácido oxaloacético, ácido itacónico, ácido láctico, ácido acético, ácido glucónico, ácido 2-
cetoglucónico, ácido 5-cetoglucónico, ácido D-araboascórbico, ácido kójico, ácido tetradecano-1,14-dicarboxílico, 
ácido cumínico y ácido inosínico. 15 

(7) El fragmento de ADN según (5), en el que el aminoácido es al menos un aminoácido seleccionado de ácido 
aspártico, treonina, ácido glutámico, prolina, glicina, alanina, cisteína, valina, isoleucina, leucina, tirosina, 
fenilalanina, histidina, lisina, arginina, serina, asparagina, glutamina, hidroxilisina, cistina, metionina, triptófano, -
alanina, ácido -aminobutírico (GABA), homocisteína, ornitina, 5-hidroxitriptófano, 3,4-dihidroxifenilalanina (dopa), 
triyodotironina, 4-hidroxiprolina y tiroxina. 20 

(8) El fragmento de ADN según (5), en el que el alcohol es al menos un alcohol seleccionado de metanol, etanol y 
butanol. 

(9) Un procedimiento de inducción de la función promotora del fragmento de ADN que tiene la función promotora 
como se define en la reivindicación 1, que comprende cultivar una bacteria corineforme aerobia a un potencial de 
oxidación-reducción de un medio de reacción de -200 milivoltios a -500 milivoltios bajo una condición anaerobia. 25 

Como el fragmento de ADN que tiene la función promotora de la presente invención puede expresar altamente un gen 
diana necesario para producir una sustancia útil a alta eficacia bajo una condición anaerobia, puede producirse una 
sustancia útil objetiva a alta eficacia. Es decir, potenciando la expresión de la función de diversos promotores de genes de 
proteína necesarios para producir una sustancia útil objetiva, una ruta de metabolismo que está especializada 
(concentrada) en un producto objetivo se genera en una bacteria corineforme. Específicamente, se mejora la productividad 30 
de una sustancia objetiva. 

El fragmento de ADN que tiene la función promotora de la presente invención, cuando se introduce en un plásmido o 
sobre un cromosoma en el que puede replicarse autónomamente en una bacteria corineforme de manera que el 
fragmento se sitúe en la dirección 5' de un gen que codifica una proteína (por ejemplo, enzima o similares), que produce 
una sustancia útil objetiva cuya expresión debe potenciarse, de manera que la función pueda generar un transformante de 35 
una bacteria corineforme que pueda producir altamente y eficazmente una sustancia útil objetiva bajo una condición 
anaerobia. 

Una bacteria corineforme transformada usando el fragmento de ADN que tiene la función promotora de la presente 
invención produce sustancias altamente útiles y a alta eficacia tales como un ácido orgánico tal como ácido láctico y ácido 
succínico, un alcohol y un aminoácido. Una sustancia útil purificada puede usarse en una amplia gama de campos de 40 
aplicación como material de partida para la síntesis de polímeros o un material de partida para medicamentos, o en 
utilidad cosmética y utilidad de aditivo alimentario. 

Breve descripción de los dibujos 

La Fig. 1 muestra la correlación de intensidades de la señal fluorescente de Cy3 y Cy5. 

Mejor modo para llevar a cabo la invención 45 

En la presente invención, el “promotor” se refiere a una región sobre un ADN con la que se une una ARN polimerasa 
específicamente para iniciar la transcripción de un gen. El “fragmento de ADN que tiene la función promotora” es un 
fragmento de ADN obtenido de un ADN cromosómico de una bacteria corineforme aerobia o un fragmento de ADN 
artificialmente sintetizado, y el fragmento de ADN tiene una función de iniciar la transcripción de un gen, es decir, una 
capacidad para transcribir un gen, y significa un fragmento de ADN que se supone que contiene el promotor. 50 
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Con referencia a la expresión de la función promotora, el término “inducir” se usa generalmente en muchos casos cuando 
la expresión se potencia, pero en la presente invención, el término “inducir” se usa con el fin de significar que el aumento o 
la disminución en la expresión se induce por factores intracelulares y extracelulares. Y un grado de la misma puede 
indicarse por una cantidad de expresión de un ARNm. 

Por tanto, el “potenciar inductivamente” en la presente invención significa que, como un medio de reacción está bajo la 5 
condición especificada (condición anaerobia), la expresión de una secuencia de ADN que tiene la función promotora 
inducida se aumenta, es decir, se potencia , y se refiere a que un grado de expresión de la función promotora indicado por 
una cantidad de expresión de un ARNm se potencia al menos aproximadamente el 50% o más, preferentemente 
aproximadamente el 100% o más, con respecto a una cantidad de expresión en un medio de reacción bajo una condición 
aerobia. 10 

La bacteria corniforme usada en la presente invención se refiere a un grupo de microorganismos definidos en Bargeys 
Manual of Determinative Bacteriology, vol. 8, pág. 599, 1974. 

Específicamente, ejemplos incluyen bacterias Corynebacterium, bacterias Brevibacterium, bacterias Arthrobacter, 
bacterias Mycobacterium y bacterias Micrococcus. 

Más específicamente, ejemplos de bacterias Corynebacterium incluyen Corynebacterium glutamicum FERM P-18976, 15 
ATCC13032, ATCC13058, ATCC13059, ATCC13060, ATCC13232, ATCC13286, ATCC13287, ATCC13655, 
ATCC13745, ATCC13746, ATCC13761, ATCC14020 y ATCC31831. 

Ejemplos de bacterias Brevibacterium incluyen Brevibacterium lactofermentum ATCC13869, Brevibacterium flavum MJ-
233 (FERM BP-1497) y MJ-233AB-41 (FERM BP-1498), y Brevibacterium ammoniagenes ATCC6872. 

Ejemplos de bacterias Arthrobacter incluyen Arthrobacter globiformis ATCC8010, ATCC4336, ATCC21056, ATCC31250, 20 
ATCC31738 y ATCC35698. 

Ejemplos de bacterias Micrococcus incluyen Micrococcus freudenreichii nº 239 (FERM P-13221), Micrococcus luteus nº 
240 (FERM P-13222), Micrococcus ureae IAM1010 y Micrococcus roseus IFO3764. 

Como bacteria corineforme aerobia usada en la presente invención son particularmente preferibles Corynebacterium 
glutamicum R (FERM P-18976), Corynebacterium glutamicum ATCC13032 y similares. 25 

Además, la bacteria corineforme aerobia usada en la presente invención puede ser una variante natural que se produce 
naturalmente (por ejemplo, cepa FERM P-18977, FERM P-18978 y similares), o una cepa artificial que utiliza 
biotecnología tal como recombinación de genes (por ejemplo, FERM P-17887, FERM P-17888, FERM P-18979 y 
similares). 

En la presente invención, una célula de bacteria corineforme bajo una condición aerobia, que se usa en el siguiente 30 
procedimiento, se obtiene proliferando y cultivando la bacteria corineforme anteriormente mencionada bajo una condición 
aerobia. 

El cultivo de la bacteria corineforme puede realizarse usando un medio nutritivo normal que contiene una fuente de 
carbono, una fuente de nitrógeno y una sal inorgánica. En el cultivo, por ejemplo, glucosa, melaza y similares, como fuente 
de carbono, y, por ejemplo, amoniaco, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y urea, como fuente de 35 
nitrógeno, pueden usarse solos, o mezclándolos. Además, como sal inorgánica puede usarse, por ejemplo, 
monohidrogenofosfato de potasio, dihidrogenofosfato de potasio y sulfato de magnesio. Además, si fuera necesario, 
pueden añadirse apropiadamente nutrientes tales como peptona, extracto de carne, extracto de levadura, líquido de 
maceración del maíz, casaminoácido y diversas vitaminas tales como biotina y tiamina a un medio. 

Un cultivo puede obtenerse cultivando una bacteria usando un fermentador de tanque mientras que se burbujea aire y 40 
recuperando células bajo una condición aerobia con una OD (concentración de oxígeno disuelto) no inferior a 6 ppm. Una 
temperatura de cultivo es aproximadamente 20 ºC a 40 ºC, preferentemente aproximadamente 25 ºC a 35 ºC. Un pH en el 
cultivo está en un intervalo de aproximadamente 5 a 10, preferentemente aproximadamente 7 a 8, y un pH durante el 
cultivo puede ajustarse añadiendo un ácido o un álcali. Una concentración de fuente de carbono en el inicio del cultivo es 
aproximadamente del 1 al 20% (PESO/VOLUMEN), preferentemente aproximadamente del 2 al 5% (PESO/VOLUMEN). 45 

Ejemplos de un procedimiento de obtención de la célula de bacteria corineforme bajo una condición anaerobia incluyen un 
procedimiento de lavado y recuperación de células de bacteria que se han cultivado aeróbicamente usando el fermentador 
de tanque o similares. Un procedimiento de recuperación y separación de células de bacteria cultivadas a partir del cultivo 
así obtenido no está particularmente limitado y, por ejemplo, pueden usarse los procedimientos conocidos tales como 
centrifugación y separación en membrana. Entonces, las células de bacteria cultivadas de la bacteria corineforme que se 50 
han recuperado y separado a partir del cultivo así obtenido se someten a la condición de reacción de producción de un 
compuesto orgánico bajo el estado reducido (el potencial de oxidación-reducción de la disolución de reacción es 

ES 2 444 785 T3

 

5



 
 

 

aproximadamente -200 milivoltios a -500 milivoltios), como el procedimiento desvelado, por ejemplo, en el documento JP-
A nº 2004-194570, y se separan y se recuperan. Las células de bacteria así obtenidas pueden usarse en la presente 
invención como célula de bacteria corineforme bajo una condición anaerobia. 

Como procedimiento de obtención de un fragmento de ADN que tiene la función promotora, que se potencia 
inductivamente bajo una condición anaerobia de la presente invención, el más eficaz es un procedimiento de (a) extraer un 5 
ARNm de la célula de bacteria corineforme bajo una condición aerobia y de la célula de bacteria corineforme bajo una 
condición anaerobia, respectivamente, y (b) analizar totalmente un cambio en las cantidades de ARNm individual en una 
célula usando un chip de ADN que puede manipular todos los genes. 

Un fragmento de ADN que tiene la función promotora que se potencia inductivamente bajo una condición anaerobia de la 
presente invención se representa por SEC ID Nº: (32) del Listado de secuencias. 10 

Un grado de potenciamiento o supresión de la función promotora en el fragmento de ADN que tiene la función promotora 
bajo una condición anaerobia de la presente invención puede expresarse por una cantidad de expresión de un ARNm 
como índice. Por ejemplo, el “potenciamiento de la expresión” se refiere a que una cantidad de expresión de un ARNm en 
un medio de reacción bajo una condición anaerobia de la bacteria corineforme aumenta al menos aproximadamente el 
50% o más, es decir, aumenta aproximadamente 1,5 veces o más con respecto a una cantidad de expresión de un ARNm 15 
en un medio de reacción bajo una condición aerobia. 

Como procedimiento de obtención de un fragmento de ADN que tiene la función promotora, que se potencia 
inductivamente bajo una condición no aerobia, de la presente invención, el más eficaz es un procedimiento de (a) extraer 
un ARNm de la célula de bacteria corineforme bajo una condición aerobia y de la célula de bacteria corineforme bajo una 
condición no aerobia, respectivamente, y (b) analizar totalmente un cambio en las cantidades de ARNm individuales en 20 
una célula usando un chip de ADN que puede manipular todos los genes. 

El chip de ADN puede fabricarse amplificando un ORF (marco de lectura abierto) de cada gen por PCR basándose en la 
información génica obtenida de, por ejemplo, análisis del genoma entero de una bacteria corineforme (véanse la cepa R 
de C. glutamicum) (Hiroshi Nonaka, Kaori Nakata, Naoko Okai, Mariko Wada, Yumiko Sato, Kos Peter, Masayuki Inui, 
Hideaki Yukawa “Corynebacterium glutamicum R Genome Analysis”, Japan Agricultural Chemical Society, abril de 2003, 25 
Yokohama, Japan Agricultural Chemical Society 2003 Annual Meeting Lecture Abstract, pág. 20), aplicando en puntos el 
fragmento de ADN amplificado sobre un portaobjetos de una matriz, y realizando una tratamiento de fijación, por ejemplo, 
por el procedimiento patrón de portaobjetos de matrices de Takara. 

Un procedimiento de extracción de un ARN total de la célula de bacteria corineforme puede realizarse, por ejemplo, por el 
kit RNeasy Mini de QIAGEN (fabricado por Qiagen), en el que, por ejemplo, una suspensión de células se trata con 30 
lisozima, y se añaden perlas de vidrio, seguido de molienda por vibración (los detalles se describen en los ejemplos). 
Además del kit anteriormente mencionado preferentemente pueden usarse kits de extracción de ARN comercialmente 
disponibles, por ejemplo, MORA-EXTRACT (fabricado por Cosmo Bio), kit Total RNA Isolation Mini (fabricado por 
Agilent), kit de aislamiento de ARN (fabricado por Stratagene), Isogen (fabricado por Nippon Gene), Trizol (fabricado por 
Invitrogen), kit QuickPick mRNA-mini (fabricado por BIO NOBILE) y similares, no estando limitados. 35 

Una marca de una sonda usada en el chip de ADN puede prepararse realizando síntesis de un ADNc con un cebador 
aleatorio usando un ARN total como molde, y un marcado con marcador (por ejemplo, marca fluorescente o isótopo 
radiactivo), que es un procedimiento convencional. En la presente invención, como ARN total se usa un ARN total (Cy5) 
extraído de la célula de bacteria corineforme bajo una condición aerobia, o ARN (Cy3) extraído de la célula de bacteria 
corineforme bajo una condición anaerobia. 40 

La hibridación, lavado y secado del chip de ADN se tratan preferentemente por automatización con, por ejemplo, 
Amersham Biosciences Lucidea SlidePro o similares, con el fin de suprimir una variación en los datos en la medida de lo 
posible. 

Es adecuado digitalizar y normalizar los datos de imágenes detectados, por ejemplo, con Axon Instruments GenePix Pro 
5.0 o similares. En un experimento se adopta preferentemente un valor obtenido promediando datos experimentales de al 45 
menos tres veces de experimentos. 

Un gen correspondiente a una muestra que tiene los datos resultantes (relación de Meands (Cy3/Cy5); intensidad de la 
señal bajo una condición no aerobia/intensidad de la señal bajo una condición aerobia) que es aproximadamente 1,5 
veces (aproximadamente el 50% de aumento) o más se extrae de la información del genoma, y una secuencia de 1 pb en 
la dirección 5' de un codón de iniciación de cada gen a un extremo de un gen en la dirección 5' del gen (en el caso de 50 
transcripción en la misma dirección; a 1 pb en la dirección 3' de un codón de terminación de un gen en la dirección 5', en el 
caso de gen de transcripción en dirección inversa ; a 1bp en la dirección 5' de un codón de iniciación de un gen en la 
dirección 5') puede seleccionarse como promotor inducible. 
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Como proteína que participa en la producción de una sustancia útil es preferible una enzima relacionada con el 
metabolismo en la bacteria corineforme. Ejemplos de tal enzima incluyen enzimas que participan en una ruta de glicólisis, 
una ruta de ácido tricarboxílico reductora, una ruta anaplerótica, una ruta de síntesis de aminoácidos, una ruta de síntesis 
de purina, una ruta de síntesis de pirimidina, una ruta de síntesis de colesterol o una ruta de síntesis de ácidos grasos, o 
una ruta derivada de estas rutas, y enzimas que participan en una ruta de glicólisis, una ruta de ácido tricarboxílico 5 
reductora, ruta anaplerótica o una ruta de síntesis de aminoácidos son más preferibles. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta de glicólisis no se limitan a, pero incluyen, hexocinasa, glucocinasa, 
fosfoglucosaisomerasa, fosfofructosacinasa, aldolasa, triosefosfato isomerasa, glicerina aldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa, fosfoglicerato cinasa, fosfogliceromutasa, enolasa y piruvato cinasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta de ácido tricarboxílico reductora no se limitan a, pero incluyen, piruvato 10 
sintasa, citrato sintasa, aconitato hidratasa, isocitrato deshidrogenasa, 2-oxoglutamato deshidrogenasa, succinil CoA 
sintasa, succinato deshidrogenasa, fumarato hidratasa, maleato deshidrogenasa, isocitrato liasa y maleato sintasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta anaplerótica no se limitan a, pero incluyen, piruvato carboxilasa, 
fosfoenolpiruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvato carboxicinasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta de síntesis de aminoácidos incluyen todas las enzimas que generan un 15 
aminoácido, que incluyen aminoácido sintasa y aminoácido sintetasa. Específicamente, los ejemplos no se limitan a, pero 
incluyen, aspartato aminotransferasa, asparaginasa, glutamato-alanina-aminotransferasa, fosfoglicerato deshidrocinasa, 
fosfoserina-aminotransferasa, fosfoserina fosfatasa, serina deshidratasa, glicinahidroximetil transferasa, glicina sintasa, 
treonina aldolasa, treonina deshidratasa, treonina sintasa, homoserina cinasa, homoserina deshidrogenasa, aspartato 
semialdehído deshidrogenasa, cistina reductasa, histidinol deshidrogenasa, fenilalanina hidroxilasa, glutamina sintetasa, 20 
ligasa, asparagina sintasa y triptófano sintasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta de síntesis de purina incluyen enzimas que participan en un ciclo de 
pentosa fosfato (por ejemplo, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, lactonasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, ribulonato 
3-epimerasa, ribosafosfato isomerasa y similares), ribosafosfato pirofosfocinasa, amidofosforibosil transferasa, glicina-
amidoribotida sintasa, glicina-amidoribotidaformil transferasa, formilglicina-amidoribotida sintasa, AIR (5-25 
aminoimidazoleribotida)sintetasa, 5-aminoimidazol-4-(N-succinocarboxamida)ribotida sintetasa, adenilosuccinato liasa, 5-
aminoimidazol-4-carboxamidaribotidaformil transferasa, inosinamonofosfato (IMP) ciclohidrolasa, adenilosuccinato sintasa, 
adenilosuccinato liasa, adenilato cinasa, IMP deshidrogenasa, GMP (guanicina 5'-fosfato)sintetasa y guanilato cinasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta de síntesis de pirimidina incluyen carbamoilfosfato sintasa II, aspartato 
carbamoil transferasa, dihidroorotasa, orotato reductasa, dihidroorotato deshidrogenasa, orotato fosforibosil transferasa, 30 
OMP (orotidinamonofosfato)descarboxilasa, citidina desaminasa, uridina fosfolitasa, desoxiuridina fosforilasa, dihidrouracil 
deshidrogenasa, dihidropirimidinasa y timidina fosforilasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta de síntesis de colesterol incluyen 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa y 
lanosterol sintasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta de síntesis de ácidos grasos incluyen ácido graso sintasa, coenzima A de 35 
acilación de ácidos grasos de cadena larga, acetil CoA carboxilasa y aciltransferasa. 

Ejemplos de la enzima que participa en una ruta derivada de las rutas respectivas anteriormente mencionadas no se 
limitan a, pero incluyen, lactato deshidrogenasa que produce ácido láctico a partir de ácido pirúvico, piruvato 
descarboxilasa o alcohol deshidrogenasa que produce un alcohol a partir de ácido pirúvico, y piruvato oxidasa que 
produce ácido acético a partir de ácido pirúvico, y también incluyen maleato sintasa e isocitrato liasa en un ciclo de 40 
glioxilato. 

Es adecuado que el fragmento de ADN que tiene la función promotora de la presente invención se introduzca en un 
plásmido o sobre un cromosoma en el que puede replicarse autónomamente en la bacteria corineforme, de manera que 
se sitúe en la dirección 5' de un gen que codifica una proteína que participa en la producción de la sustancia útil. Así, 
disponiendo el fragmento de ADN que tiene la función promotora en la dirección 5' de un gen que codifica una proteína 45 
que participa en la producción de una sustancia útil puede producirse altamente y eficazmente una sustancia útil objetiva 
bajo una condición anaerobia. 

Además, en la presente invención, en lugar de un gen que codifica una proteína que participa en la producción de la 
sustancia útil, puede disponerse un gen de expresión que no está poseído por la bacteria corineforme, por ejemplo, un 
gen que codifica una proteína útil producida en una planta. 50 

Ejemplos de la sustancia útil incluyen ácido orgánico, aminoácido, alcohol, esteroide, ácido nucleico, ácido graso y una 
sustancia fisiológicamente activa. 
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Ejemplos del ácido orgánico incluyen ácido pirúvico, ácido cítrico, ácido isocítrico, ácido aconítico, ácido 2-oxoglutálico, 
ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, ácido oxaloacético, ácido itacónico, ácido láctico, ácido acético, ácido 
glucónico, ácido 2-cetoglucónico, ácido 5-cetoglucónico, ácido D-araboascórbico, ácido kójico, ácido tetradecano-1,14-
dicarboxílico y ácido cumínico. Además, el ácido orgánico también incluye nucleótido de purina tal como ácido inosínico, 
no estando limitado. 5 

Ejemplos del aminoácido incluyen ácido aspártico, treonina, ácido glutámico, prolina, glicina, alanina, cisteína, valina, 
isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, histidina, lisina, arginina, serina, asparagina, glutamina, hidroxilisina, cistina, 
metionina y triptófano. Además, en la presente invención, ejemplos del aminoácido no se limitan a, pero incluyen, 
aminoácidos especiales tales como -alanina, -alanina (GABA), homocisteína, ornitina, 5-hidroxitriptófano, 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA), triyodotironina, 4-hidroxiprolina y tiroxina. 10 

Como alcohol es preferible cualquier alcohol en tanto que sea un alcohol que se produce por fermentación alcohólica, y 
ejemplos no se limitan a, pero incluyen, metanol, etanol, butanol y similares. 

Ejemplos del esteroide incluyen entidades que tienen un esqueleto de perhidrociclopentanofenantreno como estructura 
fundamental, tal como colesterol, ácidos cólicos (por ejemplo, ácido taurocólico, ácido glicocólico y similares), hormonas 
sexuales (por ejemplo, progestágeno, andrógeno, esteroide folicular y similares) y hormonas corticosuprarrenales (por 15 
ejemplo, cortisol, corticosterona, aldosterona y similares). Por tanto, están incluidas saponinas de las plantas, digitoxina y 
similares, no estando limitadas. 

Ejemplos del ácido nucleico incluyen un ARN y un ADN. 

Ejemplos del ácido graso incluyen ácido palmítico, ácido mirístico y ácido esteárico. Ejemplos del ácido graso también 
incluyen esfingoide, prostaglandina, ácido araquidónico y ácido eicosatetraenoico, no estando limitados. 20 

Ejemplos de la sustancia fisiológicamente activa no se limitan a, pero incluyen, hormonas (por ejemplo, insulina, hormona 
del crecimiento, ACTH, oxitocina, vasopresina, tiroxina, TRH, LHRH y similares), vitaminas (por ejemplo, vitamina B1, 
vitamina B2, vitamina B6, ácido pantoténico, ácido fólico, biotina, vitamina K y similares), histamina, serotonina y 
interleucina. 

La sustancia útil de la presente invención no se limita a las sustancias anteriormente mencionadas, pero cualquier 25 
sustancia puede utilizarse preferentemente en tanto que sea una sustancia que se produce por la bacteria corineforme de 
la presente invención. 

La presente invención se explicará más abajo en más detalle a modo de ejemplo, pero la presente invención no se limita a 
ellos. 

Ejemplo 1 30 

Obtención de célula de bacteria corineforme bajo condición aerobia y bajo condición anaerobia 

(1) Cultivo de bacteria corineforme, Corynebacterium glutamicum R (FERM P-18976) bajo condición aerobia: 

(Preparación del medio de cultivo): 500 ml de un medio que consiste en 2 g de urea, 7 g de sulfato de amonio, 0,5 g de 
KH2PO4, 0,5 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4·7H2O, 6 mg de FeSO4·7H2O, 4,2 mg de MnSO4·7H2O, 200 µg de biotina, 200 
µg de clorhidrato de tiamina, 2 g de extracto de levadura, 7 g de casaminoácido y 1000 ml de agua destilada se 35 
dispensaron en un matraz de un volumen de 1 l, éste se esterilizó por calor a 120 ºC durante 10 minutos, el matraz se 
enfrió a temperatura ambiente y el matraz se usó como medio de cultivo de semilla. Similarmente, 1000 ml de un medio 
que tiene la misma composición se dispuso en un fermentador de tanque de vidrio de un volumen de 2 l, éste se esterilizó 
por calor a 120 ºC durante 10 minutos, y éste se usó como medio de cultivo regular. 

(Cultivo): Un medio de cultivo de semilla se inoculó con una bacteria corineforme, Corynebacterium glutamicum R (FERM 40 
P-18976) bajo la condición estéril, éste se cultivo agitando aeróbicamente a 33 ºC durante 12 horas para obtener una 
disolución de cultivo de semilla. 50 ml de esta disolución de cultivo de semilla se inocularon en el fermentador de tanque, y 
el cultivo se inició a una temperatura de 33 ºC a una cantidad de ventilación de 1 vvm (volumen/volumen/minuto). Una 
concentración de oxígeno disuelto (OD) empezó a aproximadamente 7, y el OD empezó gradualmente a reducirse con la 
proliferación, por tanto, cuando se alcanzó un valor de OD de 6, la bacteria corineforme se recuperó para obtener una 45 
célula de bacteria corineforme bajo una condición aerobia. Por otra parte, el cultivo aerobio continuó como estaba, y la 
célula se cultivó durante la noche. 200 ml de una disolución de cultivo se sometieron a una centrífuga (5000 rotaciones, 15 
min) para eliminar el sobrenadante. La célula de bacteria húmeda así obtenida se usó en la siguiente reacción. 

(2) Preparación de disolución de reacción para reacción anaerobia  

Se preparó una disolución madre de reacción que consistía en 7 g de sulfato de amonio, 0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de 50 
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K2HPO4, 0,5 g de MgSO4·7H2O, 6 mg de FeSO4·7H2O, 4,2 mg de MnSO4·7H2O, 200 µg de biotina, 200 µg de clorhidrato 
de tiamina y 1000 ml de agua destilada, y se esterilizó en autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. 500 ml de esta 
disolución madre de reacción se introdujeron en un recipiente de reacción de vidrio que tenía un volumen de 1 l. Este 
recipiente de reacción se proveyó de un dispositivo de ajuste de pH, un dispositivo de mantenimiento de la temperatura, 
un dispositivo de agitación de la disolución de reacción en el recipiente y un dispositivo de medida del potencial de 5 
reducción. 

(3) Implementación de la reacción: 

Después del cultivo, la célula de bacteria corineforme preparada se suspendió en 500 ml de la disolución madre de 
reacción en el recipiente de reacción. Se añadió glucosa 200 mM, la temperatura de reacción se mantuvo a 33 ºC y se 
inició una reacción de producción de compuesto orgánico. Un potencial de oxidación-reducción en una reacción fue -200 10 
mV en una etapa temprana, pero se redujo inmediatamente después de la iniciación de la reacción, y la reacción continuó 
mientras que se mantenía el potencial a -400 mV. Cuatro horas después de la reacción, la célula de bacteria se recuperó 
para obtener una célula de bacteria corineforme bajo una condición anaerobia. La disolución del medio de reacción tras 
esto se analizó usando cromatografía de líquidos, y se encontró que se produjo ácido láctico 186 mM (16,7 g/l) (valor 
después de 3 horas). 15 

Ejemplo 2 

Selección del promotor que es inductivamente promovido (ejemplo) o inductivamente suprimido (ejemplo de referencia) 
bajo condición anaerobia 

(1) Extracción de ARN total de células de bacteria corineforme bajo condición aerobia y bajo condición anaerobia 

La extracción de un ARN se realizó con el kit RNeasy Mini de QIAGEN (Qiagen). Se recuperaron células de bacteria 20 
corineforme bajo la condición aerobia y bajo la condición anaerobia recuperadas en el Ejemplo 1, inmediatamente se 
añadió el reactivo RNA protect Bacteria de QIAGEN a una cantidad que es 2 veces una cantidad de la disolución de 
cultivo, y ésta se agitó bien y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos para estabilizar un ARN. Después de la 
centrifugación, el sobrenadante se eliminó y la célula se suspendió en tampón RLT (kit RNeasy Mini de QIAGEN) que 
contenía -mercaptoetanol a una concentración final de 15 a 20 peso de células secas/l. 0,5 mg de perlas de 25 
circonia/sílice de 0,1 mm (BioSpec Products, Inc.) y 1 ml de una suspensión de células se dispusieron en un tubo 
FastPrep de 2 ml (Qbiogene, Inc., Ca, EE.UU.), ésta se molió a una velocidad de 6,0 durante 45 segundos con 
FastPrep·FP120 (Qbiogene) y se enfrió durante 1 minuto en hielo. Este procedimiento se repitió tres veces para moler 
mecánicamente células de bacteria. Después de la centrifugación a 15.000 rpm durante 2 minutos, el sobrenadante se 
transfirió a otro recipiente, y se añadió EtOH al 99% a una cantidad que es 0,56 veces una cantidad del sobrenadante, 30 
seguido de mezcla lenta. Una muestra se aplicó a la columna de RNeasy Mini, ésta se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 
segundos y la disolución residual se desechó. Se aplicaron 350 µl de tampón RW1 a la columna, ésta se dejó reposar a 
temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 segundos para el lavado, y la disolución 
residual se desechó. Usando el conjunto de DNasa libre RNasa, el ADN de genoma mezclado se degradó sobre la 
columna. Una disolución de DNasa I obtenida añadiendo 10 µl de una disolución madre de DNasa I a 70 µl de tampón 35 
RDD se aplicó a la columna, y ésta se incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos para degradar un ADN. Se 
aplicaron 350 µl de tampón RW1 a la columna, ésta se dejó reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos y se 
centrifugó a 10.000 rpm durante 15 segundos, y la disolución residual se desechó. Se aplicaron 500 µl de tampón RPE a 
la columna, ésta se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 segundos, y la disolución residual se desechó. De nuevo, 500 µl 
de tampón RPE se añadieron a la columna, ésta se centrifugó a 10.000 rpm durante 2 minutos y la disolución residual se 40 
desechó. Con el fin de eliminar completamente el tampón RPE, éste se centrifugó a 15.000 rpm durante 1 minuto. Para la 
elución, la columna se transfirió a un nuevo tubo de 1,5 ml, y se añadieron 60 µl de agua libre de RNasa, seguido de 
centrifugación a 15.000 rpm durante 1 minuto. Con el fin de obtener un ARN que tuviera una mayor concentración, el 
eluato se añadió a la columna una vez más, seguido de centrifugación a 15.000 rpm durante 1 minuto. 

Se calculó una concentración de un ARN midiendo una absorbancia a DO260 con un espectrofotómetro (DO260 × 40 45 
g/ml). Además, cada muestra se degeneró térmicamente a 95 ºC durante 5 minutos, y se sometió a electroforesis en gel 
de agarosa para investigar la presencia o ausencia de mezcla de un ADN, y degradación de un ARN. Se confirmó que 
todas las muestras tenían un valor de DO260/DO280 en un intervalo de 1,8 a 2,1. 

(2) Fabricación de chip de ADN que puede manipular todos los genes 

Como chip de AND se adoptó un modo de Stanford. Se supone la presencia de 3080 genes del análisis del genoma total 50 
de la cepa R de C. glutamicum (véanse Hiroshi Nonaka, Kaori Nakata, Naoko Okai, Mariko Wada, Yumiko Sato, Kos 
Peter, Masayuki Inui, Hideaki Yukawa “Corynebacterium glutamicum R genome Analysis”, Nippon Agricultural Chemical 
Society, abril de 2003, Yokohama, Nippon Agricultural Chemical Society 2003 Annual Meeting Lecture Abstract, pág. 20). 
Basándose en la información del gen (ORF) se diseñó un cebador de PCR de un par de una secuencia de 20 nucleótidos 
desde un tercer nucleótido de un codón de iniciación (ATG) hasta en la dirección 3' de cada gen y una secuencia de 20 55 
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nucleótidos desde un primer nucleótido de un codón de terminación (TAA) hasta en la dirección 5' para todos los genes, y 
un fragmento de ADN que incluye una secuencia de ORF de cada gen se amplificó por PCR. Por electroforesis sobre un 
gel de agarosa al 1% se confirmó que el producto de amplificación era una única banda, e indica un tamaño objetivo. 
Cuando se confirmaron una pluralidad de bandas, se repitió un experimento de manera que se obtuviera una única banda, 
optimizando la condición de PCR tal como una temperatura de hibridación y similares. La muestra de ADN finalmente 5 
obtenida se aplicó en puntos sobre un portaobjetos de Takara de 1 × 3 pulgadas con un dosificador de puntos, y se trató 
por fijación por el procedimiento patrón de portaobjetos de matrices de Takara. Con el fin de obtener cuantitatividad, la 
aplicación de 2 puntos se realizó en cuanto a cada gen. 

(3) Análisis del chip de ADN  

Con respecto a un chip de ADN, usando un ARN total de la cepa R de Corynebacterium glutamicum como molde, la 10 
síntesis de un ADNc con un cebador aleatorio (9-mero) y marca fluorescente (en Cy5 se usó un ARN total extraído de la 
célula de bacteria corineforme bajo la condición aerobia y en Cy3 se usó un ARN extraído de la célula de bacteria 
corineforme bajo la condición anaerobia) se realizó para preparar una sonda marcada. En la síntesis de ADNc y una 
reacción de marca se usó el kit CyScribe cDNA Post Labeling de Amersham Biosciences (Amersham Biosciences Corp. 
USA) y ésta fue según el protocolo. Se añadieron 3 µl de cebadores nonámeros aleatorios a 8 µl de ARN total (30 µg), y 15 
éstos se calentaron a 70 ºC durante 5 minutos, y se dejó que reposaran a temperatura ambiente durante 10 minutos para 
hibridar un cebador con un ARN. A este ARN se añadió un reactivo de reacción (5x 4 µl de tampón CyScript, DTT 0,1 M, 2 
µl, mezcla de nucleótidos de pos-marcado CyScribe, 1 µl, aminoalil-dUTP de pos-marcado CyScribe, 1 µl, 100 U/µl de 
transcriptasa inversa CyCcript, 1 µl), y éste se incubó a 42 ºC durante 3 horas. Después de enfriarse la disolución de 
reacción sobre hielo, con el fin de degradar por álcali un ARN, se añadieron 2 µl de NaOH 2,5 M, y ésta se incubó a 37 ºC 20 
durante 15 minutos. Luego se añadieron 10 µl de tampón HEPES 2 M para realizar la neutralización. Usando el kit de 
purificación CyScribe GFX (Amersham Biosciences), una sonda ADNc modificada por AA se purificó. La centrifugación 
tras un procedimiento de purificación se realizó a temperatura ambiente en todos los casos. La disolución de reacción se 
mezcló con 500 µl de tampón de captura, y la mezcla se aplicó a la columna GFX, seguido de centrifugación a 13.800×g 
durante 30 segundos. La disolución residual se desechó, se aplicaron 600 µl de EtOH al 80% a la columna, y ésta se 25 
centrifugó a 13.800×g durante 30 segundos, y este procedimiento se repitió tres veces. Después de centrifugar la columna 
a 13.800×g durante 10 segundos, la columna se transfirió a un nuevo tubo de 1,5 ml, se añadieron 60 µl de NaHCO3 0,1 
M (pH 9,0), y ésta se dejó reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de la centrifugación a 13.800xg 
durante 1 minuto, con el fin de recuperar una disolución de una alta concentración, el eluato se añadió a la columna de 
nuevo, seguido de centrifugación a 13.800×g durante 1 minuto. La disolución de reacción después de la purificación se 30 
añadió a un tubo que contenía un colorante reactivo con Cy3 o Cy5, y los materiales se disolvieron completamente, 
seguido de incubación a temperatura ambiente durante 3 horas mientras que se protegió de la luz. 

Se añadieron 15 µl de HCl de hidroxilamina 4 M, y ésta se agitó y se mezcló, seguido de incubación a temperatura 
ambiente durante 15 minutos mientras que se protegió de la luz. Usando el kit de purificación CyScribe GFX (Amersham) 
se purificó un ADNc marcado con CyDye. La disolución de reacción se mezcló con 500 µl de tampón de captura, y la 35 
mezcla se aplicó a la columna GFX, seguido de centrifugación a 13.800xg durante 30 segundos. La disolución residual se 
desechó, se aplicaron 600 µl de tampón de lavado a la columna, ésta se centrifugó a 13.800xg durante 30 segundos, y 
este procedimiento se repitió tres veces. Después de centrifugar la columna a 13.800xg durante 10 segundos, la columna 
se transfirió a un nuevo tubo de 1,5 ml, se añadieron 60 µl de tampón de elución y ésta se dejó reposar a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. Después de la centrifugación a 13.800xg durante 1 minuto, con el fin de recuperar la 40 
disolución de una alta concentración, el eluato se añadió a la columna una vez más, y ésta se centrifugó a 13.800xg 
durante 1 minuto para recuperar una sonda de ADNc marcada con CyDye purificada. Los ADNc marcados con Cy3 y Cy5 
se dispusieron en un tubo, se añadieron 100 µl de 2x tampón de hibridación (12x SSC, 0,4% de SDS, 10x disolución de 
Denhardt, 0,2 mg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado), y éste se calentó a 95 ºC durante 2 minutos, y se 
enfrió hasta temperatura ambiente. Las etapas de hibridación, lavado y secado de una micromatriz se realizaron usando 45 
Lucidea Slide Pro (Amersham Biosciences Corp. USA). La hibridación se realizó a 60 ºC durante 14 horas. El lavado se 
realizó con Lavado 1 (2xSSC, 0,2% de SDS) durante 6 minutos, con Lavado 2 (0,2xSSC, 0,2% de SDS) durante 6 
minutos, con Lavado 3 (0,2xSSC) dos veces y con isopropanol una vez. 

(4) Análisis de datos de micromatrices  

Se detectó una señal fluorescente de la micromatriz y se obtuvieron imágenes con el analizador de imágenes 50 
fluorescentes de FUJIFILM FLA-8000 (Fuji, Tokio, Japón). La condición de detección fue a 635 nm en Cy5 y a 532 nm en 
Cy3. Los datos de imágenes detectadas se digitalizaron y se normalizaron usando Axon Instruments GenePix Pro 5.0 
(Axon Instruments, Inc., CA, USA). Se ajustó un tono de color (Cy5; verde, Cy3; rojo) para cada canal, se sintetizó una 
imagen, y un punto se rodeó con una rejilla, seguido de digitalización. Como normalización se adoptó la normalización 
global. Asumiendo que una suma de intensidades de expresión de todos los genes es la misma entre células que van a 55 
compararse, se corrigió (normalizó) una relación de intensidad fluorescente de todas las matrices de manera que las 
medianas de las relaciones de intensidad fluorescente de todas las señales de Cy5 y Cy3 fueran iguales. Para manchas 
que parecieron ser defectuosas en reproductividad y cuantitatividad (un punto que tiene la mitad de tamaño o menos, un 
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punto que tiene una mancha o un defecto, un punto de una región en la que el ruido era alto), los valores se excluyeron en 
una etapa de análisis. A partir de un valor calculado por GenePix Pro, la relación de Meands (Cy3/Cy5) se usó como una 
relación de expresión. 

(5) Selección de promotor inductivamente potenciador (ejemplo) y promotor inductivamente supresor (ejemplo de 
referencia) bajo condición anaerobia 5 

La relación de expresión obtenida en (4) se expresó con una representación de dispersión (véase la Fig. 1). Una línea 
oblicua central indica que un valor de Cy3/Cy5 es 1, es decir, no hay ni aumento ni disminución en la expresión génica 
debido a una diferencia en la condición de cultivo. Por otra parte, dos líneas oblicuas situadas conteniendo ésta tienen un 
valor de Cy3/Cy5 de 2 ó 0,5, que indica aumento o disminución de 2 veces. Este experimento se realizó varias veces, y se 
confirmó que se obtienen datos con mejor reproductividad. 10 

Un gen correspondiente a una muestra que tiene esta relación de Meands (Cy3/Cy5) de 1,5 veces (50% de aumento) o 
más o 0,5 veces (50% de disminución) o menos relación de expresión se extrajo de la información del genoma, y una 
secuencia de 1 pb en la dirección 5' de un codón de iniciación de cada gen con respecto a un extremo de un gen en la 
dirección 5' del gen (en el caso de la misma dirección de transcripción; a 1 pb en la dirección 3' de un codón de 
terminación de un gen en la dirección 5', en el caso de un gen de transcripción en dirección inversa; a 1 pb en la dirección 15 
5' de un codón de iniciación de un gen en la dirección 5') se seleccionó como promotor inducible. Como resultado, hubo 
394 tipos (Tabla 1) que tienen relación de Meands (Cy3/Cy5) de 1,5 veces (50% de aumento) de relación de expresión y 
201 tipos (Tabla 2) que tienen una relación de expresión de 0,5 veces (50% de disminución) (ejemplo de referencia). 
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[Tabla 2] Promotor supresor de la expresión bajo condición anaerobia y relación de expresión 

Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5 

395 0,10   461 0,31   527 0,42   593 0,50 

396 0,11   462 0,31   528 0,42   594 0,50 

397 0,12   463 0,32   529 0,42   596 0,50 

398 0,13   404 0,32   530 0,42       

399 0,14   465 0,32   531 0,42       

400 0,14   466 0,33   532 0,43       

401 0,14   467 0,33   533 0,43       

402 0,14   468 0,33   534 0,43       

403 0,14   469 0,33   535 0,43       

404 0,16   470 0,33   536 0,43       

405 0,16   471 0,33   537 0,43       

406 0,16   472 0,33   538 0,43       

407 0,17   473 0,33   539 0,43       

408 0,17   474 0,33   540 0,43       

409 0,17   475 0,33   541 0,43       

410 0,17   476 0,33   542 0,44       

411 0,18   477 0,33   543 0,44       

412 0,19   478 0,34   544 0,44       

413 0,19   479 0,34   545 0,44       

414 0,20   480 0,34   546 0,44       

415 0,20   481 0,34   547 0,44       

416 0,21   482 0,34   548 0,44       

417 0,21   483 0,34   549 0,44       

418 0,21   484 0,34   550 0,44       

419 0,21   485 0,34   551 0,44       

4,20 0,22   486 0,35   552 0,44       

4,21 0,22   487 0,35   553 0,45       

4,22 0,22   488 0,35   554 0,45       

423 0,22   489 0,35   555 0,45       

424 0,22   490 0,35   556 0,45       

425 0,22   491 0,35   557 0,46       

426 0,23   492 0,36   558 0,46       
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(continuación) 

Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5 

427 0,23   493 0,36   559 0,46       

428 0,24   494 0,36   560 0,46       

429 0,24   495 0,37   561 0,48       

430 0,24   496 0,37   562 0,48       

431 0,24   497 0,37   563 0,46       

432 0,24   498 0,37   564 0,46       

433 0,24   499 0,37   565 0,46       

434 0,25   500 0,37   566 0,47       

435 0,26   501 0,37   567 0,47       

436 0,26   502 0,37   568 0,47       

437 0,26   503 0,38   569 0,47       

438 0,27   504 0,38   570 0,47       

439 0,27   505 0,38   571 0,47       

440 0,27   506 0,38   572 0,47       

441 0,27   507 0,38   573 0,47       

442 0,27   508 0,39   574 0,48       

443 0,28   509 0,39   575 0,48       

444 0,28   510 0,39   576 0,48       

445 0,28   511 0,40   577 0,48       

446 0,28   512 0,40   578 0,48       

447 0,20   513 0,40   579 0,48       

448 0,28   514 0,40   580 0,48       

449 0,28   515 0,40   581 0,48       

450 0,29   516 0,40   582 0,48       

451 0,30   517 0,40   583 0,49       

452 0,30   518 0,41   584 0,49       

453 0,30   519 0,41   585 0,49       

454 0,30   520 0,41   586 0,49       

455 0,31   521 0,41   587 0,49       

458 0,31   522 0,41   588 0,49       

457 0,31   523 0,41   589 0,49       

458 0,31   524 0,42   590 0,50       
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(continuación) 

Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5   Nº Cy3/Cy5 

459 0,31   525 0,42   591 0,50       

460 0,31   526 0,42   592 0,50       

Nº; SEC ID Nº. Cy3/Cy5; relación de expresión  

 

Ejemplo 3 (ejemplo de referencia) 

Conformación de potenciamiento inductor y supresión inductora por análisis de RT-PCR cuantitativa en tiempo real  

Con el fin de estudiar los datos de potenciamiento o supresión de un promotor inducible obtenidos por análisis del chip de 5 
ADN, se analizó una relación de expresión del mismo por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Como muestra que iba a 
analizarse, entre los 394 tipos de promotores inductivamente potenciadores que mostraron 1,5 veces o más de relación de 
expresión se seleccionaron aleatoriamente tres tipos de SEC ID Nº 3, 22 y 47 (Nº de la Tabla 1) y, por otra parte, entre los 
201 tipos de promotores inductivamente supresores que mostraron 0,5 veces o menos de relación de expresión se 
seleccionaron aleatoriamente tres tipos de SEC ID Nº 410, 474 y 502 (Nº de la Tabla 2). 10 

El análisis de RT-PCR cuantitativa en tiempo real se realizó con el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR de QIAGEN 
(Qiagen) usando un ARN total como molde. Se diseñó un cebador específico para gen usando el software Applied 
Biosystems Primer Express v2.0 (Applied Biosystems, EE.UU.). Se realizó un experimento de PCR en tiempo real con el 
sistema de detección de secuencias ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems, EE.UU.) y se realizó una reacción de PCR 
usando placa de reacción óptica de 96 pocillos (Applied Biosystems) y cubiertas adhesivas ópticas (Applied Biosystems). 15 
Una composición de una disolución de reacción de PCR se ajustó con (50 µl/l de muestra); ARN total, 60 ng, 2x mezcla 
maestra de RT-PCR QuantiTect SYBR Green, 25 µl, cebador directo, 0,5 µM, cebador inverso, 0,5 µM, mezcla de RT 
QuantiTect, 0,5 µl. La reacción de PCR se realizó a 50 ºC 30 min, 95 ºC 15 min, (95 ºC 15 s, 57 ºC 20 s, 60 ºC 1 min) x 40 
ciclos. Después de completarse la reacción de PCR, para calcular una cantidad de expresión, se usó un procedimiento de 
CT comparativo de cuantificación de una cantidad de relación de expresión para cada espécimen, y comparación de 20 
especímenes por la relación de expresión. En un centro de un sitio en el que todas las muestras fueron exponencialmente 
proliferantes (un sitio en el que las muestras fueron proliferantes en una curva de proliferación recta) se fijó una línea 
umbral, y el número de ciclos que intersecan con esta línea se adoptó como valor de CT, y se calculó una relación de una 
cantidad de expresión. 

Como resultado, las relaciones de expresión de promotores inductivamente potenciadores de SEC ID Nº 3, 22 y 47 (Nº en 25 
la Tabla 1) (los resultados están en la Tabla 3) que mostraron 1,5 veces o más de relación de expresión, y promotores 
inductivamente supresores de SEC ID Nº 410, 474 y 502 (Nº en la Tabla 2) (los resultados están en la Tabla 4) que 
mostraron 0,5 veces o menos de relación de expresión están muy de acuerdo con los resultados del análisis del chip de 
ADN, respectivamente. 

[Tabla 3] 30 

Relación de expresión de promotor inductivamente potenciador por análisis de RT-PCR cuantitativa en tiempo real 

Misma SEC ID Nº que en la Tabla 1 Chip de ADN de Cy3 / Cy5 RT-PCR cuantitativa en tiempo real 

3 15,27 17,19 

22 4,36 4,51 

47 2,93 2,57 
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[Tabla 4] 

Relación de expresión de promotor inductivamente supresor por análisis de RT-PCR cuantitativa en tiempo real 

Misma SEC ID Nº que en la Tabla 2 Chip de ADN de Cy3 / Cy5 RT-PCR cuantitativa en tiempo real 

410 0,17 0,59 

474 0,33 0,44 

502 0,37 0,41 

 

Aplicabilidad industrial 

El fragmento de ADN de la presente invención es útil como cebador que se introduce en una bacteria corineforme 
transformada que produce una sustancia útil tal como ácido láctico y ácido succínico altamente y a alta eficacia. Una 5 
bacteria corineforme en la que el fragmento de ADN de la presente invención se ha introducido puede utilizarse en 
producir un ácido orgánico, un alcohol, un aminoácido o similares. Además, el ácido orgánico producido puede usarse 
como material de partida de síntesis de polímeros o un material de partida de medicamento, o en un amplio campo tal 
como utilidad cosmética y utilidad para aditivos alimentarios. Por ejemplo, el ácido succínico y un derivado del mismo son 
útiles en un material de partida de plástico biodegradable o en utilidad de un disolvente de lavado verde que no produzca 10 
contaminación medioambiental. 

LISTADO DE SECUENCIAS 
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<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 119  

 

 

ES 2 444 785 T3

 

62



 
 

 

 

 

<210> 120 

<211> 343 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 120  

 

 10 

 

<210> 121 

<211> 322 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 121  

 

ES 2 444 785 T3

 

63



 
 

 

 

 

<210> 122 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 122  

 

 10 

 

 

<210> 123 

<211> 218 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 123  

 

 20 

 

<210> 124 

<211> 69 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 124  

 

ES 2 444 785 T3

 

64



 
 

 

 

 

<210> 125 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 125  

 

 10 

 

<210> 126 

<211> 78 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 126  

 

 

 20 

<210> 127 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 127  

 

 

 

<210> 128 30 

<211> 57 

ES 2 444 785 T3

 

65



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 128 

ggcactataa tagacctagt atctatagat tgatagaaaa taatttagga agtttcc    57 5 

 

<210> 129 

<211> 719 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 129  

 

 

 15 

<210> 130 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 130  

 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

66



 
 

 

<210> 131 

<211> 492 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 131  

 

 

 

 10 

<210> 132 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 132  

 

 

 

<210> 133 20 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 133  25 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

67



 
 

 

 

<210> 134 

<211> 187 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 134  

 

 

 10 

<210> 135 

<211> 81 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 135  

 

 

 

<210> 136 20 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 136  25 

 

 

 

<210> 137 

<211> 100 30 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

68



 
 

 

 

<400> 137  

 

 

 5 

<210> 138 

<211> 59 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 138 

aataggaagt tagccgcgtt gaatcgcgga ttttatcgtt gtgaggagat ggaatcaat    59 

 

<210> 139 

<211> 100 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 139  

 20 

 

 

<210> 140 

<211> 100 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 140  

 

 30 

 

<210> 141 

ES 2 444 785 T3

 

69



 
 

 

<211> 278 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 141  5 

 

 

 

<210> 142 

<211> 103 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 142  

 15 

 

 

<210> 143 

<211> 75 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 143  

 

 25 

 

<210> 144 

<211> 460 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 30 

ES 2 444 785 T3

 

70



 
 

 

 

<400> 144  

 

 

 5 

<210> 145 

<211> 57 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 145 

ctcaagtttc caggtaaact gggaacaaat tttagggaaa gggagttgaa cctaacg    57 

 

<210> 146 

<211> 100 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 146  

 20 

 

<210> 147 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 147  

 

ES 2 444 785 T3

 

71



 
 

 

 

 

<210> 148 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 148  

 

 10 

 

<210> 149 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 149  

 

 

 20 

<210> 150 

<211> 61 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 150  

 

 

 

<210> 151 30 

<211> 171 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

72



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 151  

 

 5 

 

<210> 152 

<211> 82 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 152  

 

 

 15 

<210> 153 

<211> 67 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 153  

 

 

 

<210> 154 25 

<211> 73 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 154  30 

 

ES 2 444 785 T3

 

73



 
 

 

 

 

<210> 155 

<211> 472 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 155  

 

 10 

 

<210> 156 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 156  

 

 

 20 

<210> 157 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 157  

 

ES 2 444 785 T3

 

74



 
 

 

 

 

<210> 158 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 158  

 

 10 

 

<210> 159 

<211> 216 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 159  

 

 

 20 

<210> 160 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 160  

ES 2 444 785 T3

 

75



 
 

 

 

 

<210> 161 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 161 

 

<210> 162 10 

<211> 272 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 162  15 

 

 

 

<210> 163 

<211> 382 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

76



 
 

 

 

<400> 163  

 

 

 5 

<210> 164 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 164  

 

 

 

<210> 165 15 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 165  20 

 

 

 

<210> 166 

<211> 261 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

ES 2 444 785 T3

 

77



 
 

 

<400> 166  

 

 

 

<210> 167 5 

<211> 398 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 167  10 

 

 

 

<210> 168 

<211> 52 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 168 

tcgaaataga agtctccccc ttttcaaatc ccctcctcgg aaagcaggaa cc    52 20 

 

<210> 169 

<211> 246 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

<400> 169  

ES 2 444 785 T3

 

78



 
 

 

 

 

 

<210> 170 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 170  

 10 

 

 

<210> 171 

<211> 100 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 171  

 

 20 

 

<210> 172 

<211> 149 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 172  

 

ES 2 444 785 T3

 

79



 
 

 

 

 

<210> 173 

<211> 51 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 173 

gccggaggtt ggcgtcgaaa agcaaaatgc ttttcgacgc ttccctatac t    51 

 10 

<210> 174 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 174  

 

 

 

<210> 175 20 

<211> 91 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 175  25 

 

 

 

<210> 176 

<211> 100 30 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

80



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

<400> 176  

 

 

 5 

<210> 177 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 177  

 

 

 

<210> 178 15 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 178  20 

 

 

 

<210> 179 

<211> 100 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 179  

 30 

 

ES 2 444 785 T3

 

81



 
 

 

 

<210> 180 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 180  

 

 

 10 

<210> 181 

<211> 96 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 181   

 

 

 

<210> 182 20 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 182  25 

 

 

 

<210> 183 

<211> 88 30 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

82



 
 

 

 

<400> 183  

 

 

 5 

<210> 184 

<211> 144 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 184  

 

 

 

<210> 185 15 

<211> 122 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 185  20 

 

 

 

<210> 186 

<211> 131 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 186  

 30 

ES 2 444 785 T3

 

83



 
 

 

 

 

<210> 187 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 187  

 

 10 

 

<210> 188 

<211> 321 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 188  

 

 

 20 

 

<210> 189 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 189  

 

ES 2 444 785 T3

 

84



 
 

 

 

 

<210> 190 

<211> 58 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 190 

gggtatacga tgggagggga aaccccgcct gatcccccga tcccacagga gcgatccg    58 

 10 

<210> 191 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 191 

 

 

<210> 192 

<211> 170 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 192  

 25 

 

 

<210> 193 

<211> 228 

<212> ADN 30 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

85



 
 

 

 

<400> 193  

 

 

<210> 194 5 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 194  10 

 

 

 

<210> 195 

<211> 149 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 195  

 20 

 

 

<210> 196 

<211> 105 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 196  

 

ES 2 444 785 T3

 

86



 
 

 

 

 

<210> 197 

<211> 216 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 197  

 

 10 

 

<210> 198 

<211> 84 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 198  

 

 

 20 

<210> 199 

<211> 130 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 199  

 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

87



 
 

 

<210> 200 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 200  

 

 

 

<210> 201 10 

<211> 533 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 201  15 

 

 

 

<210> 202 

<211> 100 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 202  

 25 

 

ES 2 444 785 T3

 

88



 
 

 

 

<210> 203 

<211> 228 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 203  

 

 

 10 

<210> 204 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 204 

 

 

 

<210> 205 20 

<211> 153 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 205  25 

 

 

 

<210> 206 

<211> 100 30 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

89



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 206  

 

 5 

 

<210> 207 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 207  

 

 

 15 

<210> 208 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 208  

 

 

 

<210> 209 25 

<211> 280 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 209  30 

 

ES 2 444 785 T3

 

90



 
 

 

 

 

<210> 210 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 210  

 

 10 

 

<210> 211 

<211> 269 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 211  

 

 

 20 

<210> 212 

<211> 92 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 212  

 

ES 2 444 785 T3

 

91



 
 

 

 

 

<210> 213 

<211> 165 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 213  

 

 10 

 

<210> 214 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 214  

 

 

 20 

<210> 215 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 215  

 

 

 

<210> 216 30 

<211> 91 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

92



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 216  

 

 5 

 

<210> 217 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 217  

 

 

 15 

<210> 218 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 218  

 

 

 

<210> 219 25 

<211> 137 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 219  30 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

93



 
 

 

 

 

<210> 220 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 220  

 

 10 

 

<210> 221 

<211> 464 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 221  

 

 

 20 

<210> 222 

<211> 188 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 222  

 

ES 2 444 785 T3

 

94



 
 

 

 

 

<210> 223 

<211> 97 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 223  

 

 10 

 

<210> 224 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 224  

 

 

 20 

<210> 225 

<211> 110 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 225  

 

 

 

<210> 226 30 

ES 2 444 785 T3

 

95



 
 

 

<211> 72 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 226  5 

 

 

 

<210> 227 

<211> 100 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 227  

 15 

 

 

<210> 228 

<211> 350 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 228  

 

 25 

 

<210> 229 

<211> 60 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

96



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 229 

ggcttctgag attagtcggt gtgatccggg aaactaaatg gaaaactaaa atgaaaggca    60 

 5 

<210> 230 

<211> 138 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 230  

 

 

 

<210> 231 15 

<211> 117 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 231  20 

 

 

 

<210> 232 

<211> 100 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 232  

 30 

 

ES 2 444 785 T3

 

97



 
 

 

 

<210> 233 

<211> 133 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 233  

 

 

<210> 234 10 

<211> 127 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 234  15 

 

 

 

 

<210> 235 20 

<211> 162 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 235  25 

 

 

 

<210> 236 

<211> 84 30 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

98



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 236  

 

 5 

 

<210> 237 

<211> 292 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

<400> 237  

 

 

 

<210> 238 15 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 238  20 

 

 

 

<210> 239 

<211> 100 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 239  

 30 

ES 2 444 785 T3

 

99



 
 

 

 

 

<210> 240 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 240  

 

 10 

 

<210> 241 

<211> 231 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 241  

 

 

 20 

<210> 242 

<211> 68 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 242  

 

 

 

<210> 243 30 

ES 2 444 785 T3

 

100



 
 

 

<211> 186 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 243  5 

 

 

<210> 244 

<211> 142 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 244  

 

 15 

 

<210> 245 

<211> 647 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 245  

 

ES 2 444 785 T3

 

101



 
 

 

 

 

<210> 246 

<211> 104 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 246  

 

 10 

 

<210> 247 

<211> 204 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 247  

 

 

 20 

<210> 248 

ES 2 444 785 T3

 

102



 
 

 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 248  5 

 

 

 

 

<210> 249 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 249  15 

 

 

 

<210> 250 

<211> 126 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 250  

 25 

 

 

<210> 251 

<211> 1000 

<212> ADN 30 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

103



 
 

 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (405)..(905) 

<223> n 

 5 

<400> 251  

 

 

 

 10 

<210> 252 

<211> 142 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 252  

 

 

ES 2 444 785 T3

 

104



 
 

 

 

<210> 253 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 253  

 

 

<210> 254 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 254  15 

 

 

 

<210> 255 

<211> 100 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 255  

 25 

 

 

<210> 256 

<211> 178 

<212> ADN 30 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

105



 
 

 

 

<400> 256  

 

 

 5 

<210> 257 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 257  

 

 

 

<210> 258 15 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 258  20 

 

 

 

<210> 259 

<211> 100 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 259  

 30 

ES 2 444 785 T3

 

106



 
 

 

 

 

<210> 260 

<211> 156 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 260  

 

 10 

 

<210> 261 

<211> 106 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 261  

 

 

 20 

<210> 262 

<211> 208 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 262  

 

ES 2 444 785 T3

 

107



 
 

 

 

 

<210> 263 

<211> 61 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 263  

 

 10 

 

<210> 264 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 264  

 

 

 20 

<210> 265 

<211> 187 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 265  

 

ES 2 444 785 T3

 

108



 
 

 

 

 

<210> 266 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 266  

 

 10 

<210> 267 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 267  

 

 

 

 20 

<210> 268 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 268  

 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

109



 
 

 

<210> 269 

<211> 130 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 269  

 

 

 

<210> 270 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 270  15 

 

 

 

<210> 271 

<211> 68 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 271  

 25 

 

 

<210> 272 

<211> 100 

<212> ADN 30 

ES 2 444 785 T3

 

110



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 272  

 

 5 

 

<210> 273 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 273  

 

 

 15 

<210> 274 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 274  

 

 

 

<210> 275 25 

<211> 291 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 275  30 

 

ES 2 444 785 T3

 

111



 
 

 

 

 

<210> 276 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 276  

 

 10 

 

<210> 277 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 277  

 

 

 20 

<210> 278 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 278  

 

 

ES 2 444 785 T3

 

112



 
 

 

 

 

<210> 279 

<211> 70 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 279  

 

 10 

 

<210> 280 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 280  

 

 

 20 

<210> 281 

<211> 341 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 281  

 

ES 2 444 785 T3

 

113



 
 

 

 

 

<210> 282 

<211> 98 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 282  

 

 10 

 

<210> 283 

<211> 418 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 283  

 

 

 20 

 

<210> 284 

ES 2 444 785 T3

 

114



 
 

 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 284  5 

 

 

 

<210> 285 

<211> 278 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 285  

 15 

 

 

<210> 286 

<211> 77 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 286  

 

 25 

 

<210> 287 

<211> 100 

ES 2 444 785 T3

 

115



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 287  

 5 

 

 

<210> 288 

<211> 128 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 288  

 

 15 

 

<210> 289 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 289  

 

 

 25 

<210> 290 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 30 

ES 2 444 785 T3

 

116



 
 

 

<400> 290  

 

 

 

<210> 291 5 

<211> 228 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 291  10 

 

 

 

<210> 292 

<211> 183 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 292  

 20 

 

 

<210> 293 

<211> 100 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

ES 2 444 785 T3

 

117



 
 

 

<400> 293  

 

 

 

<210> 294 5 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 294  10 

 

 

 

<210> 295 

<211> 100 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 295  

 20 

 

 

<210> 296 

<211> 251 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 296  

 

ES 2 444 785 T3

 

118



 
 

 

 

 

<210> 297 

<211> 126 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 297  

 

 10 

 

<210> 298 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 298  

 

 

 20 

<210> 299 

<211> 238 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 299  

 

ES 2 444 785 T3

 

119



 
 

 

 

 

<210> 300 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 300  

 

 10 

<210> 301 

<211> 483 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 301  

 

 

 

<210> 302 20 

<211> 800 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

120



 
 

 

 

<400> 302  

 

 

 5 

 

<210> 303 

<211> 1000 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 303  

 

ES 2 444 785 T3

 

121



 
 

 

 

 

<210> 304 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 304  

 

 10 

 

<210> 305 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 305  

 

ES 2 444 785 T3

 

122



 
 

 

 

 

<210> 306 

<211> 99 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 306  

 

 10 

 

<210> 307 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 307  

 

 

 20 

<210> 308 

<211> 763 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 308  

 

ES 2 444 785 T3

 

123



 
 

 

 

 

 

<210> 309 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 309  

 10 

 

 

<210> 310 

<211> 100 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 310  

 

 20 

 

ES 2 444 785 T3

 

124



 
 

 

<210> 311 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 311  

 

 

 

<210> 312 10 

<211> 52 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 312 15 

gatttaagtg aatatcgcga tgaaacagca ggtggggaaa gattttcaac cc    52 

 

<210> 313 

<211> 100 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 313  

 

 25 

 

<210> 314 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 30 

 

<400> 314  

ES 2 444 785 T3

 

125



 
 

 

 

 

<210> 315 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 315  

 

 10 

 

<210> 316 

<211> 52 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 316 

attgtaggta gtctcgtggg cacaactgaa atcttattga aaaggagtgt cc    52 

 

<210> 317 20 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 317  25 

 

 

 

<210> 318 

<211> 100 30 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

126



 
 

 

<400> 318  

 

 

 

<210> 319 5 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 319  10 

 

 

 

<210> 320 

<211> 82 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 320  

 20 

 

 

<210> 321 

<211> 100 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 321  

 

 30 

ES 2 444 785 T3

 

127



 
 

 

<210> 322 

<211> 766 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 322  

 

 

 

<210> 323 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 323  15 

 

 

 

<210> 324 

<211> 53 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

128



 
 

 

<400> 324 

cggattgaac ccaagacggt tttcttcgcc ggggagctcg accccggaaa ccg   53 

 

<210> 325 

<211> 65 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 325  

 10 

 

 

<210> 326 

<211> 100 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 326  

 

 20 

 

<210> 327 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 327  

 

 

 30 

<210> 328 

ES 2 444 785 T3

 

129



 
 

 

<211> 438 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 328  5 

 

 

 

<210> 329 

<211> 100 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 329  

 15 

 

 

<210> 330 

<211> 65 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 330  

 

 25 

ES 2 444 785 T3

 

130



 
 

 

<210> 331 

<211> 70 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 331  

 

 

 

<210> 332 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 332  15 

 

 

 

<210> 333 

<211> 226 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 333  

 25 

 

 

<210> 334 

<211> 343 

<212> ADN 30 

ES 2 444 785 T3

 

131



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 334  

 

 5 

 

<210> 335 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 335  

 

 

 15 

<210> 336 

<211> 517 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 336  

 

ES 2 444 785 T3

 

132



 
 

 

 

 

<210> 337 

<211> 180 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 337  

 

 10 

 

<210> 338 

<211> 441 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 338  

 

 

ES 2 444 785 T3

 

133



 
 

 

<210> 339 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 339  

 

 

 

<210> 340 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 340  15 

 

 

 

<210> 341 

<211> 100 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 341  

 25 

 

 

<210> 342 

<211> 100 

<212> ADN 30 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

ES 2 444 785 T3

 

134



 
 

 

<400> 342  

 

 

 

<210> 343 5 

<211> 54 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 343 10 

tggtaatttc tttcgctaat agtcaaatga tcatttgagt gttagtgttt tctc    54 

 

<210> 344 

<211> 111 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 344  

 

 20 

 

<210> 345 

<211> 272 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 345  

 

 

 30 

ES 2 444 785 T3

 

135



 
 

 

<210> 346 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 346  

 

 

 

<210> 347 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 347  15 

 

 

 

<210> 348 

<211> 100 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 348  

 25 

 

 

<210> 349 

<211> 100 

<212> ADN 30 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

ES 2 444 785 T3

 

136



 
 

 

<400> 349  

 

 

 

<210> 350 5 

<211> 174 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 350  10 

 

 

 

<210> 351 

<211> 256 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 351  

 20 

 

 

<210> 352 

<211> 100 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 352  

 

ES 2 444 785 T3

 

137



 
 

 

 

 

<210> 353 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 353  

 

 10 

 

 

<210> 354 

<211> 100 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 354  

 

 20 

 

<210> 355 

<211> 170 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 355  

 

 

 30 

<210> 356 

<211> 100 

ES 2 444 785 T3

 

138



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 356  

 5 

 

 

<210> 357 

<211> 100 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 357  

 

 15 

 

<210> 358 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 358  

 

 

 25 

<210> 359 

<211> 155 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 30 

<400> 359  

 

ES 2 444 785 T3

 

139



 
 

 

 

 

<210> 360 

<211> 319 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 360  

 

 10 

 

<210> 361 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 361  

 

 

 20 

<210> 362 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 362  

 

ES 2 444 785 T3

 

140



 
 

 

 

 

<210> 363 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 363  

 

 10 

 

<210> 364 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 364  

 

 

 20 

<210> 365 

<211> 135 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 365  

 

 

 

<210> 366 30 

<211> 403 

ES 2 444 785 T3

 

141



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 366  

 5 

 

 

<210> 367 

<211> 100 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 367  

 

 15 

 

<210> 368 

<211> 51 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 368 

 

ggtgaggtga gttatttaaa gactgcataa tattttgggg agtgaactgg t    51 

 25 

<210> 369 

<211> 498 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

142



 
 

 

<400> 369  

 

 

 

<210> 370 5 

<211> 227 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 370  10 

 

 

 

<210> 371 

<211> 96 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 371  

 20 

 

 

<210> 372 

<211> 100 

ES 2 444 785 T3

 

143



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 372  

 5 

 

 

<210> 373 

<211> 100 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 373  

 

 15 

 

 

<210> 374 

<211> 100 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 374  

 

 25 

 

<210> 375 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 30 

 

<400> 375  

 

ES 2 444 785 T3

 

144



 
 

 

 

 

<210> 376 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 376  

 

 10 

 

<210> 377 

<211> 135 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 377  

 

 

 20 

<210> 378 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 378  

 

 

 

<210> 379 30 

<211> 100 

ES 2 444 785 T3

 

145



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 379  

 5 

 

 

<210> 380 

<211> 79 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 380  

 

 15 

 

<210> 381 

<211> 262 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 381  

 

 

 25 

<210> 382 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 30 

ES 2 444 785 T3

 

146



 
 

 

<400> 382  

 

 

 

<210> 383 5 

<211> 375 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 383  10 

 

 

 

<210> 384 

<211> 396 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 384  

 20 

 

 

<210> 385 

ES 2 444 785 T3

 

147



 
 

 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 385  5 

 

 

 

<210> 386 

<211> 100 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 386  

 15 

 

 

<210> 387 

<211> 78 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 387  

 

 25 

 

<210> 388 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 30 

 

<400> 388  

ES 2 444 785 T3

 

148



 
 

 

 

 

<210> 389 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 389  

 

 10 

 

<210> 390 

<211> 73 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 390  

 

 

 20 

<210> 391 

<211> 67 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 391  

 

 

 

<210> 392 30 

<211> 81 

ES 2 444 785 T3

 

149



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 392  

 5 

 

 

<210> 393 

<211> 80 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 393  

 

 15 

 

<210> 394 

<211> 211 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 394  

 

 

 25 

 

<210> 395 

<211> 56 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 30 

 

<400> 395 

ES 2 444 785 T3

 

150



 
 

 

ttagcccctt ggtttaactc ttcaattgct tttaactaac tgaaaggcac gcaaat    56 

<210> 396 

<211> 498 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 396  

 

 

 10 

<210> 397 

<211> 275 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 397  

 

 

 

<210> 398 20 

<211> 362 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

ES 2 444 785 T3

 

151



 
 

 

<400> 398  

 

 

 

<210> 399 5 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 399  10 

 

 

 

<210> 400 

<211> 298 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 400  

 20 

 

 

<210> 401 

<211> 332 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

152



 
 

 

 

<400> 401  

 

 

 5 

<210> 402 

<211> 81 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 402  

 

 

 

<210> 403 15 

<211> 113 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 403  20 

 

 

 

<210> 404 

<211> 61 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 404  

ES 2 444 785 T3

 

153



 
 

 

 

 

 

<210> 405 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 405  

 10 

 

 

<210> 406 

<211> 331 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 406  

 

 20 

 

<210> 407 

<211> 61 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 407  

 

ES 2 444 785 T3

 

154



 
 

 

 

<210> 408 

<211> 422 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 408  

 

 

 10 

<210> 409 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 409  

 

 

 

<210> 410 20 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 410  25 

 

ES 2 444 785 T3

 

155



 
 

 

 

 

<210> 411 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 411  

 

 10 

 

<210> 412 

<211> 181 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 412  

 

 

 20 

<210> 413 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 413  

 

 

 

<210> 414 30 

ES 2 444 785 T3

 

156



 
 

 

<211> 173 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

<400> 414  

 5 

 

 

<210> 415 

<211> 100 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 415  

 

 15 

 

<210> 416 

<211> 576 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 416  

 

 

 25 

ES 2 444 785 T3

 

157



 
 

 

 

<210> 417 

<211> 231 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 417  

 

 

 10 

<210> 418 

<211> 366 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 418  

 

 

 

<210> 419 20 

<211> 937 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 419  25 

 

ES 2 444 785 T3

 

158



 
 

 

 

 

 

<210> 420 

<211> 253 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 420  

 10 

 

 

<210> 421 

<211> 100 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 421  

ES 2 444 785 T3

 

159



 
 

 

 

 

<210> 422 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 422  

 

 10 

 

<210> 423 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 423  

 

 

 20 

 

<210> 424 

<211> 354 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

 

<400> 424  

 

 

ES 2 444 785 T3

 

160



 
 

 

<210> 425 

<211> 213 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 425  

 

 

 

<210> 426 10 

<211> 121 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 426  15 

 

 

 

<210> 427 

<211> 225 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 427  

 25 

 

 

<210> 428 

ES 2 444 785 T3

 

161



 
 

 

<211> 902 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 428  5 

 

 

 

<210> 429 

<211> 100 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 429  

 15 

 

 

<210> 430 

<211> 559 

<212> ADN 20 

ES 2 444 785 T3

 

162



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 430  

 

 5 

 

 

<210> 431 

<211> 362 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 431  

 

 15 

 

<210> 432 

<211> 872 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 432  

ES 2 444 785 T3

 

163



 
 

 

 

 

 

<210> 433 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 433  

 10 

 

 

<210> 434 

<211> 177 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 434  

 

 20 

ES 2 444 785 T3

 

164



 
 

 

<210> 435 

<211> 200 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 435  

 

 

 

<210> 436 10 

<211> 351 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 436  15 

 

 

 

<210> 437 

<211> 80 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 437  

 25 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

165



 
 

 

<210> 438 

<211> 77 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 438  

 

 

 

<210> 439 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 439  15 

 

 

 

<210> 440 

<211> 164 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 440  

 25 

 

 

<210> 441 

<211> 56 

<212> ADN 30 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

166



 
 

 

 

<400> 441 

agcttttctt ttctaaaaca ttcacaaaca ctcaaaaacc acgaaaggca gggatc    56 

 

<210> 442 5 

<211> 128 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 442  10 

 

 

 

<210> 443 

<211> 135 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 443  

 20 

 

 

<210> 444 

<211> 100 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 444  

 

 30 

 

ES 2 444 785 T3

 

167



 
 

 

<210> 445 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 445  

 

 

 

<210> 446 10 

<211> 397 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 446  15 

 

 

 

<210> 447 

<211> 100 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 447  

 25 

 

 

 

<210> 448 

ES 2 444 785 T3

 

168



 
 

 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 448  5 

 

 

 

<210> 449 

<211> 98 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 449  

 15 

 

 

<210> 450 

<211> 100 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 450  

 

 25 

 

<210> 451 

<211> 119 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 30 

 

<400> 451  

ES 2 444 785 T3

 

169



 
 

 

 

 

 

<210> 452 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 452  

 10 

 

 

<210> 453 

<211> 54 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 453 

accctactta gacctgactt agtgtgggaa aatttccagg gtagaatgcg acga    54 

 20 

<210> 454 

<211> 421 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 454  

 

ES 2 444 785 T3

 

170



 
 

 

 

<210> 455 

<211> 267 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 5 

 

<400> 455  

 

 

 10 

<210> 456 

<211> 88 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 15 

<400> 456  

 

 

 

<210> 457 20 

<211> 518 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

ES 2 444 785 T3

 

171



 
 

 

<400> 457  

 

 

 

 5 

<210> 458 

<211> 66 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 458  

 

 

 

<210> 459 15 

<211> 84 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 459  20 

 

 

 

<210> 460 

<211> 188 25 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

172



 
 

 

 

<400> 460  

 

 

 5 

<210> 461 

<211> 327 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 461  

 

 

 

 15 

<210> 462 

<211> 96 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 462  

 

 

 

<210> 463 25 

<211> 194 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

173



 
 

 

 

<400> 463  

 

 

 5 

<210> 464 

<211> 242 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 10 

<400> 464  

 

 

 

<210> 465 15 

<211> 871 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 465  20 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

174



 
 

 

 

 

<210> 466 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 466  

 

 10 

 

<210> 467 

<211> 243 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 467  

 

 

 20 

<210> 468 

<211> 141 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

175



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 468  

 

 5 

 

<210> 469 

<211> 422 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 469  

 

 

 15 

<210> 470 

<211> 410 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 470  

 

ES 2 444 785 T3

 

176



 
 

 

 

 

<210> 471 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 471  

 

 10 

 

<210> 472 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 472  

 

 

 20 

<210> 473 

<211> 335 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 473  

 

ES 2 444 785 T3

 

177



 
 

 

 

 

<210> 474 

<211> 61 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 474  

 

 10 

 

<210> 475 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 475  

 

 

 20 

<210> 476 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 476  

 

 

ES 2 444 785 T3

 

178



 
 

 

<210> 477 

<211> 91 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 477  

 

 

 

<210> 478 10 

<211> 117 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 478  15 

 

 

 

<210> 479 

<211> 100 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 479  

 25 

 

 

<210> 480 

<211> 269 

<212> ADN 30 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

ES 2 444 785 T3

 

179



 
 

 

<400> 480  

 

 

 

<210> 481 5 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 481  10 

 

 

 

<210> 482 

<211> 126 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 482  

 20 

 

 

<210> 483 

<211> 100 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 483  

 

ES 2 444 785 T3

 

180



 
 

 

 

 

 

<210> 484 

<211> 754 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 484  

 10 

 

 

<210> 485 

<211> 55 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 485 

gtcgcatggt ccaattcatg ggccgcgcta aatcaacgta caaggagtac atcta    55 

 20 

<210> 486 

<211> 239 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

181



 
 

 

<400> 486  

 

 

 

<210> 487 5 

<211> 347 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 487  10 

 

 

 

<210> 488 

<211> 179 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 488  

 20 

 

 

<210> 489 

<211> 100 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

ES 2 444 785 T3

 

182



 
 

 

<400> 489  

 

 

 

<210> 490 5 

<211> 183 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 490  10 

 

 

 

<210> 491 

<211> 108 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 491  

 20 

 

 

<210> 492 

<211> 240 

<212> ADN 25 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 492  

 

ES 2 444 785 T3

 

183



 
 

 

 

 

<210> 493 

<211> 364 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 493  

 

 10 

 

<210> 494 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 494  

 

 

 20 

<210> 495 

<211> 610 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 495  

ES 2 444 785 T3

 

184



 
 

 

 

 

 

<210> 496 

<211> 375 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 496  

 10 

 

 

<210> 497 

<211> 100 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 497  

 

 20 

ES 2 444 785 T3

 

185



 
 

 

<210> 498 

<211> 479 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 498  

 

 

 

<210> 499 10 

<211> 1000 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 499  15 

 

ES 2 444 785 T3

 

186



 
 

 

 

 

<210> 500 

<211> 205 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 500  

 

 10 

 

<210> 501 

<211> 1000 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 501  

ES 2 444 785 T3

 

187



 
 

 

 

 

 

<210> 502 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 502  

 10 

 

 

<210> 503 

<211> 647 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 503  

 

ES 2 444 785 T3

 

188



 
 

 

 

 

 

<210> 504 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 504  

 10 

 

 

<210> 505 

<211> 225 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 505  

 

 20 

 

<210> 506 

<211> 100 

ES 2 444 785 T3

 

189



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 506  

 5 

 

 

<210> 507 

<211> 401 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 507  

 

 15 

 

<210> 508 

<211> 643 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 508  

 

ES 2 444 785 T3

 

190



 
 

 

 

 

<210> 509 

<211> 464 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 509  

 

 10 

 

<210> 510 

<211> 98 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 510  

 

ES 2 444 785 T3

 

191



 
 

 

 

 

<210> 511 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 511  

 

 10 

 

<210> 512 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 512  

 

 

 20 

<210> 513 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 513  

 

 

 

<210> 514 30 

<211> 272 

ES 2 444 785 T3

 

192



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 514  

 5 

 

 

<210> 515 

<211> 216 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 515  

 

 15 

 

<210> 516 

<211> 171 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 516  

 

 

 25 

<210> 517 

<211> 512 

ES 2 444 785 T3

 

193



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 517  

 5 

 

 

<210> 518 

<211> 100 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 518  

 

 15 

 

<210> 519 

<211> 311 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 519  

 

ES 2 444 785 T3

 

194



 
 

 

 

 

<210> 520 

<211> 133 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 520  

 

 10 

 

<210> 521 

<211> 133 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 521  

 

 

 20 

<210> 522 

<211> 823 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 522  

 

ES 2 444 785 T3

 

195



 
 

 

 

 

<210> 523 

<211> 132 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 523  

 

 10 

 

<210> 524 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 524  

 

 

 20 

ES 2 444 785 T3

 

196



 
 

 

<210> 525 

<211> 146 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 525  

 

 

 

<210> 526 10 

<211> 130 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 526  15 

 

 

 

<210> 527 

<211> 775 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 527  

 25 

 

ES 2 444 785 T3

 

197



 
 

 

 

 

<210> 528 

<211> 456 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 528  

 

 10 

 

<210> 529 

<211> 378 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 529  

 

ES 2 444 785 T3

 

198



 
 

 

 

 

<210> 530 

<211> 149 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 530  

 

 10 

 

<210> 531 

<211> 75 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 531  

 

 

 20 

<210> 532 

<211> 263 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 532  

 

ES 2 444 785 T3

 

199



 
 

 

 

 

<210> 533 

<211> 313 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 533  

 

 10 

 

<210> 534 

<211> 210 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 534  

 

 

 20 

 

<210> 535 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 25 

ES 2 444 785 T3

 

200



 
 

 

<400> 535  

 

 

 

<210> 536 5 

<211> 565 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 536  10 

 

 

 

<210> 537 

<211> 496 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 537  

 20 

ES 2 444 785 T3

 

201



 
 

 

 

 

<210> 538 

<211> 200 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 538  

 

 10 

 

<210> 539 

<211> 191 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 539  

 

 

 20 

<210> 540 

<211> 100 

ES 2 444 785 T3

 

202



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 540  

 5 

 

 

<210> 541 

<211> 100 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 541  

 

 15 

 

<210> 542 

<211> 111 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 542  

 

 

 25 

<210> 543 

<211> 488 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 30 

<400> 543  

 

ES 2 444 785 T3

 

203



 
 

 

 

 

<210> 544 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 544  

 

 10 

 

<210> 545 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 545  

 

 

 20 

<210> 546 

<211> 1000 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 546  

ES 2 444 785 T3

 

204



 
 

 

 

 

 

<210> 547 

<211> 100 5 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 547  

 10 

 

 

<210> 548 

<211> 246 

<212> ADN 15 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 548  

 

ES 2 444 785 T3

 

205



 
 

 

 

 

<210> 549 

<211> 65 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 549  

 

 10 

 

<210> 550 

<211> 1000 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 550  

 

ES 2 444 785 T3

 

206



 
 

 

 

 

<210> 551 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 551  

 

 10 

 

<210> 552 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 552  

 

ES 2 444 785 T3

 

207



 
 

 

 

 

<210> 553 

<211> 266 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 553  

 

 10 

 

<210> 554 

<211> 56 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 554 

ggcagcgagc ctacactaaa tgactgtcca agcaactgaa gggaggcgtg tgaacc    56 

 

<210> 555 20 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 555  25 

 

 

 

<210> 556 

<211> 100 30 

ES 2 444 785 T3

 

208



 
 

 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 556  

 5 

 

 

<210> 557 

<211> 100 

<212> ADN 10 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 557  

 

 15 

 

<210> 558 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 558  

 

 

 25 

<210> 559 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 30 

<400> 559  

 

ES 2 444 785 T3

 

209



 
 

 

 

 

<210> 560 

<211> 187 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 560  

 

 10 

 

<210> 561 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 561  

 

 

 20 

<210> 562 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 562  

 

 

 

<210> 563 30 

ES 2 444 785 T3

 

210



 
 

 

<211> 177 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 563  5 

 

 

 

<210> 564 

<211> 148 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 564  

 15 

 

 

<210> 565 

<211> 138 

<212> ADN 20 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 565  

 

 25 

 

<210> 566 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 30 

ES 2 444 785 T3

 

211



 
 

 

<400> 566  

 

 

 

<210> 567 5 

<211> 124 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 567  10 

 

 

 

<210> 568 

<211> 725 15 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 568  

 20 

 

 

ES 2 444 785 T3

 

212



 
 

 

<210> 569 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 5 

<400> 569  

 

 

 

<210> 570 10 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 570  15 

 

 

 

<210> 571 

<211> 572 20 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 571  

 25 

ES 2 444 785 T3

 

213



 
 

 

 

 

<210> 572 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 572  

 

 10 

 

<210> 573 

<211> 213 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 573  

 

 

 20 

<210> 574 

<211> 100 

<212> ADN 

ES 2 444 785 T3

 

214



 
 

 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 574  

 

 5 

 

<210> 575 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 10 

 

<400> 575  

 

 

 15 

<210> 576 

<211> 128 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 20 

<400> 576  

 

 

 

<210> 577 25 

<211> 370 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 577  30 

 

ES 2 444 785 T3

 

215



 
 

 

 

 

<210> 578 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 578  

 

 10 

 

<210> 579 

<211> 508 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 579  

 

 

 20 

<210> 580 

ES 2 444 785 T3

 

216



 
 

 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 580  5 

 

 

 

<210> 581 

<211> 54 10 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 581 

actttgtcac cctagaccgt ctaaccttta ggtgtgagat taggtgtatt agat    54 15 

 

<210> 582 

<211> 159 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 20 

 

<400> 582  

 

 

 25 

<210> 583 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 30 

<400> 583  

 

ES 2 444 785 T3

 

217



 
 

 

 

 

<210> 584 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 584  

 

 10 

 

<210> 585 

<211> 439 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 585  

 

 

 20 

<210> 586 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 586  
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<210> 587 

<211> 985 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 587  

 

 10 

 

<210> 588 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 588  
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<210> 589 

<211> 200 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 589  

 

 10 

 

<210> 590 

<211> 192 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 590  

 

 

 20 

<210> 591 

<211> 172 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 591  

 

ES 2 444 785 T3

 

220



 
 

 

 

 

<210> 592 

<211> 100 

<212> ADN 5 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 

<400> 592  

 

 10 

 

<210> 593 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 15 

 

<400> 593  

 

 

 20 

<210> 594 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> Corynebacterium glutamicum R 

 25 

<400> 594  

 

 

 

<210> 595 30 
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<213> Corynebacterium glutamicum R 
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REIVINDICACIONES 

1. Un fragmento de ADN que comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID Nº: 32 del Listado de secuencias, que 
tiene un sitio de promotor y que potencia inductivamente la expresión de una proteína implicada en la producción de una 
sustancia útil en una bacteria corineforme aerobia bajo una condición anaerobia. 

2. El fragmento de ADN según la reivindicación 1, en el que el potenciamiento de la expresión significa que la cantidad de 5 
expresión de un ARNm bajo una condición anaerobia aumenta al menos el 50% con respecto a la cantidad de expresión 
del ARNm bajo una condición aerobia. 

3. El fragmento de ADN según la reivindicación 1 ó 2, en el que la proteína que participa en la producción de una 
sustancia útil es una enzima implicada en el metabolismo en una bacteria corineforme. 

4. El fragmento de ADN según la reivindicación 3, en el que la enzima es al menos una enzima o coenzima implicada en 10 
una ruta de glicólisis, una ruta de ácido tricarboxílico reductora, una ruta anaplerótica, una ruta de síntesis de aminoácidos, 
una ruta de síntesis de purina, una ruta de síntesis de pirimidina, una ruta de síntesis de colesterol, una ruta de síntesis de 
ácidos grasos y una ruta derivada de estas rutas. 

5. El fragmento de ADN según la reivindicación 4, en el que la sustancia útil es un ácido orgánico, un aminoácido, un 
alcohol, un esteroide, un ácido nucleico, un ácido graso o una sustancia fisiológicamente activa. 15 

6. El fragmento de ADN según la reivindicación 5, en el que el ácido orgánico es al menos un ácido orgánico seleccionado 
de ácido pirúvico, ácido cítrico, ácido isocítrico, ácido aconítico, ácido 2-oxoglutárico, ácido succínico, ácido fumárico, 
ácido málico, ácido oxaloacético, ácido itacónico, ácido láctico, ácido acético, ácido glucónico, ácido 2-cetoglucónico, ácido 
5-cetoglucónico, ácido D-araboascórbico, ácido kójico, ácido tetradecano-1,14-dicarboxílico, ácido cumínico y ácido 
inosínico. 20 

7. El fragmento de ADN según la reivindicación 5, en el que el aminoácido es al menos un aminoácido seleccionado de 
ácido aspártico, treonina, ácido glutámico, prolina, glicina, alanina, cisteína, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, 
histidina, lisina, arginina, serina, asparagina, glutamina, hidroxilisina, cistina, metionina, triptófano, -alanina, ácido -
aminobutírico (GABA), homocisteína, ornitina, 5-hidroxitriptófano, 3,4-dihidroxifenilalanina (dopa), triyodotironina, 4-
hidroxiprolina y tiroxina. 25 

8. El fragmento de ADN según la reivindicación 5, en el que el alcohol es al menos un alcohol seleccionado de metanol, 
etanol y butanol. 

9. Un procedimiento de inducción de la función promotora del fragmento de ADN que tiene la función promotora como se 
define en la reivindicación 1, que comprende cultivar una bacteria corineforme aerobia a un potencial de oxidación-
reducción de un medio de reacción de -200 milivoltios a -500 milivoltios bajo una condición anaerobia. 30 
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