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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccién por fermentacién de L-aminoacidos mediando utilizacion de bacterias
corineformes

Son objeto del invento unas bacterias corineformes recombinantes, en las cuales es(son) expresado(s) por lo menos
uno o varios de los genes heterdlogos del metabolismo del glicerol (en inglés "glycerol metabolism"), que se
escoge(n) entre el conjunto que se compone de glpA, glpB, glpC, glpD, glpE, glpF, glpG, glpK, glpQ, glpT, glpX,
gldA, dhakK, dhal, dhaM, dhaR, fsa y talC, asi como unos procedimientos para la produccion por fermentacion de
L-aminoacidos, en particular de L-lisina y L-triptéfano, conteniendo el medio glicerol como fuente de carbono,
mediando utilizacion de estas bacterias. Estas bacterias muestran la capacidad para el aprovechamiento del glicerol
y por consiguiente para la formacion y el enriquecimiento eficaces de los L-aminoacidos.

Estado de la técnica

Unos compuestos quimicos, por los que se entienden en particular los L-aminoacidos, las vitaminas, los nucledsidos
y los nucledtidos, y los D-aminoacidos, encuentran uso en la medicina humana, en la industria farmacéutica, en la
cosmeética, en la industria alimentaria y en la nutricién de animales.

Numerosos de estos compuestos son producidos por fermentacion de unas cepas de bacterias corineformes, en
particular de Corynebacterium glutamicum. A causa de su gran importancia, se esta trabajando constantemente en
el mejoramiento de los procedimientos de produccion. Unos mejoramientos de los procedimientos pueden concernir
a unas medidas técnicas de fermentacion tales como p.ej. las de agitacion y abastecimiento con oxigeno, o a la
composicion de los medios nutritivos, tal como p.ej. la concentracién de azicares durante la fermentacion, o el
tratamiento para dar la forma del producto mediante por ejemplo una cromatografia con intercambio de iones o las
propiedades intrinsecas de rendimiento del microorganismo propiamente dicho.

Para el mejoramiento de las propiedades de rendimiento de estas bacterias se usan unos métodos de mutagénesis,
seleccion y eleccion de mutantes. De esta manera se obtienen unas cepas que son resistentes frente a unos
antimetabolitos tales como p.ej. el compuesto analogo a la lisina S-(2-amino-etil)-cisteina o el compuesto analogo al
triptéfano 5-fluoro-triptéfano, o que son auxétrofas para unos metabolitos importantes para la regulacién y que
producen L-aminoacidos.

Desde hace algunos afos se emplean asimismo unos métodos de la técnica de ADN recombinante para el
mejoramiento de las cepas de Corynebacterium glutamicum que producen L-aminoacidos, mediante el recurso de
que se amplifican unos genes individuales de la biosintesis de aminoacidos, y se investiga la repercusion sobre la
produccion de L-aminoacidos. Una exposicion recopilativa acerca de los mas diversos aspectos de la genética, del
metabolismo y de la biotecnologia de Corynebacterium glutamicum se encuentra en la obra de Pihler (coordinador
de edicion jefe): Journal of Biotechnology 104 (1-3), 1-338 (2003) y en la obra "Handbook of Corynebacterium
glutamicum" (Manual de Corynebacterium glutamicum) de Eggeling y Bott (coordinadores de edicién), CRC Press,
Taylor & Francis Group, Boca Raton (2005)).

La totalidad de la industria de fermentacion para la produccion de L-aminoacidos utiliza como fuente de carbono hoy
en dia en la mayoria de los casos glucosa o sacarosa, que se obtienen en el caso de la elaboracion de productos
agrarios. Puesto que, sin embargo, estd aumentando el precio de estas fuentes de carbono, es deseable una
alternativa realizable tecnolégicamente para la produccion de los L-aminoacidos, de manera preferida de L-lisina y
L-triptéfano, el aprovechamiento de un material mas barato como una materia prima alternativa para la fermentacion.

El glicerol (propanotriol) es un componente natural de los aceites y las grasas, y une en forma de un "puente" a las
moléculas de acidos grasos en los triglicéridos. La molécula del glicerol es fuertemente polar y por lo tanto bien
soluble en agua. Como producto de copulaciéon o acoplamiento, esta valiosa materia prima resulta en el caso de la
produccion de un gasoleo bioldgico (= biodiesel) (p.ej. para el éster metilico de aceite de colza, RME) y se emplea
en cosméticos, productos farmacéuticos, alimentos y para usos técnicos. Para el empleo del glicerol como una
materia prima para la produccion de componentes de piensos es decisiva la baratura. Se ha de partir del hecho de
que con una produccion creciente de gasoleo bioldgico, el glicerol se volvera interesante para la produccion de
aditivos para piensos.

El Corynebacterium glutamicum de tipo silvestre utiliza un gran nimero de azicares mondémeros y oligémeros tales
como glucosa, sacarosa o maltosa como fuente de carbono (Vahjen y colaboradores, FEMS Microbiology Ecology
[Microbiologia eologia] 18: 317-328 (1995)), pero no crece en glicerol como Unica fuente de carbono.

El Corynebacterium glutamicum de tipo silvestre dispone de algunos genes con una homologia para genes
conocidos del metabolismo del glicerol, pero hasta ahora no se pudo esclarecer porqué, a pesar de todo, no es
posible el crecimiento en glicerol.
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Mision del invento

Los autores del invento se han planteado la misién de poner a disposicidon unos nuevas bacterias corineformes, que
estén en la situacion de aprovechar el glicerol, a ser posible como la Unica fuente de carbono. Otra misién adicional,
que esta en conexidn directa con este hecho,fue la de poner a disposicion un procedimiento mejorado para la
produccion por fermentacion de L-aminoacidos, en particular de L-lisina y L-triptéfano, con ayuda de tales bacterias
corineformes. En particular, de esta manera se deberia hacer aprovechable al glicerol para una produccién por
fermentacién de L-aminoacidos de un modo lo mas rentable que sea posible.

Descripcion del invento

Los problemas planteados por estas misiones, asi como por otras misiones no mencionadas explicitamente, que se
pueden descubrir o deducir sin problemas a partir de las conexiones discutidas en este contexto, son resueltos
mediante un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1. Unas convenientes modificaciones y formas de
realizacion del invento son puestas bajo proteccion en las reivindicaciones que se retrotraen a la reivindicacion 1.

La descripcién divulga unas bacterias corineformes recombinantes, que en particular ya segregan unos L-
aminoacidos, y en las cuales es(son) expresada(s) por lo menos una o varias de las secuencia(s) de nucledtidos que
codifica(n) los productos génicos heterdlogos del metabolismo del glicerol (en inglés "glycerol metabolism"), que se
escoge(n) entre el conjunto que se compone de glpA, glpB, glpC, glpD, glpE, glpF, glpG, glpK, glpQ, glpT, glpX,
gldA, dhaK, dhaL, dhaM, dhaR, fsa y talC. Estas bacterias muestran la capacidad para el aprovechamiento del
glicerol.

A las bacterias utilizadas pertenecen en particular unas bacterias corineformes, en las cuales es expresado por lo
menos un polinucledtido heterdlogo, cuya secuencia de aminoacidos es idéntica en por lo menos un 80 % o en por
lo menos un 90 %, en particular en por lo menos un 95 %, de manera preferida en por lo menos un 98 %, de manera
especialmente preferida en por lo menos un 99 % y de manera muy especialmente preferida en un 100 % con
respecto a una secuencia de aminoacidos, que se escoge entre el conjunto que se compone de las SEQ ID No. 2,
SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 16, SEQ ID
No. 18, SEQ ID No. 20, SEQ ID No. 22, SEQ ID No. 24, ID No. 26, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 32,
ID No. 34 y SEQ ID No. 36.

Las mencionadas bacterias contienen de manera preferida por lo menos un polinucleétido heterélogo, que se
escoge entre el conjunto que se compone de:

a) Un polinucledtido con la secuencia de nucleétidos SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No.
7, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID
No. 21, SEQ ID No. 23, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 o
SEQ ID No. 35 y unas secuencias de nucledtidos complementarias con éstas;

b) Un polinucleétido con una secuencia de nucleétidos, que corresponde a la SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3,
SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No.
17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21, SEQ ID No. 23, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ
ID No. 31, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35 dentro del marco de la degeneracion del codigo genético;

c) Una secuencia de polinucleétidos con una secuencia, que se hibrida con la secuencia complementaria a la
secuencia SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ
ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21, SEQ ID No. 23, SEQ ID No. 25,
SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35 en condiciones rigurosas,
alcanzandose las condiciones rigurosas de manera preferida mediante una etapa de lavado, en la que la
temperatura se extiende a lo largo de un intervalo de 64°C a 68°C y la concentracion de sales del tampdn
se extiende a lo largo de un intervalo de 2xSSC hasta 0,1xSSC;

d) Un polinucleétido con una secuencia SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ ID
No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21,
SEQ ID No. 23, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 0 SEQ ID
No. 35, que contiene unas mutaciones con sentido de funcién neutra,

realizandose que los polinucledtidos codifican unas enzimas del metabolismo del glicerol.

La descripcion divulga asimismo un procedimiento para la produccion por fermentacion de L-aminoacidos, en
particular de L-lisina y L-triptéfano, realizandose que el medio contiene glicerol como fuente de carbono, mediando
utilizaciéon de unas bacterias corineformes recombinantes, que en particular ya producen L-aminoacidos, y en las que
se expresa(n) por lo menos uno o varios de los genes heterélogos del metabolismo del glicerol, que se escoge(n)
entre el conjunto que se compone de glpA, glpB, glpC, glpD, glpE, glpF, glpG, glpK, glpQ, glpT, glpX, gldA, dhakK,
dhal, dhaM, dhaR, fsa y talC o de unas secuencias de nucleétidos, que codifican los productos génicos de éstos.
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De manera preferida, se emplean las bacterias divulgadas en la descripcion.

Cuando en lo sucesivo se mencionan unos L-aminoacidos o aminoacidos, por este concepto se entiende(n) uno o
varios de los aminoacidos proteindgenos, inclusive sus sales, escogidos entre el conjunto formado por el L-acido
aspartico, la L-asparagina, la L-treonina, la L-serina, el L-acido glutamico, la L-glutamina, la L-glicina, la L-alanina, la
L-cisteina, la L-valina, la L-metionina, la L-isoleucina, la L-leucina, la L-tirosina, la L-fenilalanina, la L-histidina, la
L-lisina, el L-triptéfano, la L-arginina y la L-prolina. Se prefieren especialmente la L-lisina y el L-triptéfano. Entre los
L-aminoacidos se cuenta también la L-homoserina.

Por el concepto de "aminoacidos proteindgenos" se entienden los aminoacidos que se presentan en proteinas
naturales, es decir en proteinas de microorganismos, plantas, animales y seres humanos.

Cuando en lo sucesivo se mencionan unos aminoacidos, este concepto abarca también a sus sales tales como, por
ejemplo, el monohidrocloruro de lisina o el sulfato de lisina en el caso del aminoacido L-lisina.

Los "genes heterdlogos" o las "secuencias heterélogas de nucleétidos" pueden proceder de cualquier organismo
donante procariético, con la excepcion de los representantes del género Corynebacterium. De manera preferida se
emplean los genes procedentes de Escherichia coli.

El concepto de "expresion de genes heterdlogos” describe en esta conexion la clonacion de unos correspondientes
genes y su expresion en el sistema heterdlogo, lo que conduce a un establecimiento de la actividad intracelular o de
la concentracién de una o varias enzimas o proteinas en un microorganismo, que es(son) codificada(s) por el
correspondiente ADN, mediante el recurso de que se produce por ejemplo un vector, que contiene el gen deseado o
un alelo de este gen y un promotor que hace posible la expresion del gen, y se transfiere al microorganismo
mediante una transformacion, transduccién o conjugacion, y eventualmente se combinan estas medidas técnicas.

Por el concepto de "alelos" se entienden unas formas alternativas de un determinado gen. Las formas se distinguen
por unas diferencias en la secuencia de nucleétidos.

Por el concepto de "producto génico" se designa a la proteina que es codificada por una secuencia de nucleoétidos,
es decir una proteina que es codificada por un gen o por un alelo, o al acido ribonucleico codificado.

Es un objeto de este invento un procedimiento para la produccion por fermentacion de L-aminoacidos, caracterizado
por que se llevan a cabo las siguientes etapas:

a) Cultivacion de las bacterias corineformes recombinantes que producen el L-aminoacido deseado, en las
que se presenta expresado el polinucleétido heterdlogo glpK o sobreexpresado el polinucleétido endégeno
glpK, en un medio que contiene glicerol o eventualmente de manera adicional una o varias otras fuentes de
C, en unas condiciones, en las que el deseado L-aminoacido se enriquece en el medio o en las células, y
eventualmente

b) aislamiento del L-aminoacido deseado, permaneciendo en el producto final eventualmente los componentes
del caldo de fermentacion y/o de la biomasa en su totalidad o en porciones (desde > 0 hasta 100 %),

realizandose que el polipéptido con la actividad de una glicerol cinasa, que es codificado por el polinucleétido
heterdlogo glpK, tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en por lo menos un 80 % a la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:16

y realizandose que el polipéptido con la actividad de una glicerol cinasa, que es codificado por el polinucleétido
endadgeno glpK, tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:38.

Las bacterias corineformes empleadas producen unos L-aminoacidos, en particular la L-lisina y el L-triptéfano, de
manera preferida ya antes de la expresion de uno o varios de los genes del metabolismo del glicerol en las
habituales fuentes de carbono tales como por ejemplo glucosa o sacarosa. El glicerol empleado se puede utilizar
individualmente o como una mezcla, debiendo de ser la proporcién del glicerol de manera preferida de =10 a 100 %.

Se encontré que las bacterias corineformes, después de una expresion heteréloga de uno o varios de los genes del
metabolismo del glicerol producen unos L-aminoacidos, en particular la L-lisina y el L-triptofano, a partir del glicerol
como la unica fuente de carbono.

Las bacterias recombinantes conformes al invento son producidas por ejemplo mediante una transformacion,
transduccion o conjugacion, o una combinacion de estos métodos, con un vector, que contiene el gen deseado, un
alelo de este gen o unas partes de éste, y un promotor que hace posible la expresion del gen. La expresion
heteréloga se consigue en particular mediante una integraciéon del gen o de los alelos en el cromosoma de los
microorganismos o en un vector que replica fuera del cromosoma (extracromosomalmente).
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En el caso del promotor se puede tratar de la propia secuencia reguladora, que se encuentra situada corriente arriba
del gen, o se fusiona con el gen a un promotor procedente de bacterias corineformes. Una recopilacion acerca de
unos promotores conocidos de Corynebacterium glutamicum ha sido descrita por Patek y colaboradores (Journal of
Biotechnology 104, 311-323 (2003)).

Las bacterias, en las que se llevan a cabo las medidas técnicas del invento y que por consiguiente constituyen el
punto de partida del presente invento, pueden producir aminoacidos a partir de glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
maltosa, una melaza, un almiddn, una celulosa o a partior de etanol. Se trata de unos representantes de bacterias
corineformes.

En el caso de las bacterias corineformes, se prefiere el género Corynebacterium. Se prefieren especialmente unas
cepas que segregan aminoacidos, que se basan en las siguientes especies:

Corynebacterium efficiens tal como, por ejemplo, la cepa DSM44549,
Corynebacterium glutamicum tal como, por ejemplo, la cepa ATCC13032,
Corynebacterium thermoaminogenes tal como, por ejemplo, la cepa FERM BP-1539, y
Corynebacterium ammoniagenes tal como, por ejemplo, la cepa ATCC6871,

siendo muy especialmente preferida la especie Corynebacterium glutamicum.

Algunos representantes de la especie Corynebacterium glutamicum son conocidos en el estado de la técnica
también por otras denominaciones de especies. A éstos pertenecen, por ejemplo:

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870
Corynebacterium lilium DSM20137
Corynebacterium melassecola ATCC17965
Brevibacterium flavum ATCC14067
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y
Brevibacterium divaricatum ATCC14020

Unos conocidos representantes de cepas de bacterias corineformes, que segregan un aminoacido, son por ejemplo:
las cepas que producen L-lisina

Corynebacterium glutamicum DM58-1/pDM6 (= DSM4697)

que se ha descrito en el documento EP 0 358 940

Corynebacterium glutamicum MH20 (= DSM5714)

que se ha descrito en el documento EP 0 435 132

Corynebacterium glutamicum AHP-3 (= FermBP-7382)

que se ha descrito en el documento EP 1 108 790

Corynebacterium thermoaminogenes AJ12521 (= FERM BP3304)

que se ha descrito en el documento de patente de los EE.UU. US 5.250.423

o las cepas que producen L-triptéfano

Corynebacterium glutamicum K76 (=FermBP-1847)
que se ha descrito en el documento US 5.563.052
Corynebacterium glutamicum BPS13 (= FermBP-1777)
que se ha descrito en el documento US 5.605.818
Corynebacterium glutamicum FermBP-3055

que se ha descrito en el documento US 5.235.940.

Se encuentran datos acerca de la clasificacion taxonémica de las cepas de este conjunto de bacterias, entre otros
lugares, en las citas de Seiler (Journal of General Microbiology 129, 1433-1477 (1983), Kdmpfer y Kroppenstedt
(Canadian Journal of Microbiology 42, 989-1005 (1996)), Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic
Bacteriology 41, 255-260 (1991) y en el documento US-A-5.250.434.

Unas cepas con la denominacion "ATCC" se pueden adquirir de la American Type Culture Collection (Coleccion
americana de cultivos tipos) (Manassas, VA, EE.UU.). Unas cepas con la denominacion "DSM" se pueden adquirir
de la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Coleccion alemana de microorganismos y cultivos
celulares) (DSMZ, Braunschweig, Alemania). Unas cepas con la denominacion "FERM" se pueden adquirir del
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (Instituto nacional de ciencia y tecnologia industrial
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avanzada (AIST Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba Ibaraki, Japén). La mencionada cepa de
Corynebacterium thermoaminogenes (FERM BP-1539) se describe en el documento US-A 5.250.434.

Las secuencias de nucledtidos de los genes o los marcos abiertos de lectura (ORF) de Escherichia coli pertenecen
al estado de la técnica y pueden ser tomadas de la secuencia genémica de Escherichia coli que ha sido publicada
por Blattner y colaboradores (Science 277: 1453-1462 (1997)).

A partir de las Salmonella typhimurium (n° de acceso: NC 003197 (secuencia del genoma total)) y Shigella flexneri,
(n° de acceso: NC 004337 (secuencia del genoma total), que pertenecen asimismo a la familia de las
enterobacteriaceas, se conoce ejemplificativamente asimismo la secuencia de nucleétidos para los genes glpA, glpB,
glpC, glpD, gIpE, glpF, glpG, glpK, glpQ, glpT und glpX. Por lo demas, a partir de las Salmonella typhimurium (n° de
acceso: NC 003197 (secuencia del genoma total) se conoce la secuencia de nucledtidos para los genes gldA y talC
y a partir de las Shigella flexneri, (n° de acceso: NC 004337 (secuencia del genoma total), se conoce la secuencia de
nucleétidos para los genes dhaK, dhalL, dhaM, dhaR y fsa.

Los genes y las actividades del metabolismo del glicerol se han descrito a modo de recopilacion también en la cita
bibliografica de Lin (en: Neidhardt (coordinador de edicion), Escherichia coli und Salmonella [Escherichia coli y
Salmonella], American Society for Microbiology [Sociedad americana de microbiologia], Washington, D.C., EE.UU.:
307-342 (1996)).

El reguldn de glicerofosfato (glp), que contiene los genes para el transporte y el metabolismo del glicerol, se
compone de cinco operones, que estan situados en tres sitios génicos diferentes en el cromosoma de E. coli
(Cozzarelli y colaboradores, Journal of Molecular Biology [Revista de biologia molecular] 31: 371-387 (1968)).

Un reguldn es una unidad de genes, que ciertamente estan localizados en diferentes sitios de un genoma, pero cuya
expresion es controlada por las mismas proteinas reguladoras. Un operdn es una unidad de genes regulados en
comun en un sitio del gen.

En la posicion 88 min se encuentra el operon glpFKX (Cozzarelli y Lin, Journal of Bacteriology [Revista de
bacteriologia] 91: 1763-1766 (1966); Weissenborn y colaboradores, Journal of Biological Chemistry [Revista de
quimica bioldgica] 267: 6122-6131 (1992)), que codifica el facilitador de glicerol GIpF y la glicerol cinasa GlpK y una
fructosa-1,6 bisfosfatasa Il GlpX (Donahue y colaboradores Journal of Bacteriology 182(19) 5624-5627 (2000)). En
el operon cartografiado en 49 min se encuentran reunidos los genes glpT (de la glicerol-3-fosfato permeasa) y glpQ
(de la glicerol fosfodiesterasa periplasmatica), que son transcritos en el sentido contrario al de las agujas de un reloj.
En un sentido opuesto a éste esta dispuesto el operdn glpABC, cuyos genes codifican las tres subunidades de la
sn-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa heterotrimérica, que es activa mediando exclusion del oxigeno del aire (en
condiciones anaerobias) (Cole y colaboradores, Journal of Bacteriology 170: 2448-2456 (1988); Ehrmann y
colaboradores, Journal of Bacteriology 169: 526-532 (1987)). En la posicién 75 min en el cromosoma esta situado el
operon glpDEG, que codifica la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa GlpD, que es activa en presencia del oxigeno del
aire (en condiciones aerobias) (Cozzarelli y colaboradores, Journal of Molecular Biology 31: 371-387 (1968)), la
azufre transferasa GIpE (Cozzarelli y colaboradores, Journal of Molecular Biology 31: 371-387 (1968)) y el gen glpG,
que tiene una funcién desconocida (Zeng y colaboradores, Journal of Bacteriology 178: 7080-7089 (1996).

Una breve recopilacion acerca de los genes y las actividades del metabolismo del glicerol la proporciona la siguiente
enumeracion;

Gen glpA:

Denominacion:  Subunidad grande de la sn-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (anaerobia)

Funcion: En el medio anaerobio, el glicerol-3-fosfato es oxidado para la obtencion de energia por una
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GIpABC) dependiente de FAD para dar el fosfato de
dihidroxiacetona, que puede pasar a formar parte en la glicélisis como un compuesto intermedio.
Los equivalentes de reduccion, que se ponen en libertad en el caso de esta reaccién de oxidacion,
son transferidos por la flavoenzima a un complejo de citocromo que esta asociado con una
membrana, sirviendo el fumarato o nitrato como un aceptor terminal de electrones (Lin, en:
Neidhardt (coordinador de edicién), Escherichia coli und Salmonella, American Society or
Microbiology, Washington, D.C., USA: 307-342 (1996)). Mientras que los electrones se hacen
pasar por el complejo de citocromo, la energia que se pone en libertad es aprovechada para
bombear protones a través de la membrana desde el lado citoplasmatico hasta el lado
periplasmatico. Con el gradiente de protones que se ha generado junto a la membrana se modifica
el potencial tanto eléctrico como también quimico, con lo cual se propulsa a la ATPasa fijada a la
membrana y de esta manera se puede producir el ATP.

N° DE EC: 1.1.99.5

Referencia. Blattner y colaboradores; Science 277 (5.331): 1453-1474 (1997)

SEQ ID No.: 1

N° de acceso:  U00096 (region: 2350669-2352297)

Nombre alternativo del gen: b2241
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Gen glpB:
Denominacion:

Funcion:

N° DE EC:
Referencia:
SEQ ID No.:
N° de acceso:

ES 2529 107 T3

Subunidad para el anclaje a una membrana (en inglés "membrane anchor”) de la sn-glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa (anaerobia)

véase la del glpA

1.1.99.5

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

3

U00096 (region: 2352287-2353546)

Nombre alternativo del gen: b2242

Gen glpC:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia:
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Subunidad pequefia de la sn-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (anaerobia)
véase la del glpA

1.1.99.5

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

5

U00096 (region: 2353543-2354733)

Nombre alternativo del gen: b2243

Gen glpD:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia:
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (aerobia)

La GIpD fue identificada como una glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa aerobia (Cozzarelli y
colaboradores, Journal of Molecular Biology 31: 371-387 (1968). En el medio aerobio, con el fin de
obtener energia, el glicerol-3-fosfato es oxidado por esta glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GlpD)
dependiente de FAD para dar el fosfato de dihidroxiacetona, que puede pasar a formar parte de la
glicolisis como un compuesto intermedio. Los equivalentes de oxidacion, que se ponen en libertad
en el caso de esta reaccion de reduccion, son transferidos por la flavoenzima a un complejo de
citocromo que esta asociado con una membrana, sirviendo el oxigeno molecular o
respectivamente el nitrato como un aceptor terminal de electrones (Lin, en: Neidhardt (coordinador
de edicion), Escherichia coli und Salmonella, American Society for Microbiology, Washington, D.C.,
EE.UU.: 307-342 (1996)). Mientras que los electrones se hacen pasar por el complejo de
citocromo, la energia que se pone en libertad es aprovechada para bombear protones a través de
la membrana desde el lado citoplasmatico hasta el lado periplasmatico. Con el gradiente de
protones que se ha generado junto a la membrana se modifica el potencial tanto eléctrico como
quimico, con lo cual se propulsa a la ATPasa fijada a la membrana y de esta manera se puede
producir el ATP. El marco abierto de lectura del gen glpD se compone de 501 codones vy la
secuencia traducida codifica una proteina con un peso molecular de 57 kDa (Austin y Larson,
Journal of Bacteriology 173: 101-107 (1991)).

1.1.99.5

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

7

U00096 (region: 3560036-3561541)

Nombres alternativos del gen: b3426, glyD

Gen gIpE:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Azufre transferasa; una rodanasa citoplasmatica, de caracter acido

La GIpE fue identificada como una azufre transferasa (Cozzarelli y colaboradores, Journal of
Molecular Biology 31: 371-387 (1968)). La rodanasa citoplasmatica, de caracter acido, que es
codificada por el gen gIpE, y que tiene un peso molecular de 12 kDa, cataliza como un dimero la
transferencia de azufre al aceptor de la azufre tiorredoxina 1 ((Ray y colaboradores, Journal of
Bacteriology 182: 2277-2284 (2000)).

2.8.1.1

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

9

U00096 (region: 3559520-3559846)

Nombre alternativo del gen: b3425

Gen glpF:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.

Facilitador del glicerol GlpF

La difusion facilitada del glicerol desde del medio nutritivo es catalizada por el facilitador de glicerol
GIpF (Borgnia y Agre, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98: 2888-2893 (2001)), que forma un canal
especifico para un substrato con un tamafio de poros de 0,4 nm (Heller y colaboradores, Journal of
Bacteriology 144: 274-278 (1980)).

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)
7
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SEQ ID NO:
N° de acceso:

ES 2529 107 T3

11
U00096 (region: 4115268-4116113)

Nombre alternativo del gen: b3927

Gen glpG:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Gen del regulédn de glp

La funcidn fisioldgica del glpG es todavia desconocida. El producto génico de glpG es una proteina
citoplasmatica o asociada a una membrana, de caracter basico, que tiene un peso molecular de 28
kDa (Zeng y colaboradores, Journal of Bacteriology 178: 7080-7089 (1996)).

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

13

U00096 (region: 3558645-3559475)

Nombre alternativo del gen: b3424

Gen glpK:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Glicerol cinasa GlpK (dependiente de ATP)

El glicerol citoplasmatico es fosforilado inmediatamente por la glicerol cinasa K dependiente de
ATP, que se presenta asociada con el facilitador de glicerol GIpF en su forma enzimaticamente
activa (Voegele y colaboradores, Journal of Bacteriology 175: 1087-1094 (1993)).

2.7.1.30

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

15

U00096 (region: 4113737-4115245)

Nombre alternativo del gen: b3926

Gen glpQ:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Glicerol fosfodiesterasa

Los diésteres de glicerol-fosfatos, que son los productos desacetilados de la degradacion de los
fosfolipidos (Lin, en: Neidhardt (coordinador de edicion), Escherichia coli und Salmonella,
American Society for Microbiology, Washington, D.C., USA: 307-342 (1996)) son hidrolizados en el
periplasma por la fosfodiesterasa GlpQ, que esta localizada alli, para dar un alcohol (etanol) y el
glicerol-3-fosfato (Larson y colaboradores, Journal of Biological Chemistry 258: 5428-5432 (1983)).
Puesto que a la glicerol fosfodiesterasa se le atribuye por consiguiente un modo de accion
extracitoplasmatico, el producto génico que se deriva del gen glpQ heterélogo debe de abarcar un
péptido director (leader) en las bacterias reivindicadas, tal como el que es tipico para las proteinas
excretadas de bacterias gram positivas (Nielsen y colaboradores, Protein Engineering Design and
Selection 10:1-6 (1997)). Esta secuencia de sefial caracteristica hace posible una exportacion
mediada por el aparato de secrecion general (el sistema Sec) de la proteina GlpQ a través de la
membrana citoplasmatica (Kell und Young, Current opinion in microbiology 3:238-243 (2000);
Mukamolova y colaboradores, Molecular Microbiology 46:611-621 (2002a); Molecular Microbiology
46:613-635 (2002b)).

3.1.4.46

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

17

U00096 (region: 2347957-2349033)

Nombre alternativo del gen: b2239

Gen glpT:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Glicerol-3-fosfato permeasa

El glicerol-3-fosfato es transportado al interior de la célula por la permeasa GIpT (Eiglmeier y
colaboradores, Molecular Microbiology 1: 251-258 (1987); Larson y colaboradores, Journal of
Bacteriology 152: 1008-1021 (1982)) en el intercambio por un fosfato inorganico (Auer vy
colaboradores, Biochemistry 40: 6628-6635 (2001)). La energia requerida para el transporte es
puesta a disposicion por este antiporte y al mismo tiempo se impide una acumulacion del fosfato,
que actua toxicamente (Xavier y colaboradores, Journal of Bacteriology 177: 699-704 (1995)).
Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

19

U00096 (region: 2349038-2350396)

Nombre alternativo del gen: b2240

Gen glpX:
Denominacion:
Funcion:

Fructosa-1,6-bisfosfatasa Il
Hasta ahora no se pudo encontrar ningin cometido fisiolégico de la enzima GIpX. Una mutacion
en el fbp, que es el gen para la fructosa-1,6-bisfosfatasa |, no pudo ser complementada por la

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

ES 2529 107 T3

GlpX. Sin embargo, parece ser segura a pesar de todo una importancia funcional, puesto que unos
mutantes, que son trastornados en la glicolisis debido a una mutacién en el pfkA (el gen de la
fosfofructo cinasa A), crecen muchisimo mas lentamente sin la GlpX (Donahue y colaboradores;
Journal of Bacteriology 182 (19): 5624-5627 (2000)).

3.1.3.11

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

21

U00096 (region: 4112592-4113602)

Nombre alternativo del gen: 3925

Junto a los genes del transporte y del metabolismo del glicerol, pueden ser expresados heterdlogamente los
siguientes genes de la degradacion de diversos productos intermedios y finales de dicho metabolismo.

Gen gldA:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Glicerol deshidrogenasa (NAD)

La glicerol deshidrogenasa cataliza la reaccion reversible, dependiente de NAD, del glicerol para
dar la dihidroxiacetona (Truniger y Boos, Journal of Bacteriology 176(6): 1796-1800 (1994))

1.1.1.6

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

23

U00096 (region: 4135955-4137097)

Nombre alternativo del gen: b3945

Gen dhakK:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Subunidad de la dihidroxiacetona cinasa, dominio situado en el extremo terminal de N

La dihidroxiacetona cinasa cataliza, en su funcién como una dihidroxiacetona fosfotransferasa
dependiente del fosfoenol-piruvato (PEP), la reaccion de la dihidroxiacetona para dar el fosfato de
dihidroxiacetona (Gutknecht y colaboradores, The EMBO Journal 20(10): 2480-2486 (2001)). La
DhaK lleva el sitio de fijacion de la dihidroxiacetona.

2.7.1.29

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

25

U00096 (region: 1248991-1250091)

Nombres alternativos del gen: dhaK1, ycgT, b1200

Gen dhal:
Denominacion:
Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID NO:
N° de acceso:

Subunidad de la dihidroxiacetona cinasa, dominio situado en el extremo terminal de C

La dihidroxiacetona cinasa cataliza, en su funcién como una dihidroxiacetona fosfotransferasa
dependiente del PEP, la reaccién de la dihidroxiacetona para dar el fosfato de dihidroxiacetona
(Gutknecht y colaboradores, The EMBO Journal 20(10): 2480-2486 (2001)). La DhaL lleva ADP
como un cofactor para la transferencia de fosfato desde la DhaM hasta la dihidroxiacetona.
2.7.1.29

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

27

U00096 (region: 1248348-1248980)

Nombres alternativos del gen: dhaK2, ycgS, b1199

Gen dhaM:
Denominacion:

Funcion:

N° DE EC:
Referencia.
SEQ ID No.:
N° de acceso:

Subunidad de la proteina PTS de la dihidroxiacetona cinasa, una proteina de transferencia multi-
fosforilada

La dihidroxiacetona cinasa cataliza, en su funcién como una dihidroxiacetona fosfotransferasa
dependiente del PEP, la reaccién de la dihidroxiacetona para dar el fosfato de dihidroxiacetona
(Gutknecht y colaboradores, The EMBO Journal 20(10): 2480-2486 (2001)). La DhaM se compone
de tres dominios que tienen una similaridad con los tres dominios del sistema de la
fosfotransferasa dependiente del fosfoenolpiruvato. La DhaM fosforilada transfiere el fosfato al
ADP que esta unido a la DhaL.

2.7.1.29

Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

29

U00096 (region: 1246919-1248340)

Nombres alternativos del gen: dhaH, ycgC, b1198

Gen dhaR:
Denominacion:
Funcion:

Activador del operén de dha (dhaKLM)
Un activador transcripcional, que estimula la transcripcion del operén de dha de un promotor
sigma70 (Bachler y colaboradores, The EMBO Journal 24 (2): 283-293 (2005))

9
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N° DE EC: -
Referencia: Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)
SEQ ID No.: 31

N° de acceso:  U00096 (region: 1250280-1252208)
Nombres alternativos del gen: ycgU, b1201

Gen fsa:

Denominaciéon:  Fructosa-6-fosfato aldolasa |

Funcion: La fructosa-6-fosfato aldolasa | cataliza un desdoblamiento alddlico del fructosa-6-fosfato, los
substratos de la enzima son la dihidroxiacetona asi como el fructosa-6-fosfato y el glicerolaldehido-
3-fosfato, no es aprovechadan la fructosa, el fructosa-1-fosfato, el fructosa-1,6-bisfosfato ni el
dihidroxiacetona-fosfato (Schurmann y Sprenger, Journal of Biological Chemistry 276 (14): 11055-
11061 (2001))

N° DE EC: 4.1.2.-

Referencia. Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

SEQ ID No.: 33

N° de acceso:  U00096 (region: 862793-863527)
Nombres alternativos del gen: mipB, ybiZ, B0825

Gen talC:

Denominacion:  Fructosa-6-fosfato aldolasa Il

Funcion: La fructosa-6-fosfato aldolasa |l cataliza un desdoblamiento alddlico del fructosa-6-fosfato
(Schurmann und Sprenger, Journal of Biological Chemistry 276 (14): 11055-11061 (2001)). El gen
talC esta situado directamente junto al gen gldA.

N° DE EC: 41.2-

Referencia. Blattner y colaboradores; Science 277 (5331): 1453-1474 (1997)

SEQ ID No.: 35

N° de acceso:  U00096 (region: 4137069-4137731)
Nombres alternativos del gen: fsaB, yijG, b3946

Las secuencias de acidos nucleicos se pueden tomar de los bancos de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) de la National Library of Medicine (Bethesda, MD, EE.UU.), del banco de datos de secuencias de
nucledtidos de los European Molecular Biology Laboratories (EMBL, Heidelberg, Alemania o respectivamente
Cambridge, Reino Unido) o del banco de datos de ADN del Japon (DDBJ, Mishima, Japon).

Para una mejor claridad de comprension, las secuencias conocidas para los genes tratados de Escherichia coli se
han representado bajo las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 11,
SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21, SEQ ID No. 23, SEQ ID No. 25,
SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 y SEQ ID No. 35.

Los marcos de lectura abiertos que se han descrito en las citas bibliograficas indicadas pueden ser utilizados
conforme al invento. Ademas, se pueden utilizar unos alelos de los genes o unos marcos de lectura abiertos, que
resultan a partir de la degenerabilidad del cédigo genético o por mutaciones con sentido, que son neutras en su
funcién (en inglés "sense mutations").

Entre los alelos de los genes tratados, que contienen unas mutaciones con sentido, que son neutras en su funcion,
se cuentan, entre otros, los que conducen a lo sumo a 13 o a lo sumo a 10, de manera preferidaalosumoa7oalo
sumo a 5, de manera especialmente preferida a lo sumo a 3 0 a lo sumo a 2 o a por lo menos un intercambio(s)
conservativo(s) de aminoacidos en la proteina codificada por ellos.

En el caso de los aminoacidos aromaticos se habla de intercambios conservativos cuando se intercambian unos/as
por otros/as la fenilalanina, el triptéfano y la tirosina. En el caso de los aminoacidos hidréfobos se habla de
intercambios conservativos cuando se intercambian unas por otras la leucina, la isoleucina y la valina. En el caso de
los aminoacidos polares se habla de intercambios conservativos cuando se intercambian una por otra la glutamina y
la asparagina. En el caso de los aminoacidos de caracter basico se habla de intercambios conservativos cuando se
intercambian unas por ofras la arginina, la lisina y la histidina. En el caso de los aminoacidos de caracter acido se
habla de intercambios conservativos cuando se intercambian uno por otro el acido aspartico y el acido glutamico. En
el caso de los aminoacidos que contienen grupos hidroxilo se habla de intercambios conservativos cuando se
intercambian una por otra la serina y la treonina.

De igual manera, se pueden utilizar también aquellas secuencias de nucleétidos, que codifican unas variantes de las
mencionadas proteinas, que contienen adicionalmente, junto al extremo terminal de N o C, una prolongacion o un
acortamiento en por lo menos un (1) aminoacido. Esta prolongacion o este acortamiento es de no mas que 13, 10, 7,
5, 3 0 2 aminoacidos o radicales de aminoacidos.

10
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Es conocido el hecho de que por medio de unas enzimas propias del anfitrion, las denominadas aminopeptidasas,
se puede disociar la metionina situada en un extremo en el caso de la sintesis de proteinas.

Entre los alelos adecuados se cuentan también aquellos que codifican unas proteinas, en las que se ha introducido
(por insercion) o suprimido (por delecién) por lo menos un (1) aminoacido. El ndmero maximo de tales
modificaciones denominadas como “indels” puede ser de 2, 3, 4, 5, pero en ningun caso de mas que 6 aminoacidos.

Entre los alelos adecuados se cuentan ademas los que son obtenibles mediante una hibridaciéon, en particular en
condiciones rigurosas, mediando utilizaciéon de las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ
ID No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21, SEQ ID
No. 23, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 o0 SEQ ID No. 35 o de partes
de éstas, en particular de las regiones codificadoras o respectivamente de las secuencias complementarias a éstas.

Un experto en la especialidad puede encontrar instrucciones para la identificacién de secuencias de ADN mediante
una hibridacion, entre otros lugares, en el manual "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization (Guia para
los usuarios del sistema DIG para la hibridacion en filtros)" de la entidad Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim,
Alemania, 1993) y en la cita de Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic Bacteriology [Revista
internacional de bacteriologia sistematica] 41: 255-260 (1991)). La hibridacion tiene lugar en condiciones rigurosas,
es decir que se forman solamente unos hibridos, en los que la sonda y la secuencia diana, es decir los
polinucledtidos tratados con la sonda, son idénticas/os en por lo menos un 70 %. Es conocido que la rigurosidad de
la hibridacién, inclusive las etapas de lavado, es influida o respectivamente determinada por una variacién de la
composicion de los tampones, de la temperatura y de la concentracion de las sales. La reaccion de hibridacion se
lleva a cabo por lo general con una rigurosidad relativamente baja en comparacion con las etapas de lavado (Hybaid
Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, Reino Unido, 1996).

Para la reaccion de hibridacion se puede emplear, por ejemplo, un tampén correspondiente al tampén 5x SSC a una
temperatura de aproximadamente 50°C - 68°C. En este caso, también se pueden hibridar unas sondas con unos
polinucledtidos, que tienen una identidad de menos que un 70 % con respecto a la secuencia de la sonda. Tales
hibridos son menos estables y son eliminados mediante un lavado en condiciones rigurosas. Esto se puede
conseguir, por ejemplo, mediante una disminucion de la concentracion de las sales hasta 2x SSC y eventualmente a
continuacién hasta 0,5x SSC (The DIG System User's Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania, 1995), ajustandose una temperatura de aproximadamente 50°C - 68°C, aproximadamente
52°C - 68°C, aproximadamente 54°C - 68°C, aproximadamente 56°C - 68°C, aproximadamente 58°C - 68°C,
aproximadamente 60°C - 68°C, aproximadamente 62°C - 68°C, aproximadamente 64°C - 68°C o aproximadamente
66°C - 68°C. Se prefieren unos intervalos de temperatura de aproximadamente 64°C - 68°C, o aproximadamente
66°C - 68°C. Eventualmente, es posible disminuir la concentracion de las sales hasta una concentracion
correspondiente a 0,2x SSC o a 0,1x SSC. Mediante un aumento escalonado de la temperatura de hibridacion en
unos escalones de aproximadamente 1 - 2°C desde 50°C hasta 68°C se pueden aislar unos fragmentos de
polinucleétidos, que poseen una identidad de por ejemplo por lo menos un 70 % o de por lo menos un 80 % o de por
lo menos un 90 %, por lo menos un 91 %, por lo menos un 92 %, por lo menos un 93 %, por lo menos un 94 %, por
lo menos un 95 %, por lo menos un 96 %, por lo menos un 97 %, por lo menos un 98 % o por lo menos un 99 % con
respecto a la secuencia de la sonda empleada o respectivamente a las secuencias de nucleétidos que se
representan en las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ
ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21, SEQ ID No. 23, SEQ ID No. 25, SEQ ID
No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35. Otras instrucciones adicionales para la
hibridaciéon son obtenibles en el comercio en forma de los denominados estuches (p.ej. el DIG Easy Hyb de la
entidad Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n° de catalogo 1603558).

También se pueden emplear unos polinucledtidos de Bacillus subtilis (n° de acceso: NC 000964 (secuencia del
genoma total)) y de Streptomyces coelicolor (n° de acceso: NC 003888 (secuencia del genoma total)), que poseen
por ejemplo una identidad de por lo menos un 70 % o de por lo menos un 80 % o de por lo menos un 90 %, por lo
menos un 91 %, por lo menos un 92 %, por lo menos un 93 %, por lo menos un 94 %, por lo menos un 95 %, por lo
menos un 96 %, por lo menos un 97 %, por lo menos un 98 % o por lo menos un 99 % con respecto a las
secuencias de nucleétidos que se representan en las SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7,
SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21, SEQ
ID No. 23, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35y que
tienen las funciones descritas. Las secuencias de nucleétidos de los genes y de los ORFs, que se conocen a partir
de los proyectos de genomas, pertenecen al estado de la técnica y se pueden deducir de diversas publicaciones,
solicitudes de patentes asi como del banco de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de la
National Library of Medicine (Bethesda, MD, EE.UU.).

La expresion de los genes del metabolismo del glicerol se puede detectar en el gel con ayuda de una separacion de
proteinas en un gel uni- o bidimensional (de 1 y 2 dimensiones) y de una subsiguiente identificacion o6ptica de la
concentracion de proteinas con un correspondiente software (programa légico) de evaluacion. Un método habitual
para la preparacion de los geles para proteinas en el caso de bacterias corineformes y para la identificacion de las
proteinas lo constituye el modo de proceder descrito por Hermann y colaboradores (Electrophoresis [Electroforesis],
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22:1712-23 (2001). La concentracion de las proteinas se puede determinar asimismo mediante una hibridaciéon por
transferencia de borron Western con un anticuerpo especifico para la proteina que se ha de detectar (Sambrook y
colaboradores, Molecular cloning: a laboratory manual [Clonacion molecular. Un manual de laboratorio]. 2% edicion
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989) y una subsiguiente evaluacion o6ptica con un
correspondiente software para la determinacion de la concentracion (Lohaus y Meyer (1998) Biospektrum [Espectro
bioldgico] 5:32-39; Lottspeich, Angewandte Chemie [Quimica aplicada] 111: 2630-2647 (1999)). La actividad de las
proteinas que fijan al ADN se puede determinar mediante un ensayo de desplazamiento de banda de ADN ([en
inglés "DNA-Band-Shift-Assay"], también designado como retardacién en el gel) (Wilson y colaboradores (2001)
Journal of Bacteriology 183:2151-2155). El efecto de unas proteinas que fijan al ADN sobre la expresion de otros
genes se puede detectar mediante diversos métodos bien descritos del ensayo del gen reportero (Sambrook y
colaboradores, Molecular cloning: a laboratory manual. 2° edicion. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N. Y.,1989). Las actividades enzimaticas intracelulares se pueden determinar segun diversos métodos que
han sido descritos (Donahue y colaboradores (2000) Journal of Bacteriology 182(19): 5624-5627; Ray y
colaboradores (2000) Journal of Bacteriology 182(8): 2277-2284; Freedberg y colaboradores (1973) Journal of
Bacteriology 115 (3): 816-823).

Los genes heterdlogos son expresados por ejemplo con ayuda de unos plasmidos episémicos. Como plasmidos se
adecuan aquéllos que son replicados en bacterias corineformes. Numerosos vectores plasmidicos conocidos tales
como por ejemplo el pZ1 (Menkel y colaboradores, Applied and Environmental Microbiology [Microbiologia aplicada y
ambiental] (1989) 64: 549-554), pEKEx1 (Eikmans y colaboradores, Gene [Genes] 102: 93-98 (1991)) o pHS2-1
(Sonnen y colaboradores, Gene 107:69-74 (1991)) se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGA1.
Otros vectores plasmidicos tales como p.ej. los que se basan en el pCG4 (véase el documento de patente de los
EE.UU. US-A 4.489.160), o en el pNG2 (Serwold-Davis y colaboradores, FEMS Microbiology Letters 66, 119-124
(1990)), o pAG1 (documento US-A 5.158.891) se pueden utilizar de igual manera. Un articulo recopilativo sobre el
tema de los plasmidos naturales de bacterias corineformes que producen aminoacidos se encuentra en la obra
Handbook of [Manual de] Corynebacterium glutamicum (Tauch, capitulo 4, 57-80, coordinadores de edicion:
Eggeling y Bott, CRC Press, Taylor & Francis Group, Boca Raton (2005)).

Por lo demas, también se adecuan aquellos vectores plasmidicos con cuya ayuda se puede aplicar el procedimiento
de la amplificacion de genes mediante una integracion en el cromosoma, tal como se habia descrito, por ejemplo,
por Reinscheid y colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)) para la duplicacion o
respectivamente la amplificacion del operén hom-thrB o en el documento de patente internacional WO03/040373. En
el caso de este método, el gen se clona en un vector plasmidico, que se puede replicar en un anfitrion (tipicamente
en E. coli) pero no en C. glutamicum. Como vectores entran en consideracion, por ejemplo, el pSUP301 (Simon y
colaboradores, Bio/Technology [Bio/Tecnologia] 1, 784-791 (1983)), el pK18mob o el pK19mob (Schafer y
colaboradores, Gene 145, 69-73 (1994)), el pGEM-T (Promega Corporation, Madison, WI, USA), el pCR2.1-TOPO
(Shuman (1994). Journal of Biological Chemistry [Revista de quimica biologica] 269:32678-84; documento US-A
5.487.993), el pCR®Blunt (de la entidad Invitrogen, Groningen, Paises Bajos); Bernard y colaboradores, Journal of
Molecular Biology [Revista de biologia molecular], 234: 534-541 (1993)), el pEM1 (Schrumpf y colaboradores, 1991,
Journal of Bacteriology [Revista de bacteriologia] 173:4510-4516) o el pBGS8 (Spratt y colaboradores,1986, Gene
41: 337-342). El vector plasmidico, que contiene el gen heterélogo que debe de ser amplificado, eventualmente
inclusive las sefiales de expresion y/o regulacion, y las regiones de borde de un gen homdlogo no esencial, se
transfiere a continuacion mediante una conjugacion o transformacion a la deseada cepa de C. Glutamicum. El
método de la conjugacion se ha descrito por ejemplo en la cita de Schafer y colaboradores (Applied and
Environmental Microbiology 60, 756-759 (1994)). Unos métodos para la transformacion se han descrito por ejemplo
en las citas de Thierbach y colaboradores (Applied Microbiology and Biotechnology 29, 356-362 (1988)), Dunican y
Shivnan (Bio/Technology 7, 1067-1070 (1989)) y Tauch y colaboradores (FEMS Microbiology Letters 123, 343-347
(1994)). Después de una recombinacion homodloga mediante un suceso de cruzamiento (en inglés "cross-over"), la
cepa resultante contiene una copia del gen heterdlogo inclusive la del vector plasmidico en el deseado sitio del gen
del cromosoma de C. Glutamicum, que se habia determinado previamente en el plasmido a través de las secuencias
homadlogas de nucleétidos. Mediante un adecuado segundo suceso de cruzamiento, que da lugar a una excision en
el gen diana o respectivamente en la secuencia diana, se consigue la introduccion de solamente el gen heterdlogo.
En este caso, junto al respectivo sitio del gen natural no queda ninguna secuencia de nucleétidos capacitadora de
una replicacién episémica en microorganismos, ninguna secuencia de nucleétidos capacitadora de una transposicion
ni ninguna secuencia de nucleétidos mediadora de una resistencia contra antibiéticos.

Adicionalmente, para realizar la produccion de L-aminoacidos puede ser ventajoso, de manera adicional a la
expresion funcional de uno o varios de los genes heterdlogos del metabolismo del glicerol, que se escogen entre el
conjunto que se compone de glpA, glpB, glpC, glpD, glpE, glpF, glpG, glpK, glpQ, glpT, glpX, gldA, dhaK, dhal,
dhaM, dhaR, fsa y talC, de una o varias enzimas de las rutas metabdlicas, que aumentan o disminuyen la formacién
del aminoacido deseado, tales como p.ej. las de la ruta de biosintesis, de la glicolisis, de las reacciones
anaplerdticas, del ciclo del acido citrico, del ciclo del pentosa-fosfato, de la exportacion de aminoacidos, y
eventualmente de unas proteinas reguladoras o bien para reforzar, en particular sobreexpresar, o bien debilitar, en
particular para disminuir la expresion.
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El concepto de "reforzamiento" o respectivamente de "reforzar" describe dentro de este contexto el aumento de la
actividad intracelular de una o varias enzimas o respectivamente proteinas en un microorganismo, que es(son)
codificada(s) por el correspondiente ADN, mediante el recurso de que por ejemplo se aumenta el nimero de copias
del gen o respectivamente de los genes, se utiliza un promotor fuerte o un gen o respectivamente un alelo, que
codifica una correspondiente enzima o proteina con una alta actividad y eventualmente se combinan estas medidas
técnicas.

Mediante las medidas técnicas del reforzamiento, en particular de la sobreexpresién, se aumenta la actividad o
concentracion de la correspondiente proteina por lo general en por lo menos un 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %,
150 %, 200 %, 300 %, 400 % o 500 %, como maximo hasta en un 1.000 % o 2.000 %, referido a la actividad o
concentracion de la proteina de tipo silvestre o respectivamente a la actividad o concentraciéon de la proteina en el
microorganismo de partida.

Para la consecucion de una sobreexpresion se puede aumentar el nUmero de copias de los correspondientes genes,
o se puede mutar la regién de promotor y de regulacién o el sitio de fijacion a ribosomas, que se encuentra situado
secuencia arriba del gen estructural. De igual manera actuan unos casetes de expresion, que son incorporados
secuencia arriba del gen estructural. Por medio de unos promotores inducibles es adicionalmente posible aumentar
la expresion en el transcurso de la producciéon por fermentacion de aminoacidos. Por medio de unas medidas
técnicas para la prolongacion de la duracion de vida del ARNm (mensajero) se mejora asimismo la expresion. Por lo
demas, mediante la evitacién de la degradacion de la proteina enzimatica se refuerza asimismo la actividad
enzimatica. Los genes o las construcciones artificiales de genes pueden presentarse o bien en plasmidos con
diferentes nimeros de copias, o se pueden integrar en un cromosoma y amplificar. Alternativamente, se puede
conseguir ademas una sobreexpresion de los correspondientes genes mediante una modificacion de la composicién
de los medios y mediante la realizacion de la cultivacion.

Instrucciones acerca de esto las puede encontrar un experto en la especialidad, entre otros lugares, en las citas de
Martin y colaboradores (Bio/Technology 5, 137-146 (1987)), de Guerrero y colaboradores (Gene 138, 35-41 (1994)),
de Tsuchiya y Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430 (1988)), de Eikmanns y colaboradores (Gene 102, 93-98
(1991)), en el documento EP 0 472 869, en el documento US 4.601.893, en las citas de Schwarzer y Puhler
(Bio/Technology 9, 84-87 (1991), de Reinscheid y colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60,126-
132 (1994), de LaBarre y colaboradores (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), en el documento WO
96/15246, en la cita de Malumbres y colaboradores (Gene 134, 15-24 (1993)), en el documento de solicitud de
patente japonesa JP-A-10-229891, en las citas de Jensen y Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58,191-195
(1998)), de Makrides (Microbiological Reviews 60:512-538 (1996) y en los conocidos libros de texto de genética y
biologia molecular.

Para el reforzamiento, los genes son sobreexpresados por ejemplo con ayuda de plasmidos episémicos. Como
plasmidos se adecuan aquéllos que son replicados en bacterias corineformes. Numerosos vectores plasmidicos
conocidos, tales como p.egj. el pZ1 (Menkel y colaboradores, Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-
554), el pEKEx1 (Eikmanns y colaboradores, Gene 102: 93-98 (1991)) o el pHS2-1 (Sonnen y colaboradores, Gene
107: 69-74 (1991)) se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Otros vectores plasmidicos, tales
como los que se basan en el pCG4 (documento de patente de los EE.UU. US-A 4.489.160) o el pNG2 (Serwold-
Davis y colaboradores, FEMS Microbiology Letters 66,119-124 (1990)) o el pAG1 (documento US-A 5.158.891),
pueden ser utilizados de igual manera.

Por lo demas, también se adecuan aquellos vectores plasmidicos con cuya ayuda se puede usar el procedimiento
de la amplificacion de genes mediante una integracion en el cromosoma, tal como ha sido descrito por ejemplo por
Reinscheid y colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132) (1994)) para realizar la
duplicacion o respectivamente la amplificacion del operon de hom-thrB. En el caso de este método, el gen completo
es clonado en un vector plasmidico, que se puede replicar en un anfitrion (tipicamente en E. coli), pero no en C.
glutamicum. Como vectores entran en cuestion, por ejemplo, el pSUP301 (Simon y colaboradores, Bio/Technology
1, 784-791 (1983)), el pK18mob o el pK19mob (Schéfer y colaboradores, Gene 145, 69-73 (1994)), el pGEM-T
(Promega corporation, Madison, WI, EE.UU.), el pCR2.1-TOPO (Shuman (1994). Journal of Biological Chemistry
269:32678-84; documento US-A 5.487.993), el pCR®BIunt (de la entidad Invitrogen, Groningen, Holanda; Bernard y
colaboradores, Journal of Molecular Biology, 234: 534-541 (1993)), el pEM1 (Schrumpf y colaboradores, 1991,
Journal of Bacteriology 173:4510-4516) o el pBGS8 (Spratt y colaboradores,1986, Gene 41: 337-342). El vector
plasmidico, que contiene el gen que debe de ser amplificado, se transfiere a continuacion mediante transformacion a
la deseada cepa de C. glutamicum. El método de la conjugacion se ha descrito por ejemplo en la cita de Schafer y
colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60, 756-759 (1994)). Unos métodos para la transformacion
se han descrito, por ejemplo, en las citas de Thierbach y colaboradores (Applied Microbiology and Biotechnology 29,
356-362 (1988)), de Dunican y Shivnan (Bio/Technology 7, 1067-1070 (1989)) y de Tauch y colaboradores (FEMS
Microbiological Letters 123, 343-347 (1994)). Después de una recombinacién homologa mediante un suceso de
cruzamiento (“cross-over”), la cepa resultante contiene por lo menos dos copias del pertinente gen.

Un método habitual para introducir una o varias copias adicionales de un gen de C. glutamicum en el cromosoma de
la deseada bacteria corineforme, es el método descrito en los documentos W003/014330 y WO03/040373 de la
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duplicacion del gen. Para esto, en el documento WO03/040373, la secuencia de nucledtidos del deseado ORF, gen
o alelo, eventualmente inclusive sus sefiales de expresion y/o regulacion, se aisla y se clonan dos copias, de
manera preferida en disposicion en tandem, en un vector no replicador para C. glutamicum tal como por ejemplo, el
pK18mobsacB o pK19mobsacB (Jager y colaboradores, Journal of Bacteriology 174: 5462-65 (1992)). El vector se
transfiere a continuacion mediante una transformacién o conjugacion a la deseada bacteria corineforme. Después de
una recombinacion homadloga mediante un primer suceso de cruzamiento, que da lugar a una integracién, y un
adecuado segundo suceso de cruzamiento, que da lugar a una excision, en el gen diana o respectivamente en la
secuencia diana se consigue la introduccion de la copia adicional del gen. Después de esto, se aislan aquéllas
bacterias, en las que estan presentes dos copias del ORF, gen o alelo en el respectivo sitio natural en lugar de la
copia singular presente originalmente. En este caso, en el respectivo sitio natural del gen no permanece ninguna
secuencia de nucledtidos capacitadora de una replicacién episémica en microorganismos, ninguna secuencia de
nucledtidos capacitadora de una transposicion ni ninguna secuencia de nucleétidos que medie por una resistencia
frente a unos antibidticos.

El concepto de "debilitamiento" describe en este contexto la disminucién o desconexién de la actividad intracelular
de una o varias enzima(s) (proteina(s)) en un microorganismo, que es (son) codificada(s) por el correspondiente
ADN, mediante el recurso de que, por ejemplo, se utiliza un promotor débil o se utiliza un gen o respectivamente
alelo, que codifica una correspondiente enzima o respectivamente proteina con una baja actividad, o
respectivamente se desactiva al gen o a la enzima (proteina) correspondiente, y eventualmente se combinan estas
medidas técnicas.

Mediante las medidas técnicas del debilitamiento se reduce la actividad o concentracion de la correspondiente
proteina por lo general a 0 hasta 75 %, a 0 hasta 50 %, a 0 hasta 25 %, a 0 hasta 10 % o a 0 hasta 5 % de la
actividad o concentraciéon de la proteina de tipo silvestre, o respectivamente de la actividad o concentracion de la
proteina en el microorganismo de partida.

El aumento o la disminucién de la concentracion de proteinas es detectable mediante los métodos ya mencionados
anteriormente (Hermann y colaboradores, Electrophoresis, 22:1712-23 (2001); Lohaus y Meyer (Biospektrum 5:32-
39 (1998); Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647 (1999)); Wilson y colaboradores, Journal of Bacteriology
183:2151-2155 (2001)).

La utilizacion de genes enddgenos se prefiere por regla general. Por el concepto de "genes enddgenos” o de
"secuencias endogenas de nucledtidos” se entienden los genes o respectivamente las secuencias de nucledtidos,
que estan presentes en la poblacion de una especie.

Asi, por ejemplo, para la produccién de L-lisina, junto a la expresion de uno o varios de los genes heterdlogos del
metabolismo del glicerol (glycerol metabolism) que se escogen entre el conjunto que se compone de glpA, glpB,
glpC, glpD, glpE, glpF, glpG, glpK, glpQ, glpT, glpX, gldA, dhaK, dhaL, dhaM, dhaR, fsa y talC, se puede(n) reforzar,
en particular sobreexpresar, uno o varios de los genes, que se escogen entre el conjunto que se compone de los
genes o alelos de la produccion de lisina. Por el concepto de "genes o alelos de la produccion de lisina" se entienden
todos los marcos abiertos de lectura, genes o alelos, de manera preferida los marcos abiertos de lectura, genes o
alelos endogenos, cuyo/a reforzamiento/sobreexpresion puede dar lugar a un mejoramiento de la produccion de
lisina.

A estos pertenecen, entre otros los siguientes genes o alelos: accBC, accDA, cstA, cysD, cysE, cysH, cysK, cysN,
cysQ, dapA, da;_pB, dapC, dapD, dapE, dapF, ddh, dps, eno, gap, gap2, gdh, gnd, lysC, IysCFBR, lysE, msiK, opcA,
oxyR, ppc, ppc BR, pagk, pknA, pknB, pknD, pker, ppsA, ptsH, ptsl, ptsM, pyc, pyc P458S, sigC, sigD, sigE, sigH,
sigM, tal, thyA, tkt, tpi, zwa1, zwf y zwf A243T. Estos se han recopilado e ilustrado en la Tabla 1.

Tabla 1

Genes y alelos para la produccion de lisina

Nombre | Denominacioén de la enzima o proteina codificada Referencia N° de acceso
accBC | Acil-CoA carboxilasa Jager y colaboradores U35023
EC 6.3.4.14 (acyl-CoA carboxylase) Archives of
Microbiology
(1996)
166:76-82
EP1108790; AX123524
WO0100805 AX066441
accDA | Acetil-CoA carboxilasa EP1055725
EC6.4.1.2 EP1108790 AX121013
(acetyl-CoA carboxylase) WO00100805 AX066443
cstA Proteina A de privacion de carbono EP1108790 AX120811
(carbon starvation protein A) WO00100804 AX066109

14




ES 2529 107 T3

Nombre | Denominacioén de la enzima o proteina codificada Referencia N° de acceso
cysD Sulfato-adenilil transferasa subunidad I EP1108790 AX123177
EC27.74
(sulfate adenyltransferase small chain)
cysE Serina acetil transferasa EP1108790 AX122902
EC 2.3.1.30 WO0100843 AX063961
(serine acetyltransferase)
cysH 3'-Fosfoadenilsulfato reductasa EP1108790 AX123178
EC 1.8.99.4 WO0100842 AX066001
(3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate reductase)
cysK Cisteina sintasa EP1108790 AX122901
EC 4.2.99.8 WO0100843 AX063963
(cysteine synthase)
cysN Sulfato-adenilil transferasa subunidad | EP1108790 AX123176
EC27.74 AX127152
(sulfate adenylyltransferase)
cysQ Proteina transportadora CysQ EP1108790 AX127145
(transjporter cysQ) WO0100805 AX066423
dapA Dihidrodipicolinato sintasa Bonnassie y colaboradores X53993
EC 4.2.1.52 Nucleic Acids Research
(dihydrodipicolinate synthase) 18:6421 (1990)
Pisabarro y colaboradores, 721502
Journal of
Bacteriology 175:2743-2749
(1993)
EP1108790
WO0100805
EP0435132
EP1067192 AX123560
EP1067193 AX063773
dapB Dihidrodipicolinato reductasa EP1108790 AX127149
EC 1.3.1.26 WO0100843 AX063753
(dihydrodipicolinat reductase) EP1067192 AX137723
EP1067193 AX137602
Pisabarro y colaboradores, X67737
Journal of 721502
Bacteriology 175:2743-2749
(1993)
JP1998215883 E16749
JP1997322774 E14520
JP 1997070291 E12773
JP1995075578 E08900
dapC N-Succinil-aminocetopimelato transaminasa EP1108790 AX127146
EC 2.6.1.17 WO0100843 AX064219
(N-succinyl-diaminopimelate transaminase) EP1136559
dapD Tetrahidrodipicolinato succinilasa EP1108790 AX127146
EC. 2.3.1.117 WO0100843 AX063757
(tetrahydrodipicolinat succinylase) Wehrmann y colaboradores AJ004934
Journal of Bacteriology
180:3159-3165 (1998)
dapE N-Succinil-diaminopimelato desuccinilasa EP1108790 AX127146
EC 3.5.1.18 WO0100843 AX063749
(N-succinyl-diaminopimelate desuccinylase) Wehrmann y colaboradores X81379
Microbiology 140:3349-3356
(1994)
dapF Diaminopimelato epimerasa EP1108790 AX127149
EC51.1.7 WO0100843 AX063719
(diaminopimelate epimerase) EP1085094 AX137620

15




ES 2529 107 T3

Nombre | Denominacioén de la enzima o proteina codificada Referencia N° de acceso
ddh Diaminopimelato deshidrogenasa EP1108790 AX127152
EC 1.4.1.16 WO0100843 AX063759
(diaminopimelate dehydrogenase) Ishino y colaboradores, Y00151
Nucleic Acids Research
15:3917-3917 (1987)
JP1997322774
JP1993284970 E14511
Kim y colaboradores, EO05776
Journal of Microbiology and D87976
Biotechnology 5:250-256
(1995)
dps Proteina de protecciéon del ADN durante la privacion EP1108790 AX127153
(protection during starvation protein)
eno Enolasa EP1108790 AX127146
EC 4.2.1.11 WO0100844 AX064945
(enolase) EP1090998 AX136862
Hermann y colaboradores,
Electrophoresis 19:3217-3221
(1998)
gap Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa EP1108790 AX127148
EC 1.2.1.12 WO0100844 AX064941
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) Eikmanns y colaboradores, X59403
Journal of Bacteriology
174:6076-6086 (1992)
gap2 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa EP1108790 AX127146
EC 1.2.1.12 WO0100844 AX064939
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2)
gdh Glutamato deshidrogenasa EP1108790 AX127150
EC14.1.4 WO0100844 AX063811
(glutamate dehydrogenase) Boermann y colaboradores, X59404
Molecular Microbiology 6:317- X72855
326 (1992).
gnd 6-Fosfogluconato deshidrogenasa EP1108790 AX127147
EC 1.1.1.44 AX121689
(6-phosphogluconate dehydrogenase) WO00100844 AX065125
lysC Aspartato cinasa EP1108790 AX120365
EC27.24 WO0100844 AX063743
(aspartate kinase) Kalinowski y colaboradores, X57226
Molecular Microbiology
5:1197-204 (1991)
lysE Proteina exportadora de lisina EP1108790 AX123539
(lysine exporter protein) WO00100843 AX123539
Vrljic y colaboradores, X96471
Molecular Microbiology
22:815-826 (1996)
msiK Proteina importadora de aztcar multiple EP1108790 AX120892
(multiple sugar import protein)
opcA Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa subunidad WO00104325 AX076272
(subunit of glucose-6-phosphate dehydrogenase)
oxyR Regulador de la transcripcion EP1108790 AX122198
(transcriptional regulator) AX127149
ppc ™" | Fosfoenolpiruvato carboxilasa resistente frente a la EP0723011
retroalimentacion WO0100852
EC 4.1.1.31
(phosphoenolpyruvate carboxylase feedback
resistant)
ppc Fosfoenolpiruvato carboxilasa EP1108790 AX127148
EC 4.1.1.31 O'Reagan y colaboradores, AX123554
(phosphoenolpyruvate carboxylase) Gene 77(2):237-251 (1989) M25819
pgk Fosfoglicerato cinasa EP1108790 AX121838
EC27.23 WO0100844 AX127148
(phosphoglycerate kinase) Eikmanns, Journal of AX064943
Bacteriology 174:6076-6086 X59403

(1992)
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Nombre | Denominacioén de la enzima o proteina codificada Referencia N° de acceso

pknA Proteina cinasa A EP1108790 AX120131
(protein kinase A) AX120085

pknB Proteina cinasa B EP1108790 AX120130
(protein kinase B) AX120085

pknD Proteina cinasa D EP1108790 AX127150
(protein kinase D) AX122469

AX122468

pknG Proteina cinasa G EP1108790 AX127152
(protein kinase G) AX123109

ppsA Fosfoenol-piruvato sintasa EP1108790 AX127144
EC2.7.9.2 AX120700
(phosphoenolpyruvate synthase) AX122469

ptsH Proteina H del sistema de la fosfotransferasa EP1108790 AX122210
EC 2.7.1.69 AX127149
(phosphotransferase system component H) WO00100844 AX069154

ptsl Enzima | del sistema de la fosfotransferasa EP1108790 AX122206
EC 2.7.3.9 AX127149
(phosphotransferase system enzyme I)

ptsM Enzima Il especifica para la glucosa del sistema de Lee y colaboradores, FEMS L18874
la fosfotransferasa Microbiology Letters 119(1-
EC 2.7.1.69 2):137-145 (1994)
(glucose-phosphotransferase-system enzyme Il)

pyc Piruvato carboxilasa W09918228 A97276
EC6.4.1.1 Peters-Wendisch y Y09548
(pyruvate carboxylase) colaboradores, Microbiology

144:915-927 (1998)

pyc Piruvato carboxilasa EP1108790

P458S | EC 6.4.1.1
(pyruvate carboxylase)
intercambio de aminacidos P458S

sigC Factor sigma C alternativo de la funcion EP1108790 AX120368
extracitoplasmatica AX120085
EC.2.7.7.6
(extracytoplasmic function alternative sigma factor C)

sigD Factor sigma D de la polimerasa de ARN EP1108790 AX120753
EC2.7.7.6 AX127144
(RNA polymerase sigma factor)

sigE Factor sigma E alternativo de la funcién EP1108790 AX127146
extracitoplasmatica AX121325
EC2.7.7.6
(extracytoplasmic function alternative sigma factor E)

sigH Factor sigma H EP1108790 AX127145
EC2.7.7.6 AX120939
(sigma factor SigH)

sigM Factor sigma M EP1108790 AX123500
EC2.7.7.6 AX127153
(sigma factor SigM)

ta1 Transaldolasa WO00104325 AX076272
EC.2.21.2
(transaldolase)

thyA Timidilato sintasa EP1108790 AX121026
EC 2.1.1.45 AX127145
(thymidylate synthase)

tkt Transcetolasa Ikeda y colaboradores, AB023377
EC2.2.1.1 NCBI
(transketolase)

tpi Triosa-fosfato isomerasa Eikmanns, X59403
EC 5.3.1.1 Journal of Bacteriology
(triose-phosphate isomerase) 174:6076-6086 (1992)

zwa1 Factor de crecimiento celular 1 EP1111062 AX133781

(growth factor 1)
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Nombre | Denominacioén de la enzima o proteina codificada Referencia N° de acceso

zwf Glucosa-6-fosfato-1 deshidrogenasa EP1108790 AX121827
EC 1.1.1.49 WO0104325 AX076272
(glucose-6-phosphate-1-dehydrogenase)

zwf Glucosa-6-fosfato-1 deshidrogenasa EP1108790

A213T | EC 1.1.1.49

(glucose-6-phosphate-1-dehydrogenase)
intercambio de aminoacidos A213T

Ademas, para la produccion de L-lisina puede ser ventajoso que, adicionalmente a la expresion funcional de uno o
varios genes heterélogos del metabolismo del glicerol, que se escogen entre el conjunto que se compone de glpA,
glpB, glpC, glpD, gIpE, glpF, glpG, glpK, glpQ, glpT, glpX, gldA, dhaK, dhal, dhaM, dhaR, fsa y talC, sean
debilitados uno o varios de los genes, que se escogen entre el conjunto que se compone de los genes o alelos, que
no son esenciales para el crecimiento o la produccion de lisina, en particular que ellos sean desconectados o que su
expresion sea reducida.

A éstos pertenecen, entre otros los siguientes marcos abiertos de lectura, genes o alelos: aecD, ccpA1, ccpA2, citA,
citB, citE, fda, gluA, gluB, gluC, gluD, luxR, luxS, lysR1, lysR2, lysR3, menE, mqo, pck, pgi, poxB y zwa2, que son
recopilados e ilustrados en la Tabla 2.

Tabla 2:

Genes y alelos, que no son esenciales para la produccion de lisina

Nombre | Denominacioén de la enzima o proteina codificada Referencia N° de acceso
del gen
aecD Beta C-S liasa Rossol y colaboradores, M89931
EC 2.6.1.1 Journal of Bacteriology
(beta C-S lyase) 174(9):2968-77 (1992)
ccpA1 Proteina de control de catabolitos WO00100844 AX065267
(catabolite control protein A1) EP1108790 AX127147
WO 02/18419
ccpA2 Proteina A2 de control de catabolitos WO00100844 AX065267
(catabolite control protein A2) EP1108790 AX121594
citA Cinasa del sensor CitA EP1108790 AX120161
(sensor kinase CitA)
citB Regulador de la transcripcion CitB EP1108790 AX120163
(transcription regulator CitB)
citE Citrato liasa WO0100844 AX065421
EC.4.1.3.6 EP1108790 AX127146
(citrate lyase)
fda Fructosa-bisfosfato aldolasa von der Osten y X17313
EC4.1.2.13 colaboradores, Molecular
(fructose-1,6-bisphosphate aldolase) Microbiology 3(11):1625-37
(1989)
gluA Proteina de transporte de glutamato fijadora de ATP Kronemeyer y colaboradores, X81191
(glutamate transport ATP-binding protein) Journal of Bacteriology
177(5):1152-8 (1995)
gluB Proteina fijadora de glutamato Kronemeyer y colaboradores, X81191
(glutamate binding protein) Journal of Bacteriology
177(5):1152-8 (1995)
gluC Permeasa del transporte de glutamato Kronemeyer y colaboradores, X81191
(glutamate transport system permease) Journal of Bacteriology
177(5):1152-8 (1995)
gluD Permeasa del transporte de glutamato Kronemeyer y colaboradores, X81191
(glutamate transport system permease) Journal of Bacteriology
177(5):1152-8 (1995)
luxR Regulador de la transcripcion LuxR WO00100842 AX065953
(transcription regulator LuxR) EP1108790 AX123320
luxS Histidina cinasa LuxS EP1108790 AX123323
(histidine kinase LuxS) AX127153
lysR1 Regulador de la transcripcion LysR1 EP1108790 AX064673
(transcription regulator LysR1) AX127144
lysR2 activador de la transcripcion LysR2 EP1108790 AX123312

(transcription regulator LysR2)
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Nombre | Denominacioén de la enzima o proteina codificada Referencia N° de acceso

del gen

lysR3 regulador de la transcripcion LysR3 WO00100842 AX065957
(transcription regulator LysR3) EP1108790 AX127150

menE Acido O-succinil-benzoico-CoA ligasa WO00100843 AX064599
EC 6.2.1.26 EP1108790 AX064193
(O-succinylbenzoate-CoA ligase) AX127144

mqo Malato-quinona oxidorreductasa Molenaar y colaboradores, AJ224946
(malate-quinone-oxidoreductase) Eur. Journal of Biochemistry

1,254(2): 395-403 (1998)

pck Fosfoenolpiruvato carboxi-cinasa WO00100844 AJ269506
(phosphoenolpyruvate carboxykinase EP-A-1094111 AX065053

pgi Glucosa-6-fosfato-isomerasa EP1087015 AX136015
EC5.3.1.9 EP1108790 AX127146
(glucose-6-phosphate isomerase) WO 01/07626

poxB Piruvato oxidasa WO00100844 AX064959
EC 1.2.3.3 EP1096013 AX137665
(pyruvate oxidase)

zwa?2 Factor de crecimiento celular 2 EP1106693 AX113822
(growth factor 2) EP1108790 AX127146

También pueden ser reforzados unos polinucledtidos endégenos de Corynebacterium glutamicum (n° de acceso
NC 006958 o respectivamente NC 003450 (secuencia de gel genoma total)), que poseen una identidad de por lo
menos un 45 % o de por lo menos un 50 % o de por lo menos un 60 % o de por lo menos un 70 % o de por lo menos
un 80 % o de por lo menos un 90 %, de por lo menos un 91 %, de por lo menos un 92 %, de por lo menos un 93 %,
de por lo menos un 94 %, de por lo menos un 95 %, de por lo menos 96 %, de por lo menos un 97 %, de por lo
menos un 98 % o de por lo menos un 99 % con respecto a las secuencias de nucledtidos representadas en las SEQ
ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 15,
SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 21, SEQ ID No. 23, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29,
SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 33 6 SEQ ID No. 35, y que tienen las funciones descritas. Las secuencias de
nucledtidos conocidas a partir de los proyectos del genoma de los genes y de los ORFs pertenecen al estado de la
técnica y pueden ser deducidas de diversas publicaciones, solicitudes de patentes asi como del banco de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) de la National Library of Medicine (Bethesda, MD, EE.UU.),

Se encontré que las bacterias corineformes, también después de una sobreexpresion en comun de los
polinucledtidos enddgenos glpK (con una identidad de un 58 % con respecto a la SEQ ID No. 15), que codifica la
glicerol cinasa K dependiente de ATP, y glpD (con una identidad de un 47 % con respecto a la SEQ ID No. 7), que
codifica la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa del metabolismo del glicerol, producen ciertos L-aminoacidos, en
particular la L-lisina y el L-triptéfano, a partir del glicerol como Unica fuente de carbono.

Para conseguir una mejor claridad de comprension, las conocidas secuencias correspondientes a los genes tratados
de Corynebacterium glutamicum se han representado bajo las SEQ ID No. 37 y SEQ ID No. 39.

Las bacterias conformes al invento se pueden cultivar continuamente - tal como se ha descrito por ejemplo en el
documento PCT/EP2004/008882 - o discontinuamente en el procedimiento batch (cultivacion por tandas) o en el
procedimiento fed batch (procedimiento de afluencia) o en el procedimiento fed batch repeated (procedimiento de
afluencia repetida) con el fin de efectuar la produccion de L-aminoacidos. Una recopilacion de tipo general acerca de
métodos de cultivacion conocidos se describe en el libro de texto de Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einfliihrung in die
Bioverfahrenstechnik [Técnica de bioprocesos 1. Introduccion en la técnica de los bioprocesos] (editorial Gustav
Fischer, Stuttgart, 1991)) o en el libro de texto de Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen [Biorreactores y
disposiciones periféricas] (editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)).

El medio de cultivo que se ha de utilizar, debe de satisfacer de una manera apropiada las exigencias de las
respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo de diferentes microorganismos estan contenidas en el
manual “Manual of Methods for General Bacteriology” [Manual de métodos para la bacteriologia general] de la
American Society for Bacteriology (Washington D.C., EE.UU., 1981).

Como fuente de carbono se utiliza el glicerol. Este se puede utilizar individualmente o como una mezcla. Se pueden
afiadir unos azucares y unos hidratos de carbono tales como p.ej. glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa,
melazas, unos almidones y eventualmente unas celulosas, unos aceites y unas grasas, tales como p.ej. aceite de
soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, unos acidos grasos, tales como p.ej. acido palmitico,
acido estearico y acido linoleico, unos alcoholes, tales como p.ej. glicerol, metanol y etanol, y unos acidos organicos,
tales como p.ej. acido acético, debiendo ser la proporcion del glicerol por lo menos mayor o igual (=) que 10 %, o por
lo menos 2= 25 %, o por lo menos = 50 %, o por lo menos = 75 %, o por lo menos = 90 %, o por lo menos = 95 %, o
por lo menos = 99 %, de manera preferida de 100 % en peso.
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Como fuente de nitrégeno se pueden utilizar unos compuestos organicos que contienen nitrégeno, tales como
peptonas, un extracto de levadura, un extracto de carne, un extracto de malta, agua de maceracion de maiz, harina
de soja y urea, o unos compuestos inorganicos, tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio,
carbonato de amonio y nitrato de amonio. Las fuentes de nitrégeno se pueden utilizar individualmente o como una
mezcla.

Como fuente de fésforo se pueden utilizar acido fosférico, dihidrogeno-fosfato de potasio o hidrégeno-fosfato de
dipotasio o bien las correspondientes sales que contienen sodio. El medio de cultivo debe de contener por lo demas
unas sales de metales, tales como p.ej. sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarias para el
crecimiento. Finalmente, de manera adicional a las sustancias mas arriba mencionadas se pueden emplear unas
sustancias de crecimiento esenciales, tales como unos aminoacidos y unas vitaminas. Al medio de cultivo se le
pueden afadir ademas de ello unos adecuados compuestos precursores. Las mencionadas sustancias empleadas
de partida se pueden afnadir al cultivo en forma de una tanda Unica o se pueden alimentar de una manera apropiada
durante la cultivacion.

Para realizar el control del pH del cultivo se emplean de un modo apropiado unos compuestos de caracter basico,
tales como hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, amoniaco o respectivamente agua amoniacal, o unos
compuestos de caracter acido, tales como acido fosférico o acido sulfdrico. Para la represion del desarrollo de
espuma se pueden emplear unos agentes antiespumantes, tales como p.ej. unos ésteres poliglicélicos de acidos
grasos. Para la conservacion de la estabilidad de los plasmidos, se le pueden afadir al medio unas apropiadas
sustancias que actuan de un modo selectivo, tales como p.ej. unos antibiéticos. Con el fin de mantener unas
condiciones aerobias, se introducen en el cultivo oxigeno o unas mezclas gaseosas que contienen oxigeno, tales
como por ejemplo aire. La temperatura del cultivo esta situada normalmente en 20°C hasta 45°C y de manera
preferida en 25°C hasta 40°C. Se continua realizando la cultivacion hasta que se haya formado una cantidad maxima
del deseado producto. Este objetivo se alcanza normalmente en el transcurso de 10 horas hasta 160 horas. En el
caso de los procedimientos continuos son posibles unos mas largos periodos de tiempo de cultivacion.

Unos métodos para la determinacion de L-aminoacidos se conocen a partir del estado de la técnica. El analisis se
puede efectuar, por ejemplo, tal como se ha descrito en la cita de Spackman y colaboradores (Analytical Chemistry
[Quimica analitica], 30, (1958), 1.190) mediante una cromatografia con intercambio de aniones con una subsiguiente
derivatizacion con ninhidrina, o él se puede efectuar mediante una HPLC (cromatografia de fase liquida de alto
rendimiento) de fase inversa (en inglés "reversed phase HPLC), tal como se ha descrito en la cita de Lindroth y
colaboradores (Analytical Chemistry (1979) 51: 1167-1174).
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LISTA DE SECUENCIAS:

<110> Evonik Degussa GmbH
Forschungszentrum Jiilich GmbH

<120> Procedimiento para la produccién por fermentaciéon de L-aminoacidos mediando utilizacién de unas bacterias
corineformes, en las cuales son expresados heterélogamente los genes del metabolismo del glicerol

<130> 2005P10064 WEO01
<160> 40
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 1629

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (1629)

<223> region codificadora de glpA

<400> 1

atg aza act cgc gac tog <aa toa agt gac gtg att atc att ggc ggc 43
Met Lys Thr Arg &sp Ser Gln Ser Ser Asp Val Ile Ile Ile Gly Gly

1 5 0 15

gJc gca acyg gga goo ggg att goo cgo gac tgt goc ctg ©gc ggg cotg 96
Gly Ala The Gly Rla Gly Ile Alz Arg Rsp Cys Ala Leu Arg Gly Leu

=

20 25 30

cge gtbg att ttg gtt gag Ccgc Cac gac ate goa acc ggt goc ace ggyg 144
Arg Val Ile Leuw Val Glu Arg His Asp Ile Ala Thr Gly Ala Thr Gly
35 47 15

Ccgt aac cac ggo Ctg ctg cac ago ogt gog Sge tat gog gta acoc gat 192
Arg Asn His Gly Leuw Leu His Ser Gly Ala Arg Tyr Ala Val Thr aAsp
50 55 60

Cg gaa tog goc ogoc gad Tl att agt gaa fac cag atc Cctg aaa cgo 240
la Glu Ser Ala Arg Gluy Cys Ile Ser Glu Asn Gln Ile Leuw Lys Arg
5 70 75 g0

att gea ocgt cac tge ght gaa cca ace aac ggo ctg ttt ate acc oty 2848
Ile Ala Arg His Cys Val Glu Pro Thr Asn Gly Leu Phe Ile Thr Leu
85 a0 95

]

i
rio0
0y

gaa gat gac otc tof Too cag 9o act tit att cgo goo Bge gaa 336
Glu Asp Asp Leu Ser Phe Gln Ala Thr Fhe Ile Arg Bla Cys Glu
14d 105 110

gA® gCA OOl atc agoc gca gaa oot ata gac coog cag caa gog ogc att ig4

c
@lu Ala Gly Ile Ser Ala Glu Ala Ile Asp Pro Gln Sln Ala Arg Ils
115 120 1
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Yal Cys ARrg Lys Leu Gly Asn Thr Arg Pro Cys Thr Thr Ala Asp Leu
37Ta 375 380

gca cotg oot ggt Coa Ccaa gaa coc got gaa gtt aco ttg cat aaa gtco 1200
ARla Leu Pro Gly Ser Gln Glu Pro Ala Glu Val Thr Leu Arg Lys Val
385 380 395 400

atc Lec oLy oot goc oog oLg ogc ggt Lot gog gttt Tat ogt cat ggco 1248
Ile Ser Leu Pro Ala Pro Leu Arg Gly Ser Ala Val Tyr Arg His Gly
4ans 410 415

gat ogt acg oCt goc tgg otg age gas ggoc cgt otg cac oght agoe ctg L2%a
BAsp Arg Thr Pro Ala Trp Leu Ser Glu Gly Arg Leu His Arg Ser Leu
q20 435 : 430

gta tgt gag tgo gaa gog gta act gog ggt gaa gtg cag tac gog gta 1344
Yal Cys Glu Cys Clu Ala Val Thr Ala Gly Glu Val Gln Tyr Ala WVal
435 440 445

gaa aat thka aac gtt zat age ¢tg ctg gat tta ogc cot ogt ace ogt 13492
Glu Asn Lew Rsn Val Rsn Ser Lew Ley Asp Leyw Arg Arg Arg Thr Arg
450 455 440

gtg ggg atg ggc ace tgc cag ggc gaa ctc tgo goc tge ogo 9ot goc 1440
wal Gly Met Gly Thr Cys Gln Gly Glu Leu Cys Ala Cys Arg Ala Ala
1e5 470 475 480

gga ctg ctg caa cgt bttt aac gtc acg acg tec gog caa tot ate gag 1488
Gly Leu Leu Gln Arg Phe Rsn Val Thr Thr Ser Ala Gln Ser Ile Glu
485 450 445

caa ctt teo ace tto Cft 2ac gaa ogo Log aas ggc gtg caa coo ato 1536
Gln Leu Ser Thr Phe Leuw Asn Glu Arg Top Lys Gly Val Gln Pro Ile
500 LN 510

goo tog gga gat goa otg O9C gaa agc gaa ottt acs ogo Tog gtt tat 1584
Bla Trp Gly Asp Ala Leu Arg Glu Ser Glu Phe Thr Rrg Trp Val Tyr
515 520 525

cag gga ttg tgt got otg gag 2ag gag ©Ag 2aa gat gog CUT tga 1623
Gln Gly Leuw Cys Gly Leu Glu Lys Glu Gln Lys Asp Ala Leu
530 535 5410

<210> 2

<211> 542

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 2

Met Lys Thr Arg Asp Ser Gln Ser Ser Asp Val Ile Ile Ile Gly Gly
1 5 10 15

Gly Ala Thr Gly Rla Gly Ile Ala Arg Asp Cys Ala Leu Arg Gly Leu
20 25 30

Arg Val Ile Leu Val Glu Arg His Asp Ile Ala Thr Gly Ala Thr Gly
35 40 45

23



Ala
B85

Ile

ile

Asp

145

Ala

Leu

Leu

Ala

Arg

225

Asn

Leu

Asp

= Asn

Glu

Ala

Glu

Ala

Glu

130

Gly

Lys

Ile

Thr

Gly

210

Met

Val

Asp

Ile

His

Ser

Arg

Asp

Broe

Thr

Glu

Arg

Gly

195

Ile

Fhe

His

Bro

Tyr

275

Leu

Gly

Ala

His

Asp

100

Ile

Ala

Val

His

Glu

130

Glu

Trp

Pro

Val

Gly

280

Asn

Leu

Leu

Arg

Cys

85

Leau

Ser

Val

Gly

165

Gly

Thr

Gly

Ala

Ile

245

Esp

Glu

Arg

Leu

Glu

70

Val

Ser

Bla

Agn

Pro

150

Ala

Ala

Gln

Eln

Lys

230

Asn

Thr

Glu

His

Cys

Glu

FPhe

Glu

Pro

135

Phe

Val

Thr

Gly

Arg

Tlie

Asp

Gly

ES 2529 107 T3

Ser

Ile

Fro

51ln

Ala

120

Ala

Arg

Ile

val

Leu

200

Ile

Ser

Cys

Ser

Asp

280

Glu

Gly

Ser

The

Bla

165

Ile

Leu

Leu

Cys

185

His

Ala

Leu

Arg

Leu

285

Rsn

Lys

Ala

Glu

Asn

90

Thr

Asp

Ile

The

Thr

170

Gly

Ala

Glu

Leu

Lys

250

Ile

Arg

leu
24

Arg

Asn

75

Gly

Fhe

Pro

Gly

Bla

155

Ala

Val

Pro

Tyr

Ile

235

Pro

Gly

val

Ala

Tyr

&0

Gln

Leu

Ile

Gln

Ala

140

Ala

His

Arg

val

Ala

220

Met

Thr

Thr

Pro

Ala

Ile

Phe

Brg

Gln

125

Val

Asn

Glu

Val

Val

205

Asp

Asp

Asp

Thr

&la

285

Val

val

Leu

Ile

Ala

110

Ala

Lys

Met

Val

Arg

180

Val

Leu

His

Ala

Ser

2790

Glu

Met

Thr

Lys

Thr

95

Cys

Arg

Val

Leu

Thr

175

Asn

Asn

Arg

Arg

Asp

253

Len

Glu

Ala

Agp

Arg

g0

Leu

Ile

Pro

Bsp

160

Gly

His

Ala

Ile

Ile

240

Ile

Val

Lys



Thr
305

Asp

Asp

Gly T

Val

Ala

385

AsSp

val

Glu

Val

465

Gly

Gln

Ala

Gln

2390

Arg

Asp

His

Cys

370

Leu

Ser

AL

Cys

Asn

450

Gly

Leu

Leu

Trp

Gly
530

ES 2529 107 T3

2835 300

Ile Leu Arg Ala Tyr Ser Gly Val Arg Pro Leu Val
310 315

hsp Pro Ser Gly Arg Asn Val Ser Arg Gly Ile Val
325 330

Ala Glu Arg Asp Gly Leu Asp Gly Phe Ile Thr Ile
340 345 350

Leu Met Thr Tyr Arg Leu Met Ala Glu Trp Ala Thr
355 3860 365

Leu Cly Asn Thr Arg Pro Cys Thr Thr Ala
375 380

iy,

Arg Ly

Pro Gly Ser Gln Glu Pro Ala Glu Val Thr Leu Arg
380 . 395

Leu Pro Ala Pro Leu Arg Gly Ser Rla Val Tyr Arg
405 410

Thr Pro Ala Trp Leu Ser Glu Gly Arg Leu His Arg
420 425 430

Glu Cys Glu Ala Val Thr Ala Gly Glu Val Gin Tyr
435 440 445

Leu Asn Val Asn Ser Leu Leu Asp Leu Arg Arg Arg
458 480

Met Gly Thr Cys Gln Gly Glu Leu Cys Rla Cys Arg
470 475

Leu Gln Arg Phe Asn Val Thr Thr Ser Ala Gln Ser
485 490

Ser Thr Phe Leu Asn Glu Arg Trp Lys Gly Val Glin
500 505 510

Gly Asp Ala Leu Arg Glu Ser Glu Phe Thr Arg Trp
515 520 325

Leu Cys Gly Leu Glu Lys Glu Gln Lys Asp Ala Leu
535 540

25

Ala

Leu

335

The

Asp

Asp

Lys

His

415

Ser

Ala

The

Ala

Ile

495

Pro

val

Ser

320

Leu

Gly

Ala

Leu

Val

400

Gly

Leu

Val

Arg

Ala

480

Glu

Ile

T'yr



10

<210> 3

<211> 1260
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (1260)
<223> region codificadora de glpB

<400> 3

alg Ccgc Tttt

Met
1

tgt
Cys

cgt
Arg

ago
Ser

gaa
Glu
65

cca
Pro

gaa
Glu

gt
val

gtec
Val

age
Ser
145

Arg

ggc
Gly

got
Gly

cat
His
50

tct

Ser

caa
Gln

age
ser

acg
Thr

ccc
Pro
13d

age
Gly

cto
Leuw

gty
Val

ttc

Fhe

ctg
Leu

caa
Gln
35

otg

Leu

ttg
Leu

cge
Arg

ggt
Gly

ccg
Pro
115

gteo
Val

ctg
Leu

ggc
Gl'_\._r

oty
Leu

ctt

gat
Asp

caa
Gln
20

agc
Ser

coa
Pro

ogt
Arg

gty
Val

gcg
Ala
100

ctc

Leu

Lgg
Trp

atg
Met

ctt
Leu

cgo
Arg
180

gat

act
Thr
5

ctyg
Leu

gca
Bla

gat
Bsp

cag
Gln

cte
Leu
85

caa

Gln

ggc
Gly

ccg
Pro

gat
Bep

goo
Ala
165

aat
AsSn

aat

gtc
Val

caa
Gln

ctg
Leu

ggt
Gly

cag
Gln
70

gat
Asp

tty
Leu

act
Thr

ctg
Leu

Lttt
Phe
150

gtt
val

aac
Asn

gaa

att
Ile

aaa
Lys

cat
His

Zaa
=G1ln

55

gca
Ala

cte
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cco
Fro
135

cag

Gln

gaa
Glu

ES 2529 107 T3

atg
Met

cac
His

tte
Phe
a0

Cog
Pro

cca
Pro

gct
Bla

ggc
Gly

cge
Arg
124

c acc
a Thr

ggac
Gly

ggc
Gly

tca
Ser

otg
Val

gee
Ala

tgc
Cys

ago
Ser
105

tet
Ser

aag
Lys

cac
His

gca
Ala

gaa
Glu
185

tgg

ggc
Gly
10

ctyg
Leu

tee
Ser

aca
Thr

cat
His

cag
Gln
a0

gta
Val

acc
Thr

aaa
Lys

ctt
Leu

gaa
Glu
170

ttt
Phe

cog

26

k* L L
Gly

cge
Arg

gga
Gly

gac
Asp

cct
Fro
75

gcg
Ala

gaa
Glu

£gg
Trp

ata
Tle

gcg
&la
155

ata
Ile

ageo
Arg

ctg

cte
Leu

tgt
Cys

teg
Ser

att
Ile
&0

tac

Tyr

cag
Gln

ctt
Leu

cta
Leu

tgt
Cys
140

goa
nla

gag
Glu

gcg
Rla

tta

goo
Bla

gqoo
Ala

ctg
L
45

Cac

His

Tce
Ser

gca
Ala

got
Ala

agt
Ser
125

gta
Val

got
Ala

ctg
Leu

gtg
Vval

ctt

gga
Gly

att
Ile
30

gat
Asp

agt
Ser

ctt
Leu

tta
Leu

cac
His
110
tog
Ser

gtg

‘Val

tog
Ser

cCg
Pro

aat
Asn
1Lan

gat

Lta
Len
15

grc
Val

ttg
Leu

gga
Gly

cte
Leu

atoc
Ile
a5

cag
Gln

coa
Pro

Jga
Gly

ttg
Leu

gaa
Glu
175

atec
Ile

gcg

cte

Leu

act
Thr

ctg
Leu

gag
Glu
80

gct
Ala

cgg
Arg

gaa
Glu

att
Ile

cgt
Ardg
160

ctg
Leu

gcc
Ala

ctt

48

144

182

240

288

336

3gd

432

480

528

576

624



Arg

att
Ile

aggt
Gly
225

tgt
Cys

cgt
Arg

tog
Trp

gtg
Val

cgt
Arg
305

gcg
ala

caa
Gln

caa
Gln

Phe

cct
Fro
210

ctg
Leu

tea
Ser

ctg
Leu

atg
Met

aac
Asn
290

ttc
Fhe

gaa
Glu

acc

Thr

gte
Vval

caa
Gln

Leu
195

gtc
Val

goo
Ala

cto
Leu

caa
Gln

cog
Fro
275

gaa
Glu

gcg
ala

cgt
Arg

geo
Ala

tgg
Trp

355
gca

hla

gga
Gly

agt
Ser

caa
Gln

Asp

gco
Ala

gat
Asp

atg
Met

aac
Asn
2e0

agc
Gly

atec
Ile

gtt
Val

aac
Asn

acg
Thr
340

cag
Gln

ggg
Gly

(e
Phe

gect
ala

tga

Asn

aat
Asn

Jgac
Asp

[ah ol ot
Leu
245

cag
Gln

gat
Asp

tag
Trp

cto
Leu

ggc
Gly
32%

cgg
Arg

cag
Gln

cas
Gln

gat
hAsp

tta
Leu
405

Glu

acc
Thr

aaa
Lys
230

Tty
Leu

tta
Leu

gaa
Glu

acc
Thr

goc
Ala
310

att
Ile

ggt
Gly

ttc
Fhe

aco
Thr

cCcc
Fro
390

cat
His

Glu

tgc
Cys
215

ctyg
Leu

ceca
FPro

cag
Gln

gtg
Val

cgo
Arg
295

agc
Ser

cga
Arg

gaa
Glu

ggt
Gly

att
Ile
375

atc
Ile

goc
Ala

ES 2529 107 T3

Asn
200

gaa
Glu

tag
TCp

acg
Thr

fas (o!
Arg

aaa
Lys
280

aat
Asn

ggc
Gly

gag
Glu

tag
Trp

gta
val
380

gaa
=lu

gocc
Ala

gqot
Ala

Trp

atg
Met

cgt
Arg

ot
Leu

cag
Gln
265

aaa
Lys

cac
His

agt
Ser

cecyg
Pro

tat
Tyr
345

aco
Thr

aac
Asn

cadqg
Gln

caa
Gln

Pro

atc
Ile

tgg
Trp

latale
Ero
250

Lttt
Phe

gty
Val

gcc
Ala

ttc
Fhe

att
Ile
330

aag
Lys

act
Thr

ctg
Leu

gga
Gly

caq
Gln
410

27

Leu

ctg
Leu

ttg
Leu
235

oot
Fro

gtg
Val

ace
Thr

gat
Asp

ttt
Fhe
315

ote
Leu

oga
Gly

gat
Asp

Lttt
Phe

tgo
Cys
395

att
Ile

Leu

atg
Met
220

aat
Asn

too
Ser

cgo
Arg

tgt
Cys

att
Ile
300

agt
Ser

ggc
Gly

gat
Asp

gag
Glu

goo
Ala
380

ggc
Gly

goc
Ala

Leu
205

coo
Fro

gaa
Glu

gtg
Val

cag
Gln

aaa
Lys
285

cog
Pro

gge
Gly

ctt
Leu

Tttt
Phe

acg
Thr
365

atc

Ile

ggc
Gly

caa
Gln

Asp

gcc
Ala

aaa
Lys

ctg
Leu

ggt
Gly
270

aat
Asn

cta
Leu

gga
Gly

gat
ASp

Tttt
Fhe
350

cta

Leu

gg
Gly

ggt
Gly

cgo
Arg

Ala

tgc
Cys

cta
Leu

ggc
Ely
255

ggc
Gly

ggc
Gly

cgt
Arg

cty
Leu

gtg
Val
335

gcg
ala

cge
Arg

teog
Ser

gttt
Val

gca
Ala
415

Leu

tteo
Phe

cot
Pro
240

atec
Ile

gtg
Val

gta
Val

CcCa
Pro

gta
Val
320

cta
Leu

cog
Ero

ceg
Pro

gtg
Val

tgt
Cvys
400

gga
Gly

672

720

gle

fod

- 912

960

1008

10586

1104

1152

1200

1248

1260



<210> 4
<211> 419

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 4
Met Arg Fhe Asp

1

Cys

Arg

Ser

zlu

85

Fro

Glu

Val

Val

Ser

145

Glu

Rsp

Arg

Ila

Gly

Gly

Gly

His

50

Ser

Gln

Ser

Thr

Fro

130

Gly

Leau

Val

Fhe

Fro

210

Leu

Leu

Lleu

Ary

Gly

Fro

115

Val

Leu

Gly

Leu

Lew

195

val

Bla

zin

20

Ser

Pro

Arg

WVal

Ala

140

Leu

Trp

Met

Leu

Arg

180

RsEp

Ala

Asp

Thr

Leu

Bla

Asp

Gln

Leu

Gln

Gly

Fro

Asp

Ala

185

hsn

Asn

Asn

Bsp

Val

Gln

Leu

Cly

Gln

70

Rsp

Leu

The

Leu

Fhe

150

Val

agn

Glu

The

Lys

Ila

Lys

His

Gln

35

Ala

Leu

=ln

Leu

Fro

135

Glu

Ala

Glu

Cye

215

Lew

Met

His

Fhe

Pro

Pro

Amla

Gly

Arg

120

Bla

Ala

Thr

Thr

Asn

200

Glu

Tcp

ES 2529 107 T3

Gly

Gly

25

Ser

Val

Rla

Cys

Ser

105

Fer

Lys

His

Rla

Giu

185

Trp

Mat

Ry

Gly

1a

Leu

Ser

Thr

His

GIn

a0

YVal

Thr

Lys

Leu

Glu

170

Fhe

Fro

Ile

Trp

zly

Arg

Gly

Asp

Pro

73

Ala

Glu

Trp

Ile

Ala

135

Ile

Arg

Leu

28

Leu

Cys

Ser

Ile

&0

Tyr

Gln

Leu

Leu

Cys

140

Ala

Glu

Ala

Leu

Met

220

hzn

ala

Ala

Leu

His

Zar

Ala

Ala

Ser

125

Val

ala

Leau

wal

Leu

205

Pro

GEla

Gly

Ile

30

Asp

ser

Leu

Hig

110

Ser

Val

Ser

Fro

Asn

1a0

Asp

Ala

LyS

Leu

1z

Val

Leu

Gly

Leu

Ile

a9z

Gln

Fro

Gly

Leu

Glu

175

Ile

Ala

Cys

Leu

Leu

Thr

Leu

Lz

Glu
B0

Bla

Arg

Glu

Ile

Arg

160

Leu

Bla

Leu

Bhe

Pro



225

Cys

Ar

Tep

Val

Arg

305

Ala

Gln

Gln

Ser

Leu

385

Ala

Gly

<210>5

Ser

Leu

Met

Asn

280

Fhe

Glu

Thr

Pro

Gln

370

Gly

Val

Gln

<211> 1191
<212> ADN

<213> Escherichia coli

Lew

Gln

Pro

275

Glu

Ala

Arg

Ala

Trp

355

Ala

Gly

Ser

Gln

Met

Asn

260

Gly

Val

Asn

Thr

340

Gln

Gly

Fhe

Bla

Lau

2435

Asp

Trp

Leu

Gly

325

Arg

Gln

Gln

AsSp

Leu
4035

230

Leu

1 Leu

zlu

Thr

Ala

310

Ile

Gly

Fhe

Thr

Fro

390

His
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Fro

G1ln

Val

Arg

295

Ser

Arg

Glu

Gly

Ile

375

Ile

Ala

Thr

Arg

Lys

280

Asn

Glu

Trp

Val

360

Glu

ala

Ala

Leu P

Gln

265

Lys

His

Ser

Fro

Tyr

345

Thr

Asn

G1ln

Gln

29

Val

Ala

Fhe

Ile

330

Lyszs

Thr

Leu

Gly

Gln
410

Val

Asp

Ehe

315

Leu

Gly

Asp

Phe

Cvys
3195

Ile

sSer

Cys

Ile

300

ser

Gly

Asp

Glu

Ala
380

Gly

Ala

Val

Gln

Lys

285

Pro

Gly

Leu

Phe

Thr

365

Ile

Gly

Gln

Leu

Gly

270

Asn

Leu

Asp

Phe

350

Leu

Gly

Arg

Gly
255

Gly

Gly

Leu

Val

335

Ala

Arg

Ser

Val

Ala
415

240

Ile

Val

val

Pro

val

324

Leu

Fro

Pro

Val

Cys

400

Gly



<220>

<221>CDS

<222> (1) .. (1191)
<223> region codificadora de glpC

<400>
ateg
Mel
1

aco
Thr

caa
Gln

rat
Tyr

goo
ala
65

Fog
Ala

cat
His

a4ac
Asn

tta
Leu

= ts
Phe
145

gac

AsSp

Cag
Gln

gta
wal

Rl
Asn

teg
Ser
225

tcc

5
aat
Asn

[=Teled
ala

gco
Ala

Fac
Asp
50

tae
Cys

aad
Lys

acc
The

acc
Thre

agd
Lys
130

ogt
Arg

Cag
Gln

Ltz
Leu

cian
Gln

ggc
Gly
210

atc
Ile

tCa

gac 2cc 2go

Asp

tgc
Cys

ggg
Gly
35

gag
Glu

ooy
Pro

tat

Tyr

gac
Rsp

got
Ala
115

ate
Ile

cgo
Arg

gha
Val

ggt
Gly

ctg
Leu
185

[ =
Fhe

cge
Arg

acc

Thr

cog
Pro
20

Cog
Fro

gog
Ela

toe
Ser

gac
Bsp

ctg
Leu
100

ace
Thr

gat
REp

tag
Irp

got
Bla

daa
Lys
180

cte
Leu

aco
Thr

gaa
Glu

tgt

Ser

5

gtg
Val

gat
hAsp

cig
Leu

gat
Rsp

aco
Thr
85

Bt

Met

Loy
Ser

cat
His

tat
Tyr

Lo
Ehe
185

gat
Asp

Ago
3er

gat
Asp

get
mla

aca

ttoc
Fhe

agc
Ser

ggc
Gly

aaa
Lys

gtg
Val
T0

acy
Thr

gt
Gly

ctyg
Leu

age
Arg

cgc
Arg
130

ttt
Fhe

tta
Leu

aaa
Lys

aaa
Lys

gty
Val
230

Lttt

gaa
Glu

cag
Arg

gag
Glu

{3
Tyr
55

aaqg
Lys

cgo
Arg

ago
Ser

aaa
Lys

[t
Arg
135

age
Sar

cac
His

att
Ila

gaa
Glu

goa
Ala
215

gga
Gly

gee

aac
Asn

gtg
Val

ogt
Brg

tgo
Cys

att
Ile

cog
Bro

gtt
Val

cog
Pro
120

acg
Thr

gty
Val

ggc
Gly

aad
Lys

aaa
Lys
2040

cgo
Arg

gta
Val

ctg
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tgo
Cys

aat
Asn
25

ctg
Leu

ato
Ile

gac
Gly

Leg
Sar

too
Ser

att
Tle

[lale
Pro

gt
Arg

aac
ASN

gat
Asp

ctg
Leu
a0

acg
Thr

105 -

gty
Val

cta
Leu

gog
Ala

tgo
Cys

gtg
Val
183

tgo
Cys

aaa
Lys

afaa
Lys

cge

ooy
arg

cog
Fro

got
Ala

tho
Fhe
170

cto
Leu

tgc
Cys

cag
Gln

ggc
Gly

gac

aag
Lys

ggt
Gly

ttg
Leu

too
Cys

att
Ile
T5

cgt
Arg

cCg
Pro

cag
Gln

aaa
Lys

cag
Gln
155

gtt
val

aag
Asn

qgc
Gly

gca
Ala

attc
Ile
235

gaa

30

tgc
Cys

tatc
Ty

aga
Lys

aaa
Lys
&0

acc
Tle

dat
Asn

ttc
Fhe

ety
Leuw

tac
Tyr
140

cad
Gln

aac
Asn

goa
Ela

gta
Val

att
Ile
220

cog
Fra

tac

ace
Thr

cca
Pro

gat
Asp
45

ogt
Arg

cag
Gln

tLt
Phe

gca
ala

ctt
Leu
125

==l

Ser

goa
nla

tac
Tyr

atg
Met

oog
Fro
205

acg
Thr

gTg
Val

cog

gto
Val

ggg
Gly
a0

agc
Gly

gt
Cys

ogo
Arg

gtg
Val

coa
Fro
110

gat
hsp

tto
Fhe

caa
Gln

aac
Asn

gat
Gly
10

cta
Leu

aat
Agn

att
Ile

gaa

tgo
Cys
15

CCa
Pro

gca
Ala

gaa
zlu

gcg
Rla
ttg
a5

atc

Ile

gog
Ala

ggc
Gly

tat
Tyr

cat
His
175

acc
Thr

ato
Ile

ata
Val

gce
Ala

gty

aceo
The

P=¥=F=)
Lys

cbg
Leu

gL
Val

cgg
Arg
a0

agt
Ser

gto
Wal

gog
Ala

acg
Thr

aaa
Lys
1ad

ooy

Pro

ggt
Gly

goc
Ala

gag
Glu

ace
The
240

oty

48

96

144

192

240

288

326

389

432

480

528

278

624

672

T20

TeR
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Ser

aat
AsSn

tag

Ll

ctg
Leu

gge
Gly
305

gag
Glu

ggt
Gly

ctg
Leu

tge
Cys

gaa
Glu
385

Ser

gre
Val

CcTg
Leu

cecg
Fro
250

tag
Trp

tta
Leu

ttc
Fhe

tte
Fhe

gaa
Glu
370

cat
His

<210>6

<211> 396
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 6
Met Asn Asp Thr Ser Phe

1

gac
Asp

tgg
Trp
275

ctg
Leu

acg
Thr

aca
Thr

aaa
Lys

cge
Arg
355

acc
Thr

cog
Pro

Cys Thr Phe RAla
245

aac aaa ggc ttg
Asn Lys Gly Leu
260

Ccgc aagy Ctg gac
Rrg Lys Leu Asp

aZaa gtg gtt tat
Lys Val val Tyr
255

cte tac acc otg
Leu Tyr Thr Leu
310

gtg ctg gat tcc
val Leu Asp Ser
325

aaa gag aac tac
Lys (Glu Asn Tyr
340

cag ata gaa gaa
Gln Ile Glu Glu

tgt aaa tgg cag
Cys Lys Trp Gln
375

att acg cta ctg
Ile Thr Leu Leu
390

5

ES 2529 107 T3

Leu

cgo
Arg

gaa
Glu
280

cac

His

gag
Glu

cag
Gln

CCC
Pro

agc
Ser
360

ate
Ile

geo
Ala

Glu

Arg

gat
RBsp
265

ggc

Gly I

act
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys

aco
Thr
345

ggc
Gly

gag
Glu

cag
Gln

Asn

Thr Ala Cys Pro Val Ser Arg Val

20

Gln &la Gly Pro Asp Gly Glu Arg

s

Tyr Asp Glu Ala Leu Lys

50

Tyr
55

40

Cys

ASD
250

cat

His

aaa

ccg
Pro

ttg
Leu

tgc
Cys
330

tca
Sar

gca
Ala

atg
Met

gcg
Ala

Cys

Asn
25

Leu

Ile

Glu

atec
Ile

acg
The

tgo
Cye

ot
Arg
315

gat
Gly

caa
Gln

gat
Asp

tce
Ser

ctyg
Leu
385

Ile Lys Cys Thr Val

10

Tyr Pro

gaa Cctyg
Glu Leuw

tta ccg
Leu Pro

285

cat atg
His Met
300

aac atc
Ran Ile

att gog
Ile Ala

goco atc
Ala Ile

ctg gtg
Leu Val

363

aca agt
Thr Ser
380

get taa
Ala

Glu

gca
hAla
270

ctag
Leu

gaa
Glu

ceg
Pro

ggt
Gly

ggc
Gly
350

grtc
Val

ctt
Leu

Val
255

ace
Thr

aaa
Lys

aaa
Lys

agg
Gly

act
Thr
335

Ala

acc
Thr

cge
Arg

Leu

cgc
Arg

ooy
Pro

atg
Met

ctt
Leu
320

tac

Ty

cca
Pro

gac
Asp

tgco
Cys

Cys

15

Pro Gly Tyr Pro Gly Pro
30

Arg Leu Lys Asp Gly Ala

Asn

31

Cys Lys
60

45

Arg Cys Glu

g8lé

g64

912

G980

1008

1056

1104

1152

1191

Thr

Lys

Leu

Val



ala

65

Ela

His

Asn

Leu

Phe

145

Gln

val

Azn

Ser

225

Ser

Asn

Trp

e

Gly

Cys

Lys

Thr

Thr

Lys

130

Arg

Gln

Leu

Gly

210

Tle

Ser

Val

Leu

Pro

230

Trp

Pro

Tyr

Asp

Val

Gly

Leu

135

Phe

Arg G

Thr

Asp

Trp
275

Ser

Asp

Leu

100

Thr

Asp

Trp

Ala

Lys

180

Leu

Thr

Cys

Asn
260

Lyg

r Leu

Asp

Thre
85

Met

Ser

Val

70

The

Gly

Leu

ig Arg

Tyr

Fhe

165

Asp

Ser

Asp

ala

Thr

245

Lys

Lys

val

Tye

Arg

150

Fhe

Leu

Lys

Lys

Val

230

Phe

Gly

Leu

Val

Thr

Lys

Ardg

Ser

L¥s

Arcg

135

Ser

His

Glu

Gly

Leu

Lsp G

Tyr
295

Leu

ES 2529 107 T3

Ile

Prao

Val

ra

120

Thr

Val

Gly

Lys

Lys

200

Arg

Val

Leu

Arg

280

His

Glu

Gly

Ser

Ser

105

Val

Leu

Ela

Cys

Val

185

Cys

Lys

Lys

Arg

Asp

L

S0

Thr

Arg

Pro

Ala

Phe

170

Leu

Cvys

Gin

Gly

Asp
220

Bsp His

265

Gly

Thr

Leu

Lys

Pro

Leu
32

Ile

75

Arg

Pro

Zln

Lys

Gln

Val

Asn

GEly

Ala

Ile

235

Glu

Ile

Thr

Cys

Brg

Ile

Asn

Fhe

Leu

Ty

140

Gln

aAsn

aAla

Val

-

ile

220

Pro

Tyr

Glu

Leu

His

300

Asn

Gln

Fhe

Ala

Leu

125

Ser

Ala

Ty

Met

Pro

205

Thr

Val

Pro

Leu

Fro

285

Met

Ile

Arg

Val

s
b
(=R

Asp

Fhe

Gln

AT

Gly

130

Leu

Asn

Ile

Glu

Ala

270

Leu

Glu

Pro

Rla

Leu

85

Ile

Ala

Ely

Tyr

Eis

175

Ile

Val

Ala

Val

255

Thr

Lys

Lys

Gly

Arg

g0

Val

Ala

The

Lysa

180

Fro

Gly

Rla

Glu

Thr

240

Leu

Arg

Fro

Met

Leu
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305

Glu

Gly

Leu

Cys

Glu
385

Leu

Phe

Phe

Glu

270

His

<210>7
<211> 1506
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (1506)
<223> region codificadora de glpD

<400> 7

atg

gaa

Thr val Leu

325

Lys Lys Glu

340

Arg Gln Ile

355

Thr Cys Lys

Fro

acc aaa

Met Glu Thr Lys

1

ggt
Gly

gag
Glu

=

Ile

age
Ser
65

atc

Tle

cog
Pro

atc gog gca
Ile Ala Ala

20

geg cag gat
Ala Gln Asp

cac
His
50

gag
Glu

gce
Ala

gcyg
Ala

a5

g9t ggc
Gly Gly

gcg ctg
Ala Leu

tte cog
Phe Pro

tgg atg
Trp Met

100

=
o
i

Thr

210

Asp

Asn

Glu

Trp

Len
390

gat ctg att
Asp Leu Ile

5

gac gcc get
Asp Ala Ala

ctc got tge
Leu Ala Cys

ctg cgc tac
Leu Arg Tyr

55

geot gaa cgt
Bla Glu Ar

70

atg cgt tet
Met Arg Phe

g5

att cgc att
Ile Arg Ile

Ser

Tyr

Glu

Ll G
=] e
L8] e ]

Leu

gtg
val

gga
Gly

gcg
Ala
40

ctt

Leu

gaa
Glu

oge
Arg

ggt
Gly

ES 2529 107 T3

Gln

Ser
360

Ile

Ala

ata
Ile

cge
Arg
25

acc
Thr

gag
5lu

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu
105

Cys

Thr
345

Gly

Glun

Gln

ggg
Gly

ggt
Gly

tct
Ser

cac
His

ctg
Leu

cca
Pro
g0

ttt
FPhe

Cys
330

Ser

Ala

Met

Ala

ggc
Gly

tta
Leu

tcc
Ser

tat
Tyr

ctg
Leu
75

cat
His

atg
Met

33

315

Gly Ile Ala

Gln Ala Ile

Asp Leu Val
365

Ser Thr Ser
3840

Leu Ala
395

Gly Thr
335

Gly Ala
350

Val Thr

Leu Arg

ggc atc aat ggt got
Gly Ile Asn Gly Ala

15

tCC gtg ctg atg ctg
Ser Val Leu Met Leu

30

goce agt tca aaa cte
Ala Ser 3er Lys Leu

gaa ttc cge ctg gteo
Glu Phe Arg Leu Val

&0

aaa atg goc ccg cat
Lys Met Ala Pro His

80

cgt ccg cat ctg cgce
Arg Pro His Leu Arg

895

tac gat cat ctg ggt
Tyr Asp His Leu Gly

110

320

Tyr

Pro

Asp

Cys

48

14

144

182

240

288



aaa
Lys

cca
Ser

Lgg
Tep
145

cgt
Arg

Arg

aaa
Lys

tgg
Trp

ggco
Gly
225

acec

Thr

tte
Phe

gtc
Val

atc
Ile

age
Ser
305

gat
Asp

gat
AsSp

ggt

cge
Arg

gty
val
130

gta
Val

aaa
Lys

gaa
Glu

agd

atg
Val
210

att

Ile

cag
Gln

gtg
Val

gag
Glu

aat
Asn
290

cgt
Arg

gat
¥=Ye)

att
Ile

aag

aco
Thr

115

tta
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

tat
TyE
185

aaa

Lys

cgo
Arg

aag
Lys

atc
Ile

tac
Tyr
275

tac
Tyr

gac
Asp

gag
Glu

cat
His

ctg

agc
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

ggec
Gly

ttg
Leu

ceg
Pro

gcoe
ala

gaa
Glu
165

ggc ot
Gly Leu

180

ageo

ser

cag
Gln

ckg
Leu

caa
Gln

ceg
Pro
260

aaa

Lys

ctg
Leu

gat
Asp

tcc
ser

gat
Asp
340

acoc

tag
Trp

Ctc
Phe

ate
Ile

gco
Ala
245

tygg

ggc
Gly

CTg
Leu

atc
Ile

gac
ASp
325

gaa
Glu

acc

cCg
FPro

gaa
Glu

cgt
Arg
150

gtg
Val

Cgg
Trp

caa
Gln

tzc
Phe

aaa
Lys
230

Tac

Tyr

atg
Met

gat
Asp

aat
Asn

gte
Val
310

tea
Ser

aat
Asn

tac

gga
Gly

att
Ile
135

oty
Leu

ctt
Leun

att
Ile

gcg
Ala

gac
Asp
215

ggc
Gly

att
Ile

gac
Asp

cCcg
Pro

gtg
Val
295

tag
Trp

cog
Pro

ggc
Gly

cga

tea
Ser
120

aag
Lys

gta
Val

act
Thr

gty
WVal

cgc
Arg
200

gac
Asp

age
Ser

ctyg
Leu

gaqg
Glu

aaa
Lys
280

tat
Tyr

acCc
Thr

cag
Gln

zaa
Lys

daad

ES 2529 107 T3

act
Thr

cge
Arg

ctec
Leu

cgg
Arg

gaa
Glu
185

ggc
Gly

999
Gly

cat
His

caa
Gln

ttt
Phe
265

gcg
Ala

aac
Aszn

tac
Tyr

gct
Ila

gca
Bla
345

cktg

ggt
Gly

gga
Gly

goc
Ala

act
Thr
170

acg
Ala

ttg
Leu

atg
Met

att
Ile

aac
Asn
250

CCC

Ser

gtg
Val

acg
Thr

teo
Ser

att
Ile
330

cCg
Pro

gcg

titg
Leu

tte
Fhe

aac
Asn
155

cgo

Arg

Jaa
Glu

gtt
Val

cat
His

gtg
Val
235

gaa
Glu

atc
Ile

aag
Lys

cac
His

ggt
Gly
315

acc

Thr

ctg
Leu

gaa

34

cgt
Arg

gaa
Glu
140

gce
Bla

gece
BEla

gat
Asp

aac
Asn

ctg
Leu
220

gtg
Val

gat
Asp

atc
Ile

att
Ile

|
Phe
300

gtg
val

cgt
Arg

cby
Leu

cat

[
Fhe
125

tat
Tyr

cag
Gln

acc
Thr

atc
Ile

gece
Ala
205

cot

Pro

cog
Pro

aaa
Lys

gac
Gly

gaa
Glu
285

aaa
Lys

cgt
Arg

gat
Asp

Too
Ser

gcg

ggc
Gly

tet
Ser

atg
Met

tct
Ser

gat
Asp
190

acc
Thr

tog
Ser

cgc
Arg

cgt
Acg

act
Thr
270

gag
Glu

aag
Lys

cog
Fro

tac
Tyr

gta
Val
350

ctyg

gca
Ala

gac
Asp

gtg
Val

gct
Bla
175

acc
Thr

ggc
Gly

cct
Pro

gty
val

att
Ile
255

aco

Thr

agt
Ser

cag
Gln

ctyg
Leu

aceo
Thr
335

ttc
FPhe

gaa

aat
Asn

tgt
Cys

gtg
Val
1e0

cgo

Arg

ggc
Gly

ceg
Pro

Tyr

cat
His
240
gatg
Val

gat
Asp

gaa
Glu

tta
Leu

tgt
Cys
320

ctt
Leu

ggc
Gly

aaa

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104



cta
Leu

gtg
Val
385

cgc
Arg

tac
Tyc

gga
Gly

gcg
Ala

gac
Asp
465

caa
Gln

tta
Leu

Lys

acy
Thr
370

cta
Leu

ctyg
Leu

gct
Ala

acg
Thr

gag
=lu
450

gcc
Ala

caa
Gln

tCg
Ser

<210> 8
<211> 501

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 8

Met Glu

1

Gly Ile

Glu Ala

Ile-His
50

Leu
355

cCcg
Pro

ccg
Pro

cac
Arg

cgc
Arg

gta
Val
435

cty

Leu

ctyg
Leu

tct
Ser

oty
Leu

35

Thr

cat
Tyr

ggt
Gly

cge
Arg

act
Thr
420

agc
Ser

daad
Lys

tgg
Trp

cgt
Arg

gcg
Ala
500

Thr

tat
Tyr

ggc
Gly

cgeo
Ar
405

tac
Tyr

gat
Asp

tac
Tyr

cgt
Arg

gty
val
485

teg
Ser

20

pa

Tyr

cag
Gln

gce
Ala
390

tat

Tyr

ggc
Gly

ctc
Leu

oty
Leu

cgc
Arg
a70

agt
Ser

taa

Ar

ggt
Gly
375

att
Ile

cog
Pro

age
Ser

g9g
Gly

gty
Val
455

aca

Thr

cag
Gln

Thr Lys Asp Leu

ABla Ala Asp Ala

Gln Asp Leu Ala

Gly Gly Leu Arg

Lys
360

att
Ile

gaa
Glu

tte
Fhe

aac
Asn

gada
Glu
440

gat
Asp

2aa
Lys

Tgg
Trp

ES 2529 107 T3

Leu Ala Glu

gge ccg goca
Gly Pro Ala

gge gac cge
Gly Asp Arg
395

ckbg act gaa
Leu Thr Glu
410

agc gag ctg
Ser Glu Leu
425

gat ttc ggt
Asp Fhe Gly

cac gaa tgg
His Glu Trcp

caa ggc atg
Gln Gly Met
475

ctg gtg gag
Leu Val Glu
490

His

g9
Trp
280

gac

Asp

tcg
Ser

ctg
Leu

cat
His

gtc ©

Val
fa0

tag
Trp

tat
Tyr

Ala
365

acg
Thr

gat
Asp

cty
Leu

ctec
Leu

acy
Thr

Ile Val Ile Gly Gly
10

Ala Gly Arg Gly Leu

Cys Ala Thr Ser

Tyr
E5

25

40

Ser

Leu Glu His Tyr

35

Leu

aaa
Lys

tat
Tyr

ggc
Gly
430

cgce
Arg

aat
Asn

cag
Gln

Gly

Ser

Ala

Glu
6l

Glu

gag
Glu

qoc
Ala

g ogt
a Arg

415

aat
Asn

: tac

Tyr

goo
Ala

gcg
Ala

cag
Gln
495

Ile

Val

Ser

45

Fhe

Lys

agt
Ser

got
Ala
400
cat
His

gcg
Ala

gaa
Glu

gac
Rsp

gat
Asp
480

agy
Arg

Asn

Leu

30

Ser

Arg

1152

1200

1248

1296

1244

1382

1440

1488

1508

Gly ala

A

Met Leu

Lys Leu

Leu val



Ser

65

Ile

Fro

Lys

Ser

Trp

145

Arg

Arg

Lys

Trp

Gly

223

Thr

FPhe

Val

Ile

Glu

Ala

nla

Arg

Val

130

Val

Lys

Glu

Lys

Val

210

Ile

Gln

Val

Glu

Asn

280

Arg

Rla
Phe
Trp
Thr

115

Leu

Gly
Asn
Tyr
195
Lys
Arg
Lys
Ile
Tyr
275

Tyr

Asp

Leu

Fro

Met

100

Ser

Lys

Gly

Gly

180

Gln

Leu

Gln

Fro

260

Lys

Leu

Bsp

Bla

Met

85

Ile

Leu

Pro

Ala

Glu

165

Leu

Trp

FPhe

Ile

Ala

245

Trp

Gly

Leu

Ile

Glu

70

Arg

Arg

Pro

Glu

Arg

150

Val

Trp

Gln

Fhe

Lys
230

Asp

Asn

val

Arg

Phe

Ile

Gly

Ile

135

Leu

Leu

ala

AsSD

215

Gly

Tle

Bsp

Pro

Val

295

Trp

ES 2529 107 T3

Glu

Arg

Ser

120

Lys

val

Thr

val

Arg

200

Rsp

Ser

Leu

Glu

Lys

280

Tyr

Thr

val

Leu F

Leu

103

Thr

Arg

Lau

Arqg

Glu

185

Gly

Gly

His

Gln

Phe

265

Ala

Asn

Leu

Gly

Gly

Ala

Thr

170

Ala

Leu

Met

Ile

Asn

250

Ser

Val

Thr

Ser
36

Leu

75

His

Met

Leu

Phe

ASn

155

Arg

Glu

Val

His

val

235

Glu

Ile

Lys

His

Gly

Lys

Arg

Tyr

Arg

Glu

140

Ala

Zla

Asp

Azn

Leu

220

Val

Asp

Ile

Ile

Fhe

300

Val

Met

Fro

Asp

Phe

125

Tyr

Gln

Thr

Tle

Bla

205

Pro

Pro

Lys

Gly

Glu

285

Lys

Rrg

Bla

His

His

110

Gly

Ser

Met

Ser

Asp

190

The

Ser

Arg

Arg

Thr

270

Glu

Lys

FPrc

Pro

Leu

25

Leu

Rls

Asp

Val

Ala

175

Thr

Gly

Pro

Val

ITle

255

Thr

Ser

Gln

His

80

Gly

Asn

Cys

val

180

Arg

Gly

Pro

Tyr

His

240

Val

Asp

Glu

Leu

Cys
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305 310 315 320

Bsp Asp Glu Ser Asp Ser Pro Gln Ala Ile Thr Arg Asp Tyr Thr Leu
325 330 335

Asp Ile His Asp Glu Asn Gly Lys Ala Pro Leu Leu Ser Val Phe Gly
340 345 350

Ely Lys Leu Thr Thr Tyr Arg Lys Leu Ala Glu His Ala Leu Glu Lys
155 380 365

Leu Thr Fro Tyr Tyr Gln Gly Ile Gly FPro Alz Trp Thr Lys Glu Ser
370 375 380

Val Leu Pro Gly Gly Ala Ile Glu Gly Asp Arg Asp Asp Tyr Ala Ala
385 240 385 400

Arg Leu Arg Arg Arg Tyr Pro Phe Leu Thr Glu Ser Leu Ala Arg His
405 4i0 415

Tyr Ala Arg Thr Tyr Gly Ser Rsn Ser Glu Leu Leu Leu Gly Asn Ala
420 425 430

Gly Thr Val Ser Asp Leu Gly Glu Asp Phe Gly His Glu Phe Tyr Glu
435 4410 445

Ala Glu Leu Lys Tyr Leu Val Asp His Glu Trp Val Arg Rrg Ala Asp
450 455 460

Asp Ala Leu Trp Arg Arg Thr Lys Gln Gly Met Trp Lew Asn Ala Asp
465 470 475 480

Gln Gln Ser Arg Val Ser Gln Trp Leu Wal Glu Tyr Thr Gln Gln Arg
485 490 495

Leu Ser Leu Ala Ser
500

<210>9

<211> 327

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(327)

<223> region codificadora de glpE

37



<400> 9
atg gat cag

Met
1

cag
Gln

gca
Ala

ggc
Gly

tgt
Cvys
65

cag

Gln

caa
Gln

Asp

Jaa
Glu

atg
Met

got
Ala
50

tat

Tyr

ggc
Gly

cgt
ATy

<210> 10
<211> 108
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 10

Met Asp Gln

1

Eln

Ala

Gly

Cys

65

Gln

Gln

Glu

Met

Ala

50

Tyr

Gly

Arg

Gln

Az
Lys

gga
Gly
35

LTt

Phe

cac
His

tac
Tyr

cag
Gln

Lys

Gly

Phe

His

Tyr

ttc
Fhe

gag

Glu

cat
His

atg
Met

ggc
Gly

gat
Asp

Lttt
Phe
100

gaa tgt
Glu Cys

gcg gtg
Ala val

gog gtg
Bla val

cgt gat
ARrg Asp

aat age
Bsn Ser
70

gty gte
vzl val
B3

Coe gea
Pro Ala

att aac
Ile Asn

ES 2529 107 T3

gtt
Val

ctg gtc gat

Leu Val

cag get

Asp

tte

Gln Ala Phe

40

aac gac ttt

Asn Asp
55

age aaa
Ser Lys

Phe

ggc
Gly

tat agc att
Tyr 3er Ile

gag gty dgcg

Glu val

Phe Glu Cys Ile

Glu Ala Vval Leu

20

His Ala Val Gln

Met Arg Asp AsSn

Gly Asn Ser Ser

70

85

Asp Val val Tyr

Gln Phe Pro Ala Glu

100

Ala
105

Asn

Val

Bla

40

Asp

LysS

Jer

Val

gee
Ala
10

att
Ile

cat
His

gac
Rsp

gcg
Ala

gac
Asp
a0

tac
Tyr

Val

Asp

25

Phe

Phe

Gly

Ile

Ala
105

gac
Bsp

cgc
Arg

tta
Leu

act
Thr

gcg
Ala
15

ggc
Gly

ggo
Gly

Ala

10

ile

His

Asp

Ala

Asp

Tyr

38

gcqg
Ala

gat
Asp

acc
Thr

cocg
Pro
&0

cag
Gln

ggc
Gly

gcg
Ala

ASp

Arg

Leu

Thr

Bla

75

Gly

Gly

cac
His

cca
Pro

aac
Asn
45

atg
Val

Tat
Tyr

tce
Phe

taa

Bla

Asp

Thr

Pro

60

Gln

Gly

Ala

cag
Gln

cag
Gln

gac
asp

atg
Met

ctyg
Leu

gaa
Glu

aag
Lys
15

agt
Ser

acg
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

gco
Ala
95

ttg
Leu

tte
Phe

ctg
Leu

atg
Met

caa
Gln
BO

tgg
Trp

His Gln Lys

15

Pro Gln Ser

30

Asn Asp Thr

45

val Met val

Tyr Leu Leu

Fhe Glu Ala

95

Leu

Ehe

Leu

Met

Gin

80

Trp

48

98

144

192

240

288

327



10

<210> 11
<211> 846
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (846)
<223> region codificadora de glpF

<400>

11

atg agt caa
Met Ser Gln

1

ggt
Gly

aaa
LyS

gga
Gly

gcg
Bla

ECC

Fhe

gct

Ala E

tte
Fhe

gtt
Val

ttt
Fhe
145

ggg
Sly

cot
Fro

acco
Thr

gtc
vVal

ctg
Leu
50

cat
His

gac
Asp

gat
Asp
130

gt
Val

ctg
Leu

ttg
Leu

gIg
Gly

gct
Ala
35

g9g
Gly

Cctt
Leu

aag
Lys

tat
Cys

tte
Fhe
L1=

ctg
Leu

cag
Gln

atec

Ile

got
Ala

aca
Thr

ttg
Leu
20

ggt
Gly

gty
val

aat
Asn

cge
Arg

gok
Bla
1040

gag
Glu

got
Alz

get
Ala

ctyg
Leu

ofele
Pro
180

tca
Ser

ttg
Leu

gcg
Ala

gca
Ala

ccc
ero

aaa
Lys
g5

gcg
Ala

caqg
Gln

ggc
Gly

tto
Fhe

gcg
Ala
165

ttyg
Leu

ace
Thr

att
Ile

tct
Ser

atg
Met

gt
Rla
70

gtt
val

got
&la

act
Thr

act
Thr

goa
Ala
150

tta

Leu

ctg
Leu

ttg
Leu

tto
Phe

ttt
Phe

gcc
Bla
55

gtt
val

att
Ile

tta
Leu

cat
His

tto
Phe
135

gtt
val

ac

[ Inte]

att
Ile

ES 2529 107 T3

aaa
Lys

ttc
Fhe

ggt
Gly
40

atc
Ile

ace
Thr

cct
Bro

gtt
Val

cac
His
120

tct

Ser

gag
Glu

gac
Agp

ggt
Gly

ggc
Gly

ggt
Gly
258

cag
Gln

tac
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tac
Tyr
105

att
Ile

act
Thr

atg
Met

gat
Asp

cta
Leu
185

cag
Gln

gLy
val

tgg
Trp

cty
Leu

gca
Ala

atec
Ile
20

999
Gly

gtt
val

tac
Tyr

atyg
val

qggac
Gly
170

ctg &

Leu

39

tgo
Cys

ggt
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

ttg
Leu
75

gttt
Val

cti
Leu

cgo
Arg

oot
FPro

att
Ile
155

aac
Asn

att
Ile

tgco
Cys

ate
Ile

gca
Ala
60

tgg
Trp

tca
Ser

tac
Tyr

ggc
Gly

aat
Asn
140

ace

Thr

agt
Gly

T gcg

BAla

got
Ala

gtt
Val

agt
sSer
45

ggg
Gly

ctg
Leu

caa
Gln

tac
Tyr

age
Ser
125

[aladn

Pro

got
Bla

gta
val

gto
val

gaa
Glu

gca
rla
30

gtc
Val

gtt
val

ttt
FPhe

gtt
Val

aat
Asn
110

gttt
val

cat
His

att
Ile

CcCa
Fro

att
Ile
190

tte
Fhe
15

gea
Ala

att
Ile

tce
Ser

gcco
Ala

gceo
Ala
95

tta
Leu

Jaa
Glu

atec
Ile

ctg
Leu

ogo
Arg
175

ggc
Gly

cte
Leu

cta
Leu

£gg
Trp

ggc
Gly

tgt
Cvs
a0

ggc
Gly

ttt
Fhe

agt
sSer

aat
Asn

atg
Met
160

JIc
Gly

goa
Ala

4B

96

144

192

240

288

384

432

480

576



tot atg
Ser Met

ggt ccg
Ely Pro
210

aCC ggc
Thr Gly
225

atc gtt
Ile val

cgc cat
Arg His

act cct
Thr Pro

<210> 12
<211> 281
<212> PRT

ggc
Gly
195

aaa
Lys

ggc
Gly

ggc
Gly

ttg
Len

Lca
Ser
275

aoa
Pro

gtc
Val

aga
Arg

coct
Fro
260

gaa
Glu

<213> Escherichia coli

<400> 12

Met Ser Gln Thr

1

Gly Thr Gly

Lys Val Ala

35

Gly Leu Gly

50

Ala His Leu

g5

Phe Asp Lys

Ala Phe Cys

Phe Asp

Phe

Leu
20

Gly Ala

Val Ala

Asn

Arg

Pro

Lys

ttg
Leu

ttt
Phe

gac
Asp

att
Ile
245

tgc
Cys

caa
Gln

Thr

Tle

Ser

Met

Ala

aca
Thr

gce
hla

att
Ile
230

gta
Val

gat
Asp

aaa
Lvys

70

B85

Ala Ala

100

Glu Gln

Val

Ala

Thi

Leu

Fhe

Phe

Ala

55

Val

Ile

Leu

His

ggt
Gly

tgg
e
215
cct
Pro

ggt
Gly

atc
Ile

gct
Ala

Lys

Gly

I[le

Thr

FPro

Val

His

ES 2529 107 T3

ttt
Fhe
200

ctg

Lew

tac
Tyr

gca
Ala

tgt
Cys

tcg
Ser
2480

25

gce
Ala

gcg
Ala

Etc
Phe

Lttt
Fhe

gtt
Val
265

ctg
Leuw

Gly Gln

10

Gly Val

Gln Tr

Tyr Leu

Ile Ala

Phe Ile

90

Tyr Gly

105

Ile Val

atg
Met

ggc
Gly

ctg
Leu

goo
Ala
230

taa

Cys

Gly

Glu

The

Leu

73

Val

Len

Arg

40

aac
Asn

tgg
Trp

atg
Val
235

tac
Tyr

J gaa

Glu

Ile

Cys

Tle

Ala

a0

Trp

Ser

Tyr

Gly

CCa
Pro

ggc
Gly
220

ceqg
Pro

cgo
Arg

gaa
Glu

Ala

Val

Ser

Gly

Leu

Gln

Ty

Ser

gcy
Ala
205

a2at

Rsn

otk
Leu

aaa
Lys

daLy
Tl'}"S

Glu

Bla

30

Val

Val

Phe

Val

Asn

110

Val

ogt
Arg

gtc
Val

tte
Fhe

ctg
Leu

gaa
Glu
270

Fhe

15

hla

Ile

Ser

Ala

Ala

95

Len

Glu

gac
Asp

goc
ala

ggc
Gly

att
Ile
258

acc
Thr

Leu

Leu

Trp

Gly

Cys

g0

Phe

Ser

ttC
Phe

Lttt
Phe

cct
Pro
240

ggt
Gly

aca
Thr

624

672

£
B
Lo}

768

gla

gdo



10

val

Phe

145

Gly

Pro

Ser

Gly

Thr

225

Ile

Arg

Thc

Asp

130

Val

Leu

Leu

Met

Fro

210

Gly

Val

His

Pro

<210> 13
<211> 831
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (831)
<223> region codificadora de glpG

<400> 13
atg ttg

Met Leu

1

gtt gat
Val Asp

Met

tac
Tyr

115

Leu

Eln

Tle

Ala

Gly

195

Lys

Gly

Gly

Leu

Ser
275

atg att

Ala

Ala

Leu

Pro

180

Pro

Val

Arg

Ala

Fro

2860

Gl

5

atg gcg
Met Ala

20

acc
Ile Thr

Gly

Phe

Leu

Leu

Fhe

Asp

Tle

245

Cys

Gln

Thr

Ala

150

Leu

Leu

Thr

Ala

Ile

230

Val

Asp

Lys

ES 2529 107 T3

Fhe
135

Val

Iile

Gly

Trp

Fro

Gly

Ile

Ala

120

Ser

Glu

Asp

Gly

Phe

200

Leu

Tyr

Ala

Cys

Ser
280

tet ttt get zac

25

Thr Tyr

Met Val

Asp Gly
170

Leu Leu
185

Ala Met

Ala Gly

Phe Leu

Phe Ala

250

Val val
265

Leu

10

41

Pro

Ile

155

Aszn

Asn

Trp

Val

235

TyrE

Glu

Asn

140

Thr

Gly

Bla

Pro

Gly

220

Fro

Brg

Glu

125

PFro

Ala

Val

Val

Ala

205

Asn

Len

Lys

Lys

cee cge gtg geog cag
Ser Phe Ala Asn Pro Arg Val Ala Gln

acg cag ggt gtt atc ctc acg att caa
Tnr Gln Gly Val Ile Leu Thr Ile Gln

30

His

Ile

Fro

Tle

190

Arg

val

Fhe

Len

Glu
270

9oy
Ala
15

caa
Gln

Ile

Ar
175

Gly

Asp

Ala

Gly

Ile
255

ttt
Phe

cat
His

ABN

1 Met

180

Gly

Bla

Phe

Phe

Pro

240

Gly

Thr

48

26



aac
Rsn

cyy
Arg

ctyg

Ll

cgc
Arg

acc
Thr

att
Ile

age
Ser

ggc
Gly

ctyg
Leu
225

tag
Trp

ggg
Gly

cga

caa
Gln

sfels)
Ala
S0

gcg
Ala

cgt
Arg

tag
Trp

ctc
Leu

aca
Thr
130
tteo
Phe

ggc
Gly

acy
Thr

9949
Gly

tac
Tyr
210

caa
Gln

ttt
Phe

tta
Leu

add

agec
Ser
35

gag
Glu

gcg
zla

tat
Tyr

otg
Val

ggc
Gly
115

Leu

ggt
Gly

CTT
Leu

ccg
Fra
185

gtc
Val

ogt
Arag

gat
ASD

gce
Ala

cga

gat
Asp

oty
Leu

age
Ser

cct
Pro

atg
Met
100

gat
Asp

aaa
Lys

ctg
Leu

gcg
Ala

atc
Ile
180

tog
Trp

Lag
Trp

999
Gly

Lty
Leu

gtg
Val
280

aaa

gte
Val

gcg
Ela

tgyg
Trp

tte
Fhe
85

atg
Met

cag
Glmn

£ttt
Ehe

atg
Met

gtg
val
165

ageo
Ser

ttt
Fhe

cta
Leu

tta
Leu

ttt
Fhe
245

ggt
Gly

taa

tgyg
Trp

oot
Arg

cag
Gln
70

Lttt
Phe

atoc
Ile

gaa
Glu

gag
Glu

cat
His
150

gaa
Glu

gco
Rla

gac
Gly

cgt
Arg

att
Ile
230

ggg
Gly

Lta
Leu

oty
Leu

tEt

Phe
55

gca
Rla

goc
Ala

[s faled
Ala

gtg
Val

tte
Phe
135

ate
Ile

aad
Lys

cto
Leu

ggg
Gly

ggc
Gly
215

atc
Ile

atg
Met

gcg
Bla

ES 2529 107 T3

gcg
Ala
40

ctc
Leu

ggc
Gly

goc
Ala

tgc
Cys

atg
Met
120

Loy
Trp

cte
Leu

cgc
Arg

tta
Leuw

cktt
Leu
200

gaa
Glu

[l
Phe

tcg
Ser

atg
Met

gat
Asp

gaa
Glu

cat
His

ttyg
Leu

gtg
val
105

tta
Leu

cgt
Arg

Lttt
Fhe

ctco
Leu

age
Ser
185

tct
Ser

Cgc
Arg

gcg
Ala

atg
Met

gct
Rla
265

gag
Glu

aac
Asn

ace
Thr

cgt
Arg
a0

gtg
val

tgg
Trp

tac
Ty

aac
Asn

ggt
Gly
170

ggc
Gly

ggc
Gly

gat
AsSD

ctyg
Leu

gcqg
Ala
250

(s
Fhe

42

Teo
Ser

ceg
Pro

ggc
Gly
5

gaa
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

tto
Fhe

otg
Leu
155

agc
Ser

tat
Tyr

gtg
Val

ccg
Pro

atc
ile
235

aac
Asn

gLt
Val

cag
Gln

gca
Ala
&0

agt
Ser

cgce
Arg

ttt
Phe

gcc
Rla

acc
Thr
140

cte
Leu

ggt
Gly

gtg
Val

gtg
Val

caa
Gln
220

Lag
Trp

gga
Gly

gat
Asp

geo
Ala
45

gat
ASD

ggc
Gly

gca
Ala

att
Ile

tgg

Trp
125

cac
His

tgg
Trp

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tvr
205

agt

Ser

att
Ile

gca
Ala

teg
Ser

gag
Glu

cog
Pro

ctg

Leu

ggt
Gly

gce
BEla
110

CCa
Pro

gcg
Ala

tag
Trp

cta
Leu

caa
Gln
1990

gcyg
Ala

ggc
Gly

gto
Val

cac
His

cto
Leu
270

cgo
Arg

cgt
Arg

cat
His

cog
Pro
95

atg
Met

tto
Fhe

tta
Leu

tgg
Trp

att
Ile
175

aaa
Lys

ctg
Leu

att
Ile

gcc
Ala

atc
Ile
255

aat
Azn

gta
val

tat
Tyr

tat
Tyr
80

gta
Val

caa
Gln

gat
Asp

atg
Met

tat
IyrE
180

gtc
Val

tte
Ehe

atg
Met

tac
Tyr

gga
Gly
240

gcc
Ala

gcg
Ala

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

872

720

768

Bla

831



ES 2529 107 T3

Arg Lye Arg Lys
275

<210> 14

<211> 276

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 14
Met Leu Met Ile Thr Ser Fhe Ala Asn Pro Arg val Ala Gln Ala FPhe
1 5 10 15

Val Asp Tyr Met Ala Thr Gln Gly Val Ile Leu Thr Ile Gln Gln His
20 25 30

Asn Gln Ser Asp Val Trp Leu Ala Asp Glu Ser Gln Ala Glu Arg Val
35 40 45

Arg Ala Glu Leu Ala Arg Phe Leu Glu Asn Pro Ala Asp Pro Arg Tyr
50 55 60

Leu Ala Ala Ser Trp Gln Ala Gly His Thr Gly Ser Gly Leu His Tyr
65 70 75 80

Erg Arg Tyr Pro Phe Phe Ala Ala Leu Arg Glu Arg Ala Gly Pro Val
a5 S0 85

Thr Trp Val Met Met Ile Ala Cys Val Val val Phe Ile Ala Met Gln
100 105 110

Ile Leu Gly Asp Gln Glu val Met Leu Trp Leu Ala Trp Pro Phe asp
115 120 125

Pro Thr Leu Lys Phe Glu Phe Trp Arg Tyr Phe Thr His Ala Leu Met
130 135 140

His Phe Ser Leu Met His Ile Leu Phe Asn Leu Leu Trp Trp Trp Tyc
145 150 155 1&a0

Leu Gly Gly Ala Val Glu Lys Arg Leu Gly Ser Gly Lys Leu Ile Val
165 170 175

Ile Thr Leu Ile Ser Ala Leu Leu Ser Gly Tyr Val Gln Gln Lys Phe
180 185 190

Ser Gly Pro Trp Phe Gly Gly Leu Ser Gly Val Val Tyr Ala Leu Met
195 200 205

43



10

Gly Tyr

Leu

225

Trp

Gly

Arg

210

G1ln

Fhe

Leu

Lys

<210> 15
<211> 1509
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<2225 (1) .. (1509)

<223> region codificadora de glpK

<400> 15

atg
Met
1

TCC

Ser

cag
G1n

gac
Rsp

oty
Leu
65

acg
The

CCct
Pro

tgc

act
Thr

coc
Arg

cge
Arg

cca
Pro
50

gcg
hla

aac
Asn

atc
Ile

gag

Arg

Asp

Ala

Arg

Val

val

Trp Leu |

Gly Leu

Leu Phe

Il=

ES 2529 107 T3

2135

230

245

280

275

gaa
Glu

gcyg
Ala

gaa
Glu
35

atg
Met

aaa
Lys

cag
Gln

tat
Tvyr

cat

aaa
Lys

gtc
val
20

tct
Phe

gaa
Glu

goo
Ala

cgt
Arg

aac
Asn
100

tta

Lys

aaa
Lys

gta

Val

gag
Glu

atc
Ile

gat
Asp

gaa
Glu
g5

gcec
Ala

aad

Gly I

tat
Ty

atg
Mef

caa
Gln

tgg
TrE

ate
Ile
70

acc
Thr

att
Ile

cgt

Gly

atc
Ile

gat
Asp

atc
Ile

gco
Ala
55

agt
Ser

act
The

gte
val

qac

Met

Ile

gtt
Val

cac
His

tac
Tyr
40

acc
Thr

tcc
Ser

att
Ile

cgg
Trp

ggt

gcg
Ala

gart
Asp

cca
Pro

caa
Gln

gat
hAsp

gtc
Val

cag
Gln
105

tta

g Gly Glu Arg

Phe Ala

Ser Met

Ala Met Alz

285

ctc
Leu
10

gco
Bla

aaa
Lys

agce
Ser

caa
Gln

tgg
Trp
a0

tgc
Cys

gaa

Bsp

Leu

Bla
250

Phe

gac
Asp

aat
Asn

cca
Fro

Lo
Ser

att
Ile
75

gaa
Glu

cgt
Arg

gat

44

Pro

Ile
235

Asn

Wal

cag
Gln

atc
Ile

agT
Gly

acg
Thr
a0

gca
Ala

aaa
Lys

cot
Arg

Gln Ser
220

Trp Ile

Gly ARla

Asp Ser

ggc acc
Gly Thr

att agc
Ile Ser
30

tog gta
Trp Val
45

ctg gta
Leu Val

got ate
2Ala Ile

gaa ace
Glu Thr

acc gca
Thr Ala
110

Gly Ile

WVal Ala

His Ile
255

ieu Asn
270

acc age
Thr Ser
15

gtg tcg
Val Ser

gaa cac
Glu His

gaa gty
Glu Val

ggt att
Gly Ile
BO

ggc aag
Gly Lys
95

gaa atc
Glu Ile

ago aat

Tyr

Gly

240

Ala

Ala

48

96

144

192

240

288

336

384



Cys

ace
Thr

atec
Ile
145

ttg
Leu

===
Gly

ttc
Phe

gat
Asp

Cac
Tyr
225

Lo
Ser

gty
Val

cty
Leu

aco
Thr

agt
Gly
3058

atg
Met

gtg
Val

gat
Gly

Glu

ggt
GEly
130

cto
Leu

oty
Leu

gt
Arg

aad
Asn

att
Ile
210

ogT
Gly

agag
Gly

aaa
Lys

atyg
Met

acc
Thr
290

acg
Bla

aag
Liys

Caa
Gln

gog
Ala

His
115

atg
Lau

gag
hsp

Tttt
Phe

gtc
Val

ate
Ile
195

cog
Pro

cag
Gln

atc
Ile

gaa
Glu

aag
Asn
275

atc
Ila

gtg
Wal

tig
Leu

aac
Asn

cog
Pro
355

Leu

gLy
Vel

cat
His

cgt
Gly

cat
His
184

cat
His

cqe
Arg

act
Thr

[ [ald
Ala

999
Gly
260

act
Thr

goo
Ala

Ltk
Fhe

att
Ile

aco
Thr
340

Lac
Tyr

Lys

att
Ile

qry
Wal

acg
The
185

gty
Val

ace
The

qgag
Glu

aac
Agn

ggt
Gly
245

ato
Met

age
Gly

tgo
Cys

atg
Met

aac
ASn
325

aat

Asn

Lag
Trp

Rrg

gFac
Bsp

gaa
Zlu
150

gt
Val

acc
Thr

by
Leu

atg
Met

att
Ile
230

gac
Rsp

gcg
Ala

cag
Glu

ggc
Gly

gca
ala
310

qac
Asp

ggt
Gly

gac
Asp

Rep

[sdals]
FPro
135

ggc
Gly

gat
Azp

gat
RBsp

Fac
hAsp

ctg
Leu
215

=l
Gly

cag
Gln

gag
Lys

aza
Lys

B
Fro
295

goc
Gly

goc
Ala

gtg
Wal

ooy
Fro
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Gly
120

tac
Tyr

LCt
Ger

acyg
Thr

tac
Tyr

tgg
Trp
200

adaf:}
FPoo

ggc
Gly

cag
zln

Zac
Asn

gog
Bla
280

act
Thr

Fca
hla

Lac
Tyr

Lat
Tyz

tat
Tyr
360

Leu

ttk
Fhe

cge
Ary

tgg
Tre

acs
Thi
185

gan
Asp

Jgaa
Glu

248
Lys

goc
Ala

E=Lels]
Thr
285

gty
Val

g9
Gly

too
Jer

gat
Asp

gtg
Val
345

Fog
Bla

Glu

tet
Ser

gag
Glu

cht
Leu
170

aac
Rkzn

gano
Bap

gTg
Val

ggc
Gly

Gog
Ala
250

tat
Tyr

aas
Lys

Cas
Glu

att
Ile

tcc
Ser
330

gt
val

ol lel
Rrg

ASp

={=te
Gly
cgt
155

acoc
Ile

goo
Ala

aaza
Lys

oot
Arg

ggc
Gly
235

ctg

Leu

Qoo
Gly

toa
Ser

oty
Val

cag
Gln
315

gaa
Glu

cog
Fro

ggg
Gly

45

Tyr

aca
Thr
140

goa
Ala

tgg
Trp

Lot
Ser

ateg
Mat

ogt
Arg
220

acg
Thr

cee
Fhe

act
Thr

gaa
Glu

aac
Asn
300

tgg
Trp

tat
Tyr

gca
Rla

gcg
Ala

Ile
125

aaa
Lys

ogt
Arg

aaa
Lys

gt
Arg

ctog

205

tot
Ser

cgt
AEg

agt
Gly

qJoc
Gly

aac
Asn
2835

tat
Ty

ot
Len

tto
Phe

Lt
Zhe

att
Ile
L]

Arg

gtyg
Val

cgt
Arg

atg
Mat

aco
Thr
190

gaa
Glu

teoo
Ser

att
Ile

cag
Gln

tgc
Cys
270

ggc
Gly

goyg
Ala

con
Ao

goo
Ala

ac
Thr
350

tte
Phe

Ser

aaqg
Lys

ggr
Gly

act
The
175

atg
Met

gtg
Val

gaa
zlu

cCca
Fro

tty
Ley
255

Lttt
Ehe

ctg
Leu

ttg
Leu

gat
Azp

acc
Thr
335

e leie)
Gly

got
Gly

Asn

ey
Trp

gaa
Glu
160

cag
Gln

tLg

ctg
Leu

gta
Val

ateo
Ile
240

tgo
Cys

atg
Met

ctg
Leu

gaa
Glu

gaa
Glu
320

aaa

Lys

chbg
Leu

atg
Leu

432

q8Q

SZ24

578

624

E72

720

768

gla

Bed

912

960

1008

1058

1104



act
Thr

athk
Ile
385

ggt
Gly

aat
Azn

=l
e

ggc
Gly

aeg
Rla
465

aat

Asn

tag
Trp

egt 999
Rrg Gly
370

got tat
Ala Tyr

atc egt
Ile Arg

tte atg
Fhe Leu

ccg gaa
Fra Glu
435

ctg gcg
Leu Ala

450
grg att
Val Ile

tac cgt
Tyr Arg

gaa gaa
=lu Glu

<210> 16

<211> 502
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 16

Met

1

Ser

Gln

Bam

Leu

Tar Glu

hrg Ala

Arg Glu
35

Fro Met
50

Ala Lys

gty
Val

Cag
Gln

oty
Lau

atg
Met
420

gtg
Val

gtt
Val

gag
Glu

tac
Tyr

cac
His
S04

Lys

Val

20

FPhe

Glu

Ala

aac geot
Asn Ala

acg cgt
Thr Arg
230
cagc goc
His Aala
405
cag tto
Zln Phe

cgc gaa
Arg Glu

ggo tto
Gly Fhe

cac gag
Arg Glu
470

goa agc
Ala Gly
485

gac gaa
hszp Glu

Lys Tvwr

Val Mat

Flu Gln

Il Trp

Azp Ile

aac
Asn

37
gac

Aso

ety
Leu

cag
Gln

gko
Val

tag
Tep
455

tto
Phe

tag
Trp

taa

Ile

Asp

Ile

Ala

a5

Jer
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cagc att
EBig Ile

gtg ctg
Vel Leu

cge gty
Arg val

too gat
Ser Asp

425
ace goa
Thr Rla
440

Cag aasc
Gln Asn

cgt cca
Arg Pro

2ad Zaa
Iys Lys

Val Ala

His Asp
25

Tyr Pro
40

Thr 5ln

Ser Asp

ata
Ile

gaa
clu

gat
Asp
410

atc
Ile

Lo
Leu

ot
Leu

ggc
Gly

gog
Ala
490

cgc
Arg

qco
Ala
3495

gUt
Gly

cte
Leu

ggt
Gly

gac
Asp

atc
Ile
475

gtt
val

gcg
Ela
JEQ

atyg
Met

ggc
Gly

ggc
Gly

gacg
Ala

gag
Glu
460

gaa
Glu

aag
Lys

acyg
Thr

cag
Gln

goa
Ala

acc
Thr

gog
Ala
q45

cty
Leu

acec
T™hr

oge
Arg

oty
Leu

goo
Ala

gta
val

g
Brg
430

rat
Tyr

caa
Gln

act
Thr

gcy
Ala

gag
Glu

Qac
Asp

gca
Ala
415

ottt
Vel

cto
Leu

gayg
Glu

gag
Glu

atg

495

Leuw Asp Gln Gly Thr Thr

10

Ala Asn Tle

15

Ile Ser Wal

30

Lys Pro Gly Trp val

ger Ser Thr

&0

Gin Ile Ala

46

43

Leu Val

ala

Il

Glu

Glu

Gly

tet
Ser

e
Ser
400

aac

Asn

gag
Glu

gca
Ala

aaad
Lys

oot
Arg
480

gog
Ala

Ser

Ser

His

Val

Ile

1152

1200

1248

1296

1244

1392

1440

l4aga

1509
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05 10 15 &0

Thr Asn Gln Arg Glu Thr Thr Ile Val Trp Glu Lys Glu Thr Gly Lys
a5 a0 85

Pro Ile Tyr Asn Ala Ile Val Trp Gln Cys Brg Arg Thr Ala Glu Ile
Lan 105 1140

Cys Glu His Leuw Lys Arg Asp Gly Leu Glu Asp Tyr Ile Arg Ser Asn
115 120 125

Thre Gly Leu Val Ile Asp Pro Tyr Phe Ser Gly Thr Lys Val Lys Trp
130 135 140

Ile Leu Asp His Val Glu Gly Ser Arg Glu Arg &la Arg Rrg Gly Glu
145 150 155 140

Leu Leu Fhe Gly Thr val Asp Thr Trp Leu Ile Trp Lys Met Thr Gln
185 173 175

Zly Arg val His Val Thr Asp Tyr Thr Asn ala Ser Arg Thr Met Leu
1ED 185 130

Phe Asn Ile Hig Thr Leu Asp Trp Asp Asp Lys Met Leu Glu Val Leu
195 200 205

Bsp Ile Pro Arg Glu Met Leu Pro CGlu Val Arg Arg Ser Ser Glu Val
210 213 220

Tyr Gly Gln Thr Asn Ile Gly Gly Lyes Gly Gly Thr Arg Ile FPro Ils
225 230 235 240

Ser Gly Ile Ala Gly Asp Gln Gln Ala Ala Leu Phe Gly Gln Leu Cys
245 250 255

Val Lys Glu Gly Met Ala Lys Asn Thr Tyr Gly Thr Gly Cys Fhe Met
2a0 285 270

Leu Met Asn Thr Gly Glu Lys Ala Val Lys 3er Glu Asn Gly Leu Leu
273 280 285

Thr Thr Tle Ala Cys Gly Pro Thr Gly Glu Val RAsn Tyr Rla Leu Glu
2490 295 300

Gly Alz val FPhe Met Ala Gly Ala Ser Ile Gln Trp Leu Arg Asp Glu
05 310 315 320

47
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Met Lys Leu Ile Asn Asp Ala Tyr Asp Ser Glu Tyr Phe Rla Thr Lys
325 3340 335

Val Gln asn Thr Asn Gly Val Tyr Val val Pro Ala Phe Thr Gly Leu
340 345 350

Gly &la Pro Tyr Trp Asp Pro Tyr Ala Arg Gly Ala Ile Fhe Gly Lau
355 60 365

Thr Arg Gly Val Asn Ala Asn His Ile Ile Arg Ala Thr Leu Glu Ser
370 375 380

Ile ARla Tyr Gln Thr Arg Asp Vel Leu Glu Ala Met Gln Ala Asp Ser
3as 390 a5 400

Gly 1le Arg Leuw His Ala Leu Arg Val Azsp Gly Gly Ala Val Ala Ren
405 410 415

Zan Phe Leu Met Gln Phe Gln Ser Asp Ile Leu Gly Thr Arg Val Glu
427 425 430

Arg Pro Glu ¥Val Arg Glu Val Thr Ala Leu Gly Ala Ala Tvr Leu Ala
435 440 445

Gly Leu Ala Val Gly Phe Trp Gln Asn Leu Asp Glu Leu Gln Glu Lys
450 455 461

Ala Vval Ile Glu Arg Glu Phe Arg Pro Gly Ile Glu Thr Thr Glu Arg
485 470 478 480

hsn Tyr Arg Tyr Ala Gly Trp Lys Lys Ala Val Lys Arg Ala Met Ala
485 480 435

Trp Glu Glu His Asp Glu
500

<210> 17

<211> 1077

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>CDS

<222> (1)..(1077)

<223> region codificadora de glpQ

<400> 17
aty 2aa tty acg oty asaa aac ctt age atg gog atce atg atg age act

48



ata
Ile

gto
Val

cCa
Fro

gat
Rsp
85

tac
Tyr

cge
Arg

aag
Lys

gty
Val

FLg
Wal
145

Lot
Sar

o
Fhe

ctg
Len

tgt
Cys

aaa
Lys
228

tyy
Tep

Lys

grc
Val

atc
Ile

gca
ARla

" 50

ttg
Leu

cto
Leu

aaa
Lys

teg
Ser

cag
=1ln
130

Cac
His

ace
The

cat
His

aag
Ly=

[
Phe
210

atg
Met

aat
Asn

Lau

atg

goo
Bmla
35

EE-T
Lys

oty
Val

gat
Asp

gac
Bsp

Tty
Leu
115

act
Thr

acc
Thr

agdg
Gly

cat
Hisg

asa
Lys
125

gat
Asp

FEc
Ghy

gaa
Glu

Thr

gga
Gly
20

cat
His

gog
Ala

atg
Met

cgt
Arg

ggt
Gly
100

asa
Lys

tat
Tyr

Lttt
Ehe

2aa
Lys

cag
Gln
140

tat
Tyr

get
Ala

atg
Met

ncg
Thr

Leu

agc
Ser

cge
Brg

atg
Met

acc
Thr

gL
Val
a5

gt
Brg

Lttt
Phe

ooy
Prg

gaa
Glu

aat
Asm
185

gan
Glu

g9t
Gly

gat
Asp

gayg
Glu

cag
Gln
245

Lys

agt
Ger

gat
Gly

geg
Rla

aaa
Lys
70

act
Thr

tac
Tyr

acc
Thre

999
Gly

gaa
Glu
150

ate
Ile

g99
Gly

tac
Tyr

gag
zlu

cto
Leu
230

cag
Gln

Asn

Goa
hla

qo
ala

tat
Tyr
55

gac
Asp

gat
Asp

tac
Tyr

gaa
Glu

cgt
Brg
135

gag
Elu

ggt
GLy

aag
Lys

Ao
Thr

ctg
Leu
215

aat
Asn

ada
Lys

Leu

atg

agt
Ser
40

gog
Bla

gac
Asp

gte
val

geg
Ala

ggt
Gly
120

tto
Fhe

att
Ile

att
Ile

gat
Asp

agt
Gly
200

aag
Lys

ctg
Leu

cag
GLn
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Zer

gcg
Ala
25

Gga
Gly

cag
Gln

aat
Aan

gos
Ala

ata
Il=
105

tte
Fhe

cca
Pro

gaa
Glu

tat
TvE

att
ile
185

aaa

Lys

cgt
Arg

gta
Val

cod
Bro

Met
10

qog
Ala

tat
Tyr

gJa
Gly

ctg
Leu

gat
Asp
ap

gat
Asp

gat

atg
Met

tceo
Phe

cca
Erao
1740

gcg
Bla

gac
Asp

att
Ile

caqg
Gin

gat
Rsp
250

Bla

gac
Asp

ttg

gog
Ala

gtt
Val
15

gt
Arg

tte
Fhe

att
Ile

ggt
Gly

gtt
Val
155

gaa
Glu

gea
Rla

gat
Rsp

aag
Lys

ctg
Leu
235

gga
Gly

49

Ile

age
Ser

cog
Fro

gat
RBsp

gtt
Val

Lt
Phe

acy
Thr

gaa
Glu

aag
Lys
140

cag
E1ln

atc
Ile

azz
Lys

aaa
Lys

azat
Azn
220

ate
Ile

agc
Ser

Mat

aac
Asn

gag
Glu
45

tat
Tyr

chg
Leu

oog
Bro

otg
Leu

aac
Asn
125

tocc
Ser

a9g
Gly

aaa
Lys

acg
Thr

att
Val
2058

gag
Glu

Qoo
Ala

tag
Trp

Met

gaa
Glu
30

cat
Hig

ctg
Leu

cat
His

gat
ASp

gat
Asp
110

ggt
Gly

gac
Rsp

tta
Leu

Qog
Ala

chg
Leu
190

tat
Ty

chg
Leu

tat
Tyr

gtt
Val

Ser
15

aaa
Lys

acg

gaa
zlu

gac
Asp

cqg
Arg
a5

aaa
z1u

aaa
Lys

tto
Phe

aat
Asn

cog
Fra
175

gaa
Gla

Ltg
Leu

gaa
Glu

acc
Thr

=L e
Asn
255

Thr

ata
Ile

oty
Leuw

cag
Gln

cat
His
ad

acg
Ala

att
Ile

aaa
Lys

cay
Arg

cac
His
160

tgg
Trp

gtyg
Val

caa
Gln

[l
Pro

gac
Rsp
240

Tac
Tvr

95

144

1592

247

288

336

384

432

440

528

576

624

[

T20

Te8



aac
hsn

tat
Tvyr

teg
Ser

cag
Gln
305

cct
Fro

aaa
Lys

dda
Lys

tac
Tyr

gca
Ala

cag
Gln
290

aat
Azn

gad
zlu

gog
Bla

o
Phs

<210> 18

<211> 358
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 18
Met Lys Leu

1

Ile

val

Pro

Bsp

Ty

Arg

Val

Ile

Ala

a0

Leu

Leu

Lys

gac
Rep

gat
Bsp
275

ceg

Fro

aaa
Lys

tac
Tyr

agt
Gly

ctt
Leu
55

Met

Alam

35

Lys

WVal

Asp

Asp

tgg
Tep
2ED

agt
Gly

ggt
Gly

ctyg
Leu

act
Thr

gta
Val
340

aat
Asn

Thr

Gly

210

Hig

Ala

Mat

Arg

Gly

atg
Mat

ate
Ile

aat
Asn

gta
Val

ccht
Fro
325

aat
Asn

aaa
Lys

Lau

Ser

ATy

Met

Thr

Val

g5

Arg

Lttt
Fhe

ggt
Gly

ate
Ile=

gtg
Val
310

gat
AEp

9T
Gly

gag
Glu

Lys

Ser

Gly

Ala

Lys

T0

Thr

Tyr

aag
Lys

cog
Pro

aaa
Lys
2495

cat
Hig

gty
Wval

oty
Leu

Laa

hzn

Ala

Ala

Tyr

55

Asp

Bsp

Tye
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oo
Pro

gat
Asp
280

cte

Leu

cCch
Pro

aat
Azn

ttt
Fhe

Mat

Ser

40

Ala

Asp

Val

Ala

agt
Gly
265

tac

Tyr

act
Thr

tat
Tyr

cag
Gln

act
Thr
345

Ser

Ala

25

Gly

Gln

Asn

Ala

Ile

goo
ala

cat
His

ggc
Gly

acc
Thr

tta
Lew
330

gat
Asp

Met

Ala

Tyr

Gly

Leu

Asp

&o

Asp

aty
Mat

atg
Met

atg

gtg
Val
315

tat
Tyr

Tteo
Fhe

Ala

Asp

Leu

Ala

Val

75

Arg

Fhe

50

zaa
Lys

Lty
Lieu

gtg
Val
300

cgg
Arg

gat
Rsp

cot
Fro

Ile

Ser

Fro

Asp

&0

Val

Fhe

Thr

cag
Gln

att
Ile
285

caa

Gln

tca
Ser

gok
Bla

gat
Asp

Met

Asn

Glu

45

Tvyr

Leu

BPro

Leu

gty
Val
270

A
Glu

gat
Azp

gat
Asp

ctg
Leu

aag
Lys
350

Met

Glu

30

His

Leu

His

Rsp

Asp

gog
Ala

gag
Glu

gct
Ala

dza
Lys

tat
Tyr
3335

gca
Ala

Ser

Lys

Thr

Glu

Rsp

Arg

Glu

gaa
Glu

aca
Thr

cag
Gl

oty
Leu
3z0

aac
Asn

gta
Val

Thr

Ile

L

Gln

His

Rla

Ile

a1s8

BEd

91z

960

LO0E

1058

1077



Lys

val

Val

145

Ser

Phue

Leu

Cys

Lys

225

TR

Asn

Tyr

Ser

zln

305

Pro

Lys

Lys

Ser

Gla

120

His

The

Hisg

Lys

Fha

210

Met

Asn

Tyr

Ala

Gla

250

Asn

Glu

Ala

Phe

Leu

115

Thr

Thr

Zly

His

Lys

1925

Azp

Gly

Glu

Bsp

Asp

275

Prao

Lys

Tyr

Gly

Leu
355

100

Lys

Tyr

Fhe

Lys

EGin

1E0

Ty

Ela

Met

Thr

Tep

260

Gly

Gly

Leu

Thr

Val
340

Asn

Fhe Thr

Fro Gly

Glu Glu
150

Azn Ile
165

Glu Gly

Gly Tyr

Asp Glu

Glu Leu
230

Gln Gln
245

Met Fhe

Ile Gly

fen Ile

val val
310

Fro Asp
325

Bsn Gly

Lys Gliu

Glu

Azg

135

Glu

Gly

Lys

Leu

215

Asn

Lys

Lys

Pro

Lys

295

His

Val

Leuw

Gly

120

Phe

Tle

Tle

Azsp

Gly

200

Lys

Leu

Gln

Pro

Asp

280

Lew

Fro

Asn

Fhea
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105

Fhe

Fro

Glu

Tyr

Ile

185

Lys

Arg

Val

Pro

Gly

285

Tyr

The

Ty

Gln

Thr
245

Asp

Met

Phe

Bro

170

Rla

Asp

Ile

Gln

ASP

230

Ala

His

Gly

Thr

Leu

330

Asp

Ile

Gly

Val

155

Ala

Asp

Lys

Leu

235

Gly

Mat

Met

Mat

Val

315

Tvr

Fhe

51

Glu

Lys

140

Gln

Ile

Lyz

Lys

Asn

220

Iie

Ser

Lys

Leu

Val

300

nrg

Asp

Fro

Asn

125

Ser

Gly

Lys

Thr

Val

205

Glu

Ala

Trp

Gln

Ile

285

Gln

Ser

Rla

AEE

114

Gly

Asp

Leu

Ala

Leu

150

Tyr

Leu

Tyr

Val

Val

270

Glu

Asp

Asp

Leu

Lys
350

Lys

Phe

RBsan

Pro

175

Glu

Leu

Glu

Thr

ASO

255

Ala

Glu

Ala

Lys

Tyr

335

Ala

Lys

Arg

His

180

Trp

Val

Gln

Fro

Asp

240

Tyr

Glu

Thr

Gln

Leu

320

Asn

Val



10

<210>

<211> 1359
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221>CDS

19

<222> (1) .. (1359)

<223> region codificadora de glpT

<400>
aty
Met
1

gcg
Rla

g3d
Gly

gcg
Bla

tta
Leu

£t
Phe

cCco
Fro

gtg
Val

cho
Leun

atyg
Mat
145

tag
Trp

ety

19
tta
Lieu

gag
Elu

ata
Ile

CLL
Leu
50

ggt
Gly

atc
Ile

gca
Ala

cCa
Fro

Lgo
Cys
130

gLy
Val

2ac
Agn

oty

agt att ttt

Ser

atc
Ile

ttc
Phe
as

got
Ala

tktt
Phe

atg
Met

aagt
Gly

tgg
Trp
115

ggt
Cly

cac
His

tgt
Cys

I

Ile

gar
Asp
20

ttt
Phe

atg
Met

goc
Ala

ggt
Gly

tbg
Leuw
100

Jog
Ala

tag
Trp

Lag
Trp

giy
Ala

atyg

Phe
5

acg
Pro

Gyc
Gly

cct
Fra

ctt
Leu

tog
Ser
8BS

atk
Ile

acg
Thr

tte
Phe

tag
Trp

cac
Hig
165

goo

aaa
Lys

act
Thr

tat
Tyr

cat
Tyr

tog
Ser

gta
Val

et |
Leu

tog
ser

cag
Gln

tog
Ser
150

aac
AZN

gy

CCa
Pro

tat
Tyr

gog
Bla
ctg

35

g99
Gly

tcg
Ser

gog
mla

ago
Ser

agyg
Gly
135

cag
Gln

gte
wal

tLe

gog
Ala

cgt
Arg

got
Ala
an

gtt
Val

ate
Ile

gat
Asp

gog
Bla

att
Ile
120

atg
Met

aaa
Lys

ggt
Gly

aat

ES 2529 107 T3

coa
Fro

cga
Arg

tac
Tyr

gag
Glu

tocg
Ser

cgo
Arg

gca
Ala
105

gog
Ala

Fag
Gly

gaa
Glu

a9t
Gly

gac

cac
Hig

Lty
Len

tat
Tyr

cag
Gln

att
Ile

teg
Ser
ElY

gtg
Val

grg
Val

tag
Trp

cot
Arg

ggt
Gly
170

tgy

aaa
Lys

cgo
Brg

ttg
Leu

gga
Gly

got
Ala

aat
Asn

atg

atg
Met

cog
Bro

qgc
Gly
155
att
Ile

cat

52

Gog
Ala

Cgg
Trp

gtt
Val

Tto
Fhe
B0

tat
Tye

cog
Ero

LEg
Leu

Lttt
Fhe

cog
Fro

140

ago
Gly

ftets
Fro

gog

oge
ATy

CEa
Gln

eat
Arg
15

tca

Ser

aga
Gly

cgc
Arg

Tttt
Fhe

gta
Val
125

tgt
Cys

abtt
Il=

ccg
Pro

geg

tta
Leu

att
Ile

aag
Iys

cge
Arg

tkt
Fhe

gkt
Val

atg
Met
110

oty
Lexu

QgL
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

orng

cot
Fro

tre
Fhe

aac
Asn

gt
Gly

tog
Sar

tte
Fhe
a5

ggc
Gly

ttg
Leny

cot
Arg

tca
Ser

oty
Leu
175

tat

qoo
Ala

ctg
Len

LTt
Phe

gat
Rsp

aaa
Lys
80

ctg
Leu

R
Fhe

Tt
Fhe

act
Thr

gty
Val
160

bt
Fhe

atyg

48

96

144

192

240

288

i3e

384

132

480

528

57g



Leu

oot
Prao

cgo
Arg

aat
Asn
225

gcg
Ala

tat
Tyr

cLc
Leuw

gat
Asp

g
Gly
305

gt
Arg

atc
lle

tgt
Cys

gt
Gly

gcg
Rla
ias

age
Ser

Lttt
Fhe

Lau

gct
Ala

gat
ASp
210

gat
Asp

aag
Lys

atc
Ile

gac
J‘;SF

aga
Lys
290

act
Thr

agg
Gly

gLt
Val

atg
Met

ot
Leu
370

ggc
Gly

oCg
Rla

atg
Met

Gly

Lta
Phe
1495

Rals
Thr

tat
Tyr

caa
Gln

goc
Ala

Log
Trp
275

oo
Ser

oty
Leu

goa
Bla

tac
Tyr

att
Ile
55

cat

His

Lttt
Fhea

atke
Ile

gta
Val

Met
180

Lo
Cys

ocg
Pro

=i=is)
Fro

atc
Ile

Btc
Il
260

toa
Zar

Loo
Ser

oty
Leuw

apo
Thr

tgg
Tro
340

gttt
WVal

gog
Ala

acc
The

gte
Val

atg
Met
420

Bla

Joo
Ala

CEA
G1n

gac
Asp

tte
Fhia
245

goo
Ala

cog
Bro

tgg
Trp

fols I
Cye

sl
Gly
3258

atg
Met

atc
Ila

[ste)
Leu

g39
Gly

qgc
Gly
405

att
Ile

Tcp

att
Ile

too
Ser

gac
Asp
230

atg
Mat

aac
Asn

act
Thre

qoc
Ala

gec
Gly
310

gtk
wal

aac
Asn

fel=le
Gly

gaa
Glu

otg
Leu
350

tac

Tyr

agc
Gly

Fhe

oty
Leu

tgt
Cys
215

tat
Tyr

[at-Ta)
Glo

gtg
Wal

tat
Tyr

tac
Tyr
285

tgg
Trp

teo
Fhe

ccg
Eco

tto
Fhe
otg
375
Tttt

Fhe

ace
Thr

qgc
Gly

Asn

gty
Val
200

ggc
Gly

aac
Azn

tag
TYr

tee
Fhe

ctg
Lew
280

tte
FPhe

atg
Meat

[
Fhe

gca
Ala

oty
k1]
goa

Bla

ggt
Gly

gTg
Val

age

ES 2529 107 T3

Bsp
183

goa
Ala

ttg
Leu

gaa
Glu

gta
Val

gtt
Wal
265

aad
Lys

ctt
Leu

tog
Ser

atig
Met

agt
Gly
345

atc
Ile

coyg
Pro

tac
Tyr

Jgac
Asp

att
Ile
425

Tep

tta
Leu

cog
Pro

aaa
Lys

ctyg

250

tat
Tyr

Jag
Elu

tat
Tyr

gat
ASD

aca
Thr
330

aac
ASH

tac
Tyr

aaa
Lys

ek
Lau

Lo
Fhe
410

ctg
Lizu

Hisg

Loc
Phe

cog
Pro

acg
Ala
235

ccg
Fro

ctg
Leu

gttt
Val

gaa
Glu

aaa
Lys
315

ctg
Leu

cca
Pro

ggt
Gly

aaa
Lys

ggc
Gly
395
Ltz
Fhe

gcg
Ala

53

rla

goo
Bla

ate
Ile
220

gaa
Glu

dag
Asn

ctg
Leu

@ayg
Lys

tat
Tyr
oo

gt
Val

gtg
Val

acec
Thre

cct
Fro

=Lt}
Ala
380

ggt
Ely

ago
Gl

gtt
Val

mla

ttt
Fhe
205

gaa
Glu

cag
Gln

And
Lys

cat
Rrdg

cat
His
285

gca
Bla

tte
Fhe

acao
Thr

gtc
Val

gtg
Wal
365

aca
Ela

teg
Sar

Tag
Trp

ato
Ile

Lew
180

=[=l=}
Bla

gag
Glu

gagqg
Glu

otg
Leu

Tac
Tyr
270

tteo
Fha

ggT
Gly

gt
Arg

atc
Ile

gat
Asp
350

atg
Met

ggt
Gly

gtg
Vel

gat
Bsp

ttg
Leu
430

Ty

atg
Met

tac
Tyr

ot
Leu

Ctyg

255

ogc
Gly

gcy
Ala

att
Ile

agc
Gly

Qog
Ala
335

atg
Met

chtg
Leu

acy
The

gog
Ala

goc
Gly
415

ttg
Leu

Met

atg
Mzt

EEE:)
Lys

acy
Thr
240

g
Trp

atc
Ile

cra
Leu

cog
Pro

aac
Asn
320

act
Thr

att
Ile

ato
Ile

aca
Ala

geg
Ala
400

qgo
Gly

att
Ile

624

872

720

764

Bld

BEd

a1z

G980

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1294



gtt gtg atg att
Val val Met Ile

435

Cgc aac gga ggo
Arg Rsn Gly Gly

450

<210> 20
<211> 452

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 20

Met

1

Ala

Gly

Ala

Leu

83

Fhe

Pro

Val

Leu

Met

145

Trp

Leu

Leun

Glu

Ile

Leu

50

Gly

Ile

Ala

Pro

Cvs

130

Val

Asn

Leu

Ser

Ile

Fhe

35

Ale

Phe

Met

Gly

Tre

115

Gly

His

Cys

Gly

Ile

h=p

Fhe

Met

Ala

Gly

Leu

100

Ala

Trp

Trp

Ala

Met

ggc
Gly

taa

Fhe

Pra

Gly

Fro

Len

Ser

B3

Ile

Thr

Fhe

Tep

His

165

Ala

ES 2529 107 T3

gaa a&aa ogb cgc cat gaa caa tta ¢tg caa gaa
Glu Lys Rrg Arg His Glu Gln Leo Leu Gln Glu

Lys

Thr

Tyr

Tyr

Ier

70

val

Leu

Ser

Gln

Sar

150

Azn

Trp

Pro

Tyr

Bla

Leuw

55

Gly

Ser

Ala

Ser

Gly

135

G1n

Val

Fhe

440

Ala

Arg

Ala

a0

Val

Ile

Bsp

Rla

Ile

120

Mot

Lys

Gly

Asn

Pro

25

Tyr

Gluy

Fer

Aryg

Ala

108

Ala

Gly

Glu

Gly

Asp

His

10

Leu

Tyr

Gln

Ile

Ser

G0

Val

Yal

Trp

Arg

Gly

170

Tep

Lys

Rrg

Leu

Gly

Bla

75

Bsn

Met

Peo

Gly

155

Ile

His

54

Ala

Trp

Val

Fhe

60

Tyr

Fro

Leu

Fhe

Fro

144

Gly

Fro

Ala

145

Arg

Gln

By

45

Ser

Gly

RArg

Phe

val

125

Cys

Ile

Fro

Ala

Leu

Ile

Lys

Arg

Phe

Val

Met

110

Leun

Gly

Val

Leu

Leu

Pro

15

Phe

Rzn

Gly

Ser

Fhe

95

Gly

Leu

Arg

Ser

Leu

175

Tyr

Ale

Leu

Fhe

Asp

Lys

Leu

Fhe

Bhe

The

Val

160

Fnhe

Mat

1344

135%



ES 2529 107 T3

1ad 185 190

Pro Ala Phe Cys Ala Ile Leu val Ala Leu Phe Ala Fhe Ala Met Met
195 200 205

Arg Asp Thr Pro Gln Ser Cys Gly Leu Pro Pro Ile Glu Glu Tyr Lys
210 215 220

Asn Asp Tyr Fro Asp Asp Tyr &sn Glu Lys Bla Glu Gln Glu Leu Thr
223 230 2335 240

Ala Lys Gin Ile Fhe Met Gin Tyr Val Leu Pro Asn Lys Leu Leu Trp
245 250 255

Tyr Ile Ala Ile Ala Azn Val Fhe Val Tyr Leu Leu Arg Tyr Gly Ile
260 265 270

Leu Asp Trp Ser Pro Thr Tyr Leu Lys Glu Vel Lys His Fhe Ala Leu
275 280 285

Asp Lys Ser Ser Trp Ala Tyr Fhe Leu Tyr Clu Tyr Ala Gly Ile Fro
230 295 i)

Gly Thr Leu Leu Cys Gly Trp Met Ser Asp Lys Val Fhe Arg Gly Asn
305 310 315 320

Arg Gly Ala Thr Gly Val Phe Fhe Met Thr Leu Val Thr Ile Ala Thr
325 330 335

Ile Val Tyr Tep Met Asn Pro &la Gly Asn Fro Thr Val Rsp Met Ile
340 345 350

Cys Met Ile vVal Ile Gly Phe Leu Ile Tyr Gly Pro Val Met Leu Ile
355 360 365

Gly Leu His Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys Lys Ala Ala Gly Thr Ala
370 375 3B0

kla Gly Phe Thr Sly Leuw Phe Gly Tyr Leuw CGly Gly Ser Val Alas Ala
385 3a0 345 400

Zer Rla Ile val Gly Tyr Thr Val Asp Fhe Phe Gly Trp Bsp Gly Gly
405 410 415

Fhe Met Val Met Ile Gly Gly Ser Ile Leuw Rla Val Ile Leu Leuw Ile
£20 425 430

55
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Val val Mat Tle Gly Glu Lye Arg Arg His Glu Gln Leu Leu Gln Glu

435

Brg Asn Gly Gly

450

<210> 21

<211>

1011

<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221>CDS

<2225 (1) .. (1011)

<223> region codificadora de glpX

<400> 21
aga cga gaa
Arg Arg Glu

atg
Met
1

gog
Ala

gac
Asp

att
Ile

atg
Met
65

gat
Asp

cag
Glin

cte
Leu

aco
Ala

aat
Rsn
145

att

oty
Leu

ggc
Gly

gac
Asp
50

cte

Leu

att
Ile

got
Bla

aat
Asn

aaa
Lys
L30

gta
Val

oty

get
Ala

gog
Ala

gIc
Gly

tac
Ty

geok
Ala

aac
hsn

gog
Ala
1158

qggc
Gly

gog
Ala

gct

= f=(=
Gly
20

gog
Bla

acec
The

att
Ile

gee
Val

god
Ala
100

cog
Bro

ace
Thre

gcg
REla

aaa

ctt goc ato

Leu
5

tac
Tyr

gta
val

atc
Ile

ggt
Gly

gat
Bsp

ctyg
Leu

gat
Asp

att
Tle

gog
ala

[afnt-}

fla

aaa
Lys

aac
AEN

gtc
Val

gaa
Glu
70

ccg
Ero

gog
Bla

atg
Met

gat
Asp

cte
Leu
150

B

Ile

Lag
Trp

s lnle!
Ala

att
Ile
55

dadad

Lys

att
Ile

gty
Wal

tat
Tyr

chyg
Leu
135

ggao
Gly

cas

443

gaa
Glu

tta
Leu

gte
Val

gaa
Glu

oty
Leu

atqg
Met
120

aac
Asn

aaa
lys

gat

£t
Phe

cga
Gly
25

cgt
Rrg

gaa
Glu

ggt
Gly

goc
Gly

gca
Ala
105

gag
Glu

ckbg
Leu

cog
Ero

aoo

Toc
Ser
1o

g
Aryg

att
Ile

ggt
Gly

act
Thr

acg
Thr
a0

gta
Val

aag
Lys

foreled
Pro

tty
Leu

gtt

o
Arg

ggo
Gly

atg
Met

gaa
Glu

ggt
Gly
75

cgao

ATy

ggc
Gly

chg
Leuw

ctg
Len

age
Ser
155

atoc

56

gte
Val

gat
RsD

cte
Leu

atc
Ile
(]

cge
Arg

atg
Met

gat
Asp

att
Tle

gcg
Ala
140

gaa
zlu

got

445

ace
Thi

aaa
Lys

adac
Asn

gac
Asp

ggc
Gly

aceg
Thr

gaa
Ly

gte
Val
125

gat
Asp

ctyg
Leu

gaa

gaa
Glu

aac
Agn
30

cag
Gln

gaa
Glu

gac
Bep

gog
Rla

ggc
Gly
110

ggg
Gly

aac
Asn

acyg
The

atg

toa
Ser
15

ACo

Thr

gto
Val

gca
Ala

gcg
hla

atg
Met
a5

cgo
Cys

cog
Pro

otg
Leu

gta
Wal

cag

gog
Ala

gog
Ala

aag
RS

cog
Fra

gta
Val
g0

ggc
Gly

tte
Fhe

gd4
Gly

cgc
Arg

acg
Thr
160

caf

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



Ile

che
Leuy

att
Tle

ggt
Gly

gat
hsp
225

gac

Asp

dad
1ys

gog
Ala

gat
Aap

acg
Thre
3ns

atc
Ile

tga

Lew

ggo
Gly

ot
Leu

ggc
Gly
210

aogs
Gly

adac
Azn

qcg
ala

fade el
Arg

ctg
Leau
290

ctg
Leu

cac
His

<210> 22
<211> 336

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 22
Met Arg Arg Glu Leu Ala Ile Glu

1

Rla

gta
Val

aco
Thr
1485

j===)
Alz

gas
Asp

gaa
Glu

atg
Met

ago
Ser
275

crg
Leu

chg
Leu

tat
Tyr

Lys

Cac
Arg
180

tgt
Cys

cog
Pro

atg
Mat

gag
Glu

ggc
Gly
260

gat
Rsp

gaa
Gl

atc
Ile

ety
Leu

Pro
165

gta
Val

atg
Het

gaa
Glu

anc
hRen

aat
Bsn
245

acc
Ile

aac
hsn

ggc
Gly

g
Arg

gat
Asp
225

5

Arg

Lttt
Phe

coa
Pro

g
Cly

ggt
Gly
230

ot
Arg

gaa
Elu

gto
val

att
Ile

ago
zly
310

cge
Arg

His

gct
Ala

gac
RBsp

gta
Yal
215

cgt
Arg

cgo
Rrg

goe
Ala

atec
Ile

age
Ser
285

aag

Lys

aaa
Lys

ES 2529 107 T3

Bap

att
Ile

ago
Ser
200

gtt
Val

oty
Leauw

att
Ila

agt
Gly

tte
Fhe
2E0

fote [
Arg

tca
Zer

gac
B3P

hRla Len Rla Gly Tyr Lys Trp Leu

20

Rsp Gly Ala ala Val Asn Ala Met

Ala val
170

cog gac
Bro Asp
185

gaa gbt
Glu val

tct gog
Ser Ala

ctg gog
Leu Rla

ggc Jag
Ely Glu
230

aaa gta
Lys val
265

tct goo
Ser Rla

aaa ggc
Lys Gly

cge aceo
hrg Thr

cog gas
Fra Glu
330

Phe Ser
10

Gly Arg
25

Arg Ile

Ile

ggc
Gly

gas
Bsp

asg
Ela

cat
Arg
235

cag
Gln

ctg
Leu

aco
Thr

aat
Aan

att
Ile
315

atg
Met

ala

gac
Asp

Jta
Val

gtg
Val
220

cat
Hig

Fag
zlu

cge
Arg

ggt
Gly

atc
Ile
ano

oo
hrg

cag
Gln

Glu

gtt
Val

cotg
Leu
205

atc
Ile

gac
RSp

crg
Leu

cLg
Leu

att
Ile
285

Fog
Bla

cgo
Arg

atg
Val

Mat

gog
Ala
140

tac
Tyr

cgc
Arg

gtc
val

goa
Ala

ggc
Gly
270

aco
Thr

act
Thr

attc
Ile

cac
Hi=

Arg Val Thr Glu

Gly Asp Lys Asn

30

Met Leuw Asn Gln

57

Gln Gln
175

Jgooc tca
Ala Ser

ggt att
Gly Tle

gea tta
Bla Leu

aas ggo
Lye Gly
240

oge Lgco
Arg Cys
255

gat atg
Asp Met

aaa ggc
Lys Gly

acc gaa
The Glu

cag tcco
Gln Ser
azn

ace cte
Ile Leu
235

Ser Ala
15

Thr Ala

Val Asn

376

624

672

720

76E

Bla

BEd

a1z

&0

1004

1011



Tle

Mat

h=p

Gln

Lau

Bla

Asn

145

Ile

Leu

Ile

Gly

ASp

225

Bsp

Lysz

Ala

Asp

50

Leu

Tle

Ala

Azn

Lys

120

Val

Leu

Gly

Leu

Gly

210

Gly

RAEn

Ala

Arg

a5

Gly

Tyr

Rla

AaEn

Bla

115

Gly

Ala

Ala

YVal

Thr

195

Bla

Agp

Glu

Met

Ser
275

Thr

Ile

Val

Ala

100

Pro

Thr

Rla

Lys

hrg

180

Cys

Pro

Met

GGlu

Gly

260

Asp

Ile

Gly

Asp

a5

Leu

Asp

Ile

Bla

Pro

LE63

Val

Met

zlu

AzEn

Agn

245

Ile

Asn

Val

Glu

Prag

Ala

Met

Lsp

Leu

150

Arg

Phe

Fro

Gly

Gly

230

Arg

Glu

Val

Ile

Lys

Ile

Val

Tyr

Leu

135

Gly

His

Ala

Asp

Val

215

Arg

Arg

Ala

Ile

ES 2529 107 T3

40

Gly

Val

Elu

Len

Mat

120

Rsn

Lys

Asp

Ile

Ser

200

val

Lau

Ile

Gly

Fhe
280

Glu

Gly

Gly

Ala

105

Glu

Leuw

Pro

Ala

Bro

185

Glu

Ser

Leu

Gly

Lys

265

Ser

Gly

The

Thr

o0

Wal

Lys

Fro

Leu

Val

170

Asp

Val

Bla

Ala

Glu

230

Val

Ala

Glu

Gly

15

Arg

Gly

Leu

Leu

Ser

155

Ile

Gly

Asp

Ala

AEG

235

Gln

Thr

58

Ila

&a

Aryg

Mat

Asp

Ile

Ala

140

Glu

Ala

Asp

Val

wal

220

Hisg

Glu

Arg

Gly

45

Asp

Gly

Thr

Lys

Val

125

Asp

Leu

zlu

Val

Leu

2058

Tle

Agp

Leu

Leu

Ile
285

Glu

Asp

Ala

Gly

110

Gly

Asn

Thr

Met

Ala

190

Tyr

hAog

val

mla

Gly

270

Thr

ala

ala

Met

a5

Cys

Pro

Leu

Val

Gln

175

Bla

Gly

Rla

Lys

Arg

255

Asp

Lys

Fro

Val

Ely

Phe

Gly

Arg

Thr

160

Gln

Ser

Ile

Leu

Gly

240

Cys

Met

aly
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Asp Leu Leu Glu Gly Ile Ser
290 295

The Leu Leuw Ile Arg Gly Lys
05 310

Ile His Tyr Leu Asp Arg Lvs
325

<210> 23

<211> 1143

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (1143)

<223> region codificadora de gldA

<400> 23
atyg Cog cat ttg gcoa cta cte
Met Pro His Leu Ala Leu Leu
1 5

AThL att caa tca cog ggt aaa
Ile Ile Gln Ser Fro Gly Lys
20

cgt Gty ggc gaa tac oty aag
Arg Leu Gly Glu Tyr Leu Lys
35

ggt gac aaa Tttt gtt tta ggt
Gly Asp Lys Phe Val Leu Gly
50 ' 55

ttt aaa gat gct gga ctg gta
Phe Lys Asp Ala Gly Leua Val

tgt tog caa aat gag atc gac
Cys Ser Gln Asn Clu Ile Asp
g5

cag LIt goo goa att otc ggb
Gln Cys Gily Ala Ile Leu Gly
100

goo aad goa ¢tg goa cat toe
Ala Lys Ala Leu Ala His Fhe
115

act atc gcoo Tob aco gat goa
Thr Ile Ala Ser Thr Asp Rla
130 135

ace gat gag ggt gag ttt aac
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Arg Lys Gly

S5er Arg Thr

Asp Pro Glu

ate
Ile

tag
Tyr

[e¥als
Pra
40

Lttt
Fhe

gta
val

gt
Brg

atc
Ile

atg
Mat
120

cog
Fro

cgo

tot
Jer

atc
lle
25

oty
Leu

got
Bla

Jaa
Glu

g
Leu

ggt
Gly
105

oot
Gly

tgo
Cys

tat

330

aaa
Lys
10

cag
Gln

goa
Ala

Cag
Gln

att
Il=

cgt
Arg
90

ggc
Gly

gt
Val

ago
Ser

ctg

Asn

Ile
315

Mat

g
Gly

gge
Gly

gaa
Elu

tos
Zer

gcg
Rla
75

ggc
Gly

gga
Gly

cCg
Fro

gca
Ala

ctg

59

Ile Ala Thr Thr

300

Arg

Gln

goa
Ala

get
ala

cga
Arg

act
Thr
a0

ccg

Pra

ate
Ile

aza
Lys

gta
WVal

Ltg
Leu
140

trg

Arg Ile Gln

Yal His Ile

ate
ILle

gat
Asp

Lgg
Tep
a5

ate
Wal

ttkt
Fhe

gcg
Ala

acc
Thr

Fog
Rla
125

Lot
Fer

CcCa

atg
Met

gty
Val
an

tta
Leu

JEg
Glu

age
Gly

gag
Glu

cktc
Leu
11a

ate
Ile

gLt
val

aatT

335

gas
Asp

ats
Ile

gTg
Val

aza
Lysg

ogt
Gly

act
Thr
25

gat
Rep

gea
Ala

ate
Ile

aag

Glu

Ser
320

Lent

fatals
Arg

aat
Asn

gy
Val

ago
Ser

gaa
Glu
a0

gog
mla

act
Thr

cog
Fro

tac
Ty

cog

a8

96

144

192

240

2384

336

384

432

480



Thr
145

aat
Asn

fegals
Leu

cgh
Brg

aco
Thr

gqaa
Glu
225

cocg
Pro

ggt
Gly

oty
Leu

gca
Ala

gaa
Glu
305

act
Thr

att
Ile

cot
Fro

gac
izp

Asp

atyg
Mat

tta
Leu

goo
mla

cag
Gln
210

gaa
Glu

gcg
Ala

Lt
The

acc
Thr

tto
Fhe
280

atc
Ile

cte
Leu

gty
Val

ggc
Gly

cag
=ln
370

<210> 24

<211> 380
<212> PRT
<213> Escherichia coli

400> 24

Glu

gte
Val

gcg
Ala

tgo

195

gct
Ala

ggc
Gly

ctag
Leu

gaa
zlu

got
Ala
275

ggt
Gly

gaa
Glu

gct
Ala

goa
Rla

ggc
Gly
325

tac
Tyr

Gly

att
Ile

gcg
Ala
180

Lot
Ser

Qg
Bla

gaa
Glu

gag
Glu

agt
3er
2e0

atc
Ile

acg
Thr

aco
The

cas
z1n

Dan
Glu
340

gcg
Bla

ggt
Gly

Glu

gte
Val
165

ggt
Gly

gt
Brg

cTg
Leu

aaa
Lys

cgc
Arg
245

ggt
Gly

cog
Pro

ctg
Leu

gta
Val

ety

325

= fai=t
Bla

acg
Thr

cag
zln

Bhe
150

gac
Bsp

arc
Ile

agc
Ser

gca
Ala

geg
Bla
230

gtg
val

ggt
Gly

gac
Rsp

acqg
Thr

ot
Alp
310

gat

Asp

gea
Ala

cCa
Frao

egt
Arg

Asp

acc
Thr

aoc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu
215

aty
Met

att
Ile

cLg
Leu

gog
Ala

cag
Gln
2495

gee
hla

att
Tle

gt
Cys

gat
ASp

Lt
Fhe
75

Arg

aaa
Lys

gat
Asp

gog
Ala
200

oot
Ala

ctt
Leu

gaa
Glu

gct
Rla

cak
His
280

oty
Len

ctt
Leu

azaa
Lys

goa
Bla

cag
Gln
JB0

ek
Leu
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Tyr

atc
Tle

gcg
Ala
185

AaAzc
Thr

gaa
Glu

qct
Ala

oy
ABla

gcg
Rla
265

Cac
Hig

gttt
YVal

age
Ser

gaa
Glu

gaz
Glu
345

gre
Val

caa
Gln

Leu

gt
val
170

ctg
Leu

aca
Thr

[squls)
Leu

qoe
Ala

aac
Az=n
250

gcyg
mla

tat
TyrE

ctg
Leu

cat
Hisz

gat
Bsn
330

gt
Gly

tac
Tyr

gag
Glu

Leu
155

got
Bla

gca
Rla

atg
Mat

tgo

gaa
Glu
235

acc

Thr

cac
Hisg

tat
TYr

gaa
Glu

= [ads]
Bla
315

gta
Val

gas
E1u

gCo
Ala

£gg
Trp

60

Leu

ggc
Gly

acc
Thr

gog
Rla

cac
Tvyr
220

AL
Gln

tat
Tyr

gca
Bla

cac
Hisg

At
Asn
oo

gta
Val

cog
Pro

aceo
Thr

got
Ala

gaa
Zilu
380

Pro

gca
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly
205

aac
AEN

cat
His

tig
Leu

gty
Val

ggt
Gly
285

gog
Ala

agt
Gly

Gog
Ala

att
Tle

otg
Leu
3eh

taa

Asn

CCu
Pra

ttt
Phe
140

ggc
Gly

acec
Thr

gta
WVal

agc
Jer

cat
His
270

gaa
Glu

cog
Pro

LIg
Leu

aaa
Lys

cas
His
350

ctg
Leu

Asn

gca
Rla
175

JEa
Glu

aag
Lys

cng
Leu

atg
Wal

agt
Gly
255

aac
Asn

apa
Lys

gt
Val

coa
Frao

atg
Met
335

aac
AEN

gka
Val

Fro
160

cot
Arg

gcg
Ala

tao
Cys

ctg
Leu

act
Thr
240

gtt
Val

ggc
Gly

oty
Wal

=11
Glu

ata
Ile
aza

cga

Acg

atyg
Mat

goo
Ala

528

574

624

872

720

Ted

Bl6

B64

a12

4980

1a08

10586

1104

1143



Met

Lie

Arg

Gly

Phe

65

Cye

Gln

Bla

Thr

Thr

145

Asn

Leu

Arg

Thr

Glu

Fro

Tle

Leu

Asp

50

Lys

Ser

Cys

Lys

Ile

120

Asp

Met

Bla

Gln
210

Glu

His

Gln

Gly

a5

Lys

RAap

Gln

Gly

Ala

115

Bla

Glu

Val

Ala

Cys
195

Ala

Gly

Ser

20

Glu

Bhe

Ala

Asen

Ala

100

Leu

Ser

Gly

Tle

Bla

18d

Ser

ala

Glu

ARla Leu

Pro Gly

Tyr leu

Val Leu

Gly Leu

70

zlu Ile

85

ile Leu

BRla His

Thr Asp

Glu Phe

150

Val Asp

185

Gly 1le

Brg Ser

Leu Ala

Lys Ala

Leu

Lys

Lys

Gly

Val

Aszp

Gly

Fhe

Ala

135

Asp

Thr

Gly

Gly

Leu

215

Met

Ile

Tyrc

Pro

40

Fhe

Val

Arg

Ile

Met

120

Pra

Bra

Lys

hsp

Ala

200

Bla

Leu
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Ser

Ile

25

Leu

Ala

Glu

Leay

Gly

105

Gly

Cys

Tyr

Ile

Ala

185

The

Glo

Ala

Lys

10

Gln

Ala

Gln

Ile

Arg

a0

Gly

wal

Sar

Leu

Val

170

Leu

Thr

Leu

Bla

Gly

Gly

Glu

sar

Ela

15

Gly

Gly

Ero

Ala

Leu

155

Ala

Ala

Met

Cys

zlu

61

Ria

Ala

RBrg

Thr

Fro

Ile

Lys

Wal

Len

140

Leu

Gly

Thr

Ala

TyE

220

Gln

Ile

Rep

Tcp

45

val

FPhe

Ala

Thr

Bla

125

Ser

EFro

Bla

Trp

Gly

205

Asn

His

Met

val

30

Leu

Glu

Gly

Glu

Leu

110

Tle

Val

hon

Pro

Ehe

140

Gly

Thr

Val

Asp

15

Ils

Wal

Lys

Gly

The

45

hzp

Ala

Ile

En

Ala

175

Glu

Lys

Leu

Val

Arg

Ren

WVal

Glu

ag

hla

Thr

Pra

Tyr

Pro

lal

Brog

Alm

Cws

Leu

Thr



10

225

Pra

Gly

Leu

Ala

Elu

305

Thr

Ile

Pro

Asp

mla

Fhe

Thr

Fhe

2%0

e

Leu

Val

Gly

Gla
370

<210> 25

<211> 1101
<212> ADN

Leu

zlu

Bla

275

Gly

=lu

Bla

Ala

Gly

355

Tyr

Glu

Zer

280

ile

Thr

Thr

Gln

Glu

340

Ala

Gly

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS

<222> (1) .. (1101)
<223> region codificadora de dhaK

<400> 25
atg coc tac ogt
Met Pro Tyr Acg

1

Jgat gtg caa gac
Asp Val Gln Asp

20

cat cca tog otg
Hig Pro Ser Leu

35

230

Arg val
245

Gly Gly

Pro Asp

Leu Thr

Val Ala
310

Leu Asp
325

Ala RAla

Thr Pro

Glr Arg

aat toc
Bsn Cys
5

gta ctg
Wal Leu

aca ctg
Thr Leu

Ile

Leu

Ala

Gln

295

Ala

Ile

Cys

Asp

Fhe
375

tag
Trp

gac
Asp

cat
His

zlu

Ala

His
280

Leu

Leu

Lys

Ala

Gln
360

Leu

age
Ser

gaa
Glu

cagy
Gln

ES 2529 107 T3

Ala

Ala
265

Hisz

Val

Ser

Glu

Glu
345

Val

Eln

aaa
Lys

caz
Gln
25

gat
Azp

Asn
250

Ala

Tyr

Leu

His

ASp
330

Gly

Tyr

Glu

ata
Ile
1%

ctg
Leu

cog
Pro

235

Thr

His

Tyr

Glu

Ala

313

Val

Glu

Ale

Trp

atag
Met

gca
Ala

gty
val

62

Tyr

Ala

Hi=

hsn

300

Val

Ero

Thr

Ala

Zlu
380

aaa
Lys

gga
Gly

tat
Tyr

Leu

Val

Gly
2B3

Bla

Gly

Rla

Ile

Leu
365

aaa
Lys

ctyg
Leu

gto
Val

ger

His
270

Glu

Fro

Leu

Lys

His
350

Leu

LTg
Leu

Fog
Ala

acc
The

Gly
255

Azn

Lys

Wal

Fra

Met
335

Asn

Val

atc
Ile
15

aaa

Lys

coe
Arg

240

Wal

Gly

Val

Glu

Ile

320

Arg

Met

Ala

aat
Asn

gog
Ala

got
Ala

18

gL

144
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gat goo oot gbt goa gga aaa gto goc ctg chg tog ggt ggc ggo ago 192
Bep Ala Pro Val Rla Gly Lys Val Ala Leu Leu 3er Gly Gly Gly Ser
L1 85 a0
gga cac gag ¢og atg cac tgb ggt fat atc ggt cag ggg atg cti teg 240
Gly Hig Glu Pro Met His Cys Gly Tyr Ile Gly Cln Gly Met lLeau Ser
B85 70 75 B0
ggy goc tgh ©og ¢ggo gaa att thc acc toa oog acg coc gat aaa ato 288
Cly Ala Cys Pro Gly Glu Ile Phe Thr Ser Pro Thr Pro Asp Lys Ile
a3 a0 895
LLL gaa tgo goCc atg caa gLt gat ggoc ggo gas gJgbt gta otg tig att 336
Phe Glu Cys Rla Met Gln Val Asp Gly Gly Glu Gly Val Leu Leu Ile
1040 105 114
atc aaa aat tac acc gge gat att ctt aac tthb gaa aca gog acc gag 384
Ile Lys A=n Tyr Thr Gly Asp Tle Leo Asn Fhe Glu Thr Bla Thr Glu
115 120 125
tta ctg cac gat agc goo gta as2a gtg acc ackt ghg gtc att gat gac 432
Leu Leu Hiz Asp Ser Gly Val Lys val Thr Thr Val val Ile Asp Rsp
130 135 140
gac gttt gog gta aaa gac agt cott tat act goc ggg oge ogo ggo gttt 480
Asp Wal ala Val Lys Asp Ser Leu Tyr Thr Ala Gly Arg Arg Gly Val
145 150 155 160D
Qoo adc eco gta Lha att gaa aaa CbLo gta ggc ¢ca gog god gag ogh 528
Ala Asn Thr Val Leu Ile Glu Lys Leu Val Gly Ala Ala Ala Glu Arcg
165 170 175
ggc gac tca chtg gac goc tgbt gog gaa ctg ggg ogt aag ctg aat aat 376
Gly Asp Ser Lew Asp Ala Cys Ala Glu Leu GLy Arg Lys Leu Asn Asn
180 185 140
caa ggc cac toa ata gogt ate got cte g9t gof Lgt aco gtt cot goco 624
GIln Gly His Ser Ile Gly Ile Ala Leu Gly Rla Cys Thr Val Pro Ala
135 200 208
geg ggc aaa cot teht tht ace oty gog gat sat gag atg gag Tttt ggco 872
Ala Gly Lys Fro Ser FPhe Thr Leu Ala Asp Asn Glu Met Glu FPhe Gly
210 215 220
gte ggo atht cat got gag cog ggt att gac oge oge coc the ot teo 720
val Gly Ilie His Gly Glu Pro Gly ILle Asp Arg Arg Pro Phe Ser Ser
225 230 235 240
chbt gat caa acc gtc gat gaa atg tte gac ace otg otg gta aat ggo ToB
Leu Asp Gln Thr Val Asp Glu Met Phe Asp Thr Leu Leu Val Asn Gly
245 250 285
toa tac cat cgeo act ttg ogt tic tgg gat tat caa caa gge agt tog gle
Ser Tyr His Arg Thr Leu Arg Fhe Trp Asp Tyr Glo Gln Gly Ser Trp
260 265 270
Cay gad gaa Ccaa Caa acc aaa caid ccg ctc cag tot ggo gat ogg gtg d64
Gln Glu Glu Gln GiIn Thr Lys Gln Fro Leu Gln Ser Gly Asp Arg Wal
275 280 285
att gog oty gtt aac aat ottt ggc goa act ©og Cobt Lot gag obg tac 812

63



Ila

ggc
Gly
305

atc
Il=

ggtL
Gly

gy
Trp

Ala
290

gLoc
val

gaa
Glu

Ltc
Phe

gac
hsp

<210> 26
<211> 366
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 26
Met Pro Tyr Arg

1

Asp

His

Bsp

Gly

65

Gly

Fhe

Ile

Leu

Val

Fro

Ala

30

His

Ala

Glu

Lys

Leu
130

Leu

tat
Tyr

cgb
Arg

tca
Ser

goo
Rla
355

Gln

Sar

35

Fro

Glu

Cys

Cys

Asn

115

His

Val

aac
AsSn

aat
Rsn

atc
Il
340

oo
Fro

Asp

Leu

val

Fro

Fro

Rla

100

Tyr

Asp

Asn

cgo
Arg

tta
Lau
328

acc
Thr

ate
Val

Asn

Val

Thr

Ala

Met

Gly

et

Thr

Jer

A=n

ctg
Leu
310

att
Ils

Lta
Leu

cas
His

Cys

Leu

Leu

Gly

His

0

Giu

Gln

Gly

Gly

Leu
245

ace
Thr

age
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Gly

aca
Thre

gcg

Ala

cgt
Arg

tac

Gly &la Tyc

Ladats
Leu

aoa
Thr

Tep

Asp

His

Lys

55

Cys

Ile

val

Asp

Val
135

zaa
Lys

(ol
Fro
30

Ser

Glu

Gln

40

Val

Gly

Fhe

Asp

Ile

120

Lys

gtt
Val
345

aoo
REla

Lys

Gln

Rsp

Ala

Ty

The

Gly

105

Leu

Val

Thr

toc
CVEs

tgc
Cys
330

gat
BsD

ctt
Leu

Ile

14

Leu

Pro

Leu

Ile

Ser
an

Gly

Asn

Thr

Pro

cag
Gln
31s

acc
Thr

gac
Asp

aac
Azn

Met

Bla

Val

Leu

Gly

]

Fro

zlu

Fhe

Thr

64

Leu
3040

caa
Gln

tca
Ser

gaa
zlu

Lag
Trp

Lys

Gly

Tyr

Ser

al

Gln

Thr

Gly

Glu

Val
140

Ser

gcyg
ala

clg
Leu

acy
Thr

gat
Gly
365

Lys

Leu

Wal

45

aly

Gly

Pro

Val

Thr

125

Val

Glu

gga
Gly

gat
A=p

ctyg
350

aaa
Lys

Leu

Ala

Thr

Gly

Met

Asp

Leu

110

Ala

Ile

Leu

Ctg
Leu

atg
335

gca
Rla

Caa

Ile

15

Lys

Arg

Gly

Leu

Lys

Leu

Thr

Asp

Tyr

act
Thr
32a

aco
Thr

ctoc
Leu

Asn

Ala

Ala

Ser

Ser

B0

Tle

Ile

Glu

ABR

960

1008

1058

1101



Asp

148

Ala

Gly

Gln

Ala

Val

225

Leu

Ser

Gln

Ile

Gly

305

Ile

Gl

Trp

Val

AEn

Asp

Gly

Gly

210

Gly

Asp

Tyr

Elu

Ala

230

Wal

Glu

Fhe

Asp

<210> 27
<211> 633

<212> ADN

Ala

Thi

Ser

His

185

Lys

Ile

Gln

His

Glu

295

Leu

Ty

Arg

Ser

Rla
355

Val

Yal

Leu

180

SJer

Fro

His

The

Arg

280

Eln

Val

Asn

Asn

Ile

340

Fro

<213> Escherichia coli

Lys

Leu

165

asp

Il=

Ser

Gly

Val

245

Thr

zln

AEN

Ao

Leu

3z2s

Thr

Val

Asp

L50

Ile

Rla

Gly

Fhe

Glu

234

Bep

Lau

Thr

RBn

Leu

o

Ile

Leu

Hig

Ser

Glu

Cys

Ile

Thr

215

Fro

Glu

Arg

Lys

Leu

295

Thr

Gly

Leu

Thr

Leu

Lys

Ala

Ala

200

Leu

Gly

Mat

Fhe

Z1ln

280

Gly

Thr

Ala

Lys

Fro
380
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Tyr
Len
Glu
185
Leu
Ala
Tle
Fhe
Tep
265
Pro
Ala
Arg
Tyr
Val

345

Ala

Thr

Val

170

Leu

Gly

BER

Bsp

Asp

250

Rep

Leu

Thz

Cys

Cye

330

Bsp

Leu

Ala

155

Gly

Gly

Ala

Asn

Rrg

235

The

Tyr

Gln

Fro

Gln

315

Thr

Rap

Asn

65

Ely

ala

ACQ

Cys

Glu

220

Arg

Leu

Gln

Ser

Leu

300

Eln

Ser

zlu

Tep

Arg

ala

Lys

Thr

205

Mat

Pro

Leu

Gln

Gly

285

Ser

Ala

Leu

Thr

Gly
365

hrg

Ala

Leu

180

Val

Glu

Phe

WVal

Gly

270

Asp

Glu

Gly

AEp

Leu

350

Lys

Gly

zlu

175

Asn

Pro

FPhe

Ser

Ben

255

Ser

Arg

Leu

Leu

Met

335

Ala

Val
160

Arg

hzn

Ala

Gly

Ser

240

Gly

Trp

Val

Tyr

Thr

320

Thr

Leu



<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (633)
<223> region codificadora de dhalL

<400> 27
tea ctg age

atyg
Met
1

gat
Asp

att
Ile

gt
Val

cti
Leu

ggt
Gly

goa
Ala

gge
Gly

acc
Thr

agc
Ser
145

ato
Ile

gEc
Gly

qac
Gly

agda
Lys

Sear

att
Ile

ggc
Gly

atg
YVal
50

aag
Lys

cog
Pro

cog
Arg

gcg
BRla

ate
Met
130

gag
Glu

goo
Bla

cgc
Arg

aeg
Ala

gaq
Glu
2140

Leun

tto
Fhe

gat
Rsp
35

gaa
Glu

aat
Aszn

chbg
Leu

cag
Gln

gac
REp
115

tgt
Cys

caa
Gin

gas
=lu

Qo
ala

aco
Thr
1495

taa

Zer

ago
Ser
20

gek
nla

aaa
Lys

ace
The

tte
Fhe

ago
Ser
Lon

ggc
Gly

gat
nsp

aat
AsSn

too
Ser

agt
Sear
180

teg
Sar

aga
Arg
5

ano
Thr

gac
Bsp

cteo
Leu

ggt
Gly

gqot
Ely
g5

oty
Leu

gta
val

atyg
Val

cte
Leu

got
Ala
165

tat

Tyr

gtg
Val

act
Thr

gag
Glu

cac
His

CCT
Pro

atg
Met
T0

aco
Thr

aca
The

ate
Ile

Cogg
Trp

tct
Ser
150

gca
Ala

cto
Leu

atg
Met

caa
Gln

aga
Ser

gog
Gly

get
Ala
55

acg
Thr

(o ol ]
Ehe

cho
Leu

agt
ser

gtg
Wal
135

gtt
Wal

caa
Gln

ggtT
Gly

£t
Fhe

att
Ile

Gad
Glu

cta
Leu
40

ate
ILle

ot
Leu

ttt
Fhe

gaa
Glu

oge
Arg
120

ey
Pro

cog
rro

agt
Ser

gaa
Glu

atg
Met
200
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gtk
YVal

cat
Tyr
25

aat
Asn

gca
Ala

ctt
Leu

ate
Ile

Jag
Glu
105

g99
Gly

gtg
val

gty
val

acg
Thr

cgc
Arg
185

atg
Mat

aac
AsT

oLt
Leu

atg
Met

gat
Bsp

oo
Ser

cgc
Arg
a0

ctt
Leu

aaa
Lys

gaTtg
WVal

gocg
Ala

attc
Ile
170

agt

Ser

caa
Gln

gy
TR

aco
Thr

A
Asn

adaa
Lys

agc
Ser
15

goo
Ala

tat
Tyr

geo
Amla

gaa
Glu

ctcC
Leu
155

acg
Thr

att
Tle

atg
Met

66

cteo
Leu

gda
Gly

Qg
Arg

gat
Asp
&0

gto
Val

goa
Ala

cag
Gln

gas
Glu

tog
Ser
140

gaa
Glu

atg
Mat

ggt
Gly

e
Leu

act
Thr

ctg
Lew

gao
Gly
&5

ate
Ile

ggt
Gly

Cag
Gln

ateg
Met

oot
Pro
125

tta
Leu

gct
Ala

caa
Gln

cac
His

gcq
Ala
205

gt
AEs

gat
Asp
30

Lttt
Fhe

ggt
Gly

gyt
Gly

gocg
Rla

tte
Ehe
114

g
1y

egt

gcc
Ala

goo
Ala

cag
Gln
140

tta
Leu

tgt
Cys
15

cgc
Arg

age
Ser

ttoe
Fhe

= lale!
hAla

aca
Thr
495

cgc
Arg

gat
Bsp

cag
Gln

agt
Ser

cgco
Arg
175

gat

hsp

goc
Ala

ggc
Glw

gaa
Glu

aaa
Lys

att
Ile

agt
Ser
B0

cag
Gln

gat
Asp

asa
Lys

tee
Ser

agc
Ser
160

aaa

Lys

coo
Fro

gca
Ala

43

96

144

182

240

288

336

3B4g

432

130

528

576

624

633



<210> 28

<211>210
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 28
Met Ser Lew Ser

1

REp

Ile

Val

Leu

&5

Gly

Ala

Gly

Thr

Zer

145

Ile

Gly

Gly

Lye
210

Ile

Gly

Val

50

Lys

Pro

Acg

Ala

Mel

130

Glu

Bla

ARG

Ala

Glu

Fhe

Asp

Glu

Azn

Gln

Asp

115

Cys

ln

Glu

Ala

Thr
193

Ser
21

Ala
Lys
Thr
Fhe
Ser
103
Gly
Asp
Asn
Ser
sSer
180

Ser

Arg

Thr

hsp

Leu

Gly

Gly

a5

Leu

wal

Val

Leu

Ala

1e5

Tyr

Val

Thr

Glu

His

Pra

Met

70

Thy

Thr

Ile

Trp

ser

150

Ala

Leu

Met

Gln

Ser

Gly

Rla

55

Thr

the

Leu

Ser

Val

135

Val

Gln

Gly

Fhe

Ile

Glu

Leu

Ile

Leu

Phe

Glu

Arg

120

Pro

Fro

ser

zlu

Mat
200

ES 2529 107 T3

YVal

Tyr

25

ABR

Ala

Leu

Ile

Glu

105

Gly

val

val

Thr

Arg

igs

Mat

BEn

10

Met

Bep

Ser

Arg

Leu

Lys

val

Alz

Ile

70

ser

Gln

Trp

Thr

Asn

Lys

Ser

75

Rla

Tyr

Rla

Glu

Leu

155

Thr

Ile

Met

67

Leu

Gly

Arg

Asp

&0

Val

hla

Gin

Glu

Ser

140

Glu

Met

Gly

Leu

Thr

Leu

Gly

Ile

Gly

z1ln

Met

Pro

125

Ala

Gln

His

Ala
208

Arg

Asp

an

FPhe

Gly

Gly

Ala

Fhe

110

Gly

Arg

Ala

Ala

Gln

180

Leu

Cys

15

Arg

Ser

FPhe

Ala

Thr

85

Arg

Asp

Gln

Zer

Rrg

175

Asp

Rla

Gly

Glu

Lys

Ile

Ser

&0

zln

AsSp

Lys

Zer

Ser

1ed

Lys

Fro

Bla



10

<210>

<211> 1422
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221>CDS

29

<222> (1) .. (1422)
<223> region codificadora de dhaM

<400>

29

gtg atg gta aac cba gto

Met
1

ggt
Gly

atc
Ile

gat
Bsp

cat
His

aclt
Thr

tgt
Cys

goa
Ala

ctg
Leu

atc
Ile
145

gtg
Val

ctyg
Leu

Met

gto
Val

geeo
Ala

gCcc
Bla
]

gtg
Val

gcg
Ala

gob
Ala

teg
Sar

gaa
Glu
130

tct
Ser

gtc
WVal

gtt
Wal

Val

gat
Gly

att
Ile
35

gtec
Val

cbg
Leu

oty
Ley

= lesey
Ala

gag
Gly
115

goo
Ala

gac
Asp

ara
Ile

tac
Tyr

hzn

gaa
zlu
20

goo
Ala

aaa
Lys

gtc
Val

gaa
Glu

Eag
Pro
100

gog
Ala

aaa
Lys

aca
Thr

ada
Lys

acc
Thr
1480

Leu
5

tta
Ley

gog
Elz

gTg
Val

atg
Mat

ttg
Leu
BS

ttg
Leu

gat
Asp

cgt
Arg

tgt
Cys

aac
Asn
145

TLa
Leu

wal

gaa
Rla

Jga
Gly

atg
Met

atg
Met
10

ctg
Leu

gte
Val

atc
Ile

gaa
Glu

oot
Fro
150

cot
Arg

[als]
Ser

ata
Ile

gt
Arg

att
Ile

Jag
Glu
&5

gat
Asp

got
Ala

gaa
Glu

gac
Asp

caa
Gln
135

gog
Ala

aac
Asn

aca
Thr

gt
val

cag
Gln

gac
Asp
40

goo
Bla

atg
Met

CCoo
Fro

gat
Gly

aaa
Lys
120

[adts
Leu

tac
Tyr

qoc
Gly

TLtL
Fhe

ES 2529 107 T3

toa
Ser

atg
Met
25

gat
Asp

atc
Ile

g9t
Glvy

gag
Glu

aca
Thr
105

gtt
Val

ggt
Gly

gat
hap

ctg
Leau

aat
Asn
185

cat
Hig
14d

tta
Leu

coa
Fro

gaa
Glu

ago
Ser

atc
Ile
ag

chg

atec
[l

tEa
Leu

gaa
Glu

cat
His
170

goo
Ala

ageo
Ser

atg
Mat

caga
Gln

tct
Ser

gca
Ala
75

goo
Ala

goa
Ala

ttt
Fhe

cog
Fro

gaa
Glu
155

gta
Val

gat
Asp

68

age
Ser

agt
Ser

2at
Asn

gLt
Val
&0

Tta
Leun

goa
Ala

gca
Ala

gac
Asp

too
Ser
140

Qoo
Ala

cgt
Rrg

atyg
Met

cga
ATg

gat
nsp

oo
Fro
45

gct
Ala

TLg
Leu

aaa
Lys

acg

geo
Ala
125

cco
Ser

cgt
Arg

oog
EFro

ttg
Leu

otg
Leu

agt
Zer
30

att
Ila

gat
Asp

agt
Ser

gta
vzl

ate
Val
110

atg
Met

gac
Asp

tct
Ser

gco
Alza

otg
Leu

180

gga
Gly
15

togt
Cws

ggt
Gly

goo
Ala

gct
Ala

cgt
Arg
95

ago
Ser

cat
His

act
Thr

ctg
Leu

tco
Ser
175

gasa
Glu

gaa
Glu

aaa
Lys

ace
The

gac
Asp

gEa
Glu
g0

tLg
Leu

gog
Ala

gog
Ala

gaa
Glu

gog
Ala
1e0

cog
Arg

aaa
Lys

48

kL

144

182

240

288

i3e

g4

432

480

528

578



gac
Azn

caa
Gln

gcot
Ala
225

ggt
Gly

gtt
val

goa
Ala

get
Ala

oaa
GFlu
305

aca
Thr

cag
G1ln

zaa
Glu

[ats (o
Arg

acc
Thr
iBs

oty
Led

gtt
Val

goc

ogc
Gly

gtk
WVal
210

Jaa
Glu

gaa
zlu

teg
Ser

adaa
Lys

att
Ile
290

goo

Bla

atg
Leu

cat
His

ot
Leu

tat
Tyr
370

[of: ¥ |
Gln

gog
Ala

gta
Val

cta

[-R=E-]
1lys
195

cgo
hro

gag
Glu

acg
Thr

ggt
Gly

tca
Jer
275

gac
Asp

age
Ser

tta
Leu

gaa
Glu

age
Ser
355

att
Ile

acg
Thr

gag
Glu

a@a
Lysa

atc

tae
Cys

tat
Tyr

gca
Ala

gag
Glu

ada
Lys
260

aca
Thr

Lt
Phe

939
Gly

gat
Bsp

cat
His=
340
cag
G1ln

gat
nsp

aada
Lys

aac
Agn

ggt
Gly
420

goo

gto
Val

Bac
Asn

ctg
Lau

gaa
Glu
245

goo
ala

ot
Leu

acqg
Thr

ctt
Leu

gat
REp
325

tge

Cys

caa
Gln

qrg
Val

gaa
Glu

att
Ile
405

atc
Tle

ogt

aca
Thr

gat
Asp

atc
Ile
230

gto
Val

ttt
Fhe

acc
Thr

Lta
Leu

Fac
ASp
310

ooy
Pro

acg
Thr

cac
Tyr

gac
Asp

gaa
Glu
190

tat
Tyr

tgc
Cys

gas

cca
Pro

aog
Thr
215

gct
Ala

got
Bla

tat
Tyr

gltg
val

tta
Leu
295

gat
hsp

gaa
Glu

goa
Ala

cag
Gln

gat
ASP
s

cte
Leu

alads
Fro

ctt
Leu

otg

gag
Glu
200

oty
Leu

ol ol s
Fhe

cca
Pro

tat
Tyr

gaa
lu
280

gat
Asp

att
Ile

oty
Leu

gaa
Glu

caz
Gln
360

ctt
Leu

ceg
Pro

| dals
Ser

age
Ser

999
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agt
Ser

ago
Arg

cgt
Arg

oot
Pro

caa
Gln
265

gaa
GElu

chyg
Leu

goo
ARla

ety
Leu

tat
Tyr
345

oty
Leu

cLg
Leu

cag
Gln

aca
Thre

gcc
Ala
425

att

att
Ile

[aaet=
Leu

cag
Gln

act
Thr
250

cca
Pro

gaa
Glu

atg
Mt

gca
Bla

gog
Bla

330
lfatsl
Ala

gat
Asp

cat
His

ttt
Phe

gta
Val
410

gga
Gly

ggc

aac
Asn

att
Ile

fod oley
Leu
235

ctg

gttt
Val

caa
zln

acg
Thr

acc
Ils
315

gog
Rla

tgg
Trp

gat
Asp

cgc
Arg

Aac
Azn
395

chtg
Leuw

agt
Ser

tgg

69

cag
Eln

qog
Bla
220

get
Bla

cgt
Arg

tta
Leu

gat
hsp

tta
Leu
300

tto
Pha

goa
Ala

cag
Gln

gaa
Glu

acc
The
IBO

tcg
Ser

caa
Gln

eog
Pro

att

att
Ile
205

aia
Lys

gaa
Glu

coo
Fro

tgt
Cys

cga
Rrg
285

aca
Thr

tot
Ser

ago
Zar

Lad=P=]
Gln

Tat
Tyr
385

ctg
Leu

coa
Pro

ctg
Leu

gta
Val

too

gog
Ala

oY
Gly

gat
Rsp

gtt
Val

acg
Thr
270

tta
Leu

qocg
Ala

ggtc
Gly

gaa
Glu

gttt
Val
350

cta
Leu

gk
Wal

act
Thr

gat
Asp

too
Ser
430

cag

tta
Leu

Coa
Fro

aacg
Rsn

cog
Pro
255

ota
Val

cgo
Arg

aaa
Lys

cac
His

cte
Leun
335

ctt
Leu

caa
Gln

cac
His

att
Ile

cog
Fro
415

cac
His

cag

cta
Leu

gaa
Glu

Lttt
Phe
240

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gln

gea
Ala

cat
His
3z0

ctt
Leu

EEE
Lys

got
Ala

ctg
Leu

ata
Leu
400

gog
Ala

ago
Ser

aat

B24

672

720

Ted

gld

864

a1z

960

1208

1054

1104

1152

1200

1248

128¢

1344



Ala

gag
Glu

aza
iys
465

Leu Ile Ala Arg

" 435

24a Chg tat gcg
Lys Leu Tyr Ala

450

acg caa ogt tto
Thr Gln Arg Fhe

<210> 30
<211> 473
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 30
Met Met Val Asn

1

Gly

Ile

Esp

His

a5

Thr

Cys

nla

Lau

Ile

145

Val

val Gly

Ala Tle

Ala Val
a0

Val Leu

Ala Leu

Ala Ala

Ser Gly

115

Glu Ala
130

Ser Asp

val Ile

Glu

20

Ala

Lys

Vel

Glu

Fro

100

Rla

Lys

Thr

Lys

Leu

Lau

Ala

Val

Met

Leu

85

Leu

hsp

Rrg

cya

Asgn
1E5

Glu

ata
Ile

aac
Asn
470

Val

Ala

Gly

Het

Met

v

Leu

Val

Ila

Flu

Pro

150

Brag

Leu

CARE
Gln
455

cgt
Arg

Tle

ALY

Ile

Glu

55

hep

Ala

Glu

Asp

Gln

135

Ala

Asn

ES 2529 107 T3

Gly Ile
440

coa gaa

Fro Glu

cag ggt
Gln Gly

Val Ser

zln Met

25

hsp Asp

Ala Ile

Met Gly

Pro Glu

Gly Thr

105

Lys WVal

120

Leu Gly

Tyr Asp

Gly Leu

Gly Trep Ile Cys Glo Gln Gly

gaa agg cta acg Cctg gao gttt
GZlu Thr Leu Thr Leu Asp Val

Laa

His

10

Leu

Pra

Glu

Ser

Iie

%0

Leu

Ile

Glu

His
170

Ser

Met

cln

Ser

Ala

75

Ala

ala

Fhe

Frao

Glu

155

Val

70

180

Ser

Ser

A H

Val

a0

Leu

Ala

Ala

Agp

Jer

140

Bla

Rrg

445

Arg

Bsp

Fro

Bla

Leu

Lys

Thr

hla

125

fer

Arg

Fro

Leu

Ser

30

Ile

Asp

Jer

Val

wVal

110

Het

Rsp

Jer

Ala

Gly

15

Cys

Gly

Ala

Ala

Arg

85

Jer

His

Thr

Leu

Ser
175

Glu
Lys
Thr
Asp
Glu
?ﬂ

Leu

Ala
Glu
Ala
160

Arg

1382

1422



Leu

Aszn

Gln

Ala

225

Gly

val

Ala

hlm

Glu

305

Thr

Gln

Glu

Arg

Thr

385

Leu

Yal

Val

Gly

Val

210

Glu

Elu

Ser

Lys

Ile

280

Ala

Leu

His

Leu

Tyr

370

Gln

ala

Val

TyrE

Lys

195

Arg

Glu

Thr

Gly

Ser

2753

Asp

Ger

Leu

Glu

Ser

355

Ile

Thr

Glu

Lys

Thr

180

Cys

Tyr

Ala

zlu

Lys

2&0

Thr

Phe

Gly

Asp

Hisg

340

Gln

Asp

Lys

Asn

Gly

Leu

Val

Asn

Leu

Glu

245

Bla

Leu

Thr

Leu

Rsp

325

Cys

Gln

Val

Glu

Ile

405

Ile

ser

Thr

Asp

Ile

230

Val

Phe

Thr

hsp

310

Fro

Thr

Tyr

Asp

zlu

390

Tyr

Cys

Thr

Fro

Thr

21%

hla

Ala

Tyr

Val

Leu

295

Asp

Glu

Ala

Gln

Asp

375

Leu

Pro

Leu

Phe

Glu

200

Leu

Phe

Fra

Tye

Glu

2870

Azp

Iie

Leu

zlu

Gln

3gd

Leu

Fro

Ser

Jer

ES 2529 107 T3

Asn

185

Ser

Arg

Arg

Fro

Gln

265

Zlu

Leu

Ala

Leu

Tyr

345

Lean

Leu

Elo

Thr

hla

Ala

Ila

Leu

Gln

Thr

250

Fro

Glu

Met

Ala

Rla

330

Ala

nsp

His

Fhe

val

410

Gly

Asp

Asn

Ile

Leu

235

Leu

Val

Gln

Thr

Ile

31s

Ala

Trp

Rsp

Arg

Asn

385

Leu

Sar

71

GEin

Rlz

220

Ala

Arg

Lau

Asp

Lz

300

Fhe

Ala

Zln

Glu

Thr

38q

Ser

Gln

Pro

Leu

Ile

205

Lys

Glu

Fro

Cys

Arg

285

Thr

Ser

Jer

Gln

Tyr

g5

Leu

Fro

Leu

Yal

Leu

180

Bla

Gly

Asp

Wal

T™hi

270

Leu

Ala

Gly

Glu

Val

350

Lau

Val

Thr

Asp

Ser

Glu

Len

Pro

AST

Fro

255

Wal

Arg

Lys

Hig

Leu

a3s

Leu

Gln

His

Ilm

Pro

415

His

Lys

Leu

Glu

Fhe

240

Fro

Gln

Gln

Ala

His

320

Len

Lys

Ala

Leu

Leu

400

ala

Ser
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420 425 430

Ala Leu Ile Rla Arg Glu Leu Gly Ile Gly Trp Ile Cys Gln Gln Gly
435 440 . 445

Glu Lys Leun Tyr Ala Ile Gln Pro Glu Glu Thr Leun Thr Leu Asp Val
450 455 460

Lys Thr Gln Apg Phe Asn Arg Gln Gly
465 470

<210> 31

<211> 1929

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (1929)

<223> region codificadora de dhaR

<400> 31

atg cgg gat atg agt gge got ttt aac aac gat ggt cgg ggc ata tot 48
Met Arg Asp Met 3er Gly Ala Phe Aszn Asn Asp Gly RBrg Gly Ile Ser

1 5 10 15

coc bid att gea ace teo tgg gag oga tgoe aat aag ctg atg Baa ogg 96
Pro Leuw Ile Ala Thr 3er Trp Glu Arg Cys Asn Lys Len Met Lys Arg
20 25 30

Jgag aca tgg aac ghta ooca cat cag goc cag goo gbg aca tht got tot 144
Glu Thr Trp Asn Val Pro His Gln Ala Gln Gly ¥Wal Thr Phe Ala Ser
a5 an 15

att tat cgg cgt aag aaa gog atg ctg acg ctc ggg cag got gog ctg 182
Ile Tyr Arg Arg Lys Lys Ala Met Leu Thr Leu Gly Gln Ala Ala Leu
50 55 60

gaa gat goc bgy gaa tat abtg gca oog oga gayg tgt gog otg Lttt atc 240
Glu Asp Ala Trp Glu Tyr Met Ala Pro Arg Glu Cys Ala Leu Fhe Tle

cto gat gaa acc goc tgoe att cte age cgb aat ggo gat cog caa acco 28gE
Leu Asp Glu Thr Ala Cys Ile Leuw 3er Arg Asn Gly Asp Pro Gln Thr
A5 a0 95

ttg cag cag ota agt aca otg goa tto ast gac ggc acg tat togo goo i3e
Leu Gln Gln Leu 3er Ala Leuw Sly Pne Asn Asp Gly Thr Tyr Cys Ala
100 105 110

gag gga att att ggt act tgt gog cta tog tta gog got atoe tet got 3b4
Glu Gly Ile Ile Gly Thr Cys Rla Leu 3er Leu Ala Ala Ile Zer Gly
115 120 125

cag goo ghg aad acg atg goo gat caa cat thto ass cag gta ok tog 4332

Gln Ala val Lys Thr Met Ala Asp Gln His Phe Lys Gln Val Leu Trp
130 135 140

72
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aac tgg goo Lot Lgt gca acg cocg tLg tLT gac ago &ag g9gc <©ga Ltbg 480
Asn Trp Ala Phe Cys Ala Thr Pro Leu Phe Asp Ser Lys Gly Arg Leu
145 150 155 160
acg gga aca ata gcg ctg gog tgt cog gbtt gag caa act ace gca got 528
The Gly Thre Ile Ala Leuw Ala Cys Pro Val Glu Gln Thr Thr Ala Ala
185 170 175
gat ttg cog ttg ACg Chg goa ate goc Cge gag Jdto gga aat tta otg 576
Aep Leuw Pro Leuw Thr Leu Ala Ile Ala Arg Glu Val Gly Rsn Leu Leu
180 145 130
ckg acg gac agh ttg cte got gas act aac ogbt cat tta aat caa ctt 624
Leu Thr Asp Ser Leu Leu Ala Glu Thr Asn Arg His Leu Rsn Gln Leu
193 2010 203
aat goo otg tta gaz agt atg gat gat ogo gtg att age tgg gac gag 872
Bzn Ala Leu Leu Glu Ser Met Asp Asp Gly Val Ile Ser Trp Asp Glu
210 215 220
Cag ggt aat Ctg caa ttt att aat goo cag gog gog ogg dgtoc thg cgo 720
GIn Gly Asn Leu Gln Phe Ile Asn Ala Gln Aala Ala arg Val Leu Arg
225 230 235 240
Ccitt gac gog acg gca agh cag gga cogg goca atc act gaa otc tTia acg THE
Leu Asp Ala Thr Ala Ser Gln Gly Arg Ala Ile Thr Glu Leu Leu Thr
245 250 255
tta coc goc gta ttg caa caa goa ata aas cag gca cat oog ctc aaa BLE
Leu FPro Ala Val Leuw Gln Gln Ala Ile Lys Gln Ala His Pro Leu Lys
260 2685 270
cac gka gaa goa ace LUt gaa ago cag cac cag ttt att gat gog gtg 864
His Val Glu Ala Thr Phe Glu Ser Gln His Gln Phe Tle Asp Als Val
275 2B0 285
ata acc ctt aaa ccog ata ata gaa acg cag gga ace age tht att thg 912
Ile Thr Leu Lys Fro Ile Ile Glu Thr Gln Gly Thr Ser Phe Ile Leu
290 295 300
tty otc cat 2ot JUg gaa cag atg ogg cag ttg atg ace agt caa tta 360
Leu Leu His Pro Val Glu Gln Met Arg Gln Leu Met Thr Ser Gln Leu
305 310 315 320
gga aaa gtc agec cat aco tic goct cat atg cca cag gac gat ccg caa 1008
Gly Lys Val Ser His Thr Phe Ala His Met Pro Gln asp Asp Pro Gln
325 330 335
acc cos ogo thg atkt cat ttt got cogo cag gog gog ocgo agt age ttt 1058
Thr Arg Arg Leu Ile His Phe Gly Arg Gln Ala Ala Arg Ser Serc Fhe
340 345 350
cot ghte ctg okt Lot gga gaa gag ggo gtg ggc aag gea otg octa agt 1104
Pro Val Lew Leu Cys Gly Glu Glu Gly val Gly Lys Ala Leu Leu Ser
155 360 365
cayg goa 2tt cat aat gas agoe gag ogt got goa ggt coct fat atc goo 1152
Gln Ala TIle His Asn Glu Ser Glu Arg Ala Ala Gly Pro Tyr Ile &la
370 375 380
gte aat tgt gag tta tat ggt gat got gog otg gog gaa gsa tht att lzo0
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WVal Asn Cys Glu Leu Tyr Gly Asp ARla Ala Leuw Ala Glu Glu Phe Ile
3BS 380 3es 4040

got ggc gat ogc acg gac aat gaa aat ggc cgt ctg agt ©gg ctg gaa 1248
Gly Gly Asp Arg Thr Asp Asn Glu hsn Gly Arg Ley 3erc Arg Leu Glu
405 410 415

Ctg gocd Ccac ggc g9gc acg ctg Sttt ottt gaa aag att gea tat ¢tg gog 1296
Leu Ala His Gly Gly Thr Leu Phe Leu Glu Lys Tle Glu Tyr Leu Ala
420 425 430

gty gag tta cag tot gobt ttg ottt cag gtt ato aag cag go9g gttt atc 1344
val Glu Leuw Gln Ser Ala Leu Leuw Gln Val Ile Lys Gln Gly Wal Ile
435 440 443

acg cga cbtg gat gog cgg ogbt tta ata cca att gat gtc aaa gbg att 1392
Thr Arg Lew Asp Ala Arg Arg Lew ILle Pro Ile Asp Val Lys vVal Ile
150 455 460

gca aca agcg act gog gac cbc goa atg ctg gLy Jaa caa aat ogb bttt 1440
Ala Thr Thr Thr Ala Asp Leu Ala Met Leu Val Glu Gln Asn Arg Phe
165 a7d 475 480

agt cgeo cag chbg tat tac gog otg cat goa Sttt gaa att ace ate cog 1468
Ser Arg Gln Leuw Tyr Tyr Ala Leu His Ala Phe Glu Ile Thr Ile Pro
485 450 445

cct ctg cgt atg ogg cgt ggc Agc att cog gog Otg gtg Bat Aac aaa 1534
Pra Leu Arg Met Arg Arg Gly Ser Ile Pro Ala Leu Val Asn Asn Lys
500 505 510

tta cgc agt obhb Q22 aaa ogc LLC Lot acg ©0Q9 cotg asa att gat gac 1584
Leu Arg Ser Leu Glu Lys Arg Phe Ser Thr Arg Leuw Lys Ile Asp Asp
515 520 525

gat goo cte got ogo chbg gttt tot tgbt gea tgg cca ggce aac gat tht leiz
Asp Ala Leuw Ala Arg Leu Val Ser Cys Ala Trp Pro Gly Rsn Asp Fhe
530 53= 544

gaa c¢tt tac ageo gtc atc gag aat otb get ctg agh agt gat zac ggg Leg0
Glu Leu Tyr Ser Val Ile Glu Asn Leuw Ala Leuw 3er Ser Rsp Ren Gly
545 850 555 SED

cgo abtt oge gto aght gat thg cog gaa cat cbg tht ace gag cag gog 1728
Arg Ile Arg Val Ser Asp Leu Fro Glu His Lew Fhe Thr Glu Gln Rla
565 570 575

aca gat gat gtc agc goo acc ©fC Ctt too acc agt ctg toa ttt gog 1776
Thr Agp Asp Val Ser Ala Thr Arg Ley Ser Thr Ser Leuw Ser Phe Ala
580 SBS 5580

gaa gtt gaa aaa gag goa att att asac goa goc cag gto aca ggc ggt 1824
Glu val Glu Lys Glu Ala Ile Ile Asn Ala Ala Gin Val Thr Gly Gly
535 a00 605

CQgo ALL cag gaa albg teog got tta ott gog atc ggo cge act acg otg 1872
Arg Ile Gln Glu Met Ser Ala Leu Leu Gly Ile Gly Arg Thr Thr Leu
E10 al5 620

tag cgg a2aa atg aag caa cat ggo att gat gca ggg cag ttt aag coo 1920
Trp Arg Lys Met Ly2 Gln His Gly Ile Asp Ala Gly Gln Phe Lys Arg
G625 630 835 &40

cgy gta tga 1929
Arg val
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<210> 32

<211> 642
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 32
Mat Arg Asp Met

1

Fro

Glu

Ile

Glu

65

leu

Leu

z1lu

Gln

Asn

145

Thr

Asp

Leu

Leu Ile

Thr Trp
35

Tyr RArg

=11]

Azp Ala

Asp Glu

Gln Gln

zly ITle

115

Ala val

130

Trp Ala

Gly Thr

Leu Pro

Thr Asp

RAla

20

REN

Arg

Trp

Thr

Leu

1040

Ile

Lys

Fhe

[la

Leu
180

Ser

Ser

Thr

Val

Lys

Glu

Ala

a5

Ser

ELly

Thr

Cys

Ala

185

Thr

Leuw

Gly

Ser

Bro

Lys

TYyC

70

Cys

Ala

Thr

Met

Bla

150

Leu

Leun

Leu

Rla

Trp

His

Ala

Mat

Ile

Leu

Cys

nla

135

Thr

Ala

Rla

Ala

Fhe

Glu

hla

Leun

Gly

Bla

120

hsp

Fro

Cys

Tle

Glu

ES 2529 107 T3

Asn

Arg

25

hla

Leu

Fro

Ser

Fhe

105

Leu

Eln

Leu

Ero

Bla

185

Thr

Rsn
1d

Cys

Thr

BTG

Arg

0

Asn

Ser

His

Fhe

Wal

170

Arg

han

Rsp

hsn

Gly

Leu

Glu

15

Asn

Bep

Leu

Fhe

Asp

155

Glu

Glu

Arg

75

Gly

Lys

Val

Gly

&l

Cys

Gly

=1y

Ala

Lys

144

Zar

Gln

Val

Hiz

Arg

Lew

The

Gln

Ala

Asp

Thr

Ala

125

Gln

Lys

The

Gly

Leu

Gly

Met

30

Fhe

Ala

Leu

Pro

Tye

114

Ile

Val

Gly

The

Asn

150

Azn

Ile

15

Lys

Rla

Ala

Fhe

Gln
95

Cys

Ser

Leu

Arg

Bla

175

Leu

Gln

3er

Arg

Ser

Leu

Ile

g0

Thr

Bla

Gl

Trp

Leu

1a&0

Bla

Leu
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195 200 205

Bsn Ala Leu Leun Glu Sér Met Asp Asp Gly Val Ile Ser Trp Asp Glu
210 215 220

Zln Gly Rsn Leu GIn Phe Ile Asn Ala CGln Alz Ala Arg Val Leu Arg
225 230 235 240

Leu Asp Ala Thr Ala Ser Gln Gly Arg Rla Tle Thr Glu Leu Leu Thr
245 250 255

Leu Pro Ala Wal Leu Gln Gln Ala Ile Lys Gln Ala His Pro Leu Lys
280 285 270

His Val Glu Aala Thr Phe Glu Ser Glm His Gln Phe Ile Asp Ala Val
275 280 2BS

Ile Thr Leu Lys Pro Ile Ile Glu Thr Gln Gly Thr Ser FPhe Ile Leu
2590 2495 300

Ley Leu His Pro Val Glu Gln Met Apg Gln Leu Met Thr Sar Gln Leu
305 310 315 320

GLly Lwe Val Ser His Thr Phe Ala His Met Pro Gln Asp RAsp Pro Gln
325 330 338

Thr Arg Arg Leu Ilie His Fhe Gly Arg Gln Ala Ala Arg Ser Ser Fhe
240 345 350

Pro Val Leu Leu Cys Gly Glu Glu Gly Val Gly Lys Ala Leu Leu Ser
355 g0 365

GIln Ala Tle His Asn Glu Ser Glu Arg Ala Ala Gly Pro Tyr Lle Aala
370 37s 380

Val Asn Cys Glu Leu Tyr Cly Asp Ala Ala Leu Ala Glu Glu Phe Ile
385 390 395 400

Gly Gly Asp Arg Thr Asp Asn Glu Asn Gly Arg Leu Ser Arg Leu Glu
405 410 415

Leu Ala His Gly Gly Thr Leu Phe Lew Glu Lys Ile Glu Tyr Leu Ala
420 425 430

Val Glu Leuw Gln Ser Ala Leu Leu Gln Val Ile Lys Gln Gly Val Ile
435 440 445
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10

Bla

465

Ser

Pro

Leau

Rsp

Glu

545

BLg

Thr

Glu

Arg

Trp

623

Arg

Arg

450

Thr

Arg

Leu

Arg

Ala

530

Leu

Ile

hsp

Val

Ile
610

Arg

Wal

<210> 33
<211>735

<212> ADN

Lau

Thr

Gln

Azg

Zer

515

Leu

Tyr

Arg

Asp

Glu

595

Gln

Lys

hsp

Thr

Leu

Met

200

Leuw

Ala

Ser

Val

Wal

580

Lys

Glu

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (735)

Ala

Ala

Tyr

485

Arg

Glu

Brg

Val

Ser

5as

Ser

Glu

Mat

LysS

Arg

Rsp

470

Tyr

Aprg

Lys

Leu

Ile

550

hzp

Ala

Bla

Ser

zln
630

<223> region codificadora de fsa

<400> 33

Arg

455

Leu

Ala

Gly

Brg

Val

535

Glu

Leu

Thr

Ile

Ela

615

His

Ala

Leun

Ser

Fhe

520

Ser

RSN

Era

Arg

Ile

600

Leu

Gly

ES 2529 107 T3

Ile

His

Ile

505

Ser

Cys

Len

Elu

Leu

585

Asn

Leu

Ile

Fro

Leu

Ala

490

Ero

Thr

Ala

Ala

His

570

Ser

Ala

Gly

Asp

Ille

Wal

475

Fhe

Ala

Arg

Trp

Leu

255

Leu

Thr

Rla

Ila

Rla
635

77

Asp

480

Glu

Glu

Leu

Lau

Pra

540

Ser

Phe

Ser

Gln

Gly

620

Gly

Val

Gln

Ile

Val

Lys

525

Gly

Serc

Thr

Leu

Val

605

Arg

Gln

Lys

ASn

Thr

Azn

S10

Ile

Asn

Asp

Glu

Ser

590

Thr

Thr

Fhe

Val

Arg

Ile

435

Aan

Bsp

Asp

Asn

Gln

575

Phe

Gly

Thr

Lys

Ile

Fhe

a80

Bra

Lys

Asp

Fhe

Gly

580

Ala

Ala

Gly

Lett

Arg
G40



gty
Met

aaa
Lys

gac
Asp

grd
val

gLt
Val
65

LLL
Phe

(234
Leu

age
Thr

ceg
Pro

gog
ala
145

gct
Rla

ttg
Leu

acc
Thr

act
Thr

gat
hep
225

aga acg teg att taa
Arg Thr Ser Ile

cgt
Arg

aag
Lys

gttt
Val

acc
Thr
&0

gtg
Val

oo
Ela

aag
Lys

goo
Rla

acy
Thr
130

ctyg
Leu

cag
Gln

aaa
Lys

ccg
Pro

chg
Leu
210

goo
Rla

cag
Gln

tac
Tyr

gt
Val

act
Thr

ctt
Leu

cag
Gln

ot
Leu

gag
Glu
115

ot
Leu

gca
hla

ggc
Gly

atg
Mat

ogt
Arg
195

cca
Fro

got
ala

oty
Leu

att
Ila

gqog
Ala

aag
AEn

Gog
Bro

gta
Val

egh
AT
100

999
Gly

gga
Gly

ggt
Gly

ggt
Gly

cat
His
180
cag

Gln

ety
Ly

gty
Val

ttoc
Fhe

ttag
Leu

gtg
Val

CCa
Fro

caa
Gln

atg
Mat
43

tot
Ser

oty
Leu

acoc
Thr

gcg
Rla

age
Ser
165

qcg
Ala

gcg
Ala

gat
hap

gcg
ala

aga
Arg

agg
Rrg

aag
Lys

aqo
Ser

ohb
Leu
70

et
Ala

att
Tle

gea
ala

geg
Rla

gaa
Glu
150

qgc
Gly

coy
Pro

ctg

Leu

gty
Val

aag
Lys
230

gag
Glu

atg
Met

gog
Rla

LT
Tle
55

cat
His

acoc
Thr

att
Ile

got
ala

gta
Val
135

tat
Tyr

att
Ile

cag
Gln

gac
Asp

goa
Ala
215

et
Fhe

Lee
Fhe

git
Wal

otg
Leu

atc
Il

dgad
Glu

act
Thre

gog
Ala

atk
Ila
120

tat
Tyr

gtt
Val

Cag
Gln

Foy
Ala

tgc
Cys
200

Cada

Gln

gag
Glu

ES 2529 107 T3

oo
Sar

atg
Met

tca
Ser

[s [als
Ala

qod
Ala

Qoo
Ala

gat
Agp
105

aag
Lys

qgc
Gly

gcg
Ala

act
Thr

aaa
Lys
185

tta

Len

cag
Gla

Cag
Gln

oot
Arg
10

gea
Glu

agt
Arg

gog
Ala

atg
Met

gaa
Glu
a0

ate
Ile

atg
Met

goa
Rla

faled
Fro

gty
Vel
170

gtg
Val

otg
Leu

aty
Met

gac
Asp

gat
hep

ctg
Leuy

att
Ile

FgT
Gly

gga
Gly
75

999
Gly

gtg
Val

tta
Leu

aea
Rla

tac
Tyr
155

ace
Thr

oLy

gca
Ala

att
Ile

tgg
Trp
235

78

age
Ser

tat
Tyr

ttt
Fhe

EEE
Lys
=1

gat
Gly

atg
Met

gtg
Val

aaa
Lys

caa
Gln
140

gtt
Val

gac
AsSp

goa
Bla

gga
Gly

ags
Ser
220

cag
Gln

cea
Leu

ckag
Leu

Cog
Fro

aod
Lys

cag
Gln

gtt
val

aaa
Lys

geg
Ala
125

ag9
Gly

aat
Asn

tta
Leu

gog
Ala

tgt
Cys
205

tat
Tyr

JJa
Gly

cat
His

gat
ASD

ctg
Leau

ceg
Pro

g
Gly

aat
Asn

gttt
Val
1140

gaa
Glu

cha
Leu

cgt
Arg

cac
His

agt
Ser
130

gaa
Glu

ooy
Fra

god
Ala

tga
Ser
15

act
Thr

qcg
Ala

ctg
Le

cgt
Arg

gag
Asp

Cog
Pro

99
Gly

oty
Len

att
Ileg

cag
Gln
175

tLo
Fhe

tca
Ser

oy
Ala

ttt
Phe

gac
AsSp

toa
Ser

got
Gly

gat
RAsp

oty
Leu
B

gcg
Ala

gtg
Val

att
Ile

teg
Ser

gat
Asp
1e0

tta
Leu

=1-1-1
Lys

att
Tle

gtt
Val

gac
Gly
240

18

96

144

192

240

2548

336

384

4332

480

528

578

G4

672

T20

135



<210> 34
<211> 244

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 34
Met Arg Gln Leu

1

Lys

Bsp

Val

val

85

Ehe

Leu

Thr

Fro

Ala

145

hla

Leu

Lye

Val

Thr

=1

Val

Ala

Lys

Alz

Thr

130

Leu

G1n

Lys

Tye

Val

35

Thr

Gln

Leu

Glu

115

Leu

Ala

Gly

Mat

Ile

20

ale

Asn

Pro

Val

Arg

100

Gly

Gly

Gly

Zly

His
180

Fhe

Leu

Val

Pro

Gln

Met

a5

Ser

Leu

Thr

Ala

Ser

165

Ala

Brg

Arg

Lys

ser

Leu

70

Ala

Il=

Ala

Bla

Glu

150

Gly

Fro

Glu

Mat

Bla

Ile

Hig

The

Ile

Ala

wal

135

Tyr

Il=

Gln

Fhe

Val

Leu

Ile

Glu

The

Ala

Ile

120

Tyx

Val

Gln

hla
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Ser

Met

25

Ser

Ela

Als

Ela

Rzp

105

Lys

Gly

Ala

Thre

Lys
185

Arg

10

Glu

Arg

Ala

Met

Zlu

a0

Ile

Mat

Bla

Pro

Val

170

val

hAsp Ser

Lew Tyre

Ile Fhe

Gly Lys
a0

Gly Gly
75

Gly Met:

YVal val

Leu Ly=

Ala Gln

140

Tyr Val
15%

Thr Asp

Lew Ala

79

Leu

Leu

Fro

45

Lys

Gln

val

Lys

Ala

125

Gly

nen

Leu

Ala

His

Azp

30

Fra

Gly

Asn

Val

110

Glu

Arg

Hig

Ser
1940

Ser

15

Alz

Leu

Arg

RBsp

25

Fro

Gly

Leu

Ile

Gln

173

Fhe

Asp

Ser

Gly

Asp

Leu

a0

mla

Val

Ile

Jer

AGp

180

Leu

iys



10

Thr EBr Gln Ala Len

e ]
= o
e

L6

Thr Leu Pro Leuw Asp Val
210

Bsp Rla RAla Val Ala Lys
2258 230

Arg Thr Ser Ile
<210> 35
<211> 663

<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (663)

<223> region codificadora de talC

<400> 35

Asp

Ala
215

Fhe

ES 2529 107 T3

Cys Leu Leuw Ala Gly
200

Gln Gln Met Tle Ser
220

Glu Gln Asp Trp Gln
235

80

Cye
205

Tyr

Zly

Glu Sar

Fro ala

hAla Phe G

le

Val
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atg gaa ctg tat cbg gac acc got aac gte goa gaa gtic gaa cob otg 48
Met (lu Leu Tyr Leu Asp Thr Ala Asn val Rla Glu Val Glu Arg Leu
1 5 10 13

agca cgo ata tito coco att goc ogg gtg aca act gac cog agc att atc a8
Ala Arg Ile Phe Pro Ile Rla Gly Val Thr Thr Rsn Fro Ser Ile Ile
20 25 30

get 9o age asag gag too ata tgg gaa gtg otg cog ogt otg caa zaa 144
Ala Ala Ser Lys Glu 3¢r Ile Trp Glu Val Leu Fro Arg Leu Gln Lys
35 a0 . a5

gog att ggt gat gag ggs att otg thtt got cag ace atg ags ogo gac ' 13z
Ala Ile Gly Asp Glu Gly Ile Leu Fhe Ala Gln Thr Met 3er Arg Asp
50 55 &0

gcg cad ggg atg gtg gaa gas Jgof aag cgo CLg ogo gac got att cog 240
Bla Gln Gly Met Val Glu Glu ala Lys Arg Leu Arg Asp Ala Ile Fro
B3 T0 15 80

ggt att gtg gtg aaa ate cog gtg ack toc gaa ggt cotg goa goa att 288
Gly Tle val Val 1ys Ile Pro Val Thr Ser Glu Gly Leu 2la Ala Ile
a5 a0 a5

aaz ata ctg aaa saa gag gt att act aca ott ggo act gob gta tat 336
Lys Ile Leu'Lys Lys G3lu Gly Ile Thr Thr Leu Gly Thr Ala ¥al Tyr
100 ips 110

ago goo goa caa gog tta bta goc goa cbg gca ggg goa ada tac ght 3g4
Ger Rla Ala 31ln Gly Leun Leu Ala Ala Leu Ala Gly Ala Lys Tyr Val
115 120 125

got cog tat gtt aac oge gta gat goo cag gge 994 gac ggo att ogt 432
Ala Pro Tyr Val Asn Arg Val Asp Ala Gln Gly Gly Asp Gly Ile Arg
130 135 140

acg gtt cag gag ctg caa acg ©tg thka gaa atg cac gog Cca Jas ago 480
Thr Val Gln Glu Leu Gln Thr Leu Leu Glu Met His ala Pro Glu Ser
145 150 155 1e0

atg gtg otg goa goC age ttt a2a acg cog ogt cag gog ctg gac tot 528
Met vVal Leu Alz Ala Ser FPhe Lys Thr Pro Arg Gln Ala Leu Asp Cys
165 170 175

tta ctg gcoca gga gt gaa toc abtc acc obg coce tha gat gta gog caa 376
Leu Leu Ala Gly Cys Glu Ser Ile Thr Leu Fro Leu Asp Val Ala Gln
180 185 120

caa atg cotc aac aceo oot gog gta gag teca got ata gag aag thto gaa G624
=ln Met Leu Asn Thr Pro Ala val Glu Ser 3la Ile Glu Lys Fhe Glu
185 200 205

cac gac tgg aat goo goa tht ggo act act cat cto tas a6

His Asp Trp Asn &la Ala Fhe Gly Thr Thr His Leo
210 215 220

81
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val Ala

10

Asn

Val
25

Thr Thr

Glu Val Leu

Phe Ala Gln

Leu

5

Ly=s Arg

Thr Sar Glu

80

Thr
105

Thr Leu

Ala

Glu

Asn

Pro

Thr

Arg

Gly

Gly

Leu Ala Gly

Wal Glu Arg

15

Fro Sarc Ile

30

Arg Leu Gln

45

Met Ser Arg

Asp Ala Ile

Leuw

Tle

Lys

Asp

Fro

80

Ala Ala

a5

Leu

Ala
110

Thr Val

MAla Lys
125

Tyr

Ile

Tyr

Val

Bla Pro Tyr Val Asn Arg Val aAsp Ala Gln Gly Gly Rsp Gly ile Arg

<210> 36
<211> 220
<212> PRT
<213> Escherichia coli
<400> 36
Met Glu Leu Tyr Leu Asp Thr Alas
1 5
Ala Arg Ile Phe Fro Tle Ala Gly
20
Ala Ala Ser Lys Glu Ser Ile Trp
a5 40
Ala Tle Gly Asp Glu Gly Ile Leu
L] 55
Ala Gln Gly Met Val Glu Glu Ala
65 T0
Gly Ile val Val Lys Ile Pro val
a5
Lys Ile Lew Lys Lys Glu Gly Ile
100
Ser mla Ala Gln Gly Leuw Leu Ala
115 120
130 135
Thr ¥al Gln Slu Leu Sln Thr Leu
145 150
Mat Val Leu Ala Ala Ser Fhe Lys
165
Leu Leu Ala Gly Cys Glu Ser Ile
180
Gln Met Lew Asn Thr Fro Ala Val
1485 200
His Asp Trp Asn Ala Ala Phe Gly
210 218
<210> 37
<211> 1530
<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

Leu Glu Met
135

1440

His Ala Pro Glu

Thr Pro Arg Gln Ala Leu Asp

170

Thr Leu Fro

185

Glu Ser Rla

Thr Thr His

82

175

Leu Asp Val Ala
150

Ile Glu Lys Fhe
20%

Leu
220

Ser

160

Cys

Gln

zlu



<220>

<221>CDS

<222> (1) .. (1530)

<223> region codificadora de glpK

<400>

37

atg aga atc

Met
1

ace
Thr

tct
Ser

gta
Val

2ge
Ser

oty
Leu

Rrg

act
Thr

tct
Ser

Jag
zlu
50

cag

Gln

gga
Gly

Ile

teoo
Ser

gt
Ala
b

cac

His

gog
Ala

gte
Val

Lca aag goc

Ser

act
Thr
20

too
Ser

gatr
Asp

atg
Met

aco
Thr

Lys
5

cgg
Brg

aag
Lys

CCt
Pro

gto
val

aac
Asn
8BS

Ala

tgo
Cys

gag
Glu

gaa
Glu

teo
Ser

cag
Gln

aat
Asn

ate
Ile

cac
His

gaa
Glu
55

att

Ile

ogo
Arg

qog
Ala

Lte
Fhe

cge
ATy
40

att
Ile

gac
Asp

gaa
Glu
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tat
Tyr

att
Ile
25

can
Eln

cgg
Trp

ate
Ile

ace
Thr

gttt
Val
10

gat
Rsp

ateo
Ila

gac
Asp

aco
Thr

ace
Thr
a0

gca
Ala

gec
ala

tteo
Fha

aac
Asn

cCa
Pro

gty
Val

83

geg
Ala

caa
Eln

cCca
Fro

ateo
Ila
&l

cac

Hig

atg
WVal

att
Ile

gaa
Gly

caa
zln
45

cga

By

Jag
Glu

tgg
Teo

gac
Rep

aaa
lys
30

cag
Gln

tct
Ser

gtt
Val

gac
Bsp

caa
Gln

gtg
Val

ggc
Gly

gto
Val

gea
Rla

aag
Lys
o5

ggc
Gly

FLg
Val

tgg
Trp

gtoc
Val

b
Zar

cac
His

q8

96

144

182

240

288



=R ndwd
Thr

Lot
Ser

cktt
Leu

ate
Tle
145

daqg
Lys

ctg
Leu

aca
Thr

caa
Gln

atg
Met
225

cac
His

cag
Gln

aaa
Lys

TCg
Ser

ooy
Arg
305

ggc
Gly

aag

gac
Glw

gac
Asp

gac
Bep
130

aag
Lys

Jgc
Gly

acc
Thr

gat
Asp

cag
Gln
210

cte

Lew

oge
Rrg

caa
Gln

aat
Ran

ttg
Leu
290

gaa
Glu

ggt
Gly

goa

caa
Glu

att
Ile
115

cge
Arg

tag
Trp

gac
Asp

99c
Gly

gte
Val
13&

tag
TLp

cct
Fro

gga
Gly

gog
mla

aco
Thr
275

aag
Lys

gga
Gly

too
Ser

cca

cCh
Fro
100

tgc
Cys

ace
The

att
Ile

cth
Leu

ggt
Gly
LED

acoc
Thr

gat
Agp

gag
Glu

acc
The

goo
Ala
2an

tac
Tyr

att
Tle

Loo
ser

ttg
Lau

gt
Val

cta
Leu

ggo
Gly

cto
Leu

CEg
Leu
185

gto
val

aac
Asn

coa
Fro

att
Ila

cta
Leu
245

fad ol o
Leu

ggc
Gly

tco
Ser

gct
Ala

gtg
Val
125

att

tac
Tyr

gaqg
Glu

ladotal
Leu

gace
ASD
120

LTt
Fhe

cgc
Arg

gca
Bla

gaa
Glu

oot
Arg
230

gee
Rla

ttt
Fhe

aco
Thr

gag
Glu

cCg
Fro
214

cag
Gln

gaa

aac
Rsn

atc
Tle

oty
Leu
135

aac
ASn

ggc
Gly

gqc
Gly

(e
Ser

cta
Lew
215

ccg

Pro

gac
Asp

agt
Gly

ggc
Gly

cac
His
2495

gto
Val

tgg
Trp

aac

gca
Ala

Fog
Ala
120

ate
Ila

gkt
Val

acc
Thr

gac
Asp

oge
Arg
200

tgc
Cys

tco
Ser

gto
Val

cag
Gln

cte
Leu
240

ggC
Gly

tac
Tyr

ctyg
Leu

cTe
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acc
Ils
108

g
Gly

azc
Asn

Jag
Glu

atg
Met

gac
Asp
185

aca
Thr

gaa
zlu

gte
Val

ccg
Pro

age
Gly
265

ttoc
Phe

ctg
Leu

gcg
Ala

cgo
Arg

geo

gt
Val

gaa
Glu

tce
Ser

gga
Gly

gat
Azp
170

agt
Gly

cta
Leuw

qoo
Bla

gga
Gly

att
Ile
250

gga
Gly

ctg
Leu

chg
Leu

cty
Leuw

gas
REp
230

ega

Loy
Tep

gaa
Glu

tac
Tvr

got
Rla
155

anag
Thr

gat
Rsp

Ly
Leuw

cLa
Leu

gaa
Glu
235

act

Thr

tke
Fhe

ctg
Leu

(el
Ser

gaa
Glu
315
aac
Bon

waa

84

cag
Gln

gIe
Gly

falet]
Fro
140

[als Lo
Arg

Log
Tre

gat
Asp

atg
Met

gac
BSp
220

tho
Fhe

ggc
Gly

Cac
His

atg
Met

aca
Thr
ano

gL
Gly

cta
Leu

gec

gac
Bap

cag
Gln
125

tog
Ser

gaa
Glu

gtg
Val

goco
Ala

gat
Asp
205

att
Ile

ege
Arg

gty
Val

gaa
Glu

aac
Asn
285

atao
Ile

j Lals
Ser

cag
Gln

gaa

aco
Thr
110

gaa
Glu

g9g
Gly

ogs
Arg

crg
Leu

atc
Ile
190

cte
Leu

cog
PEG

toco
Ser

cte
Leu

g
Gly
270

ace
Thr

goo
Bla

gta
Val

cka
Leu

gag

cgc
Arg

aag
Lys

coc
Fro

aco
Ala

tog
Trp
175

cac
His

cge
Rrg

atg
Met

gty
Wal

Fgc
Gly
255

got
Ala

ggc
Gly

cat
Tyr

Lo
Ser

ate
Ile
335

aac

aco
Thr

tog
Trp

aaa
Lys

gaa
Glu
160

aac
Asn

gte
Val

acg
Thr

teo
Ser

oo
Arg
240

gac

Asp

oot
Bla

aco
Thr

caa
Gin

atg
Met
320

coc
Era

gt

33

384

432

480

528

576

G624

672

T20

Te8

816

264

912

Gs0

1044

1058



hsn Ala

gge gtt
Gly Val

Cgc coc
Arg Pro
37a

cgc aaa
Arg Lys
385

Cogo gad
Arg Glu

too cte
Sear Leu

atg caa
Met Gln

gas acs
Elu Thr
450

tte tte
Phe Phe
465

gtc Tgg
Val Trp

gaa tgq
Glu Trp

<210> 38
<211> 509
<212> PRT

Fro

cat
His
ass

gat
REp

cac
His

gLt
Val

cgc
Arg

oo
mla
435

aco
Thr

aad
Lys

aac
Asn

aat
Rsn

Ala
340

gtt
wal

gct
mla

atc
Ile

gtg
Val

gte
val
420

gac
hsp

[afeed
Ala

aca
Thr

cot
Fro

agg
Arg
500

Ile

gte
val

cgt
Brg

goc
Rla

gas
hsp
405

gac
Bap

Lo
Phe

gt
Val

act
Thr

gac
ASp
485

gca
Ala

Glu

cCa
Pra

ggc
Gly

cgc
Arg
390

goc
Ala

ggL
Gly

ot
Leu

ggc
Gly

gac
Asp
470

atg
Mat

gtg
Val

Asn

gca
Ala

ghe
Wal
373

gca

Ala

atg

el )
Ala

ago
Gly

gto
Val
455

gag
Glu

age
Ser

gag
Glu

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 38

Met Arg Tle Ser Lys Ala Asn

1

5

Thr Thr Ser Thr Arg Cys Ile

20

Ser Ser Ala Ser Lys Glu His

35
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L

tTo
Fhe
360

art
Tle

gtc
Val

goc
Ala

atg
Mat

atc
Ile
440
gaa
Ala

atc
Ila

gaa
Glu

cat
Hig

Ala

FPhe

Arg
40

Ala
345

aceo
Thr

aca
Thr

[
Leu

dgm
Lys

gtyg
Val
425

gac
hsp

tte
Fhe

Faa
Glu

gaa
Glu

tct
Ser
E05

Tyr

Ile
25

Gln

Arg

JJa
Gly

ggc
Gl

gaa
Glu

gqac
hsp
410

qaa
Glu

gqte
Val

gt
Ala

aas
Lys

gag
Glu
4590

tat
TYE

Val
10

Asp

Ile

Glu

ctg

cto
Leu

goo
Ala
395

goa
Ala

aat
Asn

cad
Gln

goa
Ala

ctt
Leu
475

cgc
Arg

gac
hEp

ala

Ala

Phe

85

Val

ot ol
Fhe

ace
Thro
380
aac
Asn

gge
Gly

gac
Bsp

cgt
Arg

ggt
Gly
480

att
Iile

gaa
Glu

Cag
Gln

Ala

Gln

Pro

Glu

oca
Ala
385

cat
Ry

goc
Ala

adaa
Lysz

[ oY ]
Leu

chbo
Len
145
cta
Leu

goa
Bla

oot
Arg

goo
Ala

Ile

Gly

Zln
45

Asp Rsn
330

cca ogt
Fro Arg

LLt goc
Fhe Ala

ttc caa
Fhe Gln

gco oto
Ala Lau
415

cte atg
Lau Met
430

gaqg gac
Glu Asp

age tot
Gly Ser

gtg aag
Val Lys

cgo tan
Arg Tyr
185

tag

Gly

gy
Tro

aac
Asn

acc
The
400

gaa
Glu

caa
Gln

gta
Val

gga
Gly

2aa
Lys
480

goo
Bla

Asp Cln Gly

15

Lys Val Val

30

Zln Gly

Tep

1104

1152

1200

1248

1298

1344

1392

1440

1488

1530
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Wal Glu His Asp Fro Glu Glu Ile Trp Asp Asn Ile Arg Ser Val val
50 35 B

Ser Gln Ala Met Val Ser Ile Asp Ile Thr Pro His Glu Val Ala Ser
65 70 75 80

Leu Gly Val Thr Asn Gln Arg Glu Thr The Wal Val Trp Asp Lys His

Thr Gly Glu Bro Val Tyr Asn Ala Ile Val Trp Gln Asp Thr Arg Thr
100 105 110

Ser Asp Ile Cys Leu Glu Ile Ala Gly Glu Glu Gly Gln Glu Lys Trp
115 120 125

Leu Asp Arg Thr Gly Leu Leu Ile Asn Ser Tyr Pro Ser Gly Pro Lys
130 13% 140

Ile Lys Trp Ile Leu Asp Asn Val Glu Gly Ala Arg Glu Arg Ala Glu
145 150 155 160

Lys Gly Asp Leu Leu Phe Gly Thr Met Asp Thr Trp Val Leu Trp Asn
165 170 175

Leu Thr Gly Gly Val Arg Gly Asp Asp Gly Asp Asp Ala Ile His val
180 185 194d

Thr Asp wal Thr Asn Ala Ser Arg Thr Leu Leu Met Asp Lau Arg Thr
195 200 205

Gln Gln Trp Asp Pro Glu Leu Cys Glu Ala Leu Asp Ile Pro Met Ser
210 215 220

Met Leu Pro Glu Ile Arg Pro Ser Val Gly Glu Phe Arg Ser Val Arg
225 230 235 240

His Arg Gly Thr Leu Ala hsp Val Pro Ile Thr Gly val Leu Gly Rsp
245 250 255

Gln Gln Ala ARla Leu Phe Gly Gln Gly Gly Fhe His Glu Gly Ala Ala
260 265 270

Lys Asn Thr Tyr Gly Thr Gly Leu Phe Leuw Leuw Met Asn Thr Gly Thr
275 280 285

Ser Leu Lys Ile Ser Glu Hig Gly Leu Leu Ser Thr Ile ala Tyr Gln

86



10

Arg

305

Gly

Azn

Gly

Arg

Arg

385

Arg

Ser

Glu

Fhe
465

wal

Glu

<210>

<211> 1725
<212> ADN

290

Glu

Gly

Ala

Val

Fro

370

Glu

Leuw

Gln

Thr

450

Fhe

TrE

Trp

39

Gly

Ser

Pro

His

233

Asp

His

Val

Arg

Ala

435

Lys

Asn

Asn

Ser

Leun

Ala

340

Val

ala

Ile

val

val

4230

Asp

Ala

Thre

Pro

500

Ala

Val

325

Ila

wal

Arg

Ala

fsp

405

Asp

Phe

Val

Thr

BER

485

Ala

Fro

310

Gln

Glu

Pra

Gly

Arg

490

Ala

Gly

Len

Gly

Asp

470

Met

Val

295

Val

Trp

Asn

Ala

Val

375

Ela

Met

Ala

Gly

Val

455

Glu

ger

Glu

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1725)
<223> region codificadora de glpD
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Tyz

Leu

Leu

Fhe

380

Ile

Val

Ala

Met

Ile

440

Ala

Ila

Glu

His

Rla

Arg

ARla

345

Thr

Thr

Leu

Lys

Wal

4325

Asp

Fhe

Glu

Glu

Jer
5405

Leu

Asp

330

Arg

Gly

Gly

Glu

Asp

410

Glu

Val

Ala

Ly=

Glu

497

Tyr

Glu

15

Asn

Glu

Leu

Leu

Ala

395

Ala

Asn

Gln

Ala

Leu

475

Arg

Asp

87

200

Gly

Leu

Val

Fhe

Thr

380

RS

Gly

Rsp

Arg

Gly

a6l

Ile

Glu

Gln

Ser

Gln

Glu

Rla

B3

Arg

Rla

Lys

Leu

Leu

445

Leu

Ala

Arg

Bla

Val

Len

hzp

350

Pro

Phe

Fhe

Bla

Leu

430

Zlu

Gly

wal

Brg

Ser

Ile

a5

Azn

Arg

Ala

Eln

Leu

415

Met

Asp

Ser

Lys

Tyr
485

Met
320
Fro
Gly
Trp
Agn
The
400
Glu
Gln
Wal
Gly
Lys
480

Bla



<400> 39

atg
Met
1

cac
His

gte
Val

geot
hla

tct
Ser
a5

fadi (4

Acg

gaa
Glu

agt
Ser

Lty
Leu

cag
Gln
145

aaa
Lys

aay
Lys

cte
Leu

ato
Ile

cgn

tog
Tep

et o
Fhe

att
Ile

caa
Glo

cct
Ser

tat
Tyr

eietel
Rrg

s
Fhe

agT
Gly
130

gag
Gly

aat
Asn

gga
Gly

fat s
Leu

aac
Asn
210

gto

gtt
Val

gEd
Glu

atg
Val
as

gac
Gly

994
Gly

Tty
Leu

gy
Arg

atg
Mat
115

got
Ala

caa
Gln

JCa
Ala

gog
Ala

aho
Leu
1495

cac
His

aag

ggc
Gly

toco
Ser
20

att
Ile

cac
Arg

aca
The

gag
Glu

tac
Tyr
100

CLe

Leu

ggt
Gly

tog
Ser

ctg
Leu

Log
Trp
180

gag
Ala

Foo
Ala

got

ggt
Gly

cgc
Arg

ggc
Gly

g9t
Gly

tca
Ser

cag
=ln
as

cCa
Leu

aog
Thr

gty
Val

aay
Lys

cte
Leu
185

cgo
AEg

oty
Val

aaa
Lys

gta

Tttt
Ehe

cgg
Arg

agt
Ly

Lta
Leu

tog
Ser
T

Tag

Tyr

ggt
Gly

Qoo
Ala

Fog
Bla

gaa
Glu
150

aag
Lys

cac
His

attl
Ile

gto
Val

gaa

cct
Prao

att
Ile

g9t
Gly

cgo
Arg
&5

aca
Thr

gat
Asp

atc
Ile

Lttt
Fhe

Ltg
Leu
135

aac
Asn

gaa
Glu

gat
RAsp

adaa
Lys

act
Thr
213

gtg

att
Ile

ggc
Gly

atc
Tle
40

act
Thr

acc
Thr

tte
Fhe

gos
mla

gat
Asp
120

tat
Tyr

cac
His

gte
val

gat
Asp

gct
Ala
200

cge
Arg

act
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agy
Arg

cot
Pro
25

tca
Ser

gqtg
Val

too
Ser

agc
Gly

gct
Rla
105

=)
Tzp

gaa
Glu

teog
Ser

cog
Fro
acy
185

LTt
FPhe

attc
Ile

gat

cte
L&
10

cCcg
Fro

ggrt
Gl

atg
Meat

aadg
Lys

gry
wal

a0

cog
Fro

tca
Ser

acg
Thr

cog
Fro

tgg
Trp
170

teg
Leu

gcd
Ala

cto
Leu

cag

act
Thr

ottt
Leu

gta
Wal

Lt
Phe

atg
Met
]

gt
Wal

cat
His

gag
Glu

atg
Mat

cgt
135

ottt
Leu

aat
Asn

gca
Ala

cgg
Arg

gte

88

Lttt
Fhe

cgo
Brg

cag
Gln

Jaqg
Glu

att
Ile

cag
Gln

Tty
Leuw

cog
Pro

gcg
Ala
140

tte
Fhe

gas
Bsp

ctec
Leu

gat
Asp

aac
Azn
220

ace

atyg
Mat

gat
EsSp

att
Ile
45

goo
Ala

cat
His

gaa
Glu

gty
Val

aaa
Lys
125

tgg
Trp

cgg
Arg

2o
Fro

CaET
His

gac
Gly
2035

grg
Yal

aac

BCg
Thr

aat
Azn
30

gcg
Ala

aga
ALG

ggt
Gly

Qoo
Rla

get
Ala
110

goo

Ala

cag
Gln

tag
Trp

gag
zlu

goa
Ala
180

=13
Gly

gaa
Glu

acc

age
Ser
15

Lat
TyT

cga
Arg

gat
Asp

gt
Gly

gty
Wal
a5

cca
Fro

[alad
Pro

cgt
Arg

att
Ile

Jgc
Gly
175

Jgaa
Glu

acg
Thr

gaa
Glu

acg

gca
nla

gac
BSp

cat
Hisz

tat
Tyr

ttg
Leu
a0

aag
Lys

cgc
Rrg

atg
Mat

aac
Bgn

cct
Fro
160

ttg
Leu

cga
Acg

gog
Bla

qgc
Gly

cat

1g

96

144

192

240

2BE

33t

284

432

480

523

57e

€24

872

720



ACg
225

qag
Glu

cag
G1ln

teo
Ser

gty
Wal

atg
Met
a0s

aot
nla

acc
Thr

toc
Ser

tac
Tyr

att
Ile
385

atg
Val

grg
Val

act
Thr

et
Leu

chbg
Leu
465

Val

gty
Val

gog
Ala

aag
Lys

ttt
Fhe
280

gag
Gly

gat
Rsp

ata
Ile

acg
Thr

acg
Thr
370

gat
asp

atyg
Met

tta
Leu

tct
Ser

oge
Arg
450

goo
Ala

Lys

aat
Azn

LEg
Leu

gga
Gly
275

gtg
Val

cae
Arg

gat
BsD

gat
Rsp

ctyg
Leu
135

tcc
Zer

ggt
Gly

gog
Gly

cck
Ero

Tt
Fhe
435

ags

Ser

aga
Arg

Gly

gco
BRla

oot
Gly
2a0

gTg
Val

cgt
hrg

aca
Thr

acg
Ala

tog
Ser
340

gtg
Val

tct
Ser

ttg
Leu

tac
TyE

g
Bro
420

ggc
Gly

canc
His

oty
Leu

Val

cCct
Pro
245

gat
Rsp

cat
His

ggc
Gly

ot
Leu

gt
ala
325

ata
Val

ggt
Gly

ogc
Arg

gty
Val

aag
Lys
405

ctg

Leu

gog
Ela

coc
Bro

tat
Tyr

zlu
230

gtg
val

tto
Leuw

tto
Leu

aza
Lys

ate
Ile
ain

goa
ala

cge
Arg

gty
Val

cgt
Arg

tct
Ser
380

gbg
Val

ogo
Arg

tat
Tyr

gag
Glu

Jga
Gly
470

Wal

gLy
Val

gcg
Ala

cto
Lanu

aac
Azn
295

ogat
Gly

gat
Bsp

got
Ala

g
Lrg

tte
Phe
375

gte
Val

att
Ile

cac
His

gJag
Gl

oty
Lau
455

act
Thr

Thr

atc
Ile

gag
Glu

act
Thr
280

9gc
Gly

coa
Fro

gaa
Glu

aca
Thr

elals]
Pre
360

gat
RER

tot
Ser

gag
Zlu

Tkt
Fhe

tco
Ser
440

gat
Asp

gag
Glu
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hsp

2ac
Azn

gta
Val
2EE

=l=p
Gly

2ag
Lys

aca
Thr

ago
Ser

cog
Bra
345

ottt
Lewy

att
Ile

ggc
Gly

cat
His

Jac
Asp
425

gtg
Val

gtg
Wal

cat
His

Eln

got
Ala
250

ago
Thr

gat
Bhsp

cat
His

gac
Asp

gat
Asp
330

oLt
Leu

gtt
Val

tad
Ser

gge
Gly

gtg
Val
410

oo
Zer

got
Ala

gat
Asp

gaa
E1lu

Val
235

acg
Ala

aag
Lys

ttg
Lew

gtg
Val

acoc
Thr
315

atc
Ile

aat
Asp

gat
RSP

gat
BED

azg
Lys
395

gtg
Val

agg
Arg

gat
AEp

gat
AsD

aaa
Lys
475

89

Thr

gat
Gly

ECg
Leu

g¥c
Gly

ate
Ile
3an

atg
Met

gat
Bsp

oo
Arg

gac
hap

cac
His
3480

tgg
Trp

gag
Zlu

cag
Gln

tco
Ser

gaa
Glu
aa0

atg
Val

Asn

[alals)
Pro

aag
Lys

ago
Sar
285

gty
Val

att
Ile

TEg
Lau

ada
Lys

ggc
Gly

385
o
Ala

ageo
Thr

cac
His

atg

ttt
FPhe
445

ateo
Ile

ctyg
Leu

Thr

oy
Tep

gtg
Val
270

cag
Gln

ast
REn

gac
Asp

oTg
Leu

gag
Glu
350

acc
Thr

aac
RSN

act
Thr

CEa
Gln

oog
Bro
430

gog
Glu

cgo
Arg

gat
Asp

Thr

=
Val
255

ogo
Brg

agt
Ser

cog
Fro

ggt
Gly

cr
Leu
335

ate
Ile

gac
Asp

gte
Val

toeg
Ser

gct
Rla
415

ttg
Leu

tca
Sar

gtg
Val

cto
Leu

His
240

gog
Ala

caa
Gln

gy
Gly

Loy
Trp

gac
Bsp
320

Jag
Glu

ato
Ile

age
Thr

gac
Gly

cgo

Arg
400

gog
Ala

agt
Ser

gog
Rla

cat
His

ot
Val
480

T6E

E1§

BEd

912

280

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1236

13449

1392

1440
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gCa aag caa coc gac oty ggg ogo oga cht gac cca gac aac ctbt gat 1488
Ala Lys Gln Pro Asp Leu Gly Arg Arg Leu Asp Pro Asp Asn Len Asp
485 430 485

ate gog gog cag goo gtt ttt got gte goc gag gag gog goc gte gac 1536
Ile Rla Ala Gln Ala Val Phe Ala val Ala Glu Glu Rla ala vVal Asp
500 505 510

ctg gog gac gbg oty gat cogt cogce atc gtg cto ggc acg otg ggt tat 1584
Lew Ala Asp Val Leuw Asp Arg Arg Ile val Leu Gly Thr Leu Gly Tyrc
515 520 525

gty caa cog gct goo gtg cgb gog acg gof gaa goa atg gog cag glo 1ad2
val Gln Pro Ala Ala Val Rrg Ala Thr Ala Glu Ala Met Ala Gln val
530 535 540

acc ggg tgg tea got gag cohbt atoc gac goc cag tgc cag tec tac cto 1680
Thr Gly Trp S3er Ala Glu Leu Ile Asp Ala Gln Cys Gln 3ar Tyr Leu
545 5E0 355 560

gCC aag ¢aa gac AaAa ate CAAa goC gbg tta aag oog tAc ogc taa 1725
Ala Lys Gln Asp Lys Ile Gln Ala Val Leu Lys Pro Tyr Arg
565 570
<210> 40
<211> 574
<212> PRT
<213> Corynebaeteriurn glutamicum

<400> 40
Met Trp ¥al Gly Gly Phe Pro Ile Arg Lew Thr Phe Met Thr Ser Ala
1 5 10 i5

His Phe Glu Ser Arg Arg Tle Gly Pro Pro Leu Arg Asp aAsn Tyr Asp

val Ile wal Ile Gly CGly CGly Ile Ser Gly Val Gln Ile Ala Arg His
35 40 15

Ala Gln Gly Arg Gly Leu Arg Thr Val Met Phe Glu Ala Arg Asp Tyr
50 55 ]

Ser Ser Gly Thr Ser Ser Thr Thr Ser Lys Met Ile His Gly Gly Leu
65 Jo 75 ab

Arg Tyr Leu Glu Gin Tyr Asp Phe Gly Val Val Gln Glu Ala Val Lys
Glu Arg Arg Tyr Leuw Gly Ile Ala Ala Pro His Leu Val Ala Pro Arg

100 108 110

Ser Phe Met Leu Thr Ala Fhe Asp Trp Ser Glu Pro Lys Ala Pro Met
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115 120 L25

Leuw Gly Ala Gly Wal Rls Leu Tyr Glu The Met Ala Trp Gla Rog Asn
130 135 140

Gln Gly Gln Ser Lys Glu Asn His Ser Pro Arg Phe Arg Trp Ile Pro
145 150 155 1ED

Lys ARsn Ala Leu Leu Lys Glu Val Pro Trp Leu Asp Pro Glu Gly Leu
183 170 175

Lys Gly Ala Trp Arg His Asp Asp Thr Leu Asn Leu His Ala Glu Arg
180 185 190

Leuw Leu Lew Ala val Ile Lys Ala Phe Ala Ala Asp Gly Gly Thr Ala
185 200 205

Tle Asn Hiz Ala Lys Val Thr Arg Ile Leu Arg Asn Val Glu Glu Gly
210 215 220

Brg Val Lys Gly Val Glu Val Thr Asp Gln val Thr Asn Thr Thr His
225 230 235 240

Glu Val Asn Ala Pro Val Val Ile Asn Ala &la Gly Pro Trp Val Ala
245 250 255

Gln Ala Leuw Gly Asp Leuw Rla Glu Val Thr Lys Leu Lys Val Arg Glno
2860 285 274a

Ser Lys Gly Val His Leu Leu Thr Gly Asp Leu Gly Ser Gln Ser Gly
2715 280 285

val Phe Val Arg Gly Lys Asa Gly Lys His val Ile Val Asn Pro Trp
290 285 300

Met Gly Arg Thr Leu Ile Gly Pro Thr Asp Thr Met Ile Asp Gly Asp
305 310 i1s 320

Ala Azp Resp Ala Ala Ala Asp Glu Ser Asp Ile Asp Leuw Leu Leu Glu
3235 330 333

Thr Tle Asp Ser Val Acg Ala Thr Pro Lew Asp Arg Lys Glu Ile Ile
340 345 350

Ber Thr Lew Val Gly Val Arg Pro Leu Val Asp Asp Gly Thr Asp Thr
355 360 cl-L
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Ile

3BS5

Val

Val

Thr

Leu

Leu

4465

Rla

Ile

Leu

Val

Thr

545

Rla

Thr
370

Bsn

Met

Lend

Ser

Arg

450

Ala

Lys

Rla

Ela

Gln

530

Gly

Lys

3er

Gly

Gly

Pro

Fhe

435

Ser

ATg

Gln

Ala

Asp

515

Fra

Trp

Giln

Ser

Len

Tyr

Pro

420

Gly

His

Leu

Pro

Gln

200

Val

Rla

Ser

Asp

Brg

val

Lys

105

Leu

Ala

Pro

Tyr

Asp

4E5

Bla

Leu

Ala

Ala

Lys
565

Brg

Ser

3390

Val

Arg

Tyr

Glu

Gly

470

Leu

Val

Asp

WVal

Glu

550

Ile

Fhe

375

Val

Ile

His

Glu

Leu

455

Thr

Gly

Phe

Arg

Brg

535

Gln

Bsp

Ser

Glu

Fhe

Ser

140

msp

Glu

Arg

ala

Arg

520

Ala

Ile

Rla
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Il=

Gly

Hig

Bep

423

Val

Val

His

AT

val

sS035

Iie

The

Asp

Val

Sar

Gly

wal

410

Ser

Ala

Asp

Glu

Leu

490

Ala

Val

Ala

Ala

L&
570

BsD

Lys

398

Val

Arg

Asp

Asp

Lys

475

Asp

Glu

Leu

Glu

Gln

555

Lys

92

His

380

Trp

Glu

Gln

Ser

Glu

460

Wal

Fro

zlu

Gly

Ala

540

Cys

Pro

Ala

Thr

His

HMet

Phe

445

Tle

Leu

Rsp

Ala

Thr

525

Met

Gln

Tyr

Asn

Thr

Gln

Fro

430

Glu

Rryg

ABP

Asn

Bla

510

Leu

Bla

Ser

Arg

Val

Ser

Bla

415

Leu

er

Val

Leu

Leu

495

Val

GGly

Gln

Tyr

Gly

Arg

400

Ala

Ser

Bla

Hisg

Val

480

hAsp

Asp

Tyr

Val

Leuw
Eal
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién por fermentacion de L-aminoacidos,
caracterizado por que
se llevan a cabo las siguientes etapas:

a) Cultivaciéon de las bacterias corineformes recombinantes que producen el L-aminoacido deseado, en las
que se presenta expresado por lo menos el polinucleétido heterdlogo glpK, que codifica un polipéptido con
la actividad de una glicerol cinasa, o sobreexpresado el polinucledtido endégeno glpK, en un medio que
contiene glicerol o eventualmente de manera adicional una o varias fuentes de C en unas condiciones, en
las que el deseado L-aminoacido se enriquece en el medio o en las células, y eventualmente

b) aislamiento del L-aminoacido deseado, permaneciendo en el producto final eventualmente los componentes
del caldo de fermentacion y/o de la biomasa en su totalidad o en porciones (desde > 0 hasta 100 %).

realizandose que el polipéptido con la actividad de una glicerol cinasa, que es codificado por el
polinucledtido heterdlogo glpK, tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en por lo menos un
80 % a la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:16

y realizandose que el polipéptido con la actividad de una glicerol cinasa, que es codificado por el
polinucleétido endégeno glpK, tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:38.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el polipéptido heterélogo con la actividad
de una glicerol cinasa tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 100 % a la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:16.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que en las bacterias recombinantes de la
especie Corynebacterium glutamicum, que producen el L-aminoacido deseado, se presenta sobreexpresado
adicionalmente el polinucleétido heterdlogo glpD, que codifica un polipéptido con la actividad de una glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa, o el polinucleétido endégeno glpD, realizandose que el polipéptido con la actividad de una
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, que es codificado por el polinucledtido heterélogo glpD, tiene una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en por lo menos un 80 % con respecto a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:8, y realizandose que el polipéptido con la actividad de una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, que es codificado
por el polinucledtido enddgeno glpD, tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:40.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por que el polipéptido heterélogo con la actividad
de una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 100 % a la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:8.

5. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 hasta 4, en las cuales el polinucleétido
heterélogo expresado procede de un organismo procariotico, de manera preferida de Enterobacteriaceae, de
manera muy especialmente preferida de Escherichia coli.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que como fuente de C se emplea el glicerol
en = 10 hasta 100 %.

7. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 hasta 6, caracterizado por que se produce L-lisina o
L-triptéfano.

8. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 hasta 7, caracterizado por que se emplean
unas bacterias, en las cuales han sido reforzadas por lo menos parcialmente las rutas del metabolismo, que
aumentan la formacién del deseado L-aminoacido.

9. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 hasta 8, caracterizado por que se emplean
unas bacterias, en las cuales se han desconectado por lo menos parcialmente las rutas del metabolismo que
disminuyen la formacion del deseado L-aminoacido.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado por que para la produccién de L-aminoacidos,
en particular de L-lisina y L-triptéfano, se fermentan unas bacterias de la especie Corynebacterium glutamicum, en
las cuales se refuerza(n), en particular se sobreexpresa(n), uno o varios de los genes, que se escogen entre el
conjunto que se compone de accBC, accDA, cstA, cysD, cysE, cysH, cysK, cysN, cysQ, dapA, dapB, dapC, dapD,
dapE, dapF, ddh, dps, eno, gap, gap2, gdh, gnd, lysC, IysCFBR, lysE, msiK, opcA, oxyR, ppc, ppCFBR, pagk, pknA,
pknB, pknD, pknG, ppsA, ptsH, ptsl, ptsM, pyc, pyc P458S, sigC, sigD, sigE, sigH, sigM, tal, thyA, tkt, tpi, zwa1, zwfy
zwf A243T, glpA, glpB, glpC, glpE, glpF, glpG, glpQ, glpT, glpX, gldA, dhaK, dhalL, dhaM, dhaR, fsa y talC.
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11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que la actividad o concentracion de la(s)
proteina(s), que es(son) codificada(s) por el(los) gen(es) reforzado(s), aumenta en cada caso en 10 hasta 2.000 %,
referida a la de la proteina de tipo silvestre o respectivamente a la actividad o concentracién de la proteina en el
microorganismo de partida.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 9, caracterizado por que para la produccién de L-aminoacidos,
en particular de L-lisina, se fermentan unas bacterias de la especie Corynebacterium glutamicum, en las cuales, de
manera simultanea, se debilita(n), en particular se desconecta(n) o se disminuye la expresion de, uno o varios de los
genes, que se escogen entre el conjunto que se compone de aecD, ccpA1, ccpA2, citA, citB, citE, fda, gluA, gluB,
gluC, gluD, IuxR, luxS, lysR1, lysR2, lysR3, menE, mqo, pck, pgi, poxB y zwa2.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 12, caracterizado por que la actividad o concentracion de la(s)
proteina(s), que es(son) codificada(s) por el(los) gen(es) debilitado(s), disminuye en cada caso a un 0 hasta 75 %,
referido a la proteina de tipo silvestre o respectivamente a la actividad o concentracion de la proteina en el
microorganismo de partida.
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