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DESCRIPCION
Microorganismo para producir L-aminoacidos y método para producir L-aminoacidos utilizando el mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un microorganismo transformado que produce un L-aminoacido con un alto
rendimiento utilizando sacarosa como fuente de carbono principal, y a un método para producir un L-aminoacido
utilizando dicho microorganismo.

Técnica antecedente

Debido a la creciente demanda de produccién de biocombustible y a las pérdidas de cultivo causadas por un clima
inusual, el precio del azucar de almidéon utilizado como materia prima de la fermentacién, ha aumentado
rapidamente. Como alternativa, el uso de sacarosa o de melazas que contienen una alta concentracion de sacarosa,
mas baratas que el azdcar de almidén, como fuente de carbono en la fermentacién industrial, es ventajoso para
asegurar costes competitivos. Aproximadamente el 50 % de la E. coli aislada de la naturaleza puede metabolizar
sacarosa, pero la cepa K12, la cepa B y la cepa de C de E. coli normalmente utilizadas en la fermentacion industrial,
no tienen la capacidad de asimilar sacarosa. (Mol. Microbiol. (1998) 2: 1-8, Can. J. Microbiol. (1999) 45: 418-422).
Por lo tanto, entre los desafios mas importantes en la industria de la fermentacion se encuentra la investigacion de
genes implicados en la asimilacion de sacarosa, el establecimiento de genes relacionados con una asimilacion de
sacarosa potenciada mediante mejoras y la aplicacion de los genes en las cepas de E. coli industriales, que no
asimilan sacarosa, para la produccién de metabolitos deseados.

Para impartir la capacidad de asimilar sacarosa a las cepas de E. coli industriales, generalmente se han utilizado
métodos de introduccion de un gen o un grupo de genes de asimilacién de sacarosa procedentes de
microorganismos que tienen una capacidad de asimilar sacarosa. Por ejemplo, se conoce bien en la técnica un
método para impartir capacidad de asimilar sacarosa a E. coli K12 mediante transformacion con el regulon scr
presente en las especies de Salmonella que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (J. Bacteriol. (1982) 151: 68-
76, Mol. Microbiol. (1998) 2: 1-8, J. Microbiol. (1991) 173: 7464-7470, Patente de Estados Unidos N.° 7.179.623),
Klebsiella pneumoniae (J. Gen. Microbiol. (1988) 134: 1635-1644), Erwinia amylovora (J. Bacteriol. (2000) 182:
5351-5358). También se conoce la introduccion del reguldn csc procedente de E. coli de una cepa distinta a K12 que
tiene la capacidad de asimilar sacarosa o de E. coli patégena (Appl. Environ. Microbiol. (1992) 58: 2081-2088,
Patente de Estados Unidos N.° 6.960.455), la introduccién de un gen de asimilacion de sacarosa que esta presente
en el plasmido conjugativo scr53 aislado de E. coli AB1281 (Patente de Estados Unidos N.° 4.806.480), y la
introduccion del regulén scry del operdn sac procedente de microorganismos gram positivos, Streptococcus mutants
(J. Bacteriol. (1989) 171: 263-271) y Bacillus subtilis (J. Bacteriol. (1989) 171: 1519-1523).

Convencionalmente, a través de métodos de fermentacion se han producido industrialmente L-aminoacidos
utilizando cepas de microorganismos aisladas de la naturaleza o mutantes artificiales de dichas cepas bacterianas,
que se han modificado de tal forma que se potencia el rendimiento de la producciéon de L-aminoacidos. Se han
notificado muchas técnicas para potenciar los rendimientos de la produccién de L-aminoacidos. Por ejemplo, las
técnicas para potenciar los rendimientos de produccion incluyen el aumento de las actividades de enzimas
implicadas en la biosintesis de aminoacidos o desensibilizacion de las enzimas diana de la inhibiciéon por
retroalimentacién por el L-aminoacido resultante. Sin embargo, los rendimientos de produccion de aminoacidos de
las cepas productoras de L-aminoacidos pueden mejorarse aumentando la actividad de excreciéon de L-aminoacidos.
Por ejemplo, se han utilizado bacterias que pertenecen al género Corynebacterium en el que esta aumentada la
expresion de un gen de secrecion de L-lisina. Ademas, la expresion de genes que codifican las proteinas de salida
que actuan potenciando la secrecion de L-cisteina, L-cistina, N-acetilserina o derivados de tiazolidina esta regulada
para aumentar la actividad de produccién de L-aminoacidos.

El sistema de utilizacién de sacarosa esta dividido principalmente en el sistema Scr-PTS y el sistema PTS no Scr. La
mayoria de los microorganismos capaces de utilizar sacarosa tienen el sistema Scr-PTS (sacarosa fosfotransferasa
dependiente de fosfoenolpiruvato). El sistema Scr-PTS permite una captacion eficaz de un bajo nivel de sacarosa,
pero el proceso de captacion de sacarosa requiere el consumo de PEP (fosfoenolpiruvato) para reducir la reserva
intracelular de PEP. El sistema PTS no Scr es un sistema que utiliza sacarosa permeasa del tipo de simporte de
protones, ejemplificado por los agrupamientos de genes csc bien conocidos que contienen cscB que codifica
sacarosa permeasa. El reguldn csc consiste en cscB (sacarosa permeasa o sacarosa permeasa del tipo de simporte
de protones), cscK (fructoquinasa), cscA (sacarosa hidrolasa) y cscR (regulador transcripcional de sacarosa) y esta
controlado negativamente por dos operones, cscKB'y cscR (Jahreis K et al., J. Bacteriol. (2002) 184:5307-5316).

PEP es un metabolito clave en la ruta metabdlica central y funciona como donador de fosfato del sistema PTS de
azucar. PEP también esta implicado en la sintesis de ATP catalizada por la piruvato quinasa y funciona como un
precursor directo de varios aminoacidos u oxaloacetato (OAA) (Metab. Eng. (2002) 4: 124-137, Microb. Cell Fact.
(2005) 4: 14). En particular, el OAA se utiliza como esqueleto de carbono de aminoacidos tales como treonina,
isoleucina, metionina, lisina, asparagina y acido aspartico (Patente de Estados Unidos N.° 6.960.455). Se sabe que
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PEP se consume principalmente a través del sistema PTS de azucar. Hasta el 50 % del PEP total se consume a
través del sistema PTS de glucosa en un medio minimo que contiene glucosa como fuente de carbono (Microb. Cell
Fact. (2005) 4: 14). Por lo tanto, si se utiliza un sistema no PTS de azucar en lugar del sistema PTS de azucar, la
reserva de PEP intracelular puede aumentarse, y el PEP aumentado puede utilizarse para la biosintesis de
productos de fermentacion, mejorando de esta manera la productividad y el rendimiento.

En la utilizacién se sacarosa, el sistema PTS no Scr, que no requiere el consumo de PEP tras la captacion de
sacarosa, también es mas preferido que el sistema Scr-PTS. Practicamente, Ajinomoto Co. ha introducido métodos
para obtener treonina, isoleucina y triptéfano utilizando E. coli transformada con cscBKA procedente de EC3132
(Patente de Estados Unidos N.° 6.960.455). DuPont también ha producido tirosina utilizando E. coli K12
transformada con cscBKAR procedente de ATCC13281 de E. coliy sacarosa (Appl. Microbiol. Biotechol. (2007) 74:
1031-1040).

Sin embargo, la manoquinasa (Mak) tiene una actividad quinasa que convierte las hexosas, incluyendo la manosa y
la fructosa, en 6-fosfoéster a través del consumo de ATP. En particular, un gen (mak o yajF) que codifica la Mak de
tipo silvestre (Mak-o0) de bacterias entéricas se conoce como un gen criptico, y su actividad esta aumentada en gran
medida por la mutacién de la secuencia en la region -35 del promotor de mak (Mak+) (Kornberg HL, J. Mol.
Microbiol. Biotechnol. (2001) 3: 355-359; Miller BG & Raines RT, Biochemistry (2005) 44: 10776-10783). Mak
también puede fosforilar otros sustratos tales como glucosa, sorbosa y glucosamina, ademas de manosa y fructosa.
Sin embargo, no hay informes de que Mak afecta al metabolismo de la sacarosa.

Divulgacion
Problema técnico

Para desarrollar microorganismos capaces de utilizar sacarosa con alta eficacia, los presentes inventores
investigaron genes que se esperaba que estuvieran implicados en el metabolismo de la sacarosa, y descubrieron
que la manoquinasa jugaba un papel importante en el metabolismo de la sacarosa, es decir, aun cuando E. coli
tenga inactivada la manoquinasa, se introduzca con el regulén csc intacto, su tasa de utilizacion de sacarosa esta
reducida en comparacion con la E. coli de tipo silvestre, completando de esta manera la presente invencion.

Solucion técnica

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un microorganismo que pertenece al género Escherichia que
tenga mejorada la productividad de L-aminoacidos y la capacidad de asimilar sacarosa, que se prepara impartiendo
las actividades de la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional de sacarosa a un
miroorganismo no asimilativo de sacarosa y aumentando la actividad manoquinasa.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir un L-aminoacido utilizando el
microorganismo que pertenece al género Escherichia.

Efectos ventajosos

Cuando el microorganismo que pertenece al género Escherichia, que tiene mejorada la productividad de L-
aminoacidos y la capacidad de asimilar sacarosa de acuerdo con la presente invencion, se utiliza para la produccion
de L-aminoacidos, la sacarosa puede utilizarse como fuente de carbono principal en lugar del azucar de almidén
normalmente utilizado en la fermentacion industrial, haciendo frente de esta manera al rapido aumento en los
precios globales del grano ademas de producir L-aminoacidos con alto rendimiento.

Descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un diagrama esquematico que muestra el regulén scr, en el que p representa promotores, Ko1y Yo203
representan operadores y t representa terminadores; y

La FIG. 2 muestra la construccion del plasmido recombinante pAcscBAR’-mak que contiene cscBAR-mak.
Mejor modo

En un aspecto, para conseguir los objetivos anteriores, la presente invencion se refiere a un microorganismo que
pertenece al género Escherichia que tiene mejoradas la productividad de L-aminoacidos y la capacidad de asimilar
sacarosa, que se prepara impartiendo las actividades de la sacarosa permeasa (cscB), la sacarosa hidrolasa (cscA)
y el regulador transcripcional de sacarosa (cscR) a un microorganismo que no asimila sacarosa y aumentando la
actividad manoquinasa.

En la presente invencion, la sacarosa permeasa es un péptido que tiene la actividad de importar sacarosa
extracelular, la sacarosa hidrolasa tiene la actividad de hidrolizar sacarosa para dar glucosa y fructosa y el regulador
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transcripcional de sacarosa tiene la actividad de regular la transcripcion de genes que codifican la sacarosa
permeasa y la sacarosa hidrolasa. Las actividades de la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador
transcripcional de sacarosa estan presentes en microorganismos que tienen la capacidad de asimilar sacarosa, pero
no estan presentes en microorganismos pertenecientes al género Escherichia, en particular, cepas industriales tales
como la cepa K12, la cepa C y la cepa C de E. coli.

Los métodos para impartir las actividades de la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador
transcripcional de sacarosa, a Escherichia que no asimila sacarosa, pueden realizarse por una diversidad de
métodos bien conocidos en la técnica. Preferentemente, el método es introducir en un vector los genes que codifican
la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional de sacarosa y transformar la Escherichia
que no asimila sacarosa que tiene productividad de L-aminoacidos con el vector recombinante. El gen que codifica la
sacarosa permeasa, el gen que codifica la sacarosa hidrolasa y el gen que codifica el regulador transcripcional de
sacarosa pueden proceder de un microorganismo que tiene una capacidad de asimilar sacarosa, preferentemente el
género Escherichia que tiene una capacidad de asimilar sacarosa, y mas preferentemente E. coli que tiene una
capacidad de asimilar sacarosa. Los ejemplos de E. coli que tienen una capacidad de asimilar sacarosa incluyen E.
coli ATCC9637 (Alterthum F. & Ingram LO, Appl. Environ. Microbiol. (1989) 55: 1943-1948) o similares. El gen (cscB)
que codifica la sacarosa permeasa, el gen (cscA) que codifica la sacarosa hidrolasa y el gen (cscR) que codifica el
regulador transcripcional de sacarosa que se obtienen de E. coli ATCC9637 se representa por las SEQ ID NO: 4, 6,
y 7, respectivamente.

En una realizacion especifica, los presentes inventores pueden introducir, en un vector, un gen cscBAR que codifica
la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional de sacarosa, que incluye los genes cscB,
cscA 'y cscR de las SEQ ID NO: 4, 6, y 7 procedentes del regulon csc y después transformar la Escherichia que no
asimila sacarosa que tiene productividad de L-aminoacidos con el vector recombinante.

En la presente invencion, manoquinasa se refiere a un péptido que tiene una actividad de convertir hexosa tal como
manosa en 6-fosfo-éster utilizando ATP. La presente invencion se caracteriza por que la Escherichia que no asimila
sacarosa tiene la actividad manoquinasa potenciada (o aumentada) en comparacion con la actividad intrinseca de la
manoquinasa. La “actividad intrinseca” significa una actividad de la Escherichia que no asimila sacarosa, que no
esta modificada por ninguna manipulacién o alteracion genética. Ademas, “potenciado” o “aumentado” significa una
mejora en la actividad intrinseca de la Escherichia que no asimila sacarosa.

El método para potenciar (0o aumentar) la actividad manoquinasa puede realizarse por una diversidad de métodos
bien conocidos en la técnica. Los ejemplos del método incluyen, pero sin limitacion, un método para aumentar el
numero de copias de la secuencia de bases que codifica la manoquinasa insertando adicionalmente en un
cromosoma un polinucleétido que contiene una secuencia de bases que codifica la manoquinasa, o introduciendo el
polinucleétido en un sistema de vector, un método de reemplazo con un promotor fuerte, un método de introduccion
de mutaciones en el promotor y un método de mutacién génica. En una realizacion especifica, para potenciar la
actividad manoquinasa del microorganismo que pertenece al género Escherichia que tiene productividad de
aminoacidos, el gen que codifica la manoquinasa se introduce en un vector para transformar el microorganismo que
pertenece al género Escherichia, aumentando de esta manera el nimero de copias del gen.

El gen que codifica la manoquinasa es cualquier gen que tenga una secuencia de bases que sea operativa en la
Escherichia que no asimila sacarosa, y preferentemente un gen mak que codifica la proteina Mak de tipo silvestre de
bacterias entéricas (Mak-0). En una realizacion especifica, se usé preferentemente un polinucleétido que tenia una
secuencia de bases de SEQ ID NO: 15 (numero de registro GenBank AC000091) procedente de E. coli. Sin
embargo, sera obvio para los expertos en la materia, que el gen que codifica la manoquinasa puede modificarse en
alguna medida siempre que conserve su actividad. Los expertos en la materia entenderan facilmente que la
secuencia de bases que conserva una homologia de 70 % o mas por la modificacion artificial es equivalente a la
procedente de la secuencia de bases de la presente invencién, siempre que conserve la actividad deseada en la
presente invencion.

En la presente invencion, para mejorar adicionalmente la productividad de L-aminoacidos y la capacidad de asimilar
sacarosa, puede utilizarse un método para aumentar el nimero de copias del gen que codifica un péptido que tiene
actividades de manoquinasa, sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y de regulador transcripcional de sacarosa, un
método para mejorar un promotor, mutagénesis aleatoria o0 mutagénesis dirigida. En la realizacion especifica de la
presente invencion, se indujo mutagénesis aleatoria en el agrupamiento de genes que contenia las secuencias de
bases que codificaban la manoquinasa, la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional
de sacarosa por tratamiento con hidroxilamina (Sikorski RS & Boeke JD, Methods Enzymol. (1991) 194: 302-318).

Por lo tanto, en una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un microorganismo que pertenece al
género Escherichia que tiene una productividad de L-aminoacidos mejorada y capacidad de asimilar sacarosa, en el
que la mutacion en su secuencia de bases o secuencia de aminoacidos se induce por la mutagénesis anterior.
Preferentemente, el mutante es un mutante que tiene una o mas mutaciones en las secuencias de bases de
manoquinasa, sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa. Mas
preferentemente, el mutante es un mutante que tiene una o mas mutaciones en las secuencias de aminoacidos de
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manoquinasa, sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa. Preferentemente, el
mutante tiene un regulador transcripcional de sacarosa mutado, codificado por la secuencia de bases representada
por la SEQ ID NO. 17.

Un microorganismo perteneciente al género Escherichia que tiene una productividad de L-aminoacidos mejorada y
capacidad de asimilar sacarosa de acuerdo con la presente invencidon puede proporcionarse introduciendo el
mutante en el vector y transformando con el vector recombinante la Escherichia que no asimila sacarosa que tiene
productividad de L-aminoacidos. En una realizacion especifica, los presentes inventores utilizaron un plasmido
pAcsCBAR’-mak que contenia una secuencia de bases representada por la SEQ ID NO. 18 para transformar la
Escherichia que no asimila sacarosa en un microorganismo perteneciente al género Escherichia que tiene la
productividad de L-aminoacidos mejorada y capacidad de asimilar sacarosa.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” es un compuesto de acido nucleico utilizado para la
preparacion del microorganismo perteneciente al género Escherichia de acuerdo con la presente invencion,
preparado introduciendo los genes que codifican la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa, el regulador
transcripcional de sacarosa y la manoquinasa en una célula hospedadora, Escherichia que no asimila sacarosa, y el
vector incluye factores de expresion esenciales tipicos para la expresion de la proteina deseada. Especificamente, el
vector incluye elementos reguladores de la expresion tales como un promotor, un operador, un codén de iniciacion,
un codon de terminacion y una sefal de poliadenilacion, que pueden modificarse de diversas formas. Ademas, el
vector puede incluir una secuencia potenciadora o secuencia secretora. Los ejemplos de vectores utilizados
comunmente pueden incluir plasmidos naturales o recombinantes, césmidos, virus y bacteriéfagos. Por ejemplo, €l
vector de fago o vector de césmido puede incluir pWE15, M13, AEMBL3, AEMBL4, AFIXII, ADASHII, AZAPII, Agt10,
Agt11, Charond4A y Charon21A, y el vector de plasmido incluye pBR, pUC, pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL y
plasmidos de tipo pET. Los vectores a utilizar no estan limitados particularmente, y puede utilizarse cualquier vector
de expresion conocido. Se prefieren los vectores pACYC177, pACYC187, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322 y
pMW118.

Como se usa en el presente documento, el término “transformacion” significa un método en el que un gen se
introduce en una célula hospedadora a expresar en la célula hospedadora. Los genes transformados, si estan en el
estado de expresarse en la célula hospedadora, comprenden cualquiera de los genes insertados en el cromosoma
de la célula hospedadora o situados en otras partes del cromosoma. Ademas, el gen comprende ADN y ARN como
polinucleétido capaz de codificar un polipéptido. Siempre que el gen pueda introducirse en la célula hospedadora y
expresarse en la misma, el gen se introduce en cualquier tipo. Por ejemplo, el gen puede introducirse en la célula
hospedadora en el tipo de casete de expresion que es un expresoma de polinucleétido que comprende en si mismo
elementos enteros para expresar el gen. El casete de expresion comprende un promotor que esta conectado
operativamente al gen, una sefial de terminacién de la transcripcion, un sitio de unién a ribosomas y una sefial de
terminacion de la traduccion. El casete de expresion puede estar en el tipo del vector de expresion capaz de
autoclonarse. El gen también puede introducirse en la célula hospedadora por si misma o en el tipo de expresoma
de polinucledtido que se conectara operativamente a la secuencia necesaria para la expresion en la célula
hospedadora.

El microorganismo de la presente invencion se refiere a un microorganismo perteneciente al género Escherichia que
tiene productividad de L-aminoacidos mejorada y capacidad de asimilar sacarosa, que se prepara impartiendo las
actividades de sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa a un microorganismo
que no asimila sacarosa que tiene productividad de L-aminoacidos y aumentando la actividad manoquinasa.

El microorganismo de la presente invencion es preferentemente E. coli.

En la presente invencion, el “L-aminoacido” es L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina, L-metionina,
L-lisina, L-homoserina, L-isoleucina, L-valina, L-triptéfano o similares. Preferentemente, el L-aminoacido es L-
treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina y L-triptéfano.

En una realizacién especifica, los presentes inventores transformaron la cepa ABA5G de E. coli que tiene
productividad de L-treonina utilizando un vector que tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO. 18, que contiene
el agrupamiento de genes cscBAR’-mak de E. coli que tiene productividad de L-treonina. La cepa preparada se
denomind E. coli CA03-0308, y se depositd en el organismo de depdsitos internacional, Korean Culture Center of
Microorganisms, que es la Coleccion de Cultivos Subsidiaria de la Federacion Coreana de Colecciones de Cultivo
(localizada en 361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Seul, Corea) el 23 de diciembre de 2008, con el nimero de
registro asignado KCCM-10978P.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir L-aminoacidos utilizando el
microorganismo perteneciente al género Escherichia en un medio que contiene sacarosa como fuente de carbono,
que comprende las etapas de inocular y cultivar el microorganismo que tiene capacidad de asimilar sacarosa y
productividad de L-aminoacidos en un medio de cultivo que contiene total o parcialmente sacarosa como fuente de
carbono; y separar los L-aminoacidos del medio de cultivo.
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Los procedimientos de cultivo utilizados en la presente invencién pueden realizarse en un medio adecuado y en
condiciones de cultivo conocidas en la técnica. De acuerdo con las cepas utilizadas, los procedimientos de cultivo
pueden ajustarse facilmente por los expertos en la materia. Los ejemplos de procedimientos de cultivo incluyen tipo
discontinuo, tipo continuo y tipo semicontinuo, pero no se limitan a los mismos. Los medios utilizados en el método
de cultivo deben cumplir preferentemente los requisitos de una cepa especifica.

El medio utilizado en la presente invencién contiene sacarosa como fuente principal de carbono. La sacarosa
utilizada como fuente principal de carbono puede suministrarse en forma de melazas que contienen una alta
concentracion de sacarosa, y el medio puede contener una cantidad apropiada de diversas fuentes de carbono sin
limitacién, ademas de la sacarosa o las melazas. La fuente de nitrégeno puede utilizarse de forma individual o en
combinaciones. Al medio puede afadirse fuentes de fosforo, tales como dihidrogenofosfato potasico,
hidrogenofosfato dipotasico o sales correspondientes que contienen sodio. Ademas, el medio puede contener sales
de metales tales como sulfato de magnesio y sulfato ferroso. Por otro lado, el medio puede complementarse con
aminoacidos, vitaminas y precursores apropiados. Estos medios o precursores pueden afiadirse a los cultivos por un
método de tipo discontinuo o de tipo continuo.

Durante el cultivo, pueden afadirse, de forma apropiada, hidréxido aménico, hidréxido de potasio, amoniaco, acido
fosférico y acido sulfurico para ajustar el pH de los cultivos. De manera apropiada, para reducir la formacion de
espumas en los cultivos, pueden afadirse antiespumantes tales como éster poliglicélico de acidos grasos. Para
mantener los cultivos en estado aerobio se les puede inyectar oxigeno o gases que contengan oxigeno. Para
mantener los cultivos en estado anaerobio y microaerobio, no se les puede inyectarse gas o se les puede inyectar
gas de nitrégeno, hidrégeno o didxido de carbono. Los cultivos se mantienen a una temperatura de 27 °C a 37 °C, y
preferentemente, a una temperatura de 30 °C a 35 °C. El cultivo puede proseguir hasta que se obtenga una cantidad
deseada del material deseado, y preferentemente puede proseguir durante 10 a 100 horas.

El método para recoger y recuperar los aminoacidos producidos en la etapa de cultivo que se utiliza en la presente
invencion, puede realizarse mediante un método apropiado conocido en la técnica, dependiendo de los
procedimientos de cultivo, por ejemplo, tipo discontinuo, tipo continuo y tipo semicontinuo, para recoger el
aminoacido deseado del medio de cultivo.

Modo para llevar a cabo la invencién

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describira con mas detalle haciendo referencia a
los Ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos solo tienen fines ilustrativos y no pretenden limitar la invencion.

Ejemplo 1: Establecimiento y clonacion del gen de asimilacion de sacarosa, reguléon csc

Un regulon que contenia el gen cscBKAR (numero de registro GenBank X81461), que codifica el sistema Scr-no
PTS que no requiere consumo de PEP (fosfoenolpiruvato) tras la captacién de sacarosa, se amplifico por PCR
utilizando como molde un ADN genémico de la cepa W de E. coli (ATCC9637, Estados Unidos). Para amplificar
como un solo polinucleétido, cuatro tipos de genes que estan presentes consecutivamente en el genoma, se usé un
cebador de SEQ ID NO. 1 que tenia el sitio de restriccion Eagl y un cebador de SEQ ID NO. 2 que tenia el sitio de
restriccion Xbal.

SEQ ID NO. 1: 5-CTTACGGCCGGAGTACATTTGAGCGACTGT-3’
SEQ ID NO. 2: 5-CGACTCTAGACTCGTTGGCGAGAACAGAGG-3’

La PCR se realiz6 en condiciones que incluian desnaturalizacion a 94 °C durante 3 min, 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, hibridacion a 56 °C durante 30 s y polimerizacion a 72 °C durante 5 min, y
después polimerizaciéon a 72 °C durante 7 min. Como resultado, se obtuvo un polinucleétido de 5199 pb. El
polinucledtido obtenido se traté con las enzimas de restriccion Eagl y Xbal, y después se clond en un vector
pACYC184. Posteriormente, DH5a de E. coli se transformd con el vector y se expandié en una placa de agar
MacConkey que contenia sacarosa al 1%. De las colonias, se seleccionaron las de color purpura intenso, y después
se obtuvo un plasmido de las mismas.

Ejemplo 2. Determinacion de la secuencia de bases del gen cscBKAR obtenido

El plasmido obtenido se denominé pAcsBKAR, y se analizd la secuencia de bases de ADN (SEQ ID NO. 3) de
¢cscBKAR clonado en los sitios Eagl y Xbal. Se determind que las posiciones 141 a 1388 de la secuencia de bases
eran cscB (SEQ ID NO. 4), las posiciones 1460 a 2374 cscK (SEQ ID NO. 5), las posiciones 2590 a 4023 cscA (SEQ
ID NO. 6) y las posiciones 4031 a 5026 cscR (SEQ ID NO. 7).

Ejemplo 3. Construccion de la cepa MG1655 con el gen mak delecionado

Para investigar genes cruciales implicados en el metabolismo de la sacarosa, se seleccionaron genes candidatos
que se esperaba que estuvieran implicados en el metabolismo de la sacarosa, y se construy6 la cepa K12 de E. coli
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mutante que tenia cada gen delecionado. Se realizé una inactivacion de una etapa (Proc. Natl. Acad. Sci. (2000) 97:
6640-6645) para delecionar cada gen, construyendo de esta manera la cepa K12 de E. coli mutante y se retiré un
gen marcador de resistencia a antibiéticos. En particular, para construir una cepa con el gen mak delecionado, se
realizé PCR utilizando un par de cebadores de las SEQ ID NO. 8 y 9 y un plasmido pKD4 (Genbank N.°© AY048743).
El fragmento de ADN obtenido se introdujo por electroporacion en una célula competente, la K12 de E. coli de tipo
silvestre que contenia pKD46 (GenBank N.° AY048746). Después, las cepas que mostraban resistencia a
kanamicina se sometieron a PCR, y se examino la delecion del gen mak. Se introdujo un plasmido pCP20 para
retirar un gen marcador de resistencia a antibioticos.

SEQ ID NO. 8: 5-
GTGCGTATAGGTATCGATTTAGGCGGCACCAAAACTGAAGTGATTGCACTGTTGCAGCATTACACGTCTTG-3’
SEQ ID NO. 9: 5-

TTACTCTTGTGGCCATAACCACGCAGCGCCGCGTACGCCGCTGGAATCACCACTTAACGGCTGACATGGGA—S’

Ejemplo 4. Introduccion de pAcscBKAR en la cepa MG1655 con el gen mak delecionado y analisis de la
asimilacion de sacarosa

De acuerdo con el ejemplo 3, se construyd la cepa K12 de E. coli con una delecion del gen mak que era de esperar
que afectara al metabolismo de la sacarosa y después se transformé con el plasmido pAcscBKAR. El transformante
con el plasmido pAcscBKAR introducido se cultivd en un medio sélido LB en una incubadora a 33 °C durante una
noche. En 25 ml de un medio de titulacion que contenia sacarosa como se indica en la Tabla 1, se inocul6é un asa de
la cepa y después se cultivd en una incubadora a 33 °C a 200 rpm durante 36 horas. Se midio6 el valor de DO y el
consumo de azucar del medio de cultivo y los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1
Composicion Concentracion (por litro)
Sacarosa 70g
KH2P04 2 g
(NH4)2304 25 g
MgSO, . 7H.0 19
FeSQO, . 7H,0 5mg
MgSO, - 4H,0 5mg
Extracto de levadura 29
Carbonato calcico 30g
pH 6,8
Tabla 2
Cepa DO | Consumo de azucar (g/l)
MG1655/pAcscBKAR 26,0 33,1
MG1655Amak/pAcscBKAR | 24,2 24,9

Como se muestra en la Tabla 2, se observd que la cepa con el regulén csc introducido y el gen mak delecionado
utilizaba 24,9 g/l de sacarosa durante 36 horas, y que la cepa de tipo silvestre con el reguldn csc introducido y sin el
gen mak delecionado, utilizaba 33,1 g/l de sacarosa, lo que indicaba que la tasa de consumo de sacarosa de la cepa
con el gen mak delecionado es aproximadamente 1,3 veces menor que la de la cepa sin el gen mak delecionado.
Por lo tanto, se sugirié que el gen mak es un gen crucial en el metabolismo de la sacarosa.

Ejemplo 5. Construccion de pAcscBAR-mak

Para desarrollar cepas que asimilan sacarosa de forma eficaz, se construyé un vector que sobreexpresaba tanto
mak como el reguldn de csc. En este momento, cscK se excluyo del regulén de csc. En primer lugar, se construyo
pAcscBAR, y el gen mak se clon6 en pAcscBAR.

Especificamente, se us6 un par de cebadores de SEQ ID NO. 10 y 11 para realizar la PCR en las condiciones del
Ejemplo 1 para amplificar un polinucleétido de la regién cscB, donde se retird cscK. Como resultado, se obtuvo un
polinucleétido de 1521 pb.

SEQ ID NO. 10: 5-CGCGATATCTAGCATATGCCGGGTACCGCACTAGTTGAGAGTAAACGGC GAAGT-3’
SED IQ NO. 11: 5-ATTCGGCCGGAGCCCTGCAGGTGCACGAGTACATTTGAGCGACTGT-3’
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El polinucledtido obtenido y pAcscBKAR se trataron con las enzimas de restriccion EcoRV y Eagl, respectivamente y
se conectaron entre si para construir un plasmido pAcscBAR. La cepa DH5a de E. coli se transformé con el vector y
entre las colonias que estaban en medio LB, a través de PCR, se seleccionaron las que contenian pAcscBAR, para
obtener un plasmido pAcscBAR. Se analizé la secuencia de bases (SEQ ID NO. 12) de cscBAR ligado a los sitios de
restriccion Xbal y Eagl del plasmido pAcscBAR obtenido y no se encontré ninguna mutacion.

Posteriormente, para amplificar el polinucleétido que contenia el gen mak, se realiz6 la PCR utilizando, como molde,
el ADN genomico de E. coli W3110 y un par de cebadores de SEQ ID NO. 13 y 14 de la misma manera que la
indicada en el Ejemplo 1. Se obtuvo un polinucleétido de 1388 pb y el producto de la PCR se cloné en los sitios de
restriccion Pstl y Eagl de pAcscBAR para construir pAcscBAR-mak.

SEQ ID NO. 13: 5-CACTGCAGTGGGGTAAATGCCATCG-3'
SEQ ID NO. 14: 5-AACGGCCGTCTCGGTGCTCATTACT-3'

La cepa DH5a de E. coli se transformd con pAcscBAR y entre las colonias que estaban en medio LB, a través de
PCR, se seleccionaron las que contenian pAcscBAR-mak por PCR, para obtener un plasmido pAcscBAR-mak. Se
analiz6 la secuencia de bases (SEQ ID NO. 16) de pAcscBAR-mak ligado a los sitios de restriccion Xbal y Eagl del
plasmido pAcscBAR-mak obtenido, y no se encontré ninguna mutacion.

Ejemplo 6. Introduccion de pAcscBAR-mak en una cepa productora de treonina

Para confirmar si E. coli productora de treonina crecia en sacarosa y producia de forma eficaz treonina por
transformacion de pAcscBAR-mak, se transformé una cepa productora de treonina ABA5G (KFCC 10718) con el
plasmido. A partir de las colonias obtenidas por PCR, se seleccionaron colonias que tenian el plasmido que contenia
el gen relacionado con la asimilaciéon de sacarosa. Las colonias seleccionadas se incubaron en medio LB sélido en
una incubadora a 33 °C durante una noche. En 25 ml de un medio de titulacién que contenia sacarosa como se
indica en la Tabla 1, se inoculé un asa de la cepa y después se cultivd en una incubadora a 33 °C a 200 rpm durante
36 horas. Posteriormente, se midié el valor de DO y el consumo de azucar del medio de cultivo y los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Cepa parental | DO | Consumo de azucar | L-treonina (g/l)
(gn)
pAcscBKAR 9,2 18,7 6,0
pAcscBAR-mak | 10,8 27,7 9,7

Como se muestra en la Tabla 3, cuando la cepa ABA5G, que contenia pAcscBKAR, se cultivé durante 30 horas,
utilizaba 18,7 g/l de sacarosa y producia 6,0 g/l de L-treonina, pero la cepa ABA5G, que contenia pAcscBAR-mak,
utilizaba 27,7 g/l de sacarosa y producia 9,7 g/l de L-treonina. Es decir, la tasa de consumo de sacarosa de la cepa
ABAS5G que contenia pAcscBAR-mak era aproximadamente 1,5 veces mayor que la de la cepa ABA5G que contenia
pAcscBKAR, y la productividad de treonina de la cepa ABA5G que contenia pAcscBAR-mak aumento a 3,7 g/l mas
que la de la cepa ABA5G que contenia pAcscBKAR.

Ejemplo 7. Aumento de la actividad de Mak por introduccion de cscBAR-mak

Para confirmar un aumento o una mejora en la actividad manoquinasa de la cepa ABA5G que contiene pAcscBAR-
mak en comparacion con la cepa parental ABA5G, se midio la actividad fructoquinasa (Copeland L et al., Plant
Physiol. (1978) 62: 291-294). Esta medicion de la actividad fructoquinasa es un método para medir la actividad
fructoquinasa de manoquinasa a través de una reaccion de acoplamiento utilizando manoquinasa, fosfoglucosa
isomerasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y utilizando fructosa como sustrato inicial. EI sobrenadante se obtuvo
sometiendo a ultrasonido y centrifugacion las cepas ABA5G que contenian tanto pAcscBAR como pAcscBAR-mak
cultivadas en medio LB durante 24 horas, y se us6 como un liquido enzimatico. La concentracion proteica se
determiné mediante el ensayo Bradford. La reaccion enzimatica se mantuvo durante 30 min y se midié el cambio de
absorbancia a una DO 340 nm para medir el NADPH producido por la reaccién de acoplamiento. La actividad se
calculd utilizando el coeficiente de absorcion de NADPH de 6,22 cm” mM™. 1 unidad de manoquinasa se define
como una cantidad de enzima que cataliza 1 mg de proteina total por 1 min para producir NADPH 1 nM por la
medicion de actividad enzimatica anterior. El resultado se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4
Cepa parental ABA5G | Unidades (nM/mg/min)
pAcscBAR 0,3
pAcscBAR-mak 3,7
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Como se muestra en la Tabla 4, la actividad manoquinasa de ABA5G que contiene pAcscBAR-mak aumenté o
mejoro aproximadamente 12 veces mas que la de ABA5G que contenia solo pAcscBAR.

Ejemplo 8. Introduccion de la mutacion cscBAR-mak

Para mejorar la asimilacion de sacarosa y la productividad de treonina, se realizé mutagénesis quimica aleatoria
para obtener un gen mutado que asimila sacarosa por tratamiento de hidroxilamina (Sikorski RS & Boeke JD,
Methods Enzymol. (1991) 194: 302-318). En primer lugar, se afadieron hidroxilamina 1 M, EDTA 2 mM, cloruro
sédico 100 mM y pirofosfato sédico 50 mM para preparar una solucién de mutagénesis y después se afadieron 25 pl
de ADN diana (0,2 mg/ml) a 1 ml de la solucién de mutagénesis. El fragmento de ADN que contenia 5887 pb de
cscBAR-mak, que se obtuvo a partir del plasmido pAcscBAR-mak utilizando las enzimas de restriccion Eagl y Xbal,
se us6 como ADN diana. Se purificaron 500 pl del fragmento de ADN en la solucién de mutagénesis a 75 °C a 30
min, 1 hora, 2 horas y 4 horas utilizando una columna de purificacion. EI ADN tratado con hidroxilamina y el vector
pACYC184 tratado con las enzimas de restriccion Eagl y Xbal se ligaron entre si utilizando una ADN ligasa de T4 y
se transformaron en la cepa ABA5G productora de treonina. La cepa transformada se extendié en una placa de agar
MacConkey que contenia una concentracion baja de sacarosa al 0,1 %, y se cultivd a 37 °C durante un dia. De las
colonias, se seleccionaron las que tenian un color purpura intenso.

Las colonias seleccionadas se cultivaron en el medio de titulacion de la Tabla 1 y se evaluaron la productividad de la
treonina y la tasa de utilizacion de sacarosa. Finalmente, se selecciond la cepa que mostraba excelente
productividad de treonina y utilizacion de sacarosa. Se obtuvo un plasmido de la cepa seleccionada y se realiz6é un
analisis de la secuencia de bases. Como resultado, se observé una sustitucion de C por T en la posicion 388 en el
cscR de la cepa y, por lo tanto, se produjo una mutacion de histidina a tirosina en la posicién 130 de la secuencia de
aminoacidos. El regulador transcripcional de sacarosa, cscR, que tenia la mutaciéon, se codific6 mediante la
secuencia de bases de SEQ ID NO. 17.

Ejemplo 9. Mejora de la productividad de L-treonina por introduccion de pAcscBAR’-mak

El plasmido pAcscBAR’-mak (SEQ ID NO. 18) que contenia la mutacion en cscR (SEQ ID NO. 17) se transformo en
ABAS5G para realizar un ensayo de titulacién en matraz. La cepa se cultivd en medio LB sdlido y en una incubadora a
33 °C durante una noche. En 25 ml de un medio de titulacién como se indica en la Tabla 1, se inocul6 un asa de la
cepa y después se cultivd en una incubadora a 33 °C a 200 rpm durante 30 horas. Los resultados se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5
Cepa parental ABA5G | DO | Consumo de azucar (g/l) | L-treonina (g/l)
pAcscBKAR 9,2 18,7 6,0
pAcscBAR-mak 10,8 27,7 9,7
pAcscBAR’-mak 10,3 33,4 12,4

Como se muestra en la Tabla 5, cuando las cepas se cultivaron durante 30 horas, la cepa ABA5G que contenia
pAcscBKAR utilizaba 18,7 g/l de sacarosa y producia 6,0 g/l de L-treonina, pero la cepa ABA5G que contenia
pAcscBAR’-mak utilizaba 33,4 g/l de sacarosa y producia 12,4 g/l de L-treonina. Es decir, la tasa de utilizacion de
sacarosa y la productividad de treonina de la cepa ABA5G que contenia pAcscBAR’-mak aumentd aproximadamente
1,8 veces y 6,4 g/l mas que las de la cepa ABA5G que contenia pAcscBKAR, respectivamente. Ademas, la tasa de
utilizacion de sacarosa y la productividad de treonina de la cepa ABA5G que contenia pAcscBAR-mak aumento
aproximadamente 1,2 veces y 2,7 g/l mas que las de la cepa ABA5G que contenia pAcscBAR-mak,
respectivamente. Por lo tanto, se descubrié que la cepa recombinante que contenia cscBAR-mak mostraba la
utilizacion de sacarosa mejorada y la productividad de L-treonina mejorada. El microorganismo transformado se
denomind CA03-0308 y se deposité en el organismo de depositos internacional, Korean Culture Center of
Microorganisms, que es la Coleccion de Cultivos Subsidiaria de la Federacion Coreana de Colecciones de Cultivo
(localizada en 361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Seul, Corea) el 23 de diciembre de 2008, con el nimero de
registro asignado KCCM-10978P.

Ejemplo 10. Mejora de la productividad de O-succinil-homoserina por introduccion de pAcscBAR’-mak

La cepa de produccion de O-succinil-homoserina, CJM-11A (KCCM-10922P), desvelada en la Patente de Estados
Unidos N.° 2009/0253187, se transform6 con pAcscBAR’-mak construido en el Ejemplo 8 y se expandié en una
placa de agar MacConkey que contenia una concentracion baja de sacarosa al 0,1 %, seguido de cultivo a 37 °C
durante un dia. De las colonias, se seleccionaron las que tenian un color purpura intenso.

El transformante seleccionado se cultivd en medio LB sélido y en una incubadora a 33 °C durante una noche. En 25
ml de un medio de titulacién como se indica en la Tabla 1, se inoculé un asa de la cepa y después se cultivd en una
incubadora a 33 °C a 200 rpm. Los resultados se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6
Cepa parental CJM-11A | DO | Consumo de azucar (g/l) | O-succinil-homoserina (g/l)
pAcscBKAR 6,8 30,2 12,3
pAcscBAR-mak 6,8 448 18,2
pAcscBAR-mak 7,5 50,4 20,5

Como se muestra en la Tabla 6, cuando las cepas se cultivaron durante 48 horas, la cepa parental CJM-11A que
contenia pAcscBKAR utilizaba 30,2 g/l de sacarosa y producia 12,4 g/l de O-succinil-homoserina, pero la cepa CJM-
11A que contenia pAcscBAR-mak utilizaba 50,4 g/l de sacarosa y producia 20,5 g/l de O-succinil-homoserina, lo
que indicaba que la tasa de utilizacion de sacarosa y la productividad de O-succinil-homoserina aumentaba
aproximadamente 1,7 veces y 8,2 g/l mas que las de la cepa CJM-11A que contenia pAcscBKAR, respectivamente.
Es decir, se descubrié que la cepa recombinante que contenia cscBAR’-mak mostraba una mejor utilizacion de
sacarosa y mejor productividad de O-succinil-homoserina.

Ejemplo 11. Mejora de la productividad de O-acetil-homoserina por introduccion de pAcscBAR’-mak

La cepa productora de O-acetil-homoserina, CJM-X (KCCM 10921P) desvelada en la Patente de Estados Unidos N.°
2008/0253186 se transformé con pAcscBAR’-mak construido en el Ejemplo 8 y se expandié en una placa de agar
MacConkey que contenia una concentracion baja de sacarosa al 0,1 %, seguido de cultivo a 37 °C durante un dia.
De las colonias, se seleccionaron las que tenian un color purpura intenso.

El transformante seleccionado se cultivd en medio sdlido LB y en una incubadora a 33 °C durante una noche. En 25
ml de un medio de titulaciéon como se indica en la Tabla 1, se inoculd un asa de la cepa y después se cultivd en una
incubadora a 33 °C a 200 rpm. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7
Cepa parental CJM-X | DO | Consumo de azucar (g/l) | O-acetil-homoserina (g/l)
pAcscBKAR 13,5 29,9 10,7
pAcscBAR-mak 12,3 429 15,4
pAcscBAR’-mak 13,6 53,5 19,5

Como se muestra en la Tabla 7, cuando las cepas se cultivaron durante 48 horas, la cepa parental, CJM-X que
contenia pAcscBKAR utilizaba 29,9 g/l de sacarosa y producia 10,7 g/l de O-acetil-homoserina (en lo sucesivo en el
presente documento denominada OAH), pero la cepa CJM-X que contenia pAcscBAR’-mak utilizaba 53,5 g/l de
sacarosa y producia 15,4 g/l de OAH, lo que indicaba que la tasa de utilizacién de sacarosa y la productividad de
OAH aumentaba aproximadamente 1,8 veces y 8,8 g/l mas que las de la cepa CJM-X que contenia pAcscBKAR,
respectivamente. Es decir, se descubrié que la cepa recombinante que contenia cscBAR’-mak mostraba una mejor
utilizacion de sacarosa y productividad de OAH.

Ejemplo 12. Mejora de la productividad de L-triptéfano por introduccion de pAcscBAR’-mak

La cepa productora de L-triptéfano, CJ285 (KCCM-10534, depositada en el Korean Culture Center of
Microorganisms el 28 de noviembre de 2003) se transform6 con pAcscBAR-mak construido en el Ejemplo 8 y se
expandio6 en una placa de agar MacConkey que contenia una concentracién baja de sacarosa al 0,1 %, seguido de
cultivo a 37 °C durante un dia. De las colonias, se seleccionaron las que tenian un color purpura intenso.

El transformante seleccionado se cultivd en medio LB sélido y en una incubadora a 37 °C durante una noche. En 25
ml de un medio de titulacion que contenia sacarosa como se indica en la Tabla 1, se inocul6 un asa de la cepa y
después se cultivoé en una incubadora a 37 °C a 200 rpm. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
Composicion Concentracion (por litro)
Sacarosa 60g
KH2P04 2 g
(NH4)2304 20 g
MgSO, - 7H.0 19
NazCsHs07 - 2H,0 59
NaCl 19
Extracto de levadura 259
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Composicion Concentracion (por litro)
Carbonato calcico 4049
Tabla 9
Cepa parental CJ285 | DO | Consumo de azucar (g/l) | L-triptéfano (g/l)
pAcscBKAR 19,6 24,7 4.9
pAcscBAR-mak 22,8 33,2 6,8
pAcscBAR’-mak 24 1 37,1 8,9

Como se muestra en la Tabla 9, cuando las cepas se cultivaron durante 60 horas, la cepa parental, CJ285 que
contenia pAcscBKAR utilizaba 24,7 g/l de sacarosa y producia 4,9 g/l de L-triptéfano, pero la cepa CJ285 que
contenia pAcscBAR’-mak utilizaba 37,1 g/l de sacarosa y producia 8,9 g/l de L-triptéfano, lo que indicaba que la tasa
de utilizaciéon de sacarosa y la productividad de L-triptéfano aumentaron aproximadamente 1,5 veces y 4,0 g/l mas
que las de la cepa CJ285 que contenia pAcscBKAR, respectivamente. Es decir, se descubrié que la cepa
recombinante que contenia cscBAR’-mak mostraba una mejor utilizacion de sacarosa y productividad de L-
triptoéfano.

Aplicabilidad industrial

Cuando el microorganismo que pertenece al género Escherichia, que tiene mejorada la productividad de L-
aminoacidos y la capacidad de asimilar sacarosa de acuerdo con la presente invencion, se utiliza para la produccion
de L-aminoacidos, la sacarosa puede utilizarse como fuente de carbono principal en lugar del azucar de almidén
normalmente utilizado en la fermentacion industrial, haciendo frente de esta manera al rapido aumento en los
precios globales del grano ademas de producir L-aminoacidos con alto rendimiento.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CJ Cheilledang Corporation

<120> Microorganismos para producir L-aminoacidos y proceso para producir L-aminoacidos utilizando los
mismos

<130> OPA10013

<150> KRIO-2009-0012048
<151> 13-02-2009

<160> 18
<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221>gen

<222> (1)..(30)

<223> cebador para la amplificacién de cscBKAR

<400> 1
cttacggccg gagtacattt gagcgactgt 30

<210> 2

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221>gen

<222> (1)..(30)

<223> cebador para la amplificacién de cscBKAR

11
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<400> 2
cgactctaga ctcgttggcg agaacagagg 30

<210> 3

<211> 5179

<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220>

<221>gen

<222> (1)..(5179)

<223> polinucledtido que contiene el reguldn cscBKAR

15

12

<400> 3
gagtacattt gagcgactgt accagaacat gaatgaggcyg tttggattag gcgattatta 60
gcagggctaa gcattttact attattattt tccggttgag ggatatagag ctatcgacaa 120
caaccggaaa aagtttacgt ctatattgct gaaggtacag gcgtttccat aactatttygce 180
tcgogttttt tactcaagaa gaaaatgcca aatagcaaca tcaggcagac aatacccgaa 240
attgcgaaga aaactgtctyg gtagectygcy tggtcaaaga gtatcccagt cggcgttgaa 300
agcagcacaa tcccaagcga actggcaatt tgaaaaccaa tcagaaagat cgtcgacgac 360
aggcgcttat caaagtttgc cacgctgtat ttgaagacgg atatgacaca aagtggaacc 420



tcaatgycat
gaaaggatac
cgattcacaa
ttgagataac
acaggaaaaa
acgaaaaccce
cccgcatetg
aatacagcgc
atgccgycaa
tattcgaaat
gccagatacc
tgcagtaacy
atacaccaga
ataaatagaa
aaccctagat
aaaaagagaa
agtgccataa
cttcgecgtt
ctttcgecgt
ctctctcatc
catcteccgce
gtcctegata
catactcttt
gccattctte
agcggagcaa
aacctcegyce
cagacaacgc
tcgtctctaa
gatcgttcag
tgatatcgac
ccacceegace
ctggcgegec
ccgcatccee
acgcatagtg

tcgatcacaa

gtaacaactt
gcaacgccat
agaaaggaat
catacaggcqg
gttgttgatc
agaagtttcy
ccgctacgea
caaatagcga
agaacgcgcc
gaaaatttcyg
cccagecaaa
gttcataaac
tgagcggttt
tgctggtaaa
gtcectttcag
atgagtaact
ttacctgect
tacttctcac
tactgcaagc
tgtagataat
cceegtgeta
acagaccacc
tgccagggcg
ttcegagage
atgctcgtet
atgccggatce
aattgaacag
aaaaagatcyg
atcgacaagc
tccctcagtt
tataaaccca
gccaggacaa
taaaacccat
ataaacctct

aacgtcatag

ES 2635312713

cactaatgaa
aatcacaact
aatcgccatg
cgttcctaca
aaaaatgtta
atccttgaaa
ctggtgatcc
gaccaaccag
aatagcatag
cgccattttt
aaacagcgcc
gtaaatcata
cttcagaccg
ctggttgacc
ccaaatageg
ggatgcaaaa
gtcgttaaaa
tattccagtt
gctccgeaac
cccgtagagdg
tcgacacaat
accccttetyg
catatatcct
ttgacgacat
tgccatagat
gccgtcatcg
agatgtaacc
gcactggggc
accgtggatg
agcagcgtte
cttgttecge
ggcagtaggc
actttggctg
ttttcgcaaa
ttaacgttaa

ataatccagg
cecgataagta
cacagcegett
tcgtgtgatt
tagaaagacc
actgcgataa
ttatctttaa
aagttgatat
ccaaaagatc
tcggtgaage
cccagaatta
aacggtccgy
agtttatcct
gaataaagtg
tataacgacc
cgatagtacg
aattcacgte
cttgtcgaca
gttgagcgag
acagacctgt
tcacagacat
cacctttagt
gatcgttcty
cecgecagtty
cttcacgaat
cagtaaatgce
attcgecaty
ggaccataaa
tccggtgaca
tttgcattaa
ctaatctggce
gecegtetga
acattttttt
atcgtcatgg
catttgtgat

13

ggttaacgaa
atgcattttt
cgagtaccac
cgaataaacc
acgtccccac
aatcctcttt
aacgcatgtt
ggggactgat
cccaggegey
tatcaagcaa
gacctacaga
tcaagaccag
gaacgatgcc
tacctaattc
accacagcga
catttctgaa
ctatttagag
tgycagegct
atcgataatt
gagtaacccy
tccagcaaaa
caccaacagc
tgtttttcca
tagcgcctge
attaggatcy
gctggtacge
tcgccagcay
cgtaaatgaa
ttcatcttgc
cgcaccaaaa
gattcccace
ttctggcaagy
cccttaaatt
atttactaaa

attcatcgca

cagcygcgeag
tggccctace
ctggaatgag
tgaataaaag
aataaatatg
trttacccct
gatcatcata
actaaaaaat
cgctygttcca
accgcatccc
aaaattgctt
gatgaaactc
gtagaacatc
cgtccctgte
ccaggaaata
tggaatactc
ataagagcga
gtcattgccc
cgtcgcattt
gcaacgaacyg
tggtygaactt
atggcgatct
ctgataagtc
cgcaaacaca
aagctgacaa
gaaggctcgg
ggcaagtctyg
cgttcccctt
ttcagatacg
ggatcatcce
gcaacgttag
agatctacga
catctgagtt
acatgcatat

tttatgaaag

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



taagggactt
atgattaaaa
gagcaccggg
aacgatccaa
ccgatgageg
cactggcagce
ttttcaggta
tggctegatg
cgggatggta
cacttccgeyg
aaagatccag
accttcgatc
gactttttca
gagggataca
ggacgacttt
gcaccacaaa
tgggaatcgt
gagctatcag
cgccageage
aacgcgcaag
tacggattac
gttttgtgyc
cagcgtgaca
aacgacgggg
tcgctttatg
taacataata
ccccttcacy
gctgaattot
ccattacggc
caaaggctgce
agtgggcatt
attgtttcac
gacgataccc
ccgecgcgag

tgggtaacyc

tatttttata
tgacgcaatc
gtaacacttt
acggcctgat
aacactgggy
atgagcctat
gtgctygtcga
gtgcaggtaa
ttcatctcga
atcctaaagt
gcaacacggy
gcgtactggce
gcettggcega
gttaccgaaa
ttgcacaatc
gctttttage
caatgccctc
agagcaatgy
atcaatctgt
cagttgagat
agctcggeac
ggtattaccc
cgctcgccct
aagcggtgat
cctcecacgy
tcaggtggaa
accttcaata
ggtcagcggce
gacatcctge
gcgatcgtta
gagtaaactt
Cctcagccaga
Tgtrtgccaac
caaatgctgt
tgggtcatcce
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aaagttaacg
tcgattygcat
ctatccccat
ctggtttaac
gccaatgcac
tgcgctageg
tgacaatggt
tgacgatgca
gaaacaggyt
gtggcgtgaa
gcagatcctyg
ccacgctgat
tcagcattat
tcgctttcaa
cgggcatttt
gaaggatggt
aaaacgtgaa
caaacttcta
ctctcceccge
fcagttycag
tggaatgcgg
acacgagaat
aaggatattt
gagtagtcga
agtggctgtyg
caacggatca
atatgcaatg
ggtaaaaaca
gggattcgta
ccacatatca
gcgagatcgg
tctcgttcag
gcactttccy
gttgattcat

gecacacagt

ttaacaattc
gcggcgcaaa
tttcaccteg
gatcgttatc
tggggacatg
ccaggagacg
gtcctctcac
attcgcgaag
gtgatcctca
gccgacacat
ctttatcgcy
gcgggtgaaa
ctgatgtttt
agtggcgtaa
actgaactty
cggcgtattyg
ggatgggcag
caacgcccgg
acaatcagca
tyggcgctga
ctgtatattg
ttagacggct
atcgatacat
atctatccge
ctgcaacatg
acagcgggca
cagcttcccg
gatgcccgac
cccecttege
gaacatcaaa
tgtagtgatc
catcacgcca
gtagccagaa
attgtygcagt

tcgccaatac

14

accaaatttyg
acgccctagc
cgectectge
acgcgtttta
ccaccagcga
ataatgacaa
ttatctacac
tacaatgtct
ctccaccaga
ggtggatggt
gcagttegrt
gctatatgtg
cceegeaggg
tacccggaat
ataacgygca
ttatcggcty
gctgcatgac
tacacgaagc
ataaatatgt
agaacagtga
ataaccaatc
accgtagtat
catccgtgga
agccagaaga
gagcactctg
agggatccge
cccgataatg
gccaaccaga
cagaagaacc
atctggtttyg
atcacctgtt
ggcctgctea
gcataacggt
gtaatcatca

aatattttca

cttaaccagg
aaaacttcat
cgggtggatyg
tcaacatcat
cgatatgatc
agacgggtgt
cggacacgtc
ggctaccagt
aggaatcatg
agtcggggcyg
gcgtgaatgyg
ggaatgtccg
aatgaatgcc
gtggtcgcca
tgacttttat
gatggatatg
gctggcgcge
Tgagtcgtta
tttgcaggaa
tgccgaacat
tgagcgactt
tccccteccyg
agtattratt
acgggaactg
gctactgggt
gtcactcttc
tcatgtggaa
ttatcaaagc
tgataagcca
cccggtttga
gccatgtgaa
aatccctgec
tgacgatagc
gggatataac

ccatacagag

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620



10

15

actcaggcag

gggcaagcag
aactattcca
aaggagtggt
cgcgcatctt
cgcggtcacyg
tcatcgacac
ccgtaaaacg
ctgacacagc

ctctgttcte

cytgatatgt
ctgacgtgcc
gccgaacteg
agccgtgtec
acgygcggaa
cgttgcagga
tcccgecagyg
ggcactgtag
aatacaataa

gccaacgag
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cgcagecceca
gcgcggycag
ctggcggttt
tgcgccagea
agatcaggaa
cgcacagatt
cgtgcgacat
cagaaacaga

aaaataacaa

<210> 4

<211> 1248

<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220>
<221>gen
<222> (1)..(1248)
<223> cscB

<400> 4

atggcactga
CLCtttttta
ctagggttga
ctatttatga
tggtgtatga
ttactgcaaa
tatctggcgy
ttcgaataty
gccggeatat
gcrgtattta
gatgcgggag
gttttcgtca
tttcctgtet
tatctcaact
gtgaatcyggg
atcctttcct
gccattgagy
aagcgcetyt

gtygctgcttt
ttegeaattt

aaacgcgagc

gtattccatt
tttecctggte
cagggacgga
tgttctacyg
gtttcatcct
gcaatttttc
gatgcggttt
gaacagcgceg
Tttttagtat
tgatgatcaa
gggtaaaaaa
tatttattygt
tttattcagg
cattccagyt
tagggccaaa
gcgcyctgtt
ttccactttg
cgtcgacgat

caacgecgac
cgggtattgt

aaatagttat

cagaaatgcy
gctgtggtgg
attaggtaca
catcgttcag
ggtcttgacc
tgtaggtcta
gcttgatage
cgcctggyga
cagtcceccat
catgcgtttt
agaggatttt
ggggacgtgg
tttattcgaa
ggtactcgaa
aaatgcatta
cgttaacccc
tgtcatatcc
ctttctgatt

tgggatacte
ctgcctgatg

dgaaacgcct

ttgtagtata
cgtcatcttc
gctcaatggc
cggcgagagt
cataattcag
ctgcattatg
cctttaatga
cgtcactggc

taattcccgyg

tactatcgtt
tcgttatacy
ctttattcgg
gataaactcg
ggaccgttta
attctgggod
ttcaccgaaa
tcttttgget
atcaacttct
aaagataagg
atcgcagttt
Tctttctata
tcacacgatg
gcgctgtgea
cttatcggag
tggattattt
gtcttcaaat
ggttttcaaa

tttgaccacy
ttgctattty

gtaccttcag

15

gataatgcca
agaaaaaata
aagcagaata
cgacggctta
ggtctggatt
catcacccgg
agccataccc
gagatccaac

acaattqgrcc

ttgcatccag
ctatttggct
tcaaccagtt
gtctgaagaa
tgatttacgt
cgctgtrttt
aaatggcgcyg
atgctattgg
ggttggrcte
atcaccagtyg
tcaaggatcg
acatttrtga
taggaacgcg
tggcgattat
ttgtgattat
cattagtgaa
acagcgrgge
ttgccagtte

caggctacca
gcattttctt

caatatag

tccggacggt
ttgattaaaa
tcaacagaga
cgtccttgag
gcctgcaata
gagactgtca
aagccgtttg
gccctatcac

ccagttccge

ttactcatrt
gaaaggacat
taccagcatt
accgctcatc
ttatgaaccg
tggctggagg
daatttrcat
cgcgttcttt
gcratttyge
cgtagcggca
daacttctgg
tcaacaactt
cctgtatggt
TCCtrtctrt
ggcgrtgcgt
gttgttacat
aaactttgat
gcttgggatt

gacagttttc
cttgagtaaa

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5179

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140
1200

1248
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20

25

<210> 5
<211> 915
<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220>
<221>gen

<222> (1)..(915)

<223> cscK

<400> 5

atgtcagcca
gagcgcectac
ttaggcggaa
caaagaacyc
cggacatcca
gtccgeocca
gaatggttac
actgcgatga
gaagatctat
gcggatgtcg
gatcaggata
gatgcagaag
gtgaattgtg
ctgtcctcta
caacgttgcg

caagaactyg

<210> 6
<211> 1443
<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220>
<221>gen

<222> (1)..(1443)

<223> csCA

<400> 6

aagtatgggt
tgccttgtcc
caagtgggtt
tgctaactga
cggtgcttgt
gtgccgatct
atctctgtte
cggcgarccg
ggcaagacga
tcaagctctc
tatgcgecct
aggtggtggt
tcgatagcac
cgggattatc
gagcgcttgce

aatag
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tttaggggat
tggcggcycy
tataggtcgg
gggagtcgat
cgatctgaac
ttttttagag
aattgcgtty
gcatgccgga
gcatttgctce
ggaagaagaa
ggcaaaagag
ctgttatcga
gggggcggga
tacagatgag
agtaacggcg

atgattaaaa tgacgcaatc tcgattgcat

gagcaccggg gtaacacttt ctatccccat

aacgatccaa acggectgat ctggtttaac

ccgatgageg aacactggyy gccaatgeac

gcggtegtag
ccagctaacg
gtgggggatg
atcacgtatc
gatcaagggy
acgacagact
tctgcecgage
gagttttgtca
cocttgtgtt
tggcgactta
tatgagatcy
ggacaagttc
gatgcgttcyg
agagaaatgc

aaaggggcaa

gcggcgcaaa
tttcacctcg
gatcgttatc

tggggacaty

16

atctcttygcce
ttgcggtgay
atccttttgg
tgaagcaaga
aacgttcatt
tgccctgetyg
cttcgegtac
gcttcgatcc
tgcggecaggc
tcagtggaaa
ccatgetgtt
accattttygce
ttgccygygtt
gacgaattat
tgacagcygct

acgceetage
cgcctectyc
acgcgtttta

ccaccagega

agaatcagac
aatcgccaga
tgcgttaatg
tgaatgtcac
tacgtttatg
gcgacatggce
cagcgcattt
taatattcgt
gctacaacty
aacacagaac
ggtgactaaa
tyggaatgtct
actcacaggt
cgatctcgct
gccatgtega

aaaacttcat
cgggtggatg
tcaacatcat

cgatatgate

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
915

60
120
180
240
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15

cactggcagc
ttttcaggta
tggctcgatg
cgggatggta
cacttccgcy
aaagatccag
accttcgatc
gactttttca
gagggataca
ggacgacttt
gcaccacaaa
tgggaatcgt
gagctatcag
cgccagcagc
aacgcgcaag
tacggattac
gttttytyggc
cagcgtgaca
aacgacgggg
Ttcgctrtatyg

taa

atgagcctat
gtgctgtcoga
gtgcaggtaa
ttcatctcoga
atcctaaagt
gcaacacgdgg
gcgtactgoc
gccttggcga
gttaccgaaa
ttgcacaatc
gctttttage
caatgccctce
agagcaatgg
atcaatctgt
cagtrgagat
agctcggcac
ggtattaccc
cgctegecct
aagcggtgat

ccrcccacyg
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tgcgctageg
tgacaatggt
tgacgatgca
gaaacagggt
gtggcgtgaa
gcagatccta
ccacgctgat
tcagcattat
tcgctrtcaa
cgggcattte
gaaggatggt
aaaacgtgaa
caaacttcta
ctctoccccqge
tcagttgcag
tggaatgcgg
acacgagaat
aaggatattt
gagtagtcga
agrggctaty

ccaggagacg
gtcctetcac
attcgcgaag
gtgatcctca
gccgacacat
ctttatcgcg
gcgggtgaaa
ctgatgtttt
agtggcgtaa
actgaacttg
cggcgtattg
ggatgggcag
caacgcocgg
acaatcagca
tgggcgctga
ctgtatattyg
ttagacggct
atcgatacat
atctatccgc

ctgcaacatg

<210>7

<211> 996

<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220>
<221>gen
<222> (1)..(996)
<223> cscR

<400> 7

atggcttcat taaaggatygt cgcacgccty gcgggagtyt
gtgatgcata atgcagaatc tgtgcgtcct gcaacgegtg
cagaccctga attatgttee tgatctttee geoccgtaaga
cegtegacte tcgecgtget ggcgcaggac acggetacca
ctgcttgeca ttgagcaaac cgccagcgayg ttcggctgga
ttttctgaag atgacgctge ccgcgeggea cgtcagetge
attatctata ctacaatggg gctgcgacat atcacgctge

17

ataatgacaa
ttatctacac
tacaatgtct
ctccaccaga
ggtggatggt
gcagttcgtt
gctatatgtg
cccegeaggg
tacccggaat
ataacgggca
ttatcgoctg
gctgcatgac
tacacgaagc
ataaatatgt
agaacagtga
ataaccaatc
accgtagtat
catccgtgga
agccagaaga

gagcactctg

cgatgatgac
accgcgtatt
tgcgcgcteca
ctectttete
atagtttttt
ttgcccaccg

ctgagtctct

agacgggtgt
cggacacgtc
ggctaccagt
aggaatcatg
agtcgggacy
gcgtgaatgg
ggaatgtccg
aatgaatgcc
grggtcgcca
tgactrtrat
gatggatatg
gctggegcge
tgagtcgtta
trtgcaggaa
tgccgaacat
tgagcgactt
tccecteccy
agtatttatt
acgggaactg
gctactgggt

agtctccegy
gcaggcaatc
aggacgtaag
tgttgatatt
aatcaatatt
tccggatggce
gtatggtgaa

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1443

60
120
180
240
300
360
420



10

15

20

25

30

35

40

45

aatattgtat
gattacactg
ttatgcttct
caggectggce
ggtgatgatc
ccagattttyg
cttctggcga
gttggcgteg
atcgggcgay

atcccttygcc

<210> 8
<211> 71
<212> ADN

tggcgaacty
cacaatatga
ggctaccgga
gtgatgctga
actacaccga
atgttctgat
agggggtacg
ggcatctgrt
aagctgcatt

cgctgttgat

<213> Secuencia artificial

<220>
<221>gen
<222> (1)..(71)
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tgtggcggat
atcaacacag
aagtgcgttg
acgagatctg
tctcgeaagt
atgtggtaac
aatcccgeag
tttaccgecg
gcatattatt

ccgttgttec

gacccagegt
catttgctcy
gcaacagyggt
gctrgaggtrga
ttactcaatg
gatcgcgcag
gatgtcgecg
ctgaccacaa
gaaggtcgtg

acctga

<223> cebador para el casete de delecion de mak

<400> 8

tacccagtta
cggcggycta
atcgtcggea
aacaatttca
cccacttcaa
cctttgtggce
taatgggctt

trcagettcc

dagggggaag

tatccctgat
tcgtcaaccyg
gggatttgag
catggcaaca
accgggcaaa
ttatcaggtt
tgataatctg

acatgacatt

agtgacgcgg

gtgcgtatag gtatcgattt aggcggcacc aaaactgaag tgattgcact gttgcagcat

tacacgtctt ¢

<210>9
<211>71
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221>gen
<222> (1)..(71)

<223> cebador para el casete de delecion de mak

<400> 9

ttactcttgt ggccataacc acgcagcgcc gcgtacgccg ctggaatcac cacttaacgg

ctgacatggg a

<210> 10
<211>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221>gen
<222> (1)..(55)

<223> cebador para la amplificacion de cscB para construir pAcscBAR

<400> 10

cgcgatatct agcatatgcc gggtaccgca ctagttgaga agtaaacggc gaagt

<210> 11
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

18

480
540
600
660
720
780
840
900
960
996

60
71

71

55



10

15

20
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<220>

<221>gen

<222> (1)..(46)

<223> cebador para la amplificaciéon de cscB para construir pAcscBAR

<400> 11
attcggccgg agccctgcag gtgcacgagt acatttgagc gactgt

<210> 12

<211> 4520

<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220>

<221>gen

<222> (1)..(4520)

<223> polinucledétido que contiene el regulén cscBAR

<400> 12

gagccctgea
ggattaggcg
tatagagcta
ttrccataac
ggcagacaat
tcccagtegg
gaaagatcgt
tgacacaaag
taacgaacag
cattttttygy
gtaccacctg
ataaacctga
tccccacaat
cctetttttt
gcatgttgat
gactgatact
agocgcgcgc
caagcaaacc
ctacagaaaa
agaccaggat
cgatgccgta

Ctaattccgt

ggtgcacgag
attattagca
tcgacaacaa
tatttgcteg
acccgaaatt
cgttgaaagc
cgacgacagg
tggaacctca
cgcgcaggaa
ccctaccega
gaatgagttyg
ataaaagaca
aaatatgacg
tacccctecce
catcataaat
aaaaaatatg
tgttccatat
gcatcccoce
attgctttyce
flaaactcata
gaacatcata

ccctgtcaac

tacatttgag
gggctaageca
ccggaaaaag
cgttttttac
gcgaagaaaa
agcacaatcc
cgcttatcaa
atggcatgta
aggatacgca
ttcacaaaga
agataaccat
ggaaaaagtt
aaaacccaga
gcatctgccg
acagcgccaa
ccggcaaaga
tcgaaatgaa
agatacccecce
agtaacggtt
caccagatga
aatagaatgc

cctagatgtc

cgactgtacc
ttttactatt
tttacgtcta
tcaagaagaa
ctgtctggta
caagcgaact
agtttgccac
acaacttcac
acgccataat
aaggaataat
acaggcgegt
gttgatcaaa
agtttcgate
ctacgcactg
atagcgagac
acgcgccaat
aatttcgcge
agccaaaaaa
cataaacgta
geggtttett
tggtaaactg

ctttcagcca

19

agaacatgaa
attattttcc
tattgctgaa
aatgccaaat
gcctgegtygg
ggcaatttga
gctgtatttyg
taatgaaata
cacaactccyg
cgccatgeac
tcctacateg
aatgttatag
cttgaaaact
gtgatcctta
caaccagaag
agcatagcca
cattttttcy
cagecgcecec
aatcataaac
cagaccgaqt
gttgaccgaa

aatagcgtat

tgaggcgttt
ggttgaggga
ggtacaggcyg
agcaacatca
tcaaagagta
aaaccaatca
aagacggata
atccagygggt
ataagtaatg
agcgcttcga
tgtgattcga
aaagaccacy
gcgataaaat
tctttaaaac
ttgatatgyg
aaagateccec
gtgaaqctat
agaattagac
ggtccggrca
ttatcctgaa
taaagtgtac

aacgaccacc

46

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

1020
1030
1140
1290
1260
1320



acagcgacca
ttctgaatgg
tttagagata
tagatatcga
cccacccgac
gctggegege
accgcatccc
tacgcatagt
ttcgatcaca
gtaagggact
gatgattaaa
tgagcaccgg
gaacgatcca
tccgatgagce
ccactggcag
tttttcaggt
ctggctcgat
tcgggatggt
gcacttccge
gaaagatcca
gaccttcgat
ggactttttc
cgagggatac
aggacgactt
tgcaccacaa
gtgggaatcy
cgagctatca
acgccagcag
aaacgcgcaa
ttacggatta
tgttttgtag
gcagcgtgac
taacgacggg
gtcgetttat

ttaacataat

ggaaataaaa
aatactcagt
agagcgactt
ctccctcagt
ctataaaccc
cgccaggaca
Cctaaaaccca
gataaacctc
aaacgtcata
trattrrtat
atgacgcaat
ggtaacactt
aacggcctga
gaacactggg
catgagccta
agtgctgtcg
ggtgcaggta
attcatctcg
gatcctaaag
ggcaacacgg
cgcgtactgg
agccttggcy
agrtaccgaa
tttgcacaat
agctttttag
tcaatgccct
gagagcaatg
catcaatctg
gcagttgaga
cagctcggca
cggtattacc
acgctcgecc
gaagcggtga
gcctececcacy

atcaggtgga
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aagagaaatg
gccataatta
cgccgtttac
tagcagcgtt
acttgttccg
aggcagtagg
tactttggct
tttttcgcaa
gttaacgtta
aaaagttaac
ctcgattgca
tctatcceca
tctggtttaa
ggccaatgca
ttgcgctage
atgacaatgg
atgacgatgc
agaaacaggg
tgtggcgtga
ggcagatcct
cccacgcetga
atcagcatta
atcgcrtrca
ccgggeattt
cgaaggatgg
caaaacgtga
gcaaacttct
tctctececg
ttcagttgca
ctggaatgcg
cacacgagaa
taaggatatt
tgagtagtcg
gagtggctgt

acaacggatc

agtaactgga
cctgectgte
ttctcaacta
ctttgcatta
cCtaatctgqg
cgcccgtcty
gacattritt
aatcgtcatg
acatttgtga
gttaacaatt
tgcggcgcaa
ttttcacctc
cgatcgttat
ctggggacat
gccaggagac
tgtcctctca
aattcgcgaa
tgtgatcctc
agccgacaca
gctttatcgce
tgcgggtgaa
tctgatgttt
aagtggcgta
tactgaactt
tcggcgratt
aggatgggca
acaacgcccg
cacaatcagc
gtgggcgctg
gctgtatatt
tttagacggc
tatcgataca
aatctatccg
gctgcaacat

aacagcgggce

20

tgcaaaacga
gttaaaaaat
gtgcggtacc
acgcaccaaa
cgattcccac
attctggcaa
Tccctrtaaat
gatttactaa
Tattcatcgc
caccaaattt
aacgccctag
gcgcctectyg
cacgcgtttt
gccaccageg
gataatgaca
cttatctaca
gtacaatgtc
actccaccag
tggtggatgg
ggcagttcgt
agctatatgt
tccecgcagg
atacccggaa
gataacgggc
gttatcggct
ggctgcatga
gtacacgaag
aataaatatqg
aagaacagtg
gataaccaat
taccgtagta
tcatccgtog
cagccagaag
ggagcactct
aagggatccyg

tagtacgcat
tcacgtccta
cggcatatgc
aggatcatcc
cgcaacgtta
gagatctacg
tcatctgagt
aacatgcata
atttatgaaa
gcttaaccag
caaaacttca
ccgggtggat
atcaacatca
acgatatgat
aagacgggty
ccggacacgt
tggctaccag
aaggaatcat
tagtcggggc
tgcgtgaatg
gggaatgtcc
gaatgaatgc
tgtggtcgco
atgactttta
ggatggatat
cgctggcgcg
ctgagtcgtt
trttgcagga
atgccgaaca
ctgagcgact
ttcecctece
aagtatttat
aacgggaact

ggctactggg
cgtcactctt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



10

15

20

25

30

35

cccecttcac
agctgaattg
cccattacgg
acaaaggctg
aagtgggcat
aattgtttca
cgacgatacc
cccgecgega
ctgggtaacg
gactcaggca
tgggcaagea
aaactattcc
aaaggagtygg
gcgegeatct
acgcggtcac
atcatcgaca
gccgtaaaac
cctgacacag

cctetgttet

<210> 13
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221>gen
<222> (1)..(13)

<223> cebador para la amplificacién de mak liberado de la secuencia de referencia, AP009048 en GeneBank

<400> 13
cactgcagtg gggtaaatgc catcg

<210> 14
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221>gen
<222> (1)..(14)

<223> cebador para la amplificacion de mak liberado de la secuencia de referencia, AP009048 en GeneBank

<400> 14
aacggccgtc tcggtgctca ttact

<210> 15

<211> 1388
<212> ADN
<213> Escherichia coli KI2 W3110

<220>

<221>gen
<222>(1)..(1388)

gaccttcaat
tggtcagegy
cgacatccty
cgcgategtt
tgagtaaact
cctecagecay
ctgttgccaa
gcaaatgcty
ctgggtcate
gecgtgataty
gctgacgtye
agccgaacte
tagcegtygte
tacggycgga
gcgttgcagy
ctceegecay
gggcactygta
caatacaata

cgccaacgag
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aatatgcaat
cgytaaaaac
cgggattegt
accacatatce
tgcgagatcy
atctegttca
cgcactttcc
tgttgattca
cgccacacag
tegeageece
cgcgegyggca
detggeggtt
ctygecgecage
aagatcagga
acgcacagat
gcgtgcgaca
gcagaaacag

aaaaataaca

gcagcttecc
agatgcccga
accceettey
agaacatcaa
gtgtagtgat
gcatcacgec
ggtagccaga
tattgtgcag
ttcgccaata
attgtagtat
gegtcatett
tgctcaatgy
acggcgagag
acataattca
tctgcattat
tcctttaaty
acgtcactgy

ataattcccy

21

gcccgataat
cgecaaccag
ccagaagaac
aatctggttt
catcacctgt
agycctycte
agcataacgg
tgtaatcatc
caatattttc
agataatgcc
cagaaaaaat
caagcagaat
tegacgyctt
gggtctggat
gcatcacccg
aagccatacc
cgagatccaa

gacaattgtc

gtcatgtgga
attatcaaag
ctgataagcec
geceggtttg
tgccatgtya
aaatccctyc
ttgacgatag
agggatataa
accatacaga
atcecggacygg
attgattaaa
atcaacagag
acgtecttya
tgcctgeaat
ggagactgtc
caagccgttt
cgcectatca

cccagttecg

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4520

25

25
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<223> polinucledtido que contiene el regulén mak, amplificado utilizando la secuencia nimero 13
and 14

10

15

<400> 15
cactgcagtg gggtaaatgc catcgaggct agcrtgttttt ccatctcrttc tgcacgcagce 60
gaaatctcge ggctaagacg gtaaaccatt aaatttttga accacagcat gataatttcc 120
acggccttgt cgttaaattt agcgggcatg ataacgaatt gtcggcggcc ttgcattogce 180
aatccggttg tccgtctcta cgctattgat attgaaaaaa ataaggagag taccgtgcgt 240
ataggtatcg atttaggcgg caccaaaact gaagtgattg cactgggcga tgcaggggag 300
cagttgtacc gccatcgtct geccacgccg cgtgatgatt accggcagac tattgaaacg 360
atcgccacgt tggttgatat ggcggagcag gcgacggggc agcgcggaac ggtaggtatg 420
ggcattcctg gctcaatttc gecrtacacc ggtgtggtga agaatgccaa ttcaacctgg 480
ctcaacggtc agccattcga taaagactta agcgcgaggt tgcagcggga agtgcggctg 540
gcaaatgacg ctaactgtct ggcggtttca gaagcagtag atggcgcggc agegggageg 600
cagacggtat ttgccogtgat tatcggcacyg ggatgcgoco cgggcgtgge attcaatgog 660
cgggcgcata tcggcggcaa tggcacggca ggtgagtggg gacacaatcc gctaccgtgg 720
atggacgaag acgaactgcg ttatcgcgag gaagtccctt gttattgcgg taaacaaggt 780
tgtattgaaa cctttatttc gggcacggga ttcgcgatgg attatcgtcg tttgagcaga 840
catgcgctga aaggcagtga aattatccgc ctggttgaag aaagcgarce ggtagcggaa 900
ctggcattgc gtcgctacga gctgcggetg gcaaaatcge tggcacatgt cgtgaatatt 960
ctcgatccgg atgtgattgt cctggggggc gggatgagca atgtagaccg tttatatcaa 1020
acggttgggc agttgattaa acaatttgtc ttcggcggcg aatgtgaaac gecggtgegt 1080
aaggcgaagc acggtgattc cagcggcgta cgcggcgoetg cgtggrtatg gccacaagag 1140
taaaaaacgt aggcaattgg cgcatcatgc ctgatgcgac gcttgccgcg tcttatcagg 1200
cctacaaaag gtgccagaac cgtaggccgd ataaggcgtt cacgccgcat ccggcaataa 1260
gtgctccgat gcctgatgcg acgcttgccg cgtcttatca ggcctgcaaa atgtgccaga 1320
accgcgtagg gcggataagg cgttcacgec gcatccggca ataagtaatg agcaccgaga 1380
cggccgre 1388

<210> 16

<211> 5887

<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637) y K12 W3110

<220>

<221>gen

<222> (1)..(5887)
<223> polinucledétido que contiene el regulén cscBAR-mak

<400> 16

22



tctecggtget
tctggcacat
Tttattgccgyg
cctgataaga
ctcttgtggce
acgcaccggc
ttgatataaa
aatattcacg
Ttccgetace
tccgetcaaa
accttgttta
ccacggtagce
cccattgaat
cgctcecget
cagccgeact
ccaggttgaa
catacctacc
cgtttcaata
ctccectgea
acgcacggta
ggcaatgcaa
ggaaattatc
gctgcgtgea
gcacgagtac
attagcaggg
acaacaaccg
ttygctecgegt
cgaaattgcg
tgaaagcagc
cgacaggcgc
aacctcaatg

gcaggaaagg

cattacttat
tttgcaggcc
atgcgycgty
cgcggcaagc
cataaccacg
gtttcacatt
cggtctacat
acatgtgcca
ggatcycttt
cgacgataat
ccgcaataac
ggattgtotc
gccacgcccyg
gccgegecat
tceccgetgca
ttggcattct
gttccgoget
gtctgecggt
tcgceccagty
ctctccttat
ggccgccgac
atgctgtggt
gaagagatgyg
atttgagcga
ctaagcattt
gaaaaagttt
tttttactca
aagaaaactyg
acaatcccaa
ttatcaaagt
gcatgtaaca

atacgcaacg
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tgccggatyc
tgataagacg
aacgccrtat
gtcgcatcag
cagcgccgeg
cgccgecgaa
tgctcatcce
gcgattttgce
cttcaaccag
ccatcgegaa
aagggacttc
cccactcacc
cgccgecatcec
ctactgcttc
acctcgeget
tcaccacacc
gceceegtoge
aatcatcacg
caatcacttc
ttttttcaat
aattcgttat
tCaaaaattt
aaaaacagct
ctgtaccaga
tactattatt
acgtctatat
agaagaaaat
tctggtagec
gcgaactggc
ttoccacgct
acttcactaa

ccataatcac

ggcgtgaacy
cggcaagcgt
ccggectacy
gcatgatacy
tacgccgetg
gacaaattgt
gcececccagy
cagccgcage
gcggataatt
tcccgtygece
ctcgcgataa
tgccgtgeca
cgtgccgata
tgaaaccgcc
taagtcttta
ggtgtaaggc
ctgctcecgec
cggcgtggge
agttttggty
atcaatagcg
catgcccyact
aatggtttac
agcctcegaty
acatgaatga
attttccggt
tgctgaaggt
gccaaatage
tgcgtggtca
aatttgaaaa
gratttgaag
tgaaataatc

aactccgata

23

ccttatccge
cgcatcagge
grrctggcac
ccaattgcct
gaatcaccgt
ttaatcaact
acaatcacat
tcgtagcgac
tcactgcectt
gaaataaagqg
cgcagttcegt
ttygcecgccga
atcacggcaa
agacagttag
tcgaatggct
gaaattgagc
atatcaacca
agacgatggc
ccgcctaaat
tagagacgga
aaatttaacg
cgtcttagec
gcatttaccc
ggcgtttgga
tgagggatat
acaggcgttt
aacatcaggc
aagagtatcc
ccaatcagaa
acggatatga
caggggttaa
agtaatgcat

cctacgeggt
atcggagcac
cttttgtagy
acgtttttta
gcttegectt
gcccaaccgt
ccggatcgag
gcaatgccag
tcagcgcaty
tttcaataca
cttcgteccat
tatgcgeccg
ataccgtctg
cgtcatttgc
gaccgtrtgag
caggaatgcc
acgtggcgat
ggtacaactg
cgatacctat
caaccggatt
acaaggccgt
gcgagatrtc
cactgcaggt
ttaggcgatt
agagctatcg
ccataactat
agacaatacc
cagtcggegt
agatcgtcga
cacaaagrtgg
cgaacagcgc

tttttggcce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
360

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920



tacccgattc
tgagttgaga
aaagacagga
tatgacgaaa
ccetecegea
cataaataca
aaatatgecy
tccatatteg
tcccgecaga
gctttgeagt
actcatacac
catcataaat
tgtcaaccct
aataaaaaag
actcagtgcc
gcgactteyce
cctcagttag
taaacccact
caggacaagg
aaacccatac
aaacctcttt
cgtcatagtt
tttttataaa
acgcaatctc
aacactttct
ggcctgatct
cactgggggc
gagcctattg
gctgtcgatg
gcaggtaatg
catctcgaga
cctaaagtyt
aacacgggyc
gtactggecc
cttggcgatc

acaaagaaag
taaccataca
aaaagttytt
acccagaagt
tctgccgeta
gcgccaaata
gcaaagaacy
aaatgaaaat
tacccccage
aacggttcat
cagatgagcg
agaatgctgy
agatgtcctt
agaaatgagt
ataattacct
cgtttactte
cagcgttett
tgttccgect
cagtaggcgc
tttggctgac
ttcgcaaaat
aacgttaaca
agttaacgtt
gattgcatgce
atccccattt
ggtttaacga
caatgcactg
cgctagegec
acaatggtgt
acgatgcaat
aacagggtgt
ggcgtgaagc
agatcctygct
acgctgatgc
agcattatct
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gaataatcgc
ggcgegttec
gatcaaaaat
ttcgatectt
cgcactyggtg
gcgagaccaa
cgccaatage
ttcgegecat
caaaaaacag
aaacgtaaat
gtttcttcag
taaactyggtt
tcagccaaat
aactggatgc
gcctgtegtt
tcaactagtg
tgcattaacy
aatctggcga
ccgtctgatt
atttttttce
cgtcatggat
tttgtgatat
aacaattcac
ggcgcaaaac
tcacctegeg
tcgttatcac
gggacatgcc
aggagacgat
cctctcactt
tcgcgaagta
gatcctcact
cgacacatgg
ttatcgegge
gggtgaaagc
gatgttttec

catgcacagc
tacatcgtgt
gttatagaaa
gaaaactgcy
atccttatct
ccagaagttyg
atagccaaaa
tttttcgyty
cgcccccaga
cataaacggt
accgagttta
gaccgaataa
agcgtataac
aaaacgatag
aaaaaattca
cggtacccgy
caccaaaagy
ttcecaccge
ctggcaagag
cttaaattca
ttactaaaac
tcatcgeatt
caaatttgct
gcectageaa
cctcctgecy
gcgttttate
accagcgacyg
aatgacaaag
atctacaccg
caatgtctgy
ccaccagaag
tggatggtag
agttcgttge
tatatgtggg

ccgcagggaa

24

gcttcgagta
gattcgaata
gaccacgtcc
ataaaatcct
ttaaaacgca
atatggggac
gatccccagy
aagctatcaa
attagaccta
ccggtcaaga
tcctgaacga
agtgtaccta
gaccaccaca
tacgcatttc
cgtcctattt
catatgctag
atcatcececce
aacgttagct
atctacgacc
tctgagttac
atgcatattc
tatgaaagta
taaccaggat
aacttcatga
ggtggatgaa
aacatcatcc
atatgatcca
acggytyttt
gacacgtctyg
ctaccagtcyg
gaatcatgca
tcggygcegaa
gtgaatggac
aatgtccgga
tgaatgccga

ccacctggaa
aacctgaata
ccacaataaa
ctttttttac
tgttgatcat
tgatactaaa
cgcgegetgt
gcaaaccgca
cagaaaaatt
ccaggatgaa
tgccgtagaa
attcegtecc
gcgaccagga
tgaatggaat
agagataaga
atatcgactc
acccgaccta
ggcgegecgc
gcatccccta
gcatagtgat
gatcacaaaa
agggacttta
gattaaaatg
gcaccggggt
cgatccaaac
gatgagcgaa
ctggcagcat
ttcaggtagt
gctcgatggt
ggatggtatt
cttccgegat
agatccaggc
cttcgatcge
ctttttcagc

gggatacagt

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
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taccgaaatc gcetttcaaag tggcgtaata cccggaatgt ggtcgccagyg acgacttttt 4080
gracaatccg ggcattttac tgaacttgat aacggyeatyg actttrtatgc accacaaagce 4140
tttttagega aggatggtcg gogtattgtt atcggetygga tggatatgtg ggaatcytca 4200
atgccctcaa aacgtgaagg atgggcaggoc tgcatgacgc tggcgcgcega gctatcagag 4260
agcaatggca aacttctaca acgcccggta cacgaagety agtcgttacyg ccageageat 4320
caatctgtct ctceccccgcac aatcagcaat aaatatgrtt tgcaggaaaa cgcgeaagea 4380
gttgagattc agttgcagtyg ggcgctgaag aacagtgaty ccgaacatta cggattacag 4440
ctcggcactyg gaatgoggct gtatattgat aaccaatcty agcgacttygt tttgtgocyg 4500
tattacccac acgagaattt agacggctac cgtagtatte ccctecegea ygegtgacacy 4560
ctcgecctaa ggatatttat cgatacatca tccgtggaag tatttattaa cgacyggygaa 4620
goggtgatga gtagtcgaat ctatccgeag ccagaagaac gggaactgte getttatgec 4680
tcccacgyag tggctgtgct gcaacatgga geactctygge tactgggtta acataatatce 4740
aggtggaaca acggatcaac agcgggcaag ggatccgegt cactcttecoe ccttcacgac 4800
cttcaataat atgcaatgca gottcccgcee cgataatygte atgtggaage tgaattotyg 4860
tragcggeogy taaaaacaga tgcccgacgoc caaccagatt atcaaagecc attacggega 4920
catcctgeogg gattcgtace cocttogeca gaagaaccty ataagccaca aaggetycgce 4980
gatcgttacc acatatcaga acatcaaaat ctggtttgcc cggtttgaag tgggcattga 5040
gtaaacttgec gagatcggtyg tagtgatcat cacctygttge catgtgaaat tgtttcacct 5100
cagccagatc tcgttcagea tcacgecagyg cctgotcaaa tecctgecga cgatacceetg 5160
ttgccaacge actttcoggt agocagaage ataacggtty acgatagecc gecgegagea 5220
aatgctgtgt tgattcatat tgtgcagtot aatcatcagy gatataacty ggtaacycty 5280
gytcatcoge cacacagttc gccaatacaa tattttcacc atacagagac tcagycageg 5340
tgatatgtcg cagcocccatt gtagtataga taatgccate cggacgotyy gcaagcaget 5400
gacgtgooge gogggcageg tcatcttcag aaaaaatatt gattaaaaaa ctattccagc 5460
cgaactcygct ggcgotttgc tcaatggcaa gcagaatate aacagagaaa ggagtgotag 5520
ccgtgtoctg cgoccageacg gcgagagtcy acggottacyg tccttgageg cgcatcttac 5580
ggocgyaaag atcaggaaca taattcaggg tctggattge ctgcaatacy cggtcacgey 5640
ttgcaggacg cacagattct gcattatgca tcacccggga gactgtcatc atcgacactc 5700
ccgccagycyg tgegacatce tttaatgaag ccatacccaa gecgtttgee gtaaaacggy 5760
cactgtagca gaaacagacg tcactggcga gatccaacgc cctatcacct gacacagcaa 5820
tacaataaaa aataacaata attcccggac aattgtccce agttccgect ctgttctege 5880
caacgag 5887

<210> 17

<211> 996

<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220>

<221>gen

<222> (1)..(996)
<223> cscR con tirosina mutada en la posicién de aminoacido 388

<400> 17

25



10

15

atggcttcat
gtgatgcata
cagaccctga
ccgtegacte
ctgcttgcca
ttttctgaag
attatctata
aatattgtat
gattacacty
ttatgcttct
caggcctgge
ggtgatgatc
ccagattttg
cttctggcga
gttggcgrcg
atcgyggcagq

atcccttoce

taaaggatgt
atgcagaatc
attatgttcc
tcogccgtgct
ttgagcaaac
atgacgctoc
ctacaatggg
tggcgaacty
cacaatatga
gyctaccgga
gtgatgctga
actacaccga
atgttctgat
agggggtacyg
ggcatctgtt
aagctgcatt
cgctgttgat
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cgcacgectg
tgtgcgtcct
tgatcrtecc
ggcgcaggac
cgccagegag
ccgcgcggea
gctgcgatat
tgtogcggat
atcaacacag
aagtygcgttg
acgagatctg
tctcgcaagt
atgtggtaac
aatcccgcag
tttaccgccg
gcatattatt

ccgttgttce

gcgggagtgt
gcaacgcgtq
gcccgtaaga
acggctacca
ttcggotgoa
cgtcagctye
atcacgctyc
gacccagegt
catttgcteg
gcaacagggt
gctgaggtga
ttactcaatg
gatcgcgcag
gatgtcgccg
ctgaccacaa
gaaggtcgtg

acctga

<210> 18

<211> 9129

<212> ADN

<213> Escherichia coli (ATCC9637) y K12 W3110

<220>

<221>gen

<222> (1)..(9129)
<223> pAcscBAR'-mak

<400> 18

tatggcaatg
tttccatgag
gcagtttcta
cectaaaggg
cagttttgat
caaatattat
cgtctgtgat
gtggcagggc

aaagacggty
caaactgaaa
cacatatatt
tttattgaga
ttaaacgtoy
acgcaagygcy
ggcttccatg
ggggcgtaat

agctggtgat
cgttttcatc
cgcaagatgt
atatgttttt
ccaatatgga
acaaggtgct
tcggcagaat
Ttttttaagg

atgggatagt
gctetyggagt
ggcgtgttac
cgtctcagcec
caacttcttc
gatgccgcty
gcttaatgaa
cagttattog

26

cgatgatgac
accgcgtatt
tgcgegetca
ctecctrtctc
atagtrtttt
ttgcccaceg
ctgagrctct
tacccagtta
cggcgggcta
atcgtcggea
aacaatttca
cccacttcaa
cctttgtogc
taatgggctt
ttcagcttoc
aaggdgdaad

gttcaccctt
gaataccacyg
ggtgaaaacc
aatccctgyy
gceeecygttt
gcgattcagyg
ttacaacagt

tgcccttaaa

agtctcecgg
gcaggcaatc
aggacgtaag
tgttgatatt
aatcaatatt
tccggatgge
gtatggtgaa
tatccctgat
tcgtcaaccy
dggatttgag
catggcaaca
accgggcaaa
ttatcaggtt
tgataatctg
acatgacatt

agtgacqgcgg

gttacaccgt
acgatttccg
tggcctattt
tgagtttcac
tcaccatgyg
ttcatcatgc
actgcgatga
cgcctggtac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
996

60
120
180
240
300
360
420
480



tacgcctgaa
cggtcgteyg
gtttattgac
ctcaggetct
gcctgataaa
gcagcatect
tatggtggcea
ttgcatgata
gaaggagcta
catggcgttyg
cgygcaactt
accgaagacc
cgttegeteg
ccgggtecte
cgagatgcyc
gttggtttge
gaatccgtta
ccgegacgea
ccgttccatg
gaagttaggc
acctgcctyg
atcataatgg
gcgtcgyccy
cctacgeggt
atcggageac
cttttgtagg
acgtttttta
gettegectt
gcccaacegt
ccggatcgag
gcaatgecag
tcagcgeatg
tttcaataca
cttcgtccat

tatgcgcccy

taagtgataa
ttcagggcay
taccggaagc
ccccgtggay
aacggttagc
gcgatgcaga
ggccccgtyy
aagaagacag
ccggacagey
actctcagtc
cagcagcacy
attcatgtty
cgtatcgygty
aacgacagga
cgcgtycygyc
gcattcacag
gcgaggtgcc
acgcgygyay
tgctcgccga
tggtaagagc
acagcatggc
ggaaggccat
tcteggtyet
tctggcacat
ttattgccyy
cctgataaga
ctcttgtgge
acgcaccggc
ttgatataaa
aatattcacy
ttccgetace
tccgetcaaa
accttgttta
ccacggtage

cccattgaat
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taagcggatg
ggtcgttaaa
agtgtgaccy
gtaataattg
gcttegttaa
tccggaacat
ccggyggygact
tcataagtgc
gtgcggactg
atagtatcgt
taggggactt
ttgctcaggt
attcattctg
gcacgatcat
tgctggagat
ttctccgcaa
geegycttee
gcagacaagg
ggcgycataa
cgcgagegat
ctgcaacgcg
ccagecteygce
Ccattacttat
tttgcaggec
atgcggcgtg
cgcggcaagce
cataaccacyg
gtttcacatt
cggtctacat
acatgtgcca
ggatcgettt
cgacgataat
ccgcaataac
ggattgtgtc

gccacgcccy

aatggcagaa
tagccgctta
tgtgcttcte
acgatatgat
tacagatgta
aatggtgcag
gttggycygct
ggcgacgata
ttgtaactca
ggtatcaccy
ccgegtttec
cgcagacgtt
ctaaccagta
gcgcaccegt
ggcggacygcy
gaattgatty
attcaggtcy
tatagggcgg
atcgccgtga
ccttgaaget
ggcatcccga
gtcgegaacy
tgccggatye
tgataagacg
aacgccttat
gtcgcatcag
cagcgecgey
cgcegecgaa
tgctcatcce
gcgattttge
cttcaaccag
ccatcgegaa
aagggacttc
cccactcacc

cgccgeatece

27

attcgaaage
tgtctattge
aaatgcctga
catttattct
ggtgttccac
ggcgettott
gccggcacct
gtcatgeece
gaataagaaa
gttggttecca
agactttacy
ttgcagcage
aggcaacece
ggccaggace
atggatatgt
gctccaatte
agytggeecy
cgcctacaat
cgatcagcgy
gtccctgaty
tgccgccgga
ccagcaagac
ggcgtgaacy
cggcaagegt
ccggectacy
gcatgatgcy
tacgccgety
gacaaattgt
gceccceagy
cagccgeage
gcggataatt
tceegtygece
ctcgegataa
tgccgtgeca

cgtgccgata

aaattcgacc
tggtttaccy
ggccagtttyg
gccteccaga
agggtageca
tcggcgtgag
gtcctacgag
gecgcecaccey
tgaggecget
ctctetgttyg
aaacacggaa
agtcgcttca
gccagectag
caacgctgec
tctgccaagy
ttggagtggt
gctccatgea
ccatgcecaac
tccagtgatc
gtegteatcet
agcgagaaga
gtagcceage
ccttatecye
cgcatcaggc
gttctggecac
ccaattgect
gaatcaccgt
ttaatcaact
acaatcacat
tcgtagcgac
tcactgectt
gaaataaagy
cgcagttegt
ttgccgecga

atcacggcaa

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



ataccgtctg
cgtcatttgc
gaccgttgag
caggaatgcc
acgtggcgat
ggtacaactg
cgatacctat
caaccggatt
acaaggccgt
gcgagatttce
cactgcaggt
ttaggcgatt
agagctatcyg
ccataactat
agacaatacc
cagtcggegt
agatcgtcga
cacaaagtgg
cgaacagcgc
tttttgygccc
ccacctggaa
aacctgaata
ccacaataaa
ctttttttac
tgttgatcat
tgatactaaa
cgcgegetgt
gcaaaccgca
cagaaaaatt
ccaggatgaa
tgccgtagaa
attcegtccce
gcgaccagga
tgaatggaat

agagataaga

cgctceecget
cagccgeact
ccaggttgaa
catacctacc
cgtttcaata
ctceectgea
acgcacggta
ggcaatgcaa
ggaaattatc
gctgcgtgea
gcacgagtac
attagcaggy
acaacaaccg
ttgctcegegt
cgaaattgcy
tgaaagcagc
cgacaggcge
aacctcaatg
gcaggaaagy
tacccgatte
tgagttgaga
aaagacagga
tatgacgaaa
cccteecgea
cataaataca
aaatatgccg
tccatattcy
tcccgecaga
gctttgcagt
actcatacac
catcataaat
tgtcaaccct
aataaaaaag
actcagtgce

gcgacttcge

ES 2635312713

gccgegecat
tccegetgea
ttggcattct
gttcecgeget
gtctgccgyt
tcgcccagtyg
ctctecttat
ggccgecgac
atgctgtgoyt
gaagagatgg
atttgagcga
ctaagcattt
gaaaaagttt
tttttactca
aagaaaactyg
acaatcccaa
ttatcaaagt
gcatgtaaca
atacgcaacyg
acaaagaaag
taaccataca
aaaagttgtt
acccagaagt
tctgecgcta
gcgccaaata
gcaaagaacyg
aaatgaaaat
tacccccagce
aacggttcat
cagatgagcg
agaatgctyg
agatgtcctt
agaaatgagt
ataattacct

cgtttacttc

ctactgcttc
acctcgeyct
tcaccacacc
gcceegtege
aatcatcacq
caatcacttc
ttttttcaat
aattcgttat
tcaaaaattt
aaaaacagct
ctgtaccaga
tactattatt
acgtctatat
agaagaaaat
tctggtagec
gcgaactyge
ttgccacyct
acttcactaa
ccataatcac
gaataatcgc
ggcygcgttec
gatcaaaaat
ttcgatcctt
cgcactgyty
gcgagaccaa
cgccaatage
ttcgcgecat
caaaaaacag
aaacgtaaat
gtttcttcag
taaactgytt
tcagccaaat
aactggatgc
gcctgtegtt
tcaactagtg

28

tgaaaccgce
taagtcttta
ggtgtaaggc
ctyctcegee
cggcgrygggc
agttttygty
atcaatagcy
catgccegct
aatggtttac
agcctegaty
acatgaatga
attttccggt
tgctgaaggt
gccaaatage
tgcgtggtca
aatttgaaaa
gtatttgaag
tgaaataatc
aactccgata
catgcacagce
tacatcgtgt
gttatagaaa
gaaaactgcyg
atcctratct
ccagaagtty
atagccaaaa
tttttcggty
cgccecccaga
cataaacggt
accgagttta
gaccgaataa
agcgtataac
aaaacgatag
aaaaaattca

cggtacccgg

agacagttag
tcgaatggct
gaaattgagc
atatcaacca
agacgatggc
ccgcctaaat
tagagacgga
aaatttaacy
cgtcttagec
gcatttaccc
ggcgtttgga
tgagggatat
acaggcgttt
aacatcaggc
aagagtatcc
ccaatcagaa
acggatatga
caggggttaa
agtaatgcat
gcttcgagta
gattcgaata
gaccacgtcc
ataaaatcct
ttaaaacgca
atatggggac
gatccccagg
aagctatcaa
attagaccta
ccggtcaaga
tcctgaacga
agtgtaccta
gaccaccaca
tacgcatttc
cgtcctattt
catatgctag

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680



atatcgactc
acccgaccta
ggcgegecgce
gcatccccta
gcatagtgat
gatcacaaaa
agggacttta
gattaaaatg
gcaccgyggt
cgatccaaac
gatgagcgaa
ctggcagcat
ttcaggtagt
gctcgatggt
ggatggtatt
cttcecgegat
agatccaggc
cttcgatcgce
ctttttcage
gggatacagt
acgacttttt
accacaaagc
ggaatcgtca
gctatcagag
ccagcagcat
cgcgcaagca
cggattacag
tttgtggcyg
gcgtgacacg
Ccgacggygaa
gctttatgece
acataatatc
ccttcacgac
tgaattgtgg

attacggcga

cctcagttag
taaacccact
caggacaagy
aaacccatac
aaacctcttt
cgtcatagtt
tttttataaa
acgcaatctc
aacactttct
ggcctgatct
cactgggygc
gagcctatty
gctgtegaty
gcaggtaaty
catctcgaga
cctaaagtgt
aacacggygc
gtactggecce
cttggegate
taccgaaatc
gcacaatccy
tttttagcga
atgccctcaa
agcaatggca
caatctgtct
gttgagattc
cteggeacty
tattacccac
ctegeectaa
gcggtgatga
tcccacggag
aggtggaaca
cttcaataat
tcagcggcog
catcctgcgy
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cagcgttctt
tgttccgcct
cagtaggcgc
tttggctgac
ttcgcaaaat
aacgttaaca
agttaacgtt
gattgcatgc
atccccattt
ggtttaacga
caatgcactg
cgctagegec
acaatggtgt
acgatgcaat
aacagggtgt
ggcgtgaagc
agatcctgcet
acgctgatgc
agcattatct
gctttcaaag
ggcattttac
aggatggtcg
aacgtgaagg
aacttctaca
ctccecgeac
agttgcagtg
gaatgcggcet
acgagaattt
ggatatttat
gtagtcgaat
tggctgtgcet
acggatcaac
atgcaatgca
taaaaacaga

gattcgtacc

tgcattaacg
aatctygcga
ccgtetgatt
atttttttcc
cgtcatgyat
tttgtgatat
aacaattcac
ggcgcaaaac
tcacctecgeyg
tcgttatcac
gggacatycc
aggagacgat
cctctcactt
tcgegaagta
gatcctcact
cgacacatgg
ttatcycygce
gygtgaaagce
gatgttttcce
tyggcgtaata
tgaacttgat
gcgtattgtt
atgggcaggce
acgceceggta
aatcagcaat
gycygctgaag
gtatattgat
agacgyctac
cgatacatca
ctatccgceag
gcaacatgga
agcggycaag
gctteceycec
tgcccgacyce

cccttogeca

29

caccaaaagg
ttcccaccgce
ctggcaagag
Cttaaattca
ttactaaaac
tcatcgeatt
caaatttgct
gccctageaa
cctectgecg
gegttttate
accagcgacy
aatgacaaag
atctacaccg
caatgtctgy
ccaccagaadg
tggatggtag
agttcgttgc
tatatgtogg
ccgcagggaa
cccgyaatgt
aacgggcatg
atcggctgga
tgcatgacgc
cacgaagctg
aaatatgttt
aacagtgatg
aaccaatctg
cgtagtattc
tccgtggaag
ccagaagaac
gcactctggc
ggatccgegt
cgataatgtc
caaccagatt

gaagaacctg

atcatccccc
aacgttagct
atctacgacc
tctgagttac
atgcatattc
tatgaaagta
taaccaggat
aacttcatga
ggtggatgaa
aacatcatcc
atatgatcca
acgggtgttt
gacacgtctg
ctaccagtcg
gaatcatgca
tcggggcgaa
gtgaatggac
aatgtccgga
tgaatgccga
ggtcgccagg
acttttatgc
tggatatgtg
tggcgcgega
agtcgttacg
tgcaggaaaa
ccgaacatta
agcgacttgt
cccteecgea
tatttattaa
gggaactgtc
tactgggtta
cactcttecc
atgtggaagc
atcaaagccc

ataagccaca

4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780



aaggctycye
tgggcattya
tgtttcacct
cgatacccty
gcegegagea
ggtaacyctg
tcaggcageg
gcaagcagcet
ctattccage
ggagtggtag
cgcatcttac
cggtcacgceg
atcgacacte
gtaaaacggg
gacacagcaa
ctgttctege
tcgttttogt
tttttcgaag
gcagtcacca
ctectctaaa
tggactcaag
gcatacagtc
gacaaacgcg
cgcacgaggg
caccactgat
aacggctttyg
aatctccgec
agtcagtgag
cagccttttt
gtaagccagt
accccgteag
caaaaacacc
cgaataaata
tgataccggg

aggttccaac

gatcgttace
gtaaacttgc
cagceagatc
ttgccaacge
aatgctgtgt
ggtcatcecge
tgatatatcy
gacgtgccge
cgaactcgct
ccgtgtecty
gggcggaaay
ttgcaggacy
ccgeeagycy
cactgtagca
tacaataaaa
caacgagtct
ctgcgegtaa
gttctctgag
aaacttgtce
tcaattacca
acgatagtta
cagcttggag
gccataacag
agecgecagy
ttgagcgtca
ccgeggeect
ccgttcgtaa
cgaggaagceg
tctoctgeca
atacactecy
tagctgaaca
atcatacact
cctgtgacgy
aagccctogg

tttcaccata
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acatatcaga
gagatcggty
tcgttcagea
actttccgyt
tgattcatat
cacacagttc
cagccccatt
gcggycageg
ggcggtttge
cgecageacy
atcaggaaca
cacagattct
tgcgacatee
gaaacagacg
aataacaata
agaaatattt
tctettycte
ctaccaactce
tttcagttta
gtggctyctg
ccggataagg
cgaactgect
cggaatgaca
dgggaaacgec
gatttcygtya
ctcactteece
gccattteeg
gaatatatcc
catgaagcac
ctagegetya
ggagggacag
aaatcagtaa
aagatcactt
ccaacttttg

atgaaataag

acatcaaaat
tagtgatcat
tcacgccagy
agccagaagce
tgtgcagtgt
gccaatacaa
gtagtataga
tcatcttcag
tcaatggcaa
gcgagagtcyg
taattcaggy
gcattatgca
tttaatgaag
tcactggcga
attcccggac
tatctgatta
tgaaaacgaa
tttgaaccga
gccttaaccy
ccagtygtgc
cgcagcggtc
acccggaact
ccggtaaacc
tggtatcttt
tycttytcag
tgttaagtat
ctcgcecgcag
tgtatcacat
ttcactgaca
tgrccygcgy
ctgatagaaa
gttggcagca
cgcagaataa
gcgaaaatga

atcactaccg

30

ctygtttgcc
cacctygttyc
cctygctcaaa
ataacgygtty
aatcatcagy
tattttcacc
taatgccatce
aaaaaatatt
gcagaatatc
acygcettacy
tctggattgc
tcacccggga
ccatacccaa
gatccaacgc
aattgtcccc
ataagatgat
aaaaccgcct
ggtaactggc
gcycatgact
ttttgcatgt
ggactgaacy
gagtgtcagyg
gaaaggcagg
atagtcctgt
999ggcygag
cttcctggea
tcgaacgacc
attctgctga
ccctecatcay
tgcttttgec
cagaagccac
tcacccgacy
ataaatccty
gacgttgatc
ggcgtatttt

cgytttgaag
catgtgaaat
tccetgecga
acgatagccc
gatataactg
atacagagac
<ggacggtdg
gattaaaaaa
aacagagaaa
tccttgageg
ctgcaatacy
gactgtcatc
geegtttgece
cctatcacct
agttccgcct
cttcttgaga
tgcaggygcygg
ttggaggagc
tcaagactaa
ctttccyggt
gggggttcgt
cgtggaatga
aacaggagag
cgygtttcge
cctatgygaaa
tcttccagga
gagcgtagcg
cgcaccggtg
tgccaacata
gttacgcacc
tggagcacct
cactttgcgc
gtgtccctgt
ggcacgtaag
ttgagrtatc

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880



ES 2635312713

gagattttca ggagctaagg aagctaaaat ggagaaaaaa atcactggat ataccaccgt
tgatatatce caatggcatc gtaaagaaca ttttgaggca tttcagtcag ttgctcaatg
tacctataac cagaccgttc agctggatat tacggecttt ttaaagaccy taaagaaaaa
taagcacaag ttttatccgg cctttattca cattcttgee cgectgatga atgctcatec

ggaattccg

31

8940
3000
9060
9120
9129
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo que pertenece al género Escherichia con productividad de L-aminoacidos y capacidad de
asimilar sacarosa mejoradas, que tiene las actividades de sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador
transcripcional de sacarosa y tiene una actividad manoquinasa potenciada en comparaciéon con un microorganismo
que no asimila sacarosa que pertenece al género Escherichia.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la actividad manoquinasa potenciada se consigue
por uno o mas métodos seleccionados del grupo que consiste en un aumento del numero de copias del gen
manoquinasa, reemplazo de promotor, mutacién de promotor y mutacion génica.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el aumento del nimero de copias del gen
manoquinasa se consigue insertando un polinucleétido que codifica manoquinasa en un cromosoma o introduciendo
el polinucledtido en un sistema de vector.

4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el vector contiene una secuencia de bases de
SEQ ID NO. 15.

5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las actividades de sacarosa permeasa, sacarosa
hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa se imparten por transformacion con un vector que contiene
secuencias de bases que codifican sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa.

6. El microorganismo de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en el que las secuencias de bases son secuencias de
bases de SEQID NO. 4,6y 7.

7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el regulador transcripcional de sacarosa se
codifica mediante una secuencia de bases de SEQ ID NO. 17.

8. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que para realizar la transformacion se utiliza un vector
que contiene todas las secuencias de bases que codifican sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa, regulador
transcripcional de sacarosa y manoquinasa.

9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el vector se codifica mediante una secuencia de
bases de SEQ ID NO. 18.

10. El microorganismo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el microorganismo que pertenece al género
Escherichia es E. coli.

11. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que E. coli es E. coli CA03-0308 con el numero de
deposito: KCCM10978P.

12. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el L-aminoacido se selecciona del grupo que
consiste en L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina, L-metionina, L-lisina, L-homoserina, L-
isoleucina, L-valina y L-triptéfano.

13. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el L-aminoacido se selecciona del grupo que
consiste en L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina y L-triptéfano.

14. Un método para producir un L-aminoacido, que comprende las etapas de:

inocular y cultivar el microorganismo Escherichia, que tiene la productividad de L-aminoacidos y la capacidad de
asimilar sacarosa mejoradas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en un medio de
cultivo que contiene, total o parcialmente, sacarosa como fuente de carbono; y

separar el L-aminoacido del medio de cultivo obtenido de la etapa anterior.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el L-aminoacido se selecciona del grupo que consiste

en L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina, L-metionina, L-lisina, L-homoserina, L-isoleucina, L-
valina y L-triptéfano.
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