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DESCRIPCION
Produccion mejorada de riboflavina.

La presente invencion proporciona una produccion biotecnoldgica mejorada de riboflavina (también denominada &n
la presente memoria vitamina B2) mediante modificacion en el operén que contiene los genes biosintéticos de la
riboflavina (operodn rib), en particular modificaciones de/en las secuencias lider (secuencia lider rib) en la direccion 5’
de los correspondientes genes biosintéticos de la riboflavina (operén rib). Ademas, la presente invencion se refiere a
microorganismos genéticamente manipulados que llevan dichas secuencias modificadas, a procedimientos para
generar dichas secuencias/microorganismos modificados y a su uso para la produccion de riboflavina.

La riboflavina es sintetizada por todas las plantas y muchos microorganismos, pero no es producida por los animales
superiores. La riboflavina es esencial para el metabolismo basico, porque es un precursor de coenzimas tales como
el dinucledtido de flavina y adenina y el mononucledtido de flavina que son necesarios en la oxidaciéon enzimatica de
los hidratos de carbono. En animales superiores, el suministro insuficiente de riboflavina puede producir pérdida de
pelo, inflamacién de la piel, deterioro de la visién y fallo de crecimiento.

La biosintesis de la riboflavina empieza a partir del trifosfato de guanosina (GTP) y la ribulosa-5-fosfato. Los genes
de diferentes fuentes implicados en la biosintesis de la riboflavina son conocidos, tales como, p. €j., Bacillus subtilis,
Ereothecium ashbyii, Ashbya gossypii, Candida flareri, Saccharomyces cerevisiae, E. coli (véase, p. €j. el documento
EP 405370 o Ullman's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 72 Edicién, 2007, Capitulo "Vitamins").

Con respecto a la situacion en Bacillus subtilis como un ejemplo de un (micro)organismo que produce riboflavina, los
genes implicados en la biosintesis de riboflavina incluyen ribG (ribD), ribB (ribE), ribA, y ribH. El gen ribA codifica dos
actividades enzimaticas, es decir, la GTP ciclohidrolasa Il que cataliza la primera etapa en la biosintesis de la
riboflavina y la 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato sintasa (DHBPS), que cataliza la conversion de la ribulosa-5-
fosfato en 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato (DHBP). La desaminasa y reductasa son codificadas por el primer gen
del operodn ribG (ribD). La penultima etapa en la biosintesis de la riboflavina es catalizada por la lumazina sintasa, el
producto génico de ribH. La riboflavina sintasa, que cataliza la tltima etapa de la ruta, es codificada por el segundo
gen del operon, ribB (ribD). La funcion de ribT situado en el extremo 3’ del operdn rib, hasta este momento no esta
clara; sin embargo, su producto génico no es necesario para la sintesis de la riboflavina.

La transcripcion del operon de la riboflavina a partir del promotor de rib (Prib) €s controlada por un interruptor
ribosémico (riboswitch) que implica una region lider reguladora no traducida (en lo sucesivo denominada secuencia
lider rib) de casi 300 nucledtidos situada en la region 5’ del operén rib entre el coddn de inicio de la transcripcion y
de inicio de la traduccion del primer gen en el operodn, ribG. A partir de estudios que usan Bacillus subtilis se sabe
que al menos tres partes diferentes dentro de la secuencia lider rib estan implicadas en la regulacion de la
transcripcion del operon rib: (i) un terminador independiente de rho situado en el extremo 3’ de la secuencia lider rib
que comprende una repeticion invertida seguida de un tramo de poli-T caracteristico de una terminacion de
transcripcion o estructura de atenuacién independiente de rho (Kil et al., Mol. Gen. Genet. 233, 483-486, 1992;
Mironov et al., Mol. Biol. 24, 256-261, 1990); (ii) una repeticion invertida en la mitad 5’ del terminador que se sugiere
que funciona como antiterminador (Mironov et al., Cell 111, 747-756, 2002); (iii) dos elementos situados en la parte
media del terminador y que son complementarios inversos entre si, que se supone que actian como un anti-
antiterminador que previene que el antiterminador de emparejamiento de bases con el terminador e interfiera con la
formacion de la estructura de antiterminacion (Mironov et al., Cell 111(5):747-56, 2002). Se ha confirmado por
estudios de transcripcion in vitro que la funcion del terminador depende de la presencia de FMN en el ensayo de
transcripcion (Winkler et al., PNAS 99(25): 15908-13, 2002). Con respecto al operén rib de B. subtilis como se
representa, p. €j. en la SEQ ID NO: 1, el terminador consiste en los nucleétidos 230 a 263, el antiterminador consiste
en los nucledtidos 30 a 37, y el anti-antiterminador consiste en los nucleétidos 157 a 164 de la SEQ ID NO: 1,
respectivamente.

De acuerdo con el modelo actual de regulacion de la expresion del gen rib, el ARNm emergente transcrito desde la
secuencia lider rib adopta dos estructuras alternativas (el llamado interruptor ribosémico FMN): si el FMN se une al
elemento RFN situado dentro de la secuencia lider rib (véase, p. €j., la secuencia de ADN desde la posicion 25 a
164 en la SEQ ID NO: 1) el anti-antiterminador da emparejamiento de bases con el antiterminador, el cual, por lo
tanto, no puede interferir con la formacién del bucle de terminacion de la transcripcion produciendo la terminacion
prematura de la transcripcion del gen rib. Cuando el FMN no se une al elemento RFN, el antiterminador da
emparejamiento de bases con la secuencia complementaria inversa del terminador de la transcripcion permitiendo la
transcripcion de ultralectura y formacion del ARNm de rib de longitud completa. Este mecanismo conecta la
concentracion intracelular de FMN, que determina la relacién del elemento RFN unido a FMN con la forma no unida,
con la extensiéon de la produccion de ARNm rib de longitud completa. Se ha mostrado que el elemento RFN solo
sirve como sitio de unién para el FMN pero no para la riboflavina (Mironov et al, 2002; Winkler et al, 2002).

Por consiguiente, la desregulacion, sobreproduccion y secrecion de riboflavina en el caldo de cultivo se puede lograr
bien (i) interfiiendo con la unién del FMN al ARNm emergente transcrito a partir de la secuencia lider rib, (ii)
modificando el anti-antiterminador de modo que no pueda dar emparejamiento de bases eficazmente con el
antiterminador, o (iii) modificando o eliminando el terminador.
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Una clase de mutantes de B. subtilis sobreproductores de riboflavina identificados, contiene mutaciones puntuales,
denominadas mutaciones ribO, en diferentes posiciones en la mitad 5’ de la secuencia lider rib (Kil et al., 1992). Las
mutaciones ribO estan localizadas en el elemento RFN y por lo tanto interfieren con la union de FMN o estan
situadas en la secuencia de ADN anti-antiterminadora. Se puede esperar que la desregulacion maxima de la
expresion del gen rib y secrecion de riboflavina se alcance tras la eliminacion de la estructura terminadora, puesto
que en este caso se elimina el elemento ultimo del que depende la represion de la transcripcion del gen rib. Las
mutaciones ribO se han identificado ademas, p. ej., en Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides o
Propionibacterium freudenreichii (Burges et al., Microbial Cell Factories 5:24, 2006).

En una segunda clase de mutantes de B. subtilis sobreproductores de riboflavina, denominados mutantes ribC, se
cartografiaron las lesiones cromosdmicas a 147° del genoma de B. subtilis (Kreneva y Perumov, Mol. Gen. Genet.
222, 467-469, 1990). Los mutantes RibC contienen mutaciones de sentido alterado en el gen ribC. El gen ribC se ha
mostrado que codifica la flavina quinasa/FAD sintasa de B. subtilis (Mack et al., J. Bacteriol., 180:950-955, 1998).
Las mutaciones que desregulan la biosintesis de riboflavina reducen la actividad de flavoquinasa del producto génico
ribC dando como resultado menores concentraciones intracelulares del mononucledtido de flavina (FMN), la
molécula efectora del sistema regulador de riboflavina.

Ademas, se uso la mutagénesis clasica para generar variantes que llevan mutaciones aleatorias en el genoma del
organismo de eleccion seguido de, p. ej., selecciéon de la mayor resistencia frente a analogos de purina.
Alternativamente, los genes implicados en la biosintesis de riboflavina eran expresados en exceso, por ejemplo, por
la sustitucion del promotor natural (débil) por un promotor fuerte o amplificacion de casetes de expresion en el
cromosoma, conteniendo dichos casetes un solo promotor operativamente unido al gen o genes de interés junto con
un gen marcador seleccionable amplificable, p. ej., un marcador de resistencia a antibiéticos. La amplificacion
conduce a la produccion de multiples copias del casete de expresion y el gen marcador seleccionable en el
cromosoma. Ademas, podria lograrse una mayor secrecion de riboflavina en el caldo de cultivo por el
desacoplamiento de la produccién de riboflavina del crecimiento de dicha célula hospedante.

Hay varias desventajas asociadas con los procedimientos mencionados anteriormente. Por ejemplo, puede no ser
posible lograr niveles de saturacion del ARNm por amplificacion de genes dirigida por un solo promotor. Ademas, la
produccion de multiples copias del casete de expresion y el gen mercador seleccionable en el cromosoma de una
célula hospedante puede no ser estable o puede incluso evitar la expresion adicional del gen respectivo (inhibicion
por retroalimentacion).

Sorprendentemente, se ha descubierto que la secuencia lider rib, aparte de su funcién como un regulador negativo
de la expresion del gen rib como se supone por los modelos actuales, tiene una fuerte influencia en la abundancia
del ARNm de rib de longitud completa, indicando por lo tanto una funcién estabilizadora del ARNm 5. La
introduccion de mutacién(es)/eliminacion(es) especifica(s) en la secuencia lider rib daba como resultado una mayor
produccién de riboflavina.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es mejorar los rendimientos y/o la productividad de la produccién de
riboflavina proporcionando cepas productoras de riboflavina mutantes en donde la secuencia lider rib se ha
modificado de forma que conduce a una relajacion o reduccion del efecto o efectos represores sobre la expresion del
genes o genes rib consecutivos que da como resultado la acumulacion del transcrito de ARNm de rib de longitud
completa intacto. Por lo tanto, la introduccién de una secuencia lider rib modificada, es decir, una secuencia lider rib
mejorada comparada con la secuencia lider rib de tipo natural, en una célula hospedante adecuada, conduce a
mayores tasas de transcripcion de genes rib consecutivos, tales como, p. €j., ribA, a mayor estabilidad del ARNm de
rib de longitud completa y mas desregulacion del operdn rib, es decir mas produccion de riboflavina desregulada.

En particular, se ha encontrado que las eliminaciones en el extremo 3’ de la secuencia lider rib que incluyen (i) las
secuencias terminadoras o partes funcionales de las mismas y (ii) las regiones flanqueadoras 5’ del terminador, son
especificamente eficaces en la mejora del rendimiento y/o productividad de la produccion de riboflavina. Una
secuencia lider rib modificada en donde se ha eliminado la secuencia de ADN entera desde el extremo 3’ del
elemento RFN al extremo 3’ del terminador, es particularmente Util en la mejora de la produccion de riboflavina.

Ademas, se ha encontrado que la combinacion de las mutaciones ribO junto con las eliminaciones en el extremo 3’
de la secuencia lider rib que incluyen las secuencias terminadoras o partes funcionales de las mismas, es
especificamente eficaz en la mejora del rendimiento y/o productividad de la produccion de riboflavina. Esto podria
incluso mejorarse incluyendo regiones flanqueadoras 5 del terminador. Inesperadamente, eliminaciones o
modificaciones de la secuencia terminadora entera o partes funcionales de la misma (sin la combinacién con las
mutaciones ribO) no tienen un efecto fuerte sobre la produccion de riboflavina en contraste con las eliminaciones
mayores que incluyen el terminador junto con las regiones flanqueadoras 5 o combinaciones de eliminaciones del
terminador con mutaciones ribO. De hecho, eliminaciones o modificaciones de solo la secuencia terminadora o
partes funcionales de la misma eran claramente menos eficaces en la desregulacion de la producciéon de riboflavina
que las mutaciones ribO clasicas. Una secuencia lider rib modificada en donde se ha eliminado la secuencia de ADN
entera desde el extremo 3’ del elemento RFN al extremo 3’ del terminador, en combinacién con una o mas
mutaciones ribO, es particularmente util en la mejora de la produccion de riboflavina. Esto se podria incluso mejorar
si se eliminaran partes mayores del elemento RFN, p. €j., si se elimina aproximadamente una quinta parte del
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extremo 3’ del elemento RFN.

Por consiguiente, la presente invencion se dirige a un polinucledtido que comprende un polinucleétido que codifica
una secuencia lider del operén de riboflavina (secuencia lider rib), en donde la secuencia de ADN que corresponde a
una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 42 se ha modificado por introduccion de eliminaciones del extremo 3’,
en donde el polinuclestido modificado o mutado se selecciona del grupo que consiste en:

(a) polinucleodtidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 42, que incluyen una eliminacién de al menos las secuencias de
acuerdo con los nucleétidos 166 a 263 mostradas en la SEQ ID NO: 42,

(b) polinucledtidos cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con un polinucleétido como se
define en una cualquiera de (a) que incluye la eliminacién de al menos los nucledtidos 166 a 263 mostrada en la
SEQ ID NO: 42 y tiene la actividad de una secuencia lider rib,

(c) polinucledtidos que son al menos 95 o 98% idénticos a un polinucleétido como se define en (a) que incluye la
eliminacion de al menos los nucledtidos 166 a 263 mostrada en la SEQ ID NO: 42 y que tiene la actividad de una
secuencia lider rib; y

(d) polinucledtidos que son la cadena complementaria de un polinucleétido definido en (a) a (c) que incluye la
eliminacion de al menos los nucleétidos 166 a 263 mostrados en la SEQ ID NO: 42; en donde dicho polinucleétido,
en particular el polinucleétido representado en la SEQ ID NO: 42, comprende modificacion(es)/mutacion(es) y en
donde la acumulacién del transcrito de ARNm de rib de longitud completa, intacto, aumenta en al menos 5%
comparado con una secuencia lider rib no modificada, y ademas conduce a un aumento de la produccion de
riboflavina, seleccionandose dicha(s) modificacion(es)/mutaciéon(es) de una o mas mutaciones ribO en el elemento
RFN que corresponden a los nucleétidos 25 a 164 mostrados en la SEQ ID NO: 42.

La secuencia lider rib no modificada como se representa, p. €j., en la SEQ ID NO: 42 puede ser parte de un operén
rib no modificado, como se muestra, p. €j., en la SEQ ID NO: 1 aislada de Bacillus subtilis. Las secuencias lider rib
como las de la presente invencion se pueden usar sea con el promotor de rib natural o con un promotor constitutivo
tal como p. ej. Pspots 0 Pveg Y COMO se representa, p. €j., en la SEQ ID NO: 55 o 56.

Las mutaciones ribO que se introducen en una secuencia lider rib y combinadas con modificaciones en el extremo 3’
de la secuencia lider rib para dar las secuencias lider rib modificadas como se definen en la presente memoria, se
refieren a cualquier mutacion o mutaciones (intercambio, eliminaciones, inserciones de bases) situada en cualquier
posicion en el extremo 5’ de la secuencia lider rib que corresponde a los nucleétidos 25 a 164 mostrados en la SEQ
ID NO: 42 que incluye el elemento RFN como han definido/caracterizado en Kil et al., 1992, y que conducen a la
produccion de riboflavina mejorada comparado con una cepa que lleva una secuencia lider rib no modificada como
se define en la presente memoria.

En particular, la invencion se refiere a una secuencia lider rib modificada que esta modificada en la parte 3’ como se
ha definido antes y ademas contiene una o mas mutaciones ribO en el elemento RFN que corresponde a los
nucleodtidos 25 a 164 mostrados en la SEQ ID NO: 42 que corresponden a los definidos por Kil et al. (1992) o una o
mas, tal como, p. €j. 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, mutaciones ribO, es decir, sustitucion(es), en una posicion
que corresponde a una posicion como se representa en la SEQ ID NO:42 que se selecciona, p. €j. de la posicién 31,
39, 40, 41, 55, 85, 86, 88, 93, 116, 121 y 128. Preferiblemente, la mutacion ribO se selecciona de T31G, G39A,
G40A, G41A, C55T, C85T, C86T, G88A, C93T, A116C, G121A, C128G, y combinaciones de las mismas, en donde
los nucledtidos corresponden a las posiciones representadas en la SEQ ID NO: 42. Se muestran ejemplos de
secuencias lider rib que llevan dichas mutaciones ribO que incluyen el promotor de rib natural en el extremo 5’, en
las SEQ ID NO: 45, 46 y 47. Estas mutaciones ribO también pueden estar fusionadas con un promotor constitutivo,
tal como, p. €j., Pveg 0 Pspots, representado, p. ej., en las SEQ ID NO: 57, 58 0 60 y SEQ ID NO: 59, respectivamente.
Preferiblemente la secuencia lider rib modificada como se define en la presente memoria comprende una sola
mutacion ribO, tal como, p. €j., localizada en una posiciéon que corresponde a la posicién 39, 40, 41, 85 0 121 como
se muestra en la SEQ ID NO: 42, mas preferiblemente, la mutacién ribO se selecciona de G39A, G40A, G41A, C85T
(denominada "RK41"), G121A (denominada "RK1a") y combinaciones de las mismas. Dichas mutaciones ribO se
combinan ademas con la o las mutaciones en el extremo 3’ de la secuencia lider rib como se definen en la presente
memoria.

En una realizacion particular, una secuencia lider rib modificada como de la presente invencion lleva mas de una
mutacion ribO combinada con mutacién o mutaciones en el extremo 3’ de la secuencia lider rib. Se prefiere una
combinacién de tres mutaciones ribO, mas preferiblemente en una posicion que corresponde a la posicion 39, 40 y
41 de la SEQ ID NO: 42, incluso mas preferiblemente las mutaciones ribO G39A-G40A-G41A denominado "triple
ribO". Un ejemplo de dicha mutacion triple ribO introducida en una secuencia lider rib se representa en la SEQ ID
NO: 47 (que incluye el promotor de rib natural). Estas mutaciones ribO también pueden estar fusionadas con un
promotor constitutivo sustituyendo el natural, como se representa, p. €j., en la SEQ ID NO: 57.

Dichas mutaciones ribO se combinan ademas con modificaciones en el extremo 3’ de la secuencia lider rib como se
define en la presente memoria. Dicha modificacion en el extremo 3’ de la secuencia lider rib puede incluir al menos
la eliminacién de nucleétidos que corresponden a los nucleétidos 166 a 263 o 136 a 263 de la SEQ ID NO: 42 para
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dar una secuencia lider rib modificada como de la presente invencién que conduce a una mayor produccion de
riboflavina tras la introduccion en una célula hospedante adecuada comparado con una célula hospedante que lleva
una secuencia lider rib no modificada.

Los ejemplos de secuencias lider rib modificadas en donde se han eliminado el terminador y las regiones
flanqueadoras 5’ combinado con las mutaciones ribO especificadas antes, se muestran en las SEQ ID NO: 52, 53,
81 y 82. El promotor de rib natural también se puede sustituir por uno constitutivo, tal como p. €j., Pspo15 ¥ Pueg
(véase, p. €j., la SEQ ID NO: 65). Tomando el operon rib de B. subtilis como se representa en la SEQ ID NO: 42
como una secuencia de referencia, una secuencia lider rib modificada como la de la presente invencion, puede
contener una eliminacién de nucleétidos que corresponde a los nucledtidos 166 a 263 de la SEQ ID NO: 42
denominada "eliminacién SWITCH" o que corresponde a los nucleétidos 136 a 263 denominada "del mro175", que
se combinan con cualquiera de las mutaciones ribO anteriores.

Las secuencias lider rib modificadas como se describe en la presente memoria que llevan mutaciones ribO como se
han definido antes, que se combinan con mutacién(es)/modificacion(es) en el extremo 3’ de la secuencia lider rib, en
donde las modificaciones en el extremo 3’ se pueden seleccionar, p. €j., del terminador junto con las regiones
flanqueadoras 5'.

Ademas, y como parte de la invencion, las secuencias lider rib modificadas como se definen en la presente memoria
llevan mutacion(es)/modificacion(es) en el extremo 3’ de la secuencia lider rib que incluyen una eliminacion de al
menos los nucledtidos 166 a 263 mostrada en la SEQ ID NO: 42, en donde las modificaciones se pueden
seleccionar de eliminaciones de nucleétidos que corresponden a los nucleétidos 166 a 263 o 136 a 263 de la SEQ
ID NO: 42.

En una realizaciéon particular preferida, la célula hospedante que lleva la secuencia lider rib modificada como se ha
definido antes, acumula mas de 25 mg/l de riboflavina, tal como 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 mg/l o
mas de riboflavina, o incluso mas de 1 g/l de riboflavina en el medio de cultivo comparado con los mutantes de ribO
conocidos, definidos por Kil et al. (1992), tales como, p. €j., las mutaciones ribO T31G, G39A, G40A, G41A, C55T,
C85T, C86T, G88A, C93T, A116C, G121A, C128G, y combinaciones de las mismas en donde los nucledtidos
corresponden a las posiciones como se representan en la SEQ ID NO: 42. El experto en la técnica sabe que estas
cantidades varian dependiendo, p. €j., de las condiciones de cultivo, la cepa del hospedante )ﬁ/o el sustrato.

En una realizacion, una secuencia lider rib modificada como la de la presente invencioén, contiene una mutacion ribO
que corresponde a la mutacion ribO seleccionada de RK1a, RK41 o triple ribO en el operoén rib de B. subtilis (SEQ ID
NO: 42) combinada con una eliminacion en el extremo 3’ seleccionada de la eliminacion SWITCH o eliminacion
mro175 (véase, antes). Una combinacion preferida es RK1a con la eliminacion SWITCH, o eliminacion mro175.
También se prefiere la combinacion de RK41 con la eliminacion SWITCH, o eliminacién mro175. Se prefiere ademas
la combinacién de triple ribO con la eliminacion SWITCH o eliminacién mro175. Mas preferiblemente, la secuencia
lider rib modificada como la de la presente invencién contiene una combinacién de RK41 con la eliminacién
SWITCH, triple ribO con eliminacién mro175. Son incluso mas preferidas dichas secuencias lider rib modificadas
fusionadas con promotor constitutivo, tal como p. ej. Pspo1s ¥ Pveg (V€ase, p. €j., SEQ ID NO: 67, 68, 69, 70 o0 71).

Una secuencia lider rib modificada de acuerdo con la presente invencién también puede incluir modificaciones por la
introduccion de elementos estabilizadores del ARNm. Dichos elementos se pueden introducir entre el promotor y la
secuencia codificante del gen o genes rib. Los ejemplos de dichos elementos incluyen los mostrados en la SEQ ID
NO: 43 (llamado elemento estabilizador de ARNm aprE) o SEQ ID NO: 44 (llamado elemento estabilizador de ARNm
grpE) y secuencias que hibridan preferiblemente en condiciones restrictivas con las mismas.

Las secuencias de acidos nucleicos, es decir, las secuencias lider rib modificadas, como las de la presente
invencion, pueden estar operativamente unidas a un promotor adecuado, que puede ser un promotor constitutivo o
inducible. El promotor sera el natural o un promotor que originalmente no esta unido al respectivo gen o genes
implicados en la biosintesis de la riboflavina. El experto en la técnica sabra cémo seleccionar promotores
adecuados. Los ejemplos de promotores utiles se pueden encontrar en la bibliografia, véase, en particular, p. €j., el
documento EP 405370.

Por lo tanto, la invencién se refiere en una realizacion preferida a un polinucleétido modificado o mutado (secuencia
lider rib) seleccionado del grupo que consiste en:

(a) polinuclestidos que comprenden la secuencia de nucleotidos (modificada) de acuerdo con las SEQ ID NO: 65,
67,68,69,70071;

(b) polinucledtidos cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con un polinucleétido como se
define en (a) y tienen la actividad de una secuencia lider rib modificada,

(c) polinucledtidos que son al menos 95 o 98% idénticos a un polinucledtido como se define en (a) y que tienen la
actividad de una secuencia lider rib modificada; y

(d) polinucledtidos que son la cadena complementaria de un polinucleétido definido en (a) a (c);
5
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en donde dichos polinucledtidos, en particular las secuencias representadas con las SEQ ID NO: 65, 67, 68, 69, 70 o
71, se denominan secuencias modificadas o mutadas en donde la acumulacion de transcrito de ARNm de rib de
longitud completa, intacto, aumenta en al menos 5% tras la introduccidon en una célula hospedante adecuada
comparado con una célula que lleva las correspondientes secuencias no modificadas.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “secuencia lider rib” se refiere a cualquier secuencia de ADN que
esta asociada con uno o mas genes rib en la direccién 3’ y que contiene elementos reguladores no traducidos, que
afecta a la expresion del o de los genes rib consecutivos. Estos elementos reguladores tipicamente comprenden (i)
un terminador en el extremo 3’ de la secuencia de ADN, (ii) un anti-terminador, y (iii) un sitio de unién a RFN en la
direccién 5’ del terminador. Como se conoce de Bacillus subtilis, la secuencia lider rib abarca casi 300 nucleétidos
situados en la region 5 del operon rib entre el codén de inicio de la transcripcion y el de inicio de la traduccion del
primer gen en el operodn, ribG. La secuencia terminadora en la secuencia lider rib de B. subtilis esta situada entre los
nucledtidos 231 y 263 (véase la figura 1). Dichas secuencias lider rib se han identificado ademas en otras
eubacterias tales como Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas en particular B. anthracis, B. cereus, B.
stearothermophilus, B. halodurans, B. amyloliquefaciens, C. diphteriae y C. glutamicum, P. aeroginosa, P. putida o P.
syringiae (véase la tabla 1 de Vitreschak et al., Nucleic Acid Res 30, 3141-3151, 2002).

La expresion “elemento RFN” como se usa en la presente memoria, se refiere a secuencias de ADN altamente
conservadas dentro de una secuencia lider rib. Después de la transcripcion en ARNm, los elementos RFN pueden
plegarse en estructuras conservadas con cinco horquillas que forman un sitio de unién para el FMN. Se pueden
identificar potenciales elementos RFN usando RFAM, que es una coleccién de alineamientos de secuencias
multiples y modelos de covarianza que representan familias de ARN no codificantes (Griffiths-Jones et al.: “Rfam: an
RNA family database”. Nucleic Acids Res 2003, 31:439-441; disponible en http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/Rfam/getacc?RF00050). Se proporcionan ejemplos de elementos RFN en los genomas de diferentes bacterias
en Gelfand et al., Trends Genet. 15, 439-442, 1999. Se da una vision general que incluye las secuencias de
nucledtidos de los elementos RFN de diferentes organismos en la figura 2 de Vitreschak et al., Nucleic Acid Res 30,
3141-3151, 2002. De acuerdo con la definicion de Mironow et al., Cell 111(5):747-56, 2002, el elemento RFN dentro
de la secuencia lider rib de B. subtilis esta situado entre los nucledtidos 22 a 165 (véase la figura 1 o SEQ ID NO:
42). Con la ayuda del alineamiento mostrado en la figura 2 de Vitreschak et al., 2002, el experto en la técnica es
capaz de generar una secuencia lider rib modificada en organismos que contienen dicho elemento RFN que
conduce a una mayor produccion de riboflavina. La expresion “secuencia lider rib no modificada” o “polinucleétido no
modificado” y “secuencia lider rib de tipo natural” o “polinucleétido de tipo natural”, se usan de forma intercambiable
en la presente memoria. La secuencia lider rib no modificada o polinucleétidos no modificados pueden incluir
cualquier polinucleétido que hibrida preferiblemente en condiciones de alta restriccion con una secuencia mostrada
en la SEQ ID NO: 42, para el que se desea aumentar la actividad especifica con el fin de aliviar los efectos
represivos de la secuencia lider rib, para aumentar la estabilidad del ARNm del gen rib, para conducir a un operén
rib mas desregulado y/o aumentar la produccion de riboflavina en un microorganismo dado. Estas secuencias se
usan entonces como punto de partida para disefiar secuencias lider rib mutantes con mayor actividad de acuerdo
con la presente invencion. “Tipo natural” en el contexto de la presente invencién puede incluir tanto secuencias que
se pueden obtener de la naturaleza como variantes de secuencias sintéticas, si se pueden hacer mas activas por
cualquiera de las ensefianzas de la presente invencion. En particular, dichos polinucleétidos son de origen
procariota, preferiblemente origen bacteriano, en particular procedentes de bacterias Gram positivas o Gram
negativas, p. ej. Bacillus, preferiblemente Bacillus subtilis.

Las expresiones “polinucleétido modificado” o “secuencia lider rib modificada” y “polinucleétido mutante” o
“secuencia lider rib mutante” se usan de forma intercambiable en la presente memoria. Un polinucleétido
mutante/modificado o secuencia lider rib modificada puede incluir cualquier variante que se puede obtener de un
polinucleétido/secuencia lider rib de tipo natural (de acuerdo con la definicion anterior) de acuerdo con las
ensefianzas de la presente invencion y que es mas activo (tal como, p. ej., medible como aumento en la riboflavina
producida a partir de un sustrato dado o como mayor estabilidad del ARNm de rib) que la respectiva secuencia de
tipo natural. Para el alcance de la presente invencion, no es relevante como se obtienen el o los mutantes; dichos
mutante se pueden obtener, p. ej., por mutagénesis dirigida, mutagénesis de saturacion, mutagénesis
aleatoria/evolucion dirigida, mutagénesis quimica o por UV de las células/organismos enteros, y otros métodos que
son conocidos en la técnica. Estos mutantes también se pueden generar, p. €j., disefiando genes sintéticos. Las
modificaciones en la secuencia lider rib y su efecto en la expresion de los genes rib se puede medir por métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, estos métodos incluyen ensayos usando beta-galactosidasa
como gen indicador o secrecion de riboflavina al caldo de cultivo de microorganismos que contienen la secuencia
lider rib modificada en lugar de o ademas de la secuencia lider rib de tipo natural. El efecto (positivo) de las
secuencias lideres rib modificadas en los respectivos niveles de ARNm también se puede determinar por
transferencias Northern o PCR en tiempo real.

El experto en la técnica sabe cédmo generar secuencias lider rib mutadas/modificadas que incluyen la introduccion de
elementos estabilizadores del ARNm y/o la sustitucion del promotor natural. En una realizacion, una secuencia lider
rib modificada se genera por la introduccion de elementos estabilizadores del ARNm en una secuencia lider rib no
modificada previamente. Un ejemplo, de un método util para la introduccién de dichos elementos estabilizadores del
ARNmM se muestra en la figura 2.
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Dicha generacién de secuencias lider rib mutadas/modificadas se puede llevar a cabo, por ejemplo, bien
modificando genéticamente el organismo hospedante de una forma como se ha descrito en la presente memoria,
que produce una secuencia lider rib mutada en donde el o los efectos represivos en la expresion del gen rib se han
relajado o reducido comparado con una secuencia lider rib no modificada, que a su vez conduce a una mayor
acumulacion de trascritos de ARNm de rib de longitud completa, intactos, y por lo tanto, a un aumento de la eficacia
y/o rendimiento de la produccién de riboflavina. Por lo tanto, con una secuencia lider rib modificada, el operén rib
esta menos regulado y estd mas desregulado comparado con una cepa que lleva una secuencia lider rib no
modificada.

“Actividad mejorada” o “actividad potenciada” como se usa en la presente memoria, debe entenderse como una
relajacion (total o parcial) o reduccion del o de los efectos represivos/reduccion de la regulacion de la secuencia lider
rib en un microorganismo que produce riboflavina. Por lo tanto, para el fin de la presente invencién, una secuencia
lider rib modificada con mayor actividad tiene menos influencia represiva en la transcripcion de los genes rib
conduciendo a la desregulacién del operdn rib comparado con una secuencia lider rib no modificada. Ademas, una
secuencia lider rib modificada con actividad mejorada como se define en la presente memoria conduce a una
acumulaciéon del ARNm de rib de longitud completa, intacto, que es mayor en al menos 5%, 10%, 25%, 50%, 75%,
100%, 200% o incluso mas de 500% determinado por transferencia Northern o PCR en tiempo real. Esto se puede
medir (indirectamente) por un aumento en la produccion de riboflavina tras la represién/regulacion minimizada de la
secuencia lider rib o por determinaciéon de la concentraciéon de ARNm de los transcritos de longitud completa o
concentracion de enzimas biosintéticas de riboflavina transcritas a partir de los genes rib. Una secuencia lider rib es
al menos 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 100%, 200% o incluso mas de 500% menos represiva/regulada en la expresion
del gen rib comparado con una secuencia lider rib de tipo natural. Por lo tanto, una secuencia lider rib modificada
que tiene mejor actividad se refiere a una secuencia lider rib con un nivel de desregulacién que es mayor en al
menos 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 100%, 200% o incluso mas de 500%, comparado con una secuencia lider rib no
modificada como se define en la presente memoria.

La expresion “elemento estabilizador del ARNm” como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de
ADN que tras la introduccion en la region 5’ no traducida, p. €j., en la direccion 3’ del inicio de la transcripcion del
respectivo gen, es capaz de proporcionar una mayor estabilidad al ARNm que es transcrito a partir del respectivo
gen que comprende dicho elemento estabilizador del ARNm. El elemento estabilizador del ARNm preferiblemente
contiene 1 o mas bucles en horquilla, pero también puede no contener bucles en horquilla en absoluto.

Cualquier secuencia de acido nucleico capaz de formar uno o mas bucles en horquilla que conduzcan a una mayor
estabilidad de los transcritos de ARNm, a partir de uno o mas genes diana que preferiblemente estan implicados en
la produccién de riboflavina, pueden estar dentro del alcance de la presente invencion. La estabilizacién del ARNm
también puede ser posible por un sitio de union fuerte del ribosoma (RBS) que no forma necesariamente un bucle.

Los elementos estabilizadores del ARNm como se han definido antes, pueden ser de cualquier longitud, pero
preferiblemente consisten en al menos 15 nucleétidos, mas preferiblemente al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 nucledtidos, lo mas preferiblemente 39-87 nucleédtidos, que comprenden preferiblemente 1 o mas bucles en
horquilla, en particular 1 o 2 bucles en horquilla. La horquilla puede consistir en al menos 4 pares de bases,
preferiblemente al menos 8, 10, 12, 15 pares de bases (estando presentes posiblemente apareamientos erréneos de
nucleédtidos/bucles interiores y/o bucles protuberantes) y los bucles pueden consiste en, p. €j., 3-30 nucleétidos no
unidos, preferiblemente 4, 6, 8, 10, 11, 14, 15, 25 o mas nucledtidos. La longitud de los bucles interiores
preferiblemente es 2, 4, 6, 8, 10, 12 nucledétidos no unidos. Pueden estar presentes uno o mas bucles protuberantes,
que consiste en, p. €j., 1, 2 o incluso 6 nucledtidos no unidos. La estabilidad termodinamica calculada (AG) del bucle
en horquilla se puede calcular de acuerdo con los algoritmos desarrollados por Zuker (2003, Nucleic Acids Res.
31:3406-3415). En una realizacion, la estabilidad termodinamica es -2,8 kcal/mol o menor, preferiblemente - 3, -4, -5,
-6, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -15, -20 kcal/mol o menor. En otra realizacién de la presente invencion, los elementos
estabilizadores del ARNm pueden no comprender ninguin bucle en absoluto.

La estabilidad o integridad de los transcritos de ARNm de rib se pueden medir por ejemplo por la determinacion de la
semivida del ARNm usando estabilizacion por transferencia Northern y/o PCR en tiempo real como describen, p. €;j.,
Allenby et al., Microbiology, 150, p.2619-2628 (2004) o Sharp y Bechhofer, Mol. Microbiol. 57, 484-495 (2005). Como
se usa en la presente memoria, la estabilidad o integridad del ARNm es mayor (o la degradacion del ARNm es
menor/esta bloqueada) si la semivida de dicho ARNm es mayor en al menos 1%, 2%, 5%, 10%, 25%, 50%, 75%,
100%, 200% o incluso mas de 500%, comparado con la semivida del ARNm de un operén rib de tipo natural, es
decir, que no contiene una secuencia lider rib modificada como la de la presente invencion.

El ADN molde se puede obtener de la misma o una célula hospedante diferente que se va a usar para la produccion
de riboflavina. Ademas, el molde para la reaccién puede ser ADNc obtenido por transcripcion inversa del ARNm
preparado a partir de cepas que se sabe o se sospecha que comprenden un polinucleétido de acuerdo con la
invencion. El producto de la PCR se puede subclonar y secuenciar para asegurar que las secuencias amplificadas
representan las secuencias de una nueva secuencia de acido nucleico como se describe en la presente memoria, o
un equivalente funcional del mismo. Ademas, una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la presente invencion
se puede sintetizar completa o parcialmente usando métodos bien conocidos en la técnica.
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La invencién también se refiere a polinucledétidos (secuencias lider rib) y a su uso para la produccion de riboflavina,
cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con un polinucleétido como se define en la presente
memoria, y que pueden mejorar la acumulacion de transcritos de ARNm de rib de longitud completa, intactos.

La invencion también se refiere a polinucledtidos y su uso para la produccion de riboflavina, siendo dichos
polinucleétidos al menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas, idénticos a un polinucleétido mostrado en las SEQ ID
NO: 42, 55, 56, 67, 68, 69, 70, 71, o el complemento de las mismas.

La invencion también se refiere a procedimientos para generar microorganismos que llevan polinucleétidos
modificados como se define en la presente memoria, es decir, para manipular genéticamente un microorganismo
con el fin de aumentar la acumulacion de los transcritos de ARNm de rib de longitud completa, intactos, y a su uso
para mejorar y/o potenciar el rendimiento y/o la eficacia de la produccion de riboflavina.

La introduccién de una secuencia de ADN como se usa en la presente memoria puede ser, por ejemplo, por adicion
o insercion de una secuencia de ADN por transformacion, conjugacion o transduccion en el cromosoma de una
célula hospedante. Dicha adicién o insercion puede ocurrir por recombinacién de ADN que puede dar o no también
como resultado la retirada o eliminacion de nucleétidos del ADN cromosémico. Los métodos mediante los cuales se
logra la introduccién de secuencias de ADN en una célula hospedante, p. €j., microorganismos, en especial por
introduccion especifica de sitio, son bien conocidos en la técnica y se describen, p. €j., en Sambrook et al., 1989,
“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Press, N. Y.; y Ausubel et al. (eds.), 1995, “Current
Protocols in Molecular Biology”, (John Wiley & Sons, N.Y.).

Las células hospedantes adecuadas incluyen células de microorganismos capaces de producir riboflavina, p. €j., que
convierten una fuente de carbono dada en riboflavina y que llevan un operén rib no modificado que incluye una
secuencia lider no modificada o equivalente u homdlogo de la misma (que después muta de modo que conduce a un
aumento en la produccién de riboflavina como se describe en la presente memoria) o en las que se introduce una
version modificada de dicho operén rib/secuencia lider rib o equivalente del mismo. Dicha célula se llama entonces
“célula recombinante” o “célula transformada”. Los microorganismos adecuados que llevan dicho operdén
rib/secuencia lider rib no modificado o equivalente del mismo se pueden seleccionar de bacterias, tales como, p. €j.,
bacterias Gram negativas y Gram positivas, sea como cepas de tipo natural, cepas mutantes obtenidas por
mutagénesis clasica y métodos de selecciébn o como cepas recombinantes. Las cepas adecuadas que llevan
elementos RFN se citan en la tabla 1 y la figura 2 de Vitreschak et al., Nucleic Acid Res 30, 3141-3151, 2002. Los
ejemplos de dichas bacterias incluyen Bacillus, Streptococcus, Lactococcus, Streptomyces, Clostridium,
Deionococcus, Therms, Fusobacterium, Chloroflexus y Thermomonospora. Preferiblemente, el microorganismo o
célula hospedante se selecciona del grupo que consiste en Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus stearothermophilus, Bacillus halodurans, Bacillus licheniformis y Streptococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Clostridium acetobutylicum, Clostridium difficile, Lactococcus lactis u organismos menos
relacionados como Streptomyces coelicolor, Thermomonospora fusca, Deionococcus radiodurans, Thermus
thermophilus, Thermotoga maritima, Fusobacterium nucleatum, y Chloroflexus aurantiacus. Es mas preferido B.
subtilis, en particular B. subtilis 1A747 o B. subtilis 168. También esta en el alcance de esta invencién el uso de una
secuencia lider rib desregulada/modificada, p. e€j. de B. subtilis como se describe en la presente memoria, para
sustituir una secuencia lider rib original/de tipo natural en uno de los otros microorganismos mencionados antes, o el
uso de una secuencia lider rib modificada de otro microorganismo mencionado antes frente al operén rib de B.
subtilis.

Dichos microorganismos que llevan dicha secuencia lider rib modificada se denominan también microorganismos
genéticamente  modificados o recombinantes o0 células hospedantes producidas de modo
recombinante/genéticamente manipuladas.

Los microorganismos que se pueden usar para la presente invencion pueden estar disponibles al publico en
diferentes fuentes, p. ej., Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstrasse 7B,
D-38124 Braunschweig, Alemania, American Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108
EE.UU., Agricultural Research Culture Collection (NRRL), Peoria, IL, EE.UU., Culture Collection Division, NITE
Biological Resource Center, 2-5-8, Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, 292-0818, Japon (antes: Institute for
Fermentation, Osaka (IFO), 17-85, Juso-honmachi 2-chome,Yodogawa-ku, Osaka 532-8686, Japon) o el Bacillus
Genetic Stock Center (BGSC), The Ohio State University, Columbus, Ohio 43210 EE.UU.

En relacion con la presente invencion, se entiende que los microorganismos mencionados antes también incluyen
sinénimos o basdnimos de dichas especies que tienen las mismas propiedades fisioldgicas, como se define por el
Cadigo internacional de nomenclatura de procariotas. La nomenclatura de los microorganismos, como se usa en la
presente memoria es la aceptada oficialmente (en la fecha de presentacion de la solicitud de prioridad) por el Comité
Internacional de Sistematica de Procariotas (International Committee on Systematics of Prokaryotes) y la division de
microbiologia aplicada de la Unién Internacional de Sociedades Microbiolégicas (International Union of
Microbiological Societies), y publicado en su vehiculo de publicacion oficial el International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology (IJSEM).

La presente invencion se dirige a microorganismos modificados, en donde dicha modificacion conduce a un mayor
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rendimiento, produccion y/o eficacia de riboflavina a partir de sustratos como, p. €j., la glucosa. Esto se puede llevar
a cabo aumentando la actividad de la secuencia lider rib como se describe en la presente memoria, es decir,
disminuyendo el nivel de regulacion. Ademas, un microorganismo como el de la presente invencion puede llevar
modificaciones adicionales, con la condicién de que dichas modificaciones tengan un impacto directo en el
rendimiento, produccion y/o eficacia de la produccion de riboflavina.

Por lo tanto, una realizacion de la presente invencion se refiere a un microorganismo que lleva una secuencia lider
rib modificada como se describe en la presente memoria y modificacion(es) adicional(es), tal como, p. €j., por
sustitucion del promotor natural del operén rib por un promotor fuerte (constitutivo o inducible), tal como p. ej., Pspots
0 Pyeg. La introduccion de dicho promotor fuerte da como resultado un aumento de la produccién de riboflavina que
es al menos 50%, 75%, 100%, 200%, 250%, 300%, 350%, 500% o incluso mas de 1000%, comparado con un
microorganismo que lleva una secuencia lider rib modificada en la direccién 3’ del promotor natural. Esto se puede
aumentar incluso mas por la sobreexpresion de uno o mas genes rib, en particular de ribA o por introduccion de
multiples copias del operén rib en la célula hospedante, tal como se implementa en la cepa RB50 de B. subtilis
(véase, p. €j., el documento EP 405370). Comparado con la produccion de riboflavina en B. subtilis RB50, la
produccién de riboflavina se puede aumentar en al menos 100%, 200%, 250%, 500%, o incluso mas de 750% por
alteracion genética de un microorganismo de modo que lleve una modificacion en la secuencia lider rib como se
define en la presente memoria fusionada con un promotor fuerte. Un microorganismo que lleva una secuencia lider
rib modificada como se define en la presente memoria, opcionalmente combinado con la introduccién de un
promotor fuerte y/o copia/copias multiples del operén rib se puede alterar adicionalmente mediante un
desacoplamiento del crecimiento de la produccion de riboflavina, tal como, p. €j., mediante la introduccion de una
auxotrofia como se describe en el documento EP 1186664 para, p. €j., biotina, y/o ademas combinado con la
introduccion de gen de transcetolasa modificado como se describe, p. €j., en el documento WO 07/051552.

La presente invencion proporciona una secuencia lider rib modificada como se define en la presente memoria, que
lleva (i) una o mas mutaciones ribO en el elemento RFN que corresponde a los nucleétidos 25 a 164 mostrados en
la SEQ ID NO: 42 junto con modificaciones en el extremo 3’ de la secuencia lider rib, o (ii) eliminaciones de al menos
las secuencias correspondientes de acuerdo con los nucleétidos 166 a 263 mostrados en la SEQ ID NO: 42, en
donde dichas secuencias lideres rib estan fusionadas con promotores fuertes, tales como p. €j., Pspo15 0 Pueg.

Una cepa particular preferida para la produccion de riboflavina es B. subtilis. Una cepa mas preferida es B. subtilis
RB50::[pRF69], que contiene multiples (n) copias (por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20
copias) de pRF69 que codifica un operén rib modificado con el promotor fuerte Pspo15 para potenciar la transcripcion
de los genes rib (véase, p. €j., el documento EP 405370 y Perkins et al., J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 22:8-18, 1999,
para la construccion de la cepa y las condiciones de cultivo para dar la produccion de riboflavina). B. subtilis RB50 y
el plasmido pRF69 pueden estar disponibles en NRRL (nimero de acceso B 18502) y ATCC (numero de acceso
ATCC 68338), respectivamente.

De acuerdo con un objeto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de un polinucleétido modificado
como se ha definido antes o un microorganismo que esta genéticamente manipulado con dichos polinucleétidos para
la produccién de riboflavina.

La invencion también se refiere a procedimientos para la expresion de un operén rib (modificado) que incluye una
secuencia lider rib modificada en un microorganismo, a procedimientos para la produccion de polinucledtidos
(modificados) como se ha definido antes, en un microorganismo y a procedimientos para la produccién de dichos
microorganismos modificados capaces de producir riboflavina. Todos estos procedimientos pueden comprender la
etapa de alterar un microorganismo, en donde “alterar” como se usa en la presente memoria abarca el
procedimiento de “alterar genéticamente” de modo que se puedan mejorar tanto el rendimiento y/o la productividad
de riboflavina como la acumulacion de ARNm de rib de longitud completa, intacto, comparado con el microorganismo
de tipo natural. El término “alterar” también incluye la generacion de polinucleétidos modificados como se describe
en la presente memoria, en particular la modificacion de la secuencia lider rib. Como se usa en la presente memoria,
el “rendimiento de riboflavina mejorado” significa un aumento de al menos 50%, 75%, 100%, 200%, 250%, 300%,
350%, 500% o incluso mas de 10000% o 100000% (véase antes), comparado con un microorganismo de tipo
natural/no modificado, es decir, un microorganismo que no esta genéticamente alterado.

La expresion “genéticamente manipulado” o “genéticamente alterado” significa la alteracion cientifica de la estructura
del material genético en un organismo vivo. Implica la produccion y uso de ADN recombinante. Mas en particular, se
usa para distinguir el organismo genéticamente manipulado o modificado del organismo que se encuentra de forma
natural. La manipulacién genética se puede hacer por una serie de técnicas conocidas en la técnica, tal como, p. €j.,
sustitucién de genes, amplificacion de genes, alteracion de genes, adicion, insercion, eliminacién, transfeccion,
transformacion usando plasmidos, virus u otros vectores. Un organismo genéticamente modificado, p. e€j.,
microorganismo genéticamente modificado, se denomina a menudo también un organismo recombinante, p. €j.,
microorganismo recombinante. Un microorganismo genéticamente manipulado lleva una secuencia lider rib
modificada como se ha definido antes.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una célula hospedante genéticamente manipulada/producida de forma
recombinante (denominada también célula recombinante o célula transformada) que lleva dicha secuencia lider rib
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modificada como la de la presente invencién, de modo que se mejora el rendimiento, produccion y/o eficacia de la
produccion de riboflavina. La célula hospedante se puede seleccionar de un microorganismo capaz de producir
riboflavina a partir de una fuente de carbono dada, en particular Bacillus, preferiblemente B. subtilis.

Una “célula transformada” o “célula recombinante” es una célula en la que (o en un ancestro de la cual) se ha
introducido, mediante técnicas de ADN recombinante, un acido nucleico de acuerdo con la invencién, que conduce a
una acumulacion mayor y/o potenciada de ARNm de rib de longitud completa, intacto. También incluye la
introduccion de una o mas mutaciones en una secuencia lider rib de tipo natural ya presente en dicha célula. Las
células hospedantes adecuadas incluyen células de microorganismos capaces de producir riboflavina, p. €j., de
convertir una fuente de carbono dada en riboflavina como se ha definido antes. Las cepas Utiles para llevar a cabo
dicho procedimiento de fermentacion se han citado antes y se conocen en la técnica.

Los acidos nucleicos de la presente invencion se proporcionan preferiblemente en una forma aislada, y
preferiblemente purificada hasta homogeneidad.

El término “aislado” significa que el material se saca de su entorno original (p. €j., el entorno natural si se encuentra
de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido que se encuentra de forma natural presente en un microorganismo
vivo no esta aislado, pero el mismo polinucleétido, separado de parte o todos los materiales coexistentes en el
sistema natural, esta aislado. Dichos polinucledtidos podrian ser parte de un vector y/o dichos polinucleétidos
podrian ser parte de una composicion y todavia estar aislados en cuanto que dicho vector o composicion no es parte
de su entorno natural.

Como se usa en la presente invencion, el término “gen” se refiere a moléculas de acido nucleico que se pueden
aislar del ADN cromosémico, que incluyen un marco de lectura abierto que codifica una proteina, p. €j., proteinas
implicadas en la sintesis de riboflavina, tal como por ejemplo enzimas de la ruta biosintética de la riboflavina de B.
subtilis.

Un gen puede incluir secuencias codificantes, secuencias no codificantes, tales como por ejemplo, secuencias no
traducidas situadas en los extremos 3’ y 5’ de la region codificante de un gen, tal como, por ejemplo, regiones
promotoras, regiones reguladoras y regiones terminadoras importantes para la expresion adecuada y estabilizacion
del polipéptido derivado del mismo.

Como se usa en la presente memoria, los términos “polinucleétido” o “molécula de acido nucleico” se pretende que
incluyan moléculas de ADN (p. ej., ADNc o ADN gendémico) y moléculas de ARN (p. €j., ARNm) y analogos de ADN
o ARN generados usando andlogos nucledtidos. La molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o
bicatenaria, pero preferiblemente es ADN bicatenario. El acido nucleico se puede sintetizar usando analogos de
oligonucleotidos o derivados (p. €j., nucledtidos de inosina o fosforotioato). Dichos oligonucleétidos se pueden usar,
por ejemplo, para preparar acidos nucleicos que tienen capacidades de emparejamiento de bases alteradas o mayor
resistencia a nucleasas.

Salvo que se indique otra cosa, todas las secuencias de nucleétidos determinadas por secuenciacion de una
molécula de ADN en la presente memoria, se determinaron usando un secuenciador de ADN automatico. Por lo
tanto, como se conoce en la técnica, para cualquier secuencia de ADN determinada por este procedimiento
automatico, cualquier secuencia de nucledtidos determinada en la presente invencion puede contener algunos
errores. Las secuencias de nucledtidos determinadas por automatizacion son tipicamente al menos
aproximadamente 90% idénticas, mas tipicamente al menos aproximadamente 95% a al menos aproximadamente
99,9% idénticas a la secuencia de nucledétidos real de la molécula de ADN secuenciada. La secuencia real se puede
determinar de forma mas precisa mediante otros procedimientos que incluyen métodos de secuenciaciéon manual del
ADN, bien conocidos para los expertos en la técnica.

El experto en la técnica es capaz de identificar dichas bases identificadas de forma errénea y sabe como corregir
dichos errores.

Los polinucleétidos de acuerdo con la invencidon independientemente de si estdan modificados o no estan
modificados, se pueden usar como sondas de hibridacién o cebadores de la PCR. Esta incluido ademas el uso de
polinucledtidos como se describen en la presente memoria, para la potenciacion y/o mejora de la funcion o actividad
de secuencias lider rib homologas en otros organismos que estan estrechamente relacionados con Bacillus y como
se ha descrito antes como células hospedantes adecuadas. Como se usa en la presente memoria, la expresion
“secuencias lider rib homologas” abarca secuencias lider rib de diferentes organismos de acuerdo con la figura 2 en
Vitreschak et al., Nucleic Acid Res 30, 3141-3151, 2002, en donde se han alineado diferentes elementos RFN. Con
este alineamiento, el experto en la técnica puede identificar facilmente partes de la secuencia lider rib que
corresponden a las descritas en la presente invencion procedentes de B. subtilis con el fin de generar secuencias
lider rib modificadas en los organismos citados como se describe en la presente invencion.

La invencion también se refiere a un polinucleétido aislado que puede hibridar en condiciones restrictivas,
preferiblemente en condiciones altamente restrictivas, con un polinucleétido como el de la presente invencion, tal
como por ejemplo, un polinucleétido mostrado en las SEQ ID NO: 42, 52, 53, 67, 68, 69, 70, 71, 81, 82,
preferiblemente seleccionado de las SEQ ID NO: 42, 67, 68, 69, 71, 70. Ventajosamente, dicho polinucledtido se
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puede obtener de un microorganismo capaz de producir riboflavina, en particular de Bacillus subtilis.

Como se usa en la presente invencion, el término “hibridar” se pretende que describa condiciones para la hibridacién
y el lavado en las que las secuencias de nucleétidos al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente
60%, al menos aproximadamente 70%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 80%, incluso mas
preferiblemente al menos de aproximadamente 85% a 90%, lo mas preferiblemente al menos 95% homodlogas entre
si, tipicamente permanecen hibridadas unas con otras.

Un ejemplo preferido, no limitante, de condiciones de hibridacion restrictivas son la hibridacion en 6x cloruro
sodico/citrato sodico (SSC) a aproximadamente 45°C, seguido de uno o mas lavados en 1x SSC, SDS al 0,1% a
50°C, preferiblemente a 55°C, mas preferiblemente a 60°C e incluso mas preferiblemente a 65°C.

Las condiciones altamente restrictivas incluyen incubaciones a 42°C durante un periodo de varios dias, tal como 2-4
dias, usando una sonda de ADN marcada, tal como una sonda de ADN marcada con digoxigenina (DIG), seguido de
uno o mas lavados en 2x SSC, SDS al 0,1% a temperatura ambiente y uno o mas lavados en 0,5x SSC, SDS al
0,1% 0 0,1x SSC, SDS al 0,1% a 65-68°C. En particular, las condiciones altamente restrictivas incluyen, por ejemplo,
de 2 h a 4 dias de incubacién a 42°C usando una sonda de ADN marcada DIG con digoxigenina (preparada usando,
p. €j., un sistema de marcaje con DIG; Roche Diagnostics GmbH, 68298 Mannheim, Alemania) en una solucion tal
como solucién de DigeasyHyb (Roche Diagnostics GmbH) con o sin ADN de esperma de salmoén 100 yg/ml, o una
disolucién que comprende 50% de formamida, 5x SSC (NaCl 150 mM, citrato trisddico 15 mM), dodecilsulfato sédico
al 0,02%, N-lauroilsarcosina al 0,1%, y reactivo de bloqueo al 2% (Roche Diagnostics GmbH), seguido de lavado de
los filtros dos veces durante 5 a 15 minutos en 2x SSC y SDS al 0,1% a temperatura ambiente y después lavando
dos veces durante 15-30 minutos en 0,5x SSC y SDS al 0,1% 0 0,1x SSC y SDS al 0,1% a 65-68°C.

El experto en la técnica sabra qué condiciones aplicar para las condiciones de hibridacién restrictivas y altamente
restrictivas. Se encuentra facilmente disponible orientacion adicional en relacidon con dichas condiciones en la
técnica, por ejemplo, en Sambrook et al., 1989, “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”’, Cold Spring Harbor
Press, N. Y.; y Ausubel et al. (eds.), 1995, “Current Protocols in Molecular Biology”, (John Wiley & Sons, N.Y.).

Ademas, se pueden preparar oligonucleétidos que corresponden o pueden hibridar con secuencias de nucledtidos
de acuerdo con la invencion, por técnicas sintéticas convencionales, p. €j., usando un sintetizador de ADN
automatico.

Las expresiones “homologia” o “porcentaje de identidad” se usan de forma intercambiable en la presente memoria.
Para el fin de esta invencion, se define aqui que con el fin de determinar el porcentaje de identidad de dos
secuencias de acido nucleico, las secuencias se alinean para fines de comparacion o6ptima (p. €j., se pueden
introducir huecos en la secuencia de una primera secuencia de acido nucleico para el alineamiento 6ptimo con una
segunda secuencia de acido nucleico). A continuaciéon, se comparan los nucledtidos en las posiciones
correspondientes. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo nucleétido en la
posicidon correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El
porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias [es decir, % de identidad = numero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones (es decir,
posiciones que solapan) x 100]. Preferiblemente, las dos secuencias son de la misma longitud.

El experto en la técnica sera consciente del hecho de que estan disponibles varios programas de ordenador
diferentes para determinar la homologia entre las dos secuencias. Por ejemplo, una comparacién de secuencias y
determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede llevar a cabo usando un algoritmo
matematico. En una realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se
determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48, 444-453, 1970) que se ha incorporado en
el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.accelrys.com), usando bien una matriz
Blossom 62 o una matriz PAM250, y un peso por hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso por longitud de 1, 2, 3,
4, 5 0 6. El experto en la técnica apreciara que todos estos parametros diferentes daran resultados ligeramente
diferentes, pero que el porcentaje de identidad global para dos secuencias no se altera significativamente cuando se
usan diferentes algoritmos.

En otra realizacién mas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina usando el
programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en hitp://www.accelrys.com), usando una matriz
NWSgapdna.CMP y un peso por hueco de 40, 50, 60, 70 y 80 y un peso por longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. En otra
realizacion, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina usando el algoritmo de E.
Meyers y W. Miller (CABIOS, 4: 11-17, 1989) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version 2.0) (disponible
en http://vega.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi) usando una tabla de pesos de restos PAM120, una penalizacién por
longitud de hueco de 12 y una penalizacién por hueco de 4.

Un método util para construir un microorganismo como el de la presente invencion, es decir, para introducir una
secuencia lider rib modificada en la regién 5’ no traducida de un gen implicado en la produccion de riboflavina, se da
en los ejemplos, en donde la introduccion de una secuencia lider rib modificada descrita en la presente invencion,
conduce a trascritos de ARNm de longitud completa, intactos del o de los respectivos genes rib, que ademas
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conduce a un mayor rendimiento y/o productividad de la riboflavina. La seleccién de microorganismos recombinantes
se puede llevar a cabo por introduccién de un gen de resistencia a antibiético, tal como, por ejemplo, cloranfenicol,
neomicina, estreptomicina, espectomicina, o similares.

La presente invencion se dirige a la produccion fermentativa de riboflavina usando un microorganismo que lleva una
secuencia lider rib modificada. Como se usa en la presente memoria, el término “riboflavina” incluye, pero no se
limita a riboflavina, mononucleétido de flavina (FMN) dinucleétido de flavina y adenina (FAD), asi como a
precursores, derivados y sales de riboflavina, FMN o FAD, tales como, p. €j., riboflavina-5-fosfato o riboflavina-5-
fosfato sodico. Los precursores y/o derivados de riboflavina, FMN y FAD se pueden seleccionar, p. €j., de DRAPP;
5-amino-6-ribosilamino-2,4  (1H,3H)-pirimidinadiona-5'-fosfato;  2,5-diamino-6-ribitlamino-4  (3H)-pirimidinona-5'-
fosfato; 5-amino-6-ribitilamino-2,4 (1H,3H)-pirimidinadiona-5'-fosfato; 5-amino-6-ribitilamino-2,4 (1H,3H)-
pirimidinadiona; 6,7-dimetil-8-ribitilumazina (DMRL); y flavoproteinas. Los términos “riboflavina” y “vitamina B2” se
usan de forma intercambiable en la presente memoria. Los genes implicados en la biosintesis de riboflavina asi
como los métodos para la produccién fermentativa de riboflavina, en particular la produccién fermentativa usando
cepas de Bacillus, son conocidos (véase, p. €j., el documento EP 405370 o Uliman's Encyclopedia of Industrial
Chemistry, 72 Edicion, 2007, Capitulo “Vitamins”). Estos métodos también se pueden aplicar para la produccion de
riboflavina usando cepas mutantes que comprenden secuencias lider rib modificadas como se describen en la
presente memoria.

Se pueden usar varios sustratos como fuente de carbono en un procedimiento de la presente invencion, es decir, un
procedimiento para la produccion de riboflavina como se ha mencionado antes. En particular, se pueden seleccionar
fuentes de carbono de compuestos que consisten en 3, 5 o 6 atomos de carbono, tales como p. €j., D-glucosa,
glicerol, jarabe, dextrosa, almiddn, sacarosa o ribosa. Preferiblemente, la fuente de carbono es D-glucosa. La

expresion “fuente de carbono”, “sustrato” y “sustrato de producciéon” en relacién con el procedimiento anterior, se
usan de forma intercambiable en la presente invencion.

Un medio como se usa en la presente invencién para el procedimiento anterior que usa un microorganismo
modificado puede ser cualquier medio adecuado para la produccién de riboflavina. Tipicamente, el medio es un
medio acuoso que comprende, por ejemplo, sales, sustrato(s) y un determinado pH. El medio en el que el sustrato
se convierte en riboflavina se denomina también el medio de produccion.

La “fermentacion” o “produccion” o “procedimiento de fermentacién” como se usa en la presente memoria, puede ser
el uso de células en crecimiento usando medios, condiciones y procedimientos conocidos para el experto en la
técnica, o el uso de células que no estan en crecimiento, llamadas en reposo, después de que hayan sido cultivadas
usando medios, condiciones y procedimientos conocidos para el experto en la técnica, en condiciones adecuadas
para la conversion de sustratos adecuados en riboflavina.

La riboflavina producida se puede recuperar de las células por cualquier medio adecuado. La recuperacion significa,
por ejemplo, que la riboflavina producida se puede separar del medio de produccién. Opcionalmente, el producto de
fermentacion asi producido se puede procesar mas, p. €j., purificar.

En relacion con el procedimiento anterior que usa un microorganismo, en un aspecto, la etapa de crecimiento se
puede llevar a cabo en un medio acuoso, es decir, el medio de crecimiento, complementado con los nutrientes
adecuados para el crecimiento normalmente en condiciones aerobias. El cultivo se puede llevar a cabo, por ejemplo,
en un modo discontinuo, discontinuo alimentado, semicontinuo o continuo, en donde se prefiere el modo discontinuo
alimentado o semicontinuo.

El periodo de cultivo puede variar dependiendo, por ejemplo, del hospedante, pH, temperatura y medio nutriente que
se va a usar, y puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 10 h a aproximadamente 10 dias, preferiblemente de
aproximadamente 4 a aproximadamente 7 dias, mas preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 6
dias, dependiendo del microorganismo. El experto en la técnica conocera las condiciones de cultivo dptimas de
microorganismos adecuados.

El cultivo se puede llevar a cabo, por ejemplo, a un pH de aproximadamente 7,0, preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 6 a aproximadamente 8, mas preferiblemente aproximadamente de 6,5 a 7,5. Un intervalo de
temperatura adecuado para llevar a cabo el cultivo puede ser, por ejemplo de aproximadamente 13°C a
aproximadamente 70°C, preferiblemente de aproximadamente 35°C a aproximadamente 39°C, mas preferiblemente
de aproximadamente 30°C a aproximadamente 39°C, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 36°C a
aproximadamente 39°C. El medio de cultivo para el crecimiento normalmente puede contener nutrientes como
fuentes de carbono asimilables, p. ej., D-glucosa, glicerol, jarabe, dextrosa, almidon, sacarosa o ribosa; y fuentes de
nitrégeno digeribles tales como sustancias organicas, p. €j., peptona, extracto de levadura y aminoacidos. El medio
puede ser con o sin urea y/o agua de remojo del maiz y/o levadura de panaderia. También se pueden usar
diferentes sustancias inorganicas como fuentes de nitrégeno, p. €j., nitratos y sales de amonio. Ademas, el medio de
crecimiento normalmente puede contener sales inorganicas, p. €j., sulfato magnésico, sulfato de manganeso, fosfato
potasico y carbonato de calcio. Las células obtenidas usando los procedimientos descritos antes, después se
pueden incubar mas esencialmente en los mismos modos, condiciones de temperatura y pH descritos antes, en
presencia de sustratos tal como se ha descrito antes, de modo que conviertan estos sustratos en el producto de
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fermentacion objetivo deseado. La incubacion se puede llevar a cabo en un medio rico en nitrégeno, que contiene,
por ejemplo, fuentes de nitrégeno organico, p. €j., nitratos y sales de amonio, en cuyo caso las células podran crecer
mas mientras producen el producto de fermentacion deseado. Alternativamente, la incubacién se puede llevar a
cabo en un medio pobre en nitrégeno, en cuyo caso las células no creceran sustancialmente, y estaran en un modo
de célula en reposo, o modo de biotransformacién. En todos los casos, el medio de incubacién puede contener
también sales inorganicas, p. €j., sulfato magnésico, sulfato de manganeso, fosfato potasico, y cloruro de calcio. Un
ejemplo de un medio adecuado para la produccion de riboflavina se describe en el documento WO 04/113510 (VF-
medium), que es particularmente Util con respecto a Bacillus.

Los términos “produccion” o “productividad” estan reconocidos en la técnica e incluyen la concentracion de
riboflavina formada dentro de un periodo de tiempo dado y un volumen de fermentacion dado (p. €j., kg de producto
por hora por litro). La expresion “eficacia de la produccién” incluye el tiempo necesario para lograr un nivel particular
de produccion (por ejemplo, cuanto tarda la célula alcanzar una tasa de produccién particular de un producto de
fermentacion). El término “rendimiento” esta reconocido en la técnica e incluye la eficacia de la conversion de la
fuente de carbono en el producto (es decir, riboflavina). Esto, en general, se escribe como, por ejemplo, kg de
producto por kg de fuente de carbono. Por “aumento del rendimiento y/o produccion/productividad” del compuesto se
entiende que aumenta la cantidad de moléculas recuperadas, o de moléculas recuperadas utiles de este compuesto
en una cantidad dada de cultivo a lo largo de una cantidad de tiempo dado.

Los métodos analiticos para determinar el rendimiento/productividad de la riboflavina son conocidos en la técnica.
Dichos métodos pueden incluir, pero no se limitan a HPLC o el uso de cepas indicadoras (véase, p. €j., Bretzel et al.,
J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 22, 19-26, 1999).

Figuras

La figura 1 muestra la secuencia lider rib de Bacillus subtilis que incluye las regiones flanqueadoras 5' y 3' de la
misma. La secuencia lider rib esta situada entre las posiciones de nucleétidos 562 a 857. (A) operén rib de tipo
natural en donde los elementos reguladores 5' estan indicados en negrilla ("ttgcgt" y "tataat", respectivamente) asi
como inicio de la transcripcion ("A") que corresponde al primer nucleétido de la secuencia lider rib como se muestra
en la SEQ ID NO: 42. (B) secuencia lider rib en donde las posiciones de las mutaciones ribO tales como la triple
ribO, RK41 y RK1a se indican en negrilla. (C) a (I) la secuencia lider rib en donde la posicién de la region
flanqueadora derecha, terminadora, bucle en horquilla derecha, bucle en horquilla izquierda, eliminacion SWITCH,
eliminacion mro175, y la secuencia lider rib entera respectivamente, se indican subrayadas. Para explicaciones
adicionales véase el texto, en particular los ejemplos.

La figura 2 muestra las diferentes etapas para construir un microorganismo genéticamente alterado que lleva un
elemento estabilizador de ARNm (St) en la direccién 3’ de un promotor Pspo1s constitutivo fuerte a través de LFH-
PCR que esta situado en el extremo 5’ del operén rib que comprende los genes ribD, ribE, ribA. Para la seleccion de
microorganismos recombinantes, se usa el casete de resistencia al antibiodtico cloranfenicol (Cm). (A) Sustitucion del
promotor natural por un promotor fuerte usando LFH-PCR. (B) Introduccién de elementos estabilizadores del ARNm.
Para explicaciones adicionales véase el texto, en particular los ejemplos.

Los siguientes ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance de la invencion de ninguna
forma.

Ejemplos

Los siguientes medios a los que se hace referencia en los ejemplos se describen en el documento WO 04/106557:
Medio de caldo de agar sangre triptosa (TBAB), medio de caldo de extracto de levadura-infusion de ternera (VY),
10X sales Spizizen y medio minimo (MM). Ademas, se han usado los siguientes medios:

100X Solucién de oligoelementos A: 12,5 g de MgCl,-6H,0; 0,55 g de CaCly; 1,35 g de FeCl,-6H20; 0,1 g de
MnCl»-4H,0; 0,17 g/l de ZnCly; 0,043 g de CuCl»'2H,0; 0,06 g de CoCl,-6H.0; 0,06 g de Na:MoO4-2H,0; adicion
hasta 1 | de H,O, tratado en autoclave.

5X Solucién salina minima: K>SO4 0,057 M; KoHPO4-5H,0 0,31 M; KHo,PO4 0,22 M; Na-citrato-7H,O 0,017 M;
MgSO.. H.O 0,004 M, pH 7,0, tratado en autoclave.

100X Solucion de oligoelementos B: 0,55 g de CaCly; 0,17g de ZnCly; 0,043 g de CuCly-2H20; 0,06 de CoCl,-6H0;
0,06 g de NapMoO4-2H,0; adicién hasta 1 | de H»O, tratado en autoclave.

Medio de cribado de riboflavina (RSM): 200 ml de 10X sales de Spizizen; 10 ml de 100X solucién de oligoelementos
A; 2 ml de glucosa al 50%; 36 ml de rafinosa al 25%; 10 ml de extracto de levadura al 10%; adicién hasta 1 | de H2O.

Medio minimo de Spizizen (SMM): 100 ml de 10X sales de Spizizen; 10 ml de glucosa al 50%; 1 ml de glutamato
sédico al 40%; 10 ml de solucion de oligoelementos A; adicion hasta 1 1 de H2O.

La produccion de riboflavina en matraces de agitacion se llevé a cabo como sigue: se inocularon las cepas a partir
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de soluciones madre en glicerol congeladas en 5 ml de medio rico VY y se cultivaron durante la noche a 37°C con
una agitacion de 280 rpm. Las células se recogieron por centrifugacion y se volvieron a suspender en 1 ml de RSM
(véase antes). Se usaron 250 pl de la suspension de células para la inoculacion de 25 ml de RSM en matraces de
agitacion con deflectores de 250 ml. Después de 48 h de incubacién a 39°C con una agitacion de 220 rpm, se
extrajeron 500 pl de cultivo y se mezclaron 35 uyl de NaOH 4 N con la muestra durante 1 min a temperatura ambiente
permitiendo disolver los cristales de riboflavina. Las muestras se neutralizaron por adicién de 465 yl de tampdn de
fosfato potasico 1 M (pH 6,8) y se sedimentaron por centrifugacion (5 min, 13200 rpm). El liquido sobrenadante se
uso para la determinacion por HPLC de las concentraciones de riboflavina y dos productos secundarios: 6,7-dimetil-
8-ribitil-lumazina (DMRL) y oxolumazina. Ademas, se extrajo una segunda muestra de cultivo y después de
centrifugacion (5 min, 13200 rpm) se uso6 para determinar las concentraciones de la glucosa y rafinosa residual en el
medio para el calculo del rendimiento de riboflavina respecto a la fuente de carbono.

Las muestras de los cultivos de los matraces de agitacion se analizaron por HPLC. La cromatografia se llevo a cabo
en un sistema de HPLC Agilent 1100 equipado con un inyector automatico termostatizado, una matriz de diodos y un
detector de fluorescencia. La separacion se llevé a cabo en una columna Supelcosil LC-8DB-5u (150 mm x 4,6 mm)
equipada con una precolumna de 4 mm LC-8DB. Se us6 una mezcla de acido acético 0,1 M y metanol como fase
movil. La elucion con gradiente se aplico empezando con 2% de metanol (constante durante 5 min) y continuando
hasta 50% de metanol en 15 min. La columna se mantuvo a 20°C. La sefal se registré6 por UV a 280 nm. La
riboflavina se separ6 bien de las impurezas (p. €j., los productos secundarios: DMRL y oxolumazina) y eluyeron a
15,2 min. La calibracién se basa en el material de referencia obtenido de Fluka. El método se calibra de 10 pg/ml a 1
mg/ml de riboflavina.

Ademas, se analizé la concentracion de glucosa y rafinosa en el caldo de cultivo mediante un sistema de HPLC de la
serie Agilent 1100 usando una bomba cuaternaria, un inyector automatico y un detector de UV y uno de indice de
refraccion. La separacion se logré en una columna CAPCELL PAK NH2 UG80 (4,6 mm x 250 mm, 5 p) (Shiseido).
La temperatura 6ptima de la columna era 35°C. La fase movil era una mezcla de acetonitrilo y agua DI en una
relacion 65/35. El caudal era 1,0 ml/min y el volumen de inyeccion se fijé en 5 pl. Se vigilo la sefial del indice de
refraccion y se uso para la deteccion. El intervalo de calibracion para cada compuesto es de 0,5 mg/ml a 30 mg/ml.

Ejemplo 1: Generacion de cepas auxotrofas para riboflavina

Para la manipulacion genética de la secuencia lider y promotora original del operon de riboflavina de B. subtilis, el
promotor de riboflavina, la secuencia lider 5’ y la parte 5’ de ribD (ribG) que codifica el dominio de desaminasa de
RibD se sustituyeron por un casete de resistencia a la neomicina (neo) obtenido del plasmido pUB110 (ltaya et al.,
1989, Nucleic Acid Res. 17:4410) generando una cepa auxotrofa para la riboflavina de B. subtilis BS3813. El ADN
genomico obtenido de la cepa de B. subtilis 1A747 (SPR°, protétrofa), que es un derivado de B. subtilis 168 (trpC2),
se ha obtenido del Bacillus Genetic Stock Center, The Ohio State University, Columbus, Ohio 43210 EE.UU.

Para la construccion de la cepa, se usé la reaccion en cadena de la polimerasa de homologia flanqueadora larga
(LFH-PCR) para generar fragmentos de ADN que contenian el casete de resistencia neo de 1236 pb con la region
en la direccion 5 de 526 pb del promotor P, natural (flanqueador 5') y el extremo 3’ de 502 pb el gen ribD
(flanqueador 3'). Por lo tanto, se amplificaron primero por PCR 3 fragmentos de ADN, el flanqueador 5’, casete de
resistencia neo y flanqueador 3'. Los fragmentos de ADN flanqueador 5’ y flanqueador 3’ se generaron como sigue:
Se afadieron 1 pl de una soluciéon 100 uM de cebadores p50 (SEQ ID NO: 6) junto con p51 (SEQ ID NO: 7) o
cebadores p44 (SEQ ID NO: 4) junto con p45 (SEQ ID NO: 5) a 0,1 ug de ADN cromosoémico B. subtilis 1A747 en un
volumen de reaccién de 50 ul que contenia 1 yl de dNTP 10 mM, 5 ul de 10X tampdén y 0,5 pl de polimerasa Pfu
(Stratagene). Para la generacion del fragmento de ADN que contiene el casete de resistencia neo, se afiadieron 1 pl
de una solucién 100 uM de cebadores p9 (SEQ ID NO: 2) junto con p10 (SEQ ID NO: 3) a 0,05 ug de ADN pUB110
que contiene el casete de resistencia neo en un volumen de reaccion de 50 ul que contenia 1 ul de dNTP 10 mM, 5
pl de 10X tampdn y 0,5 pl de polimerasa Pfu (Stratagene). Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo en 35 ciclos
de tres etapas secuenciales: (i) etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 30 s; (ii) etapa de reasociacion a 52°C
durante 30 s; (iii) etapa de elongacion a 72°C durante 1 min. Los ciclos de la PCR estaban precedidos de una etapa
de desnaturalizacion a 95°C durante 3 min. Los tres productos de la PCR se separaron por electroforesis en gel de
agarosa y se extrajeron del gel usando el kit de extraccion en gel MinElute (Qiagen). En la reaccion de LFH-PCR
final, los productos de la PCR purificados (flanqueador 5, casete de resistencia neo, flanqueador 3') se
ensamblaron: se afadieron 1 pl de una soluciéon 100 uM de cebadores p45 junto con p51, 1 pl del producto de la
PCR flanqueador 5’ (50 ng), 1 pl del producto de la PCR flanqueador 3' (50 ng) y 1 ul de casete de resistencia (100
ng) para dar un volumen de reaccion final de 50 ul que contenia 1 pl de dNTP 10 mM, 5 pl de 10X tampén 'y 0,5 pl
de polimerasa Pfu (Stratagene). La reaccion de LFH-PCR se llevo a cabo en 35 ciclos de tres etapas secuenciales:
(i) etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 30 s; (ii) etapa de reasociacién a 52°C durante 30 s; (iii) etapa de
elongacioén a 72°C durante 2,5 min. Los ciclos de la PCR estaban precedidos de una etapa de desnaturalizacion a
95°C durante 3 min. El producto de la LFH-PCR ensamblado se purificé usando el kit de purificacion de PCR
QiaQuick (Qiagen). El producto de la LFH-PCR purificado (2 pg) se usé para la transformacion de células
competentes de B. subtilis 1A747. Se seleccionaron los transformantes resistentes a la neomicina (Nm") en placas
TBAB que contenian neomicina 2 mg/l y riboflavina 100 mg/l. El genotipo correcto de la cepa auxoétrofa para
riboflavina y Nm" BS3813 resultante, se confirmé por dos reacciones de PCR usando los cebadores p45 junto con
p10, y cebadores p51 junto con p9, y ADN cromosomico de los transformantes como ADN molde. Las reacciones de
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la PCR se llevaron a cabo usando condiciones de reaccion estandar como se ha descrito antes para la generacion
de los fragmentos de ADN flanqueador 5’ y flanqueador 3’. Ademas, la secuencia de ribD de BS3813 se confirmd
por secuenciacion.

La transduccion de la construccion de eliminacion se llevd a cabo con fago PBS-1 de acuerdo con el método descrito
en el documento WO 07/051552 (véase el ejemplo 6), en donde el lisado de BS3813 se us6 para la transduccién de
la cepa sobreproductora de riboflavina de B. subtilis BS3534 que lleva una mutacion en el gen de transcetolasa
(para la construccion de BS3534 véase el documento WO 07/051552). BS3534 se basa en la cepa sobreproductora
de riboflavina de B. subtilis RB50, que se describe con detalle en el documento EP 405370 y disponible con el
numero de depodsito en NRRL B-18502. Se seleccionaron los transductores Nm' en placas de agar TBAB que
contenian neomicina 2 mg/l y riboflavina 100 mg/Il. El genotipo de los transductores aislados se confirmé por PCR
como se ha descrito antes. La cepa resultante se designé BS3798.

Ejemplo 2: Generacion de cepas que llevan secuencias lider rib modificadas

Se introdujeron dos tipos de mutaciones en la secuencia lider rib para desregular la transcripcion de los genes rib en
donde el tipo | se refiere a mutaciones ribO y el tipo Il se refiere a eliminaciones (parciales) de la secuencia lider rib
(véase la figura 1).

Se generaron mutaciones ribO, es decir C85T denominada "RK41", G121A denominada "RK1a" y una combinacion
triple G39A-G40A-G41A denominada "triple ribO". Para los mutantes de tipo Il, se eliminaron las siguientes partes de
la secuencia lider rib, en donde la numeracién de nucleétidos se refiere a la secuencia lider rib mostrada en la SEQ
ID NO: 42 aislada de B. subtilis: eliminacion de los nucleétidos 250 a 257 (SEQ ID NO: 36) denominada "eliminacion
del bucle en horquilla derecho", eliminacion de los nucledtidos 231 a 238 (SEQ ID NO: 37) denominada " eliminacion
del bucle en horquilla izquierdo", eliminacion de los nucleétidos 239 a 263 (SEQ ID NO: 38) denominada "eliminacion
flanqueadora derecha", eliminaciéon de los nucledtidos 231 a 263 (SEQ ID NO: 39) denominada "eliminacion de
terminador”, eliminacién de los nucledtidos 166 a 263 (SEQ ID NO: 40) denominada "eliminacion SWITCH",
eliminacion de los nucleétidos 135 a 263 (SEQ ID NO: 41) denominada " eliminacion mro175" y una eliminacion de la
secuencia lider completa, es decir, los nucledtidos 1 a 263 (SEQ ID NO: 42) denominada "eliminacion de la
secuencia lider". En el caso de la eliminacién de mro175, también tuvo lugar una insercién de cuatro nucleétidos (5'-
ATGG-3").

La construccion de las cepas que llevan las secuencias lider rib modificadas junto con el promotor de rib (SEQ ID
NO: 45 - 54) se llevé a cabo basicamente mediante dos reacciones de PCR de acuerdo con el protocolo/condiciones
indicadas en el ejemplo 1, en donde en una primera reaccion de PCR los dos fragmentos de ADN designados
flanqueador 5’ y flanqueador 3’ se generaron usando el ADN cromosémico de B. subtilis 1A747. En una segunda
reaccion de PCR de acuerdo con el protocolo/condiciones descrito en el ejemplo 1, estos dos fragmentos de la PCR
se ensamblaron usando los cebadores p45 y p51. Las parejas de cebadores respectivas para las primeras
reacciones de la PCR, es decir, cebadores para la generacion del flanqueador 5’ y cebadores para la generacion del
flanqueador 3’ que dan como resultado las mutaciones/eliminaciones deseadas (véase antes) se citan en la tabla 1,
columnas 2 y 3, respectivamente. Después de purificacion usando el kit de purificacion QiaQuick PCR (Qiagen), se
usaron 2 pg del producto de la PCR de longitud completa para la transformacion de células B. subtilis BS3813
competentes (véase el ejemplo 1). Las células se cultivaron en placas SMM. Los transformantes protétrofos para
riboflavina se suspendieron en 1 ml de solucién de NaCl al 0,9%. Se cultivaron 100 pl de una dilucién de 500 veces
de la suspension de células original en placas de agar TBAB. Se transfirieron colonias individuales a placas de agar
TBAB recientes y a placas de agar TBAB complementadas con Nm 2 mg/l y riboflavina 100 mg/l. Los transformantes
correctos eran sensibles a la neomicina y por lo tanto crecian solo en placas de agar TBAB y no crecian en placas
complementadas con neomicina. Ademas, el genotipo se confirmé por la secuenciacion del promotor de rib y ribD
introducidos nuevos. Las cepas nuevas generadas de B. subtilis que contenian las respectivas
mutaciones/eliminaciones en la secuencia lider rib se designaron como se muestra en la tabla 1, columna 4.

Se prepararon los lisados de PBS-1 de las nuevas cepas generadas y se usaron para la transduccion de BS3798
(generada en el ejemplo 1). Las células transducidas se seleccionaron en placas SMM. Los transductores
prototrofos para riboflavina de B. subtilis se suspendieron en 1 ml de solucién de NaCl al 0,9%. Se cultivaron 100 pl
de una dilucién de 500 veces de la suspension de células original en placas de agar TBAB. Se transfirieron colonias
individuales a placas de agar TBAB recientes y a placas de agar TBAB complementadas con Nm 2 mg/l y riboflavina
100 mg/l. Los transductores correctos crecian solo en placas de agar TBAB y por lo tanto eran sensibles a la
neomicina. Las nuevas cepas transducidas se denominaron como se indica en la tabla 1, columna 5.
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Tabla 1: Parejas de cebadores usadas para la construccion de los fragmentos flanqueador 5 y flanqueador 3’,
respectivamente, que dan como resultado secuencias lider rib modificadas y denominacion de las cepas resultantes
sea transformadas con dichos fragmentos de la PCR o transducidas con los lisados respectivos (para explicacion

adicional véase el texto).

Denominacion de la mutacion de | Pareja de cebadores | Pareja de cebadores | Cepas Cepas
la secuencia lider rib del flanqueador 3' del flanqueador 5' transformadas [transducidas
(SEQ ID NO) (SEQ ID NO)

RK1a p74/p51(20/7) p45 / p75 (5/21) BS3833 BS3839

RK41 p72/p51(16/7) p45/p73(5/18) BS3958 BS3987,
BS3988,
BS3989

triple ribO p72a/p51 (17/7) p45/p73a(5/19) BStriple ribO

eliminacion flanqueador derecho | p56 / p51 (8 /7) p45/p57 (5/9) BS3814 BS3832

eliminacioén terminador p58 /p51 (10/7) p45/p59 (5/11) BS3815 BS3821

eliminacion del bucle en p76/p51(22/7) p45 /[ p77 (5/23) BS3842 BS3846

horquilla derecho

eliminacion del bucle en p79/p51(25/7) p45/p78 (5/24) BS3847 BS3859

horquilla izquierdo

eliminacién SWITCH p80/p51(26/7) p45/p81 (5/28) BS3867 BS3900,
BS3916

eliminacién mro175 p80a / p51 (27 /7) p45/p81a (5/29) BSmro175

eliminacion secuencia lider p96 /p51(31/7) p45/p95 (5/30) BSleader

Cepas transformadas: designacion de las cepas de B. subtilis después de transformacion de B. subtilis BS3813
(neo-resistente; B2-auxétrofo basado en la cepa natural B. subtilis 1A747) con el respectivo fragmento de la PCR;
Cepas transducidas: designacion de cepas de B. subtilis después de transduccion de B. subtilis BS3798 (neo-
resistente, B2-auxotrofo basado en B. subtilis RB50) con lisado de las respectivas cepas de acuerdo con la columna
4. Para una explicacion adicional véase el texto.

Se analiz6 en las nuevas cepas generadas la produccion de riboflavina en el cribado de los matraces de agitacion
como se ha descrito antes. Después de 48 h, la riboflavina de una muestra de 500 ul se disolvié por la adicién de
NaOH 4 N, se neutralizé y después de centrifugacion, la concentracion de riboflavina de la muestra procesada se
determino por HPLC junto con la concentraciéon de DMRL y oxolumazina, un producto de degradacion de la DMRL.
Para el calculo del rendimiento de riboflavina en la fuente de carbono, se determinaron por HPLC la concentracion
inicial y residual de todas las fuentes de carbono.

Los resultados se presentan en la tabla 2. Mientras que el operdn rib natural en un contexto génico de la cepa de
tipo natural (1A747) basicamente no segrega nada de riboflavina en el medio, el mismo operén rib en contexto
génico de la cepa seleccionada para la sobreproduccion de riboflavina (RB50) segregaba una cantidad medible de
riboflavina. Los mejores resultados se obtuvieron con el mutante ribO RK41 tanto en el tipo natural (BS3958) como
en el contexto génico RB50 (BS3987), respectivamente. La eliminacion del terminador no dio como resultado los
resultados esperados, en particular en el contexto génico natural (BS3815). Mientras que en el contexto génico
natural el mejor segundo resultado se obtenia con los mutantes ribO RK1a (BS3833), los segundos mejores
resultados en el contexto génico RB50 se lograron con la eliminacion SWITCH (BS3900 y BS3916), que mostraban
un rendimiento incluso mayor de riboflavina que la cepa de eliminacion de la secuencia lider.

Tabla 2A: Produccion de riboflavina con cepas de B. subtilis transformadas como se indica basado en la cepa de tipo
natural de B. subtilis 1A747 que lleva la secuencia lider rib natural. El rendimiento se da como g de riboflavina por g
de fuente de carbono (para una explicacion adicional véase el texto).

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
1A747 tipo natural 0,0004
BS3833 RK1a 0,0570
BS3958 RK41 0,1100
BS3814 eliminacion de flanqueador derecho 0,0090
BS3815 eliminacién de terminador 0,0103
BS3867 eliminacion SWITCH 0,0139
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Tabla 2B: Produccion de riboflavina con cepas de B. subtilis transducidas como se indica basado en la cepa
sobreproductora de riboflavina B. subtilis RB50 que lleva la secuencia lider rib natural. El rendimiento se da como g
de riboflavina por g de fuente de carbono (para una explicacion adicional véase el texto).

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
RB50 operon rib de tipo natural 0,46
BS3839 RK1a 1,29
BS3987 RK41 1,64
BS3832 eliminacion de flanqueador derecho 0,33
BS3821 flanqueador de terminador 0,74
BS3900, BS3916 eliminacion SWITCH 1,48
BS3846 eliminacion del bucle en horquilla derecho 0,11
BS3859 eliminacion del bucle en horquilla izquierdo 0,52

Ejemplo 3: Sustitucion del promotor de rib natural por promotores constitutivos fuertes

Con el fin de evaluar un posible efecto sinérgico de las mutaciones de la secuencia lider rib combinadas con un
promotor fuerte, el promotor de rib original de las nuevas construcciones generadas (véase el ejemplo 2) se
sustituyé por el promotor constitutivo fuerte Pweg 0 por Pspo1s. El modo de construccién se parece mucho al
procedimiento del ejemplo 2. Para la generacion de los fragmentos de ADN flanqueador 3' y flanqueador 5', se
afadieron 1 pl de 100 pl de solucion del cebador p60 (SEQ ID NO: 12) junto con p51 (para la construccion de Pyeg) 0
el cebador p62 (SEQ ID NO: 14) junto con p51 (para la construccion de Pspo15) ¥ la pareja de cebadores p45 junto
con p61 (SEQ ID NO: 13) (para la construccién de P.eg) 0 pareja de cebadores p45 junto con p63 (SEQ ID NO: 15)
(para la construccion de Pspots), a 0,1 ug de ADN cromosoémico 1A747 en un volumen de reaccion de 50 pl que
contenia 1 yl de ANTP 10 mM, 5 pl de 10x tampo6n y 0,5 pl de polimerasa Pfu (Stratagene). Las reacciones de la
PCR se llevaron a cabo durante 35 ciclos de tres etapas secuenciales: (i) etapa de desnaturalizacion a 94°C durante
30 s; (ii) etapa de reasociacion a 52°C durante 30 s; (iii) etapa de elongacion a 72°C durante 1 min. Los ciclos de la
PCR estaban precedidos de una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 3 min. Los dos productos de la PCR se
separaron por electroforesis en gel de agarosa y se extrajeron del gel usando el kit de extraccidon en gel MinElute
(Qiagen). En la reaccion de PCR final, los dos productos de la PCR purificados (flanqueador 5’ y flanqueador 3’) se
ensamblaron: se afiadieron 1 pl de una soluciéon 100 uM de cebadores p45 y p51, 1,0 yl de producto de la PCR
flanqueador 5’ (50 ng), 1 pl de producto de la PCR flanqueador 3' (50 ng) en un volumen de reaccion final de 50 pl
que contenia 1,0 yl de dNTP 10 mM, 5 pl de 10X tampoén y 0,5 ul de polimerasa Pfu (Stratagene). La reaccion de la
PCR se llevo a cabo durante 35 ciclos de tres etapas secuenciales: (i) etapa de desnaturalizacién a 94°C durante 30
s; (ii) etapa de reasociacion a 52°C durante 30 s; (iii) etapa de elongacion a 72°C durante 2,5 min. Los ciclos de la
PCR estaban precedidos de una etapa de desnaturalizaciéon del ADN a 95°C durante 3 min. El producto de la PCR
ensamblado se purificd usando el kit de purificacion de PCR QiaQuick (Qiagen). El producto de la PCR de longitud
completa purificado (2 pg) se uso para la transformacion de células competentes de B. subtilis BS3813. Las células
se cultivaron en placas SMM. Los transformantes de Bacillus protétrofos para la riboflavina se suspendieron en 1 mi
de solucién de NaCl al 0,9%. Se cultivaron 100 yl de una dilucidon de 500 veces de la suspension de células original
en placas de agar TBAB. Se transfirieron colonias individuales a placas de agar TBAB recientes y a placas de agar
TBAB complementadas con Nm 2 mg/l y riboflavina 100 mg/I. Los transformantes correctos crecian solo en placas
de agar TBAB y por lo tanto eran sensibles a la neomicina. Ademas, el genotipo se confirmé por la secuenciacion del
nuevo promotor integrado, secuencia lider de rib y ribD. La cepa con un operon rib dirigido por Pyeg se llamo6 BS3811,
la cepa con el operodn rib dirigido por Pspots se llamoé BS3817.

Con el fin de combinar los promotores fuertes con las modificaciones de la secuencia lider, el ADNg de la cepa
1A747 se sustituyo por el ADNg de la cepa BS3811 (promotor Pyeg) y BS3817 (promotor Pspo15), respectivamente, en
todas las reacciones de la PCR descritas del ejemplo 2. Todas las otras condiciones de la reaccion de la PCR
incluyendo las parejas de cebadores usados, se mantuvieron idénticas. Los productos de la PCR finales se
transformaron en BS3813 y los transformantes obtenidos se verificaron como se ha descrito (ejemplo 2). En el caso
de la construccion de Pspo15_eliminacion secuencia lider, se usaron las parejas de cebadores p45/p95 para el
producto de la PCR flanqueador 5' y p96/p51 para el producto de la PCR flanqueador 3' como se indica en la tabla 4.
Todas las demas etapas se llevaron a cabo como se ha descrito antes. Se hicieron las siguientes construcciones,
con la designacion de la cepa resultante de B. subtilis transformada con dicha construccién entre paréntesis:
Peg_eliminacion flanqueador derecho (BS3840), Pspo1s_eliminacion flanqueador derecho (BS3831), Pueg_eliminacion
terminador (BS3844), Pspot1s_eliminacién terminador (BS3871), Pspots eliminacion SWITCH (BS3874),
Pspo15_eliminacion lider (BS3944), Pveg RK41 (BS3887), Pyeg RK1a (BS3953), Pspo15s_ RK1a (BS3884), Pyeg_triple ribO
(BS3912).

Se prepararon lisados en PBS-1 a partir de las cepas mencionadas antes y se transdujeron en BS3798. Las células
transducidas se seleccionaron en placas SMM. Los transformantes de B. subtilis protétrofos para la riboflavina se
suspendieron en 1 ml de solucién de NaCl al 0,9%. Se cultivaron 100 pl de la diluciéon de 500 veces de la suspension
de células original en placas de agar TBAB. Se transfirieron colonias individuales a placas de agar TBAB recientes y
a placas de agar TBAB complementadas con Nm 2 mg/l y riboflavina 100 mg/l. Los transformantes correctos crecian
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solo en placas de agar TBAB y por lo tanto eran sensibles a la neomicina. Se generaron las siguientes cepas:
BS3970 y BS3971 transducidas con lisado de PBS-1 a partir de BS3953; BS3905 y BS3907 transducidas con lisado
de PBS-1 a partir de BS3884; BS3903 y BS3914 transducidas con lisado de PBS-1 a partir de BS3887; BS3981-83
transducida con lisado de PBS-1 a partir de BS3912; BS3890 transducida con lisado de PBS-1 a partir de BS3840;
BS3880 y BS2882 transducidas con lisado de PBS-1 a partir de BS3844; BS3850 y BS3851 transducidas con lisado
de PBS-1 a partir de BS3817; BS5026 y BS5041 transducidas con lisado de PBS-1 a partir de BS3944; BS3853
transducida con lisado de PBS-1 a partir de BS3831; BS3897 y BS3956 transducidas con lisado a partir de BS3874.

Se analiz6 en la mayoria de las cepas la produccion de riboflavina en matraces de agitacion como se ha descrito
antes. Después de 48 h, la riboflavina de una muestra de 500 pl se disolvié por adicion de NaOH, se neutralizé y
después de centrifugacion, se determiné la concentracion de riboflavina de las muestras procesadas por HPLC junto
con la concentracion de DMRL y oxolumazina. Para calcular el rendimiento de la riboflavina respecto a la fuente de
carbono, se determinaron la concentracion inicial y residual de todas las fuentes de carbono por HPLC. Los
resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3A: Produccién de riboflavina con cepas de B. subtilis transformadas como se ha indicado, basado en la cepa
de tipo natural de B. subtilis 1A747 que lleva la secuencia lider rib natural. El rendimiento se da como g de
riboflavina por g de fuente de carbono (para una explicacion adicional véase el texto).

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
1A747 tipo natural 0,0004
BS3811 Pueg 0,0120
BS3817 Pspots 0,0163
BS3953 Pveg RK1a 0,1600
BS3884 Pspots RK1a 0,7706
BS3887 Pveg RK41 0,3757
BS3912 Pueg_triple ribO 1,0900
BS3840 Peg_eliminacion flanqueador derecho 0,0748
BS3831 Pspo15_eliminacién flanqueador derecho 0,0702
BS3844 Peg eliminacion terminador 0,0666
BS3871 Pspo15_eliminacion terminador 0,0359
BS3874 Pspots_eliminaciéon SWITCH 0,2823
BS3944 Pspo15_ eliminacion lider 0,1150

Tabla 3B: Produccién de riboflavina con cepas de B. subtilis transducidas como se ha indicado, basado en la cepa
sobreproductora de riboflavina de B. subtilis RB50 que lleva la secuencia lider rib natural. El rendimiento se da como
g de riboflavina por g de fuente de carbono (para una explicacion adicional véase el texto).

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
RB50 operon rib de tipo natural 0,46
BS3849 Pueg 1,33
BS3850, BS3851 Pspols 1,57
BS3970, BS3971 Pweg RK1a 2,88
BS3905, BS3907 Pspois RK1a 3,31
BS3903, BS3914 Pveg RK41 4,18
BS3981 Pueg triple ribO 2,52
BS3890 Peg_eliminacion flanqueador derecho 1,14
BS3853 Pspois_eliminacion flanqueador derecho 1,63
BS3880 Peg_eliminacion terminador 1,80
BS3875 Pspois_eliminacion terminador 2,38
BS3897 Pspois_eliminacion SWITCH 3,76
BS5026 Pspois_eliminacion lider 2,16

Todas las manipulaciones hechas en la secuencia lider rib o el promotor de rib conducen a una mayor produccién de
riboflavina. De acuerdo con los resultados descritos en el ejemplo 2 (véase la tabla 2), la mutacion de ribO RK41 era
también la mas eficaz cuando se sustituia el promotor natural por uno constitutivo mas fuerte. Usando un promotor
fuerte, se alcanzé un rendimiento de hasta 4,2% con la combinacién de P.g con RK41. Sorprendentemente, la
combinacién de Pspo1s con la eliminacion SWITCH mostré el siguiente mejor rendimiento con 3,8%, que es mucho
mejor que la combinacion de Psy15 con la eliminacion de terminador que dio como resultado un rendimiento de
2,4%.

Todas las manipulaciones hechas en la secuencia lider rib o el promotor de rib condujeron a una mayor produccion
de riboflavina. De acuerdo con los resultados descritos en el ejemplo 2 (véase la tabla 2), la mutacion de ribO RK41
era también la mas eficaz cuando se sustituia el promotor natural por uno constitutivo mas fuerte. Usando un
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promotor fuerte, se alcanzé un rendimiento de hasta 4,2% con la combinacion de P.e; con RK41.
Sorprendentemente, la combinacion de Pspo15 con la eliminacion SWITCH mostro el siguiente mejor rendimiento con
3,8%, que es mucho mejor que la combinacion de Pspo15 con la eliminacion de terminador que dio como resultado un
rendimiento de 2,4%.

Ejemplo 4: Combinacion de mutaciones ribO con eliminaciones de la secuencia lider y sustitucion del promotor de rib
natural por promotores constitutivos fuertes.

Para ver si la combinacion de una mutacion ribO desreguladora tipica con eliminaciones de la secuencia lider es
capaz de aumentar la produccion de riboflavina, se combinaron algunas de las mutaciones generadas en el ejemplo
2y 3. La construccioén seguia el protocolo indicado antes. Los moldes y parejas de cebadores para los productos de
la PCR flanqueador 5’ y 3’ se muestran en la tabla 4 (para mas informacion véase también el ejemplo 1). El
ensamblaje de la PCR vy la transformacion en BS3813 se hicieron como se ha descrito en el ejemplo 2 y 3. La
secuenciacién puso de manifiesto que estaban presentes dos mutaciones adicionales en las construcciones
Pspo1s_triple ribO _eliminacion mro175 y Pyeg triple ribO _eliminacién mro175, en concreto T25G y C101T, en donde
la numeracion se refiere a la SEQ ID NO: 42. La designacién de las nuevas cepas que llevan las nuevas
construcciones generadas se muestran en la tabla 4, columna 4.

Se prepararon los lisados de PBS-1 de las nuevas cepas generadas y se usaron para la transduccion de BS3798
(generado en el ejemplo 1). La seleccion de las células transducidas en placas SMM se llevé a cabo como se ha
descrito en el ejemplo 2. Las nuevas cepas transducidas se nombraron como se indica en la tabla 4, columna 5.

Tabla 4: Parejas de cebadores usadas para la construccion de los fragmentos flanqueador 5’ y flanqueador 3’,
respectivamente, que dan como resultado secuencias lider rib modificadas combinadas con los respectivos
promotores constitutivos y denominacién de las cepas resultantes sea transformadas con dichos fragmentos de la
PCR o transducidas con los lisados respectivos (para una explicacion adicional véase el texto).

Denominacion de la mutacion Pareja de cebadores | Pareja de cebadores | Cepas Cepas
de la secuencia lider rib del flanqueador 3' del flanqueador 5' transformadas | transducidas
(Molde para PCR) (SEQ ID NO) (SEQ ID NO)

Pueg_triple ribO_eliminacion p45/p81a (5/29) p80a / p51 (27 /7) BS3889 BS3908
mro175 (BS3912)

Pspo1s_triple ribO_eliminacion p45/p63 (5/15) p62/p51(14/7) BS3923 BS3922
mro175 (BS3889)

Pspois_RK41_eliminacién p45/p73(5/18) p72/p51(16/7) BS3954 BS3984
terminador (BS3871)

Pspois_RK41_ eliminacién p45/p73(5/18) p72/p51(16/7) BS3915 BS3964
SWITCH (BS3874)

Pveg_ RK41_ eliminacion p45/p81 (5/28) p80/p51(26/7) BS3920 BS3899
SWITCH (BS3887)

Se llevd a cabo el analisis en las nuevas cepas generadas de la produccion de riboflavina por cribado de los
matraces de agitacion como se ha descrito antes. Los resultados se presentan en la tabla 5 que muestra un
aumento adicional en la produccion de riboflavina comparado con los resultados presentados en el ejemplo 3 (véase
la tabla 4). La combinacién de las mutaciones ribO RK41 vy triple ribO, respectivamente, con un promotor fuerte y una
eliminacién de la secuencia lider rib dio como resultado rendimientos de riboflavina de mas de 7,6% en un cribado
de matraz de agitacién comparado con 4,2% logrado con la combinacion del promotor Pyeg con la mutacion ribO
RK41 (véase la tabla 4), la mejor combinacion sin una eliminacién de la secuencia lider. La eliminacién de la
secuencia lider especifica como se describe en la presente memoria casi duplicé el rendimiento de las
combinaciones de secuencia lider rib desregulada (mutacion ribO, promotor constitutivo)-promotor. Ademas de la
“eliminacion SWITCH” también la eliminaciéon “eliminacién mro175” inesperadamente era capaz de mejorar el
rendimiento de riboflavina en un contexto génico de RB50 frente a una construccion sin eliminacion. La eliminacion
del terminador (“eliminacién terminador”) también tiene un efecto positivo pero menos pronunciado. La construccion
de eliminacion de la secuencia lider en la que Pspo15 Se pone directamente frente a la secuencia Shine-Dalgarno de
ribD mostré un rendimiento 3,6 veces menor que las mejores construcciones triples (BS5026, véanse las tablas 4 y
6). Estos resultados sugieren que la secuencia lider rib no solo es necesaria para la regulacion sino también para la
estabilizacion del transcrito de longitud completa.
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Tabla 5: Produccién de riboflavina con cepas de B. subtilis transducidas como se ha indicado, basado en la cepa
sobreproductora de riboflavina de B. subtilis RB50 que lleva la secuencia lider rib natural. El rendimiento se da como
g de riboflavina por g de fuente de carbono (para una explicacion adicional véase el texto).

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
RB50 operon rib de tipo natural 0,46
BS3908 Pueg_triple ribo_del mro175 6,79
BS3922 Pspois_triple ribO_del mro175 6,47
BS3984 Pspois_ RK41 eliminacion terminador 5,24
BS3964 Pspois_ RK41 eliminacion SWITCH 7,80
BS3899 Pveg RK41 eliminacién SWITCH 7,67
BS5026 Pspois_eliminacion lider 2,16

Ejemplo 5: Sustitucion de la secuencia lider rib natural por un elemento estabilizador del ARNm

La secuencia de ADN del elemento estabilizador de ARNm aprE se distribuy6 en dos productos de la PCR. Para la
amplificacion del producto 1 de la PCR que contiene la region 5’ del operdn rib en el extremo 5 del elemento
estabilizador de ARNm aprE, se usaron los cebadores p45 junto con p143' (SEQ ID NO: 33) y el ADN cromosémico
de la cepa BS3817 como molde, en condiciones de PCR estandar. Para la amplificacion del producto 2 de la PCR
que contiene ribD en el extremo 3’ del elemento estabilizador de ARNm aprE, se usaron los cebadores p51 junto con
p142 (SEQ ID NO: 32) y el ADN cromosémico de la cepa BS3817 como molde, en condiciones de PCR estandar. En
la reaccion de LFH-PCR estandar, los productos 1y 2 de la PCR purificados en gel se ensamblaron en un fragmento
de ADN como se ha descrito antes. Se aplicd el mismo método al elemento estabilizador de ARNm grpE con el ADN
cromosomico de la cepa BS3817 como molde usando la pareja de cebadores p45/p145' (SEQ ID NO: 35) y la pareja
de cebadores p51/p144 (SEQ ID NO: 34) para las dos primeras PCR seguido de la PCR de ensamblaje usando la
pareja de cebadores p45/p51 en las condiciones descritas antes. Los productos de la LFH-PCR purificados se
transformaron de nuevo en células competentes de B. subtilis BS3813 auxétrofa para riboflavina, en la que la regién
promotora de la riboflavina y la parte 5’ de ribD se sustituyé por un casete de resistencia a la neomicina. Los
transformantes protétrofos para riboflavina se seleccionaron en placas SMM. Los transformantes aislados se
suspendieron en 1 ml de solucién de NaCl al 0,9% y 100 pl de una dilucion de 500 veces de la suspension de
células original en placas de agar TBAB. Se transfirieron colonias individuales a placas de agar TBAB recientes y a
placas de agar TBAB complementadas con Nm 2 mg/l y riboflavina 100 mg/l. Los transformantes correctos crecian
solo en placas de agar TBAB y por lo tanto eran sensibles a la neomicina. Ademas, el genotipo se confirmé por la
secuenciacion del nuevo tramo introducido de ADN. Las cepas resultantes se designaron BS5193 (que lleva la
construccion P1saaperibDEAHT) y BS5196 (que lleva la construccion PisagperibDEAHT), respectivamente. Se
prepararon los lisados de PBS-1 de las cepas BS5193 y BS5196 y se usaron para la transduccion de BS3798
(generada en el ejemplo 1). La seleccion de las células transducidas en placas SMM se llevé a cabo como se ha
descrito en el ejemplo 2. Las nuevas cepas transducidas basadas en la cepaBS5193 se denominaron BS5260 y
BS5262, respectivamente, la nueva cepa transducida basada en la cepa BS5196 se denomin6 BS5244.

La produccion de riboflavina se analizd en experimentos de matraces agitados como se ha descrito antes. Los
resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6A: Produccién de riboflavina con cepas de B. subtilis transformadas como se ha indicado, comparada con la
cepa de tipo natural de B. subtilis 1A747 que lleva la secuencia lider rib natural. El rendimiento se da como g de
riboflavina por g de fuente de carbono (para una explicacion adicional véase el texto).

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
1A747 natural 0,0004
BS3817 Pspols 0,0163
BS3944 Pspois_eliminacion lider 0,1150
BS5193 Pspois_aprE 0,1000
BS5196 Pspois_grPE 0,3700

Tabla 6B: Produccién de riboflavina de cepas de B. subtilis transducidas como se ha indicado, comparada con la
cepa sobreproductora de riboflavina de B. subtilis RB50 que lleva la secuencia lider rib natural. El rendimiento se da
como g de riboflavina por g de fuente de carbono (para una explicacion adicional véase el texto).

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
RB50 operon rib de tipo natural 0,46
BS3850 Pspols 1,57
BS5026 Pspois_eliminacion lider 2,16
BS5260 Pspols_aprkE 2,07
BS5244 Pspois_grPE 2,99
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La sustitucion del promotor de rib por un promotor constitutivo no regulado como Pspo15 aumentaba el rendimiento de
riboflavina en el cribado de matraces agitados comparado con un operoén rib de tipo natural regulado, en 41 veces en
un contexto génico de tipo natural y 3,4 veces en un contexto génico de RB50. Cuando se quité la secuencia lider rib
y el promotor Pspo15 se puso directamente frente a ribD, el rendimiento de riboflavina era de nuevo 7 veces mayor en
una cepa hospedante de tipo natural y 1,4 veces en el contexto génico de RB50. La sustitucion de la secuencia lider
rib por el elemento estabilizador de ARNm aprE mostré que no tenia influencia en el rendimiento en los dos
contextos génicos de cepas usadas antes. Sin embargo, sustituyendo la secuencia lider rib por el elemento
estabilizador de ARNm aprE, el rendimiento de riboflavina aumenté 3,7 veces en un hospedante de tipo natural y
1,44 veces en el contexto génico de RB50.

Con el fin de comprobar la influencia de la cepa hospedante con respecto al rendimiento del operdn rib modificado,
los lisados de 1A747 (operdn rib de tipo natural), BS5193, BS5196 y BS3944 también se transdujeron en ofra
variante de RB50 denominada BS5178 (spo0A’, rib::neo, ribCl, bpr::cam, tk Ut). Se llevaron a cabo cribados en
matraces agitados como se ha descrito antes. Los resultados, incluyendo los nombres de las nuevas cepas
construidas, se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: Produccién de riboflavina con cepas de B. subtilis transudicas como se ha indicado antes. El rendimiento se
da como g de riboflavina por g de fuente de carbono y comparado con el rendimiento de BS5240.

Cepa Mutacion de la secuencia lider rib Rendimiento [%]
BS5240 Pspois_eliminacion lider 100

BS5191 operon rib tipo natural 40

BS5237 Pspois_aprE 140

BS5238 Pspois_grPE 270

En el nuevo contexto génico de la cepa el efecto positivo de los elementos estabilizadores era mas pronunciado
cuando se ensayaba en el formato de matraces agitados. Ahora, el elemento estabilizador de ARNm aprE, también
aumentaba el rendimiento de la riboflavina en 40% comparado con una cepa que lleva el operén rib sin una
secuencia lider. El elemento estabilizador de ARNm grpE mostré un aumento de rendimiento de incluso 2,7 veces
comparado con la construccién sin una secuencia lider rib.

En nuevo contexto génico de la cepa el efecto positivo de los elementos estabilizadores era mas pronunciado
cuando se ensayaba en el formato de matraces agitados. Ahora, el elemento estabilizador de ARNm aprE, también
aumentaba el rendimiento de la riboflavina en 40% comparado con una cepa que lleva el operén rib sin una
secuencia lider. El elemento estabilizador de ARNm grpE mostré un aumento de rendimiento de incluso 2,7 veces
comparado con la construccién sin una secuencia lider rib.

Ejemplo 6: Combinacion de mutaciones ribO adicionales con eliminaciones de secuencia lider y promotores
constitutivos fuertes

De la misma forma que se introdujeron las mutaciones ribO RK41 (=RK61a), RK1a y "triple ribO", que combinan las
mutaciones ribO RK4, RK8, RK5 (=RK2) de Kil et al., 1992, en la secuencia lider rib, se pueden usar mutaciones
ribO adicionales descritas en Kil et al., 1992, para generar secuencias lider rib optimizadas alternativas. La
numeracion de las mutaciones se refiere a la secuencia lider rib mostrada en la SEQ ID NO: 42. Las mutaciones
descritas RK111a (G59A), RK116a (G56A), RK62a (G60A; idéntica a RK82a), RK93a (C87T), y RK27a (C128T) se
combinan con la eliminacion de terminador, la eliminaciéon SWITCH y la eliminacion mro175 (véase antes) junto con
un promotor constitutivo fuerte Pspo15 0 Pveg dependiendo del molde usado para la generacion del flanqueador 5’ y
flanqueador 3'. Cualquier mutacién eficaz como mutacion ribO se puede combinar de esta forma con los promotores
descritos y eliminaciones de secuencia lider.

Se usaron las siguientes parejas de cebadores para la construccion de las mutaciones ribO: pareja de cebadores
p111a_fip111a_r (SEQ ID NO: 83 y 84) para la construccion de RK111a, pareja de cebadores p116a_f/p116a_r
(SEQ ID NO: 85 y 86) para la construccion de RK116a, pareja de cebadores p62a_f/p62a_r (SEQ ID NO: 87 y 88)
para la construccion de RK62a, pareja de cebadores p93a_f/ p93a_r (SEQ ID NO: 89 y 90) para la construccion de
RK93a, y pareja de cebadores p27a_f/ p27a_r (SEQ ID NO: 91 y 92) para la construccion de RK27a. Estos
cebadores se usan en reacciones de la PCR como se describe en el ejemplo 2. Para la generacion del flanqueador
5’, se aplica el cebador p45 junto con el cebador antiparalelo. Para la generacion del flanqueador 3’, se aplica el
cebador directo junto con el cebador p51. Los flanqueadores 5 y 3’ se ensamblan en una tercera PCR usando los
cebadores p45 y p51 (véase el ejemplo 2). La transformacion y transduccion de cepas se lleva a cabo como se ha
descrito en el ejemplo 2. Para la sustitucion del promotor natural, se siguen las instrucciones de acuerdo con el
ejemplo 3, para la combinacidon de las mutaciones ribO con mutaciones de la secuencia lider se siguen las
instrucciones de acuerdo con el ejemplo 4.

Tabla 9: Moldes necesarios para la generacion de las construcciones de ribO por el método basado en la PCR como
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se ha descrito antes en ejemplos previos (para explicaciones adicionales véase el texto).

Designacion de la mutacion de la secuencia lider | Molde para el flanqueador 5' Molde para el flanqueador 3'
rib

Pspo1s_RK111a BS3817 BS3817

Pweg RK111a BS3811 BS3811
Pspo15_RK111a_eliminacion SWITCH BS3874 BS3874

Pveg RK111a_eliminacién SWITCH BS3811 BS3867
Pspo15s_RK111a_eliminacion terminador BS3871 BS3871

Pveg RK111a_eliminacién terminador BS3844 BS3844
Pspo15s_RK111a_eliminacion mro175 BS3817 BSmro175

Pveg RK111a_eliminacién mro175 BS3811 BSmro175

Los productos de la PCR generados para todas las construcciones citadas en la tabla 9 se transforman en BS3813.
La seleccion tiene lugar como se describe en el ejemplo 2 y se usan lisados de las cepas confirmadas para la
transduccion de BS3798. El rendimiento de riboflavina obtenido en los experimentos de matraces agitados como se
ha descrito antes, estd en los intervalos para las construcciones de RK41_eliminacion SWITCH o triple
ribO_eliminacion mro175 (véase la tabla 5). Estas cantidades son incluso mayores cuando se usa otro contexto
génico de cepa, como se ha descrito, por ejemplo, en el ejemplo 5.

Ejemplo 7: Generacion de cepas distintas de B. subtilis que llevan secuencias lider rib modificadas

Las construcciones descritas en los ejemplos anteriores se pueden usar para identificar/generar las
correspondientes modificaciones en las secuencias lider rib a partir de otras cepas que se sabe que tienen un
interruptor ribosémico en el sitio y que son cepas hospedantes adecuadas para la produccién de riboflavina.

Las partes correspondientes de las secuencias lider rib no modificadas se identifican en otros organismos de
acuerdo con el alineamiento representado en la figura 2 de Vitreschak et al., Nucleic Acid Res 30, 3141-3151, 2002.
Las mutaciones por eliminacion se generan como se ha descrito antes y opcionalmente se combinan con
mutaciones ribO (homdlogas a las identificadas en B. subtilis). Las construcciones se pueden combinar ademas con
promotores fuertes u otra modificacion conocida de la cepa hospedante como se ha descrito antes con el fin de
aumentar la produccién de riboflavina en condiciones de cultivo adecuadas que son conocidas para el experto en la
técnica.

Las construcciones descritas en los ejemplos anteriores se pueden usar para identificar/generar las
correspondientes modificaciones en las secuencias lider rib a partir de otras cepas que se sabe que tienen un
interruptor ribosémico en el sitio y que son cepas hospedantes adecuadas para la produccion de riboflavina.

Las partes correspondientes de las secuencias lider rib no modificadas se identifican en otros organismos de
acuerdo con el alineamiento representado en la figura 2 de Vitreschak et al., Nucleic Acid Res 30, 3141-3151, 2002.
Las mutaciones por eliminacion se generan como se ha descrito antes y opcionalmente se combinan con
mutaciones ribO (homodlogas a las identificadas en B. subtilis). Las construcciones se pueden combinar ademas con
promotores fuertes u otra modificacion conocida de la cepa hospedante como se ha descrito antes con el fin de
aumentar la produccién de riboflavina en condiciones de cultivo adecuadas que son conocidas para el experto en la
técnica.
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<110> DSM IP Assets B.V.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Produccion de riboflavina mejorada

<130> 26251

<160> 92

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1
< 211> 4230
< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 1

taaggacaaa
agtaaagcac
tttaagctga
aatgtttaaa
tttataaatt
agagtattat
caatccgcetce
titaaaatat
agagggtgcce
atgtgcagaa
taatccgett
ggaaggcatc
gacaggcctt
cagcacgggt
caggaaaaca
cttaacctygce
actctcgatt
tacgacggca
atttacactt

aggcatcatg

tgaataaaga
atttgettta
agccgacagt
aatgcatagt
cggggetttt
atgaagctgg
gteggcgety
ggtgaagcte
gacatttacg
ttgattatca
gtggctggaa
ctggcagacce
ccgtacgtea
gacagcaaat
caccaaagea
agactgcecga
cctgaggacyg
cgcgcagacy
gaaaccgage

tcggtgtatg

ttgtatectt
gagccegtga
gaaagtctgg
gttatttecct
ttgacggtaa
ccttagatcet
ttgtcgtaaa
atgcagaagt
ttacactcga
actctggtat
gagggatcag
aggeggagay
cgctaaaagce
ggatcacgtc
ttttagtegy
atgtaacaaa
ctaaagtgat
aggaaaagaa
gcattcaaat

tggaaggcag

cggggcaggyg
ccecgtgtgea
atgggagaag
attgcgtaaa
ataacaaaag
tgcgaagcag
ggacggacaa
tcatgccatc
accgtgcagce
caaaagagtg
catgatgaaa
gctgaatgaa
ggctgeccage
agaggctgea
agttggcaca
acagccggtt
ttgcgatcaa
aaaacggctt
tcctgatgtt

ttecagetgtt

tggaaatcce
taagcacgceyg
gatgatgagc
atacctaaag
aggggaggga
ggcgaaggac
attgtcggaa
catatggctg
cattacggaa
ttcgtggega
gaagctggceca
aaatttctgce
cttgacggca
agacaggatg
gtgaaagccg
cgggtcatac
atagcgceega
tcagcttteg
ttgaagatce

cacggaagcet

23

gaccggeggt
gtggattcag
cgctatgcaa
ccccegaattt
aacaaatgga
agaccgaatc
tgggcgccca
gagcacatgce
aaacaccgce
tgagagatcc
ttgaggtaag
actttatgag
agatagctac
ctcagcaata
acaatccgag
ttgataccgt
catggatttt
gagtgaacat
tagcggaaga

ttgtcaaaga

240

300

360

660

720

780

§40

960

1020

1080

1140

1200



aggetgtttt
tccecagetta
cactgatata
ggatggtgac
aagcaggygcea
ttggcgacag
aattcacagt
aaggaagcaa
tcgtctcagy
cagtttacta
caattactgt
tctecttaat
aagtgaatat
atgaaaataa
gaggaagatt
agtcatcatc
cgagcatgea
cacgcogete
tacagactct
tatcagcget
atctgatttt
gaaaagagcg
agccggegte
cattgaaatt
cecgttacaat
tgggacattt
tgtgatggga

tctcacaggt

caagaaatca
atcteeggtyg
acccaaatcg
catgtttaca
tgcaatggec
cattgcagty
ggatgttatg
agtaaatctg
ccatgtecgac
tgatttaaaa
ggatggcgty
accgcatacg
cgaatgegat
gacccaacaa
tgcatgtttce
gttgtagatg
acgecggaag
agtgaggaaa
caccacactyg
caagaaagat
cagogteoyy
ggccatacag
atttgtgaaa
gegaaaaage
ctgacaacac
aaggtttatg
gatgtgccgt

gacgtgtttg

tettetattt
aaggttttca
gceogtgatat
ggaattateg
ttaactatta
aacggcattt
cctgaaacag
gaaagagcga
ggaactgegyg
atggacccgt
agcttaacca
atcagcgaaa
atgatcggaa
accattacaa
atccgataga
atgaagacag
tcattaactt
tcogecagacag
catttaccgt
cttttaccegt
ggcacatttt
aagctgctgt
ttatgaatga
atcaattaaa
ttotcgageg
gatacacaaa
tcggagaaga

goctotcatceg
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tgccectaaa
atcaatgaaa
caaactgacg
aagaaacagg
aatgctcaaa
gtctgactgt
tcaaagctac
tggcggcaaa
aaatcacacg
cattaacaaa
tattcggect
cgatctttte
aatatatgta
aagccttett
agaagcactg
agaaaatgaa
tatggegaca
gcttgatett
aagcatagac
tcaagcattg
tccactgatt
tgatcttget
agacggaacyg
aatgatcacce
tgaagttgac
tgaggtagat
accggtattg

ctgtgattge

ctaatcggag
gatgtcecect
gcaaaaccga
cacaatcgaa
gattttagag
cactgatttt
gtcactgaat
cggeegttte
aattgaagag
aacattggtt
gacagaagac
agaaaaaacg
togatttttyg
aagcgaaaac
gacgctttaa
ggagactttg
catgggagayg
cacccetatgg
catcgtgaaa
ctggacagca
gogaaaaaaqg
gaagcttgeg
atggcgagag
attaaggatt
attacgctgc
ggaaaagagc
gtccgggtge

ggaccgeagce

24

gaacgcatge
tattacaatt
caaaggaata
tccatgaaaa
gatgttcate
acaaaaaate
gatttaacaa
ggaggccatt
aaaagcaacyg
ttaaagggat
acagtgacga
atcggcteta
cataaagcca
ggcttttaga
aaaaaggcga
tggctcttge
gactgatctyg
ttgagcataa
cgaagacagyg
aatecegtgee
gaggtgtecet
gatctccagg
tgcetgaget
tgattcaata
ctactgattt
atgtcgeatt
attcagaatg

tgcacgcocge

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

2340

2400

2460

2700

2760

2820

2880
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25

gctgaaccaa
aggcatcggt
cgtagaagcc
acaaatttta
aatcgecaggce
ggcgaaagaa
tcatttctaa
aatttagttg
acgagcaagce
gacattgatyg
gcggaaacaa
acacattacg
actggtgtac
cgtgecggca
gcaaatttaa
tgatataatg
tggatataga
ggggcttett
ggactacgaa
cggagcaatc
tccttectecat
caaaacgcaa

tcagcaggat

<210> 2
<211>22
<212> ADN

attgcegeag
ttaatcaata
aatgaggcge
cgcgaccteg
cttgaagget
cacaataaaa
tcacaaatat
gtacaggtct
tgctgagegg
tggettgggt
aaaaatatga
attatgtctg
ctgtcatett
caaaagcggg
accgcetcatt
tgagaaaacg
ggggttttta
tegtttatge
acggatacaqg
ggagtcgaaa
cgccatcaag
gtactggttc

caagacattt

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador

<400> 2

gcttgggctg caggtcgaga tc

<210>3
<211> 26
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador

<400> 3

gttcaaaatg gtatgcgttt tgacac

<210> 4
<211>49

aaggcegtgg
aattaaaagc
ttggattctt
gtgtccggaa
acggactcag
aatatttgea
cacaaaaaaqg
taaaatcgga
agcagaagat
tccaggegca
tgctattatc
caatgaagcet
tggaattgta
caacaaaggt
tgaataattt
gatcacctat
tgttaattcg
cgaatgaaaa
accgecaget
aaaaggattc
gaatcggaaa
caaatgaatt

catacaataa
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agtgctcetg
ttataagett
gcocggatctt
tatgaagctt
tatttcagaa
aaccaaaatg
gatgggaatce
atcgtagtag
gogetgetca
tttgaaatac
acattgggca
gcaaaaggca
acaactgaaa
gtagattgtg
gctgaaaaca
tcgtatcegt
ttataaaaaa
agaccttaag
ctttetttgg
tgaggttgag
acagatgatg

aacgcagage

tacttgegee
caggaacaag
cgcaactatg
ttgacgaata
agagtgeege
aacaagctayg
atatgaatat
gaagatttaa
gacatggegt
cgtttgetge
ctgtcatcag
tcgegeaage
acatcgaaca
ctgtttetge
gtttaaaaat
taatagcaga
tcgtttgaaa
cagcttcage
aaagaggacy
atccggeata
gatgctttaa

tttttegaac

22

26

25

aagaaggacyg
gctatgacac
gcatcggage
atccgcgaaa
ttcaaatgga
gtcatttact
catacaagga
tgattttatt
agacacaaat
gaaaaaaatyg
aggcgcaacy
agcaaacact
ggctatcgag
cattgaaatg
atggcgaaaa
ctggacattt
agattgcgat
agacaattaa
aggatatcegt
tcagtgtgaa
agcatttatt

gttgtcaagyg

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3340

3600

3660

3720

3780

3200

3960

4020

4080

4140

4200

4230
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<212> ADN
< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 4
gatctcgacc tgcagcccaa gcgaaataaa cttacaattt gagaaaaac 49

<210>5
<211> 21
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 5
acatattccc gttatgcatc g 21

<210>6
<211> 47
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 6
gtgtcaaaac gcataccatt ttgaacgagt tggcacagtg aaagccg 47

<210>7
<211>23
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 7
ctattccttt gtcggttttg ccg 23

<210> 8
<211>39
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 8
aatacctaaa gccccgaaga cggtaaataa caaaagagg 39

<210>9
<211>23
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 9
ttcggggctt taggtatttt acg 23

<210> 10
<211>42

26
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<212> ADN
< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 10
cctattgcgt aaaataccta aagacggtaa ataacaaaag ag

<210> 11
<211>29
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 11
tttaggtatt ttacgcaata ggaaataac

<210> 12
<211>72
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 12

42

29

taatttaaat tttatttgac aaaaatgggc tcgtgttgta caataaatgt agtgataagg 60

acaaatgaat aa 72

<210> 13
<211>50
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 13
tttgtcaaat aaaatttaaa ttagaaataa acttacaatt tgagaaaaac

<210> 14
<211>80
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 14

50

taaaaatttt acaaaaaggt attgacttte cctacagggt gtgtaataat ttaattataa

ggacaaatga ataaagattyg

<210> 15
<211> 51
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 15
caataccttt tigtaaaatt tttagaaata aacttacaat ttgagaaaaa c

51
27

60

80
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<210> 16
<211> 21
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 16
ccgtgacccg tgtgcataag ¢

<210> 17
<211>25
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 17
aaatggaaat cccgaccggc ggtag

<210> 18
<211> 41
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 18
tatgcacacg ggtcacggac tctaaagcaa atgtgcttta c 41

<210> 19
<211> 51
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 19
ctaccgccgg tcgggattte cattttgcce cgaaggatac aatctttatt ¢

<210> 20
<211> 21
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 20
tttaagctga agccgacagt g

<210> 21
<211>37
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 21
tgtcggcttc agcttaaatt gaatccaccg cgtgctt

28

21

25

51

21

37
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<210> 22
<211> 46
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 22
gccccgattt ttttataaat tttttgacgg taaataacaa aagagg

<210> 23
<211>30
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 23
aaaaaattta taaaaaattc ggggctttag

<210> 24
<211>22
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 24
tttaggtatt ttacgcaata gg

<210> 25
<211>48
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 25
cctattgcgt aaaataccta aattttttat aaattcgggg cttttttg

<210> 26
<211>42
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 26
agtctggatg ggagaaggat ggacggtaaa taacaaaaga gg

<210> 27
<211>42
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 27
cagtttaagc tgaagccatg ggacggtaaa taacaaaaga gg

30

22

48

42

42
29

46
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<210> 28
<211> 21
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 28
catccttctc ccatccagac t 21

<210> 29
<211> 21
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 29
ccatggcttc agcttaaact g 21

<210> 30
<211>24
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 30
ataattaaat tattacacac cctg 24

<210> 31
<211>45
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 31
cagggtgtgt aataatttaa ttgacggtaa ataacaaaag agggg 45

<210> 32
<211>53
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 32
ttttaagtaa gtctactctg aattttttta gacggtaaat aacaaaagag ggg 53

<210> 33
<211> 56
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 33
cagagtagac ttacttaaaa gactattctg caatctttat tcatttgtcc ttataa 56

30
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<210> 34
<211> 61
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 34
cctgtectte tecttacact ttgagggagg tgaacacaga cggtaaataa caaaagaggqg 60

g 61

<210> 35
<211>64
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 35
gtgtaaggay aaggacaggt gotgecctte gataaaateca atctttatte atttgtectt 60

ataa 64

<210> 36
<211>8

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> eliminacién

<400> 36
ttcggggce 8

<210> 37
<211>8

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> eliminacién

<400> 37
gccccgaa 8

<210> 38
<211>25
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> eliminacion

<400> 38

ttttttataa attcggggct ttttt 25

<210> 39
<211>33
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> eliminacién

31
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<400> 39
gccccgaatt ttttataaat tcggggcttt tit 33

<210> 40
<211>98
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> eliminacién

<400> 40
atgagccget atgraaaatg tttaaaaatg catagtgtta tttectattg cgtaaaatac

ctaaagccce gaatttttta taaattcggg getttttt

<210> 41
<211>128
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> eliminacién

<400> 41
gacagtgaaa gtctggatgy gagaaggatg atgagecgcet atgcaaaaty titaaaaatyg

catagtgtta tttectattg cgtazsaatac ctaaagecocc gaatttttta taasttcggg

gotttttt

<210> 42

< 211> 263

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 42
ataaggacaa atgaataaag attgtatcct tcggggcagg gtggaaatcce cgaccggegyg

tagtaaagca catttgcttt agagcecccgtg accegtgtge ataagcacge ggtggattca
gtttaagctyg aageccgacag tgaaagtcectg gatgggagaa ggatgatgag ccgctatgcea
aaatgtttaa aaatgcatag tgttatttcce tattgegtaa aatacctaaa gccccgaatt

ttttataaat tcggggettt ttt

<210> 43

<211> 41

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 43
acagaatagt cttttaagta agtctactct gaattttttt a 41

<210> 44

< 211> 57

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 44
attttatcga agggcagcac ctgtccttct ccttacactt tgagggaggt gaacaca 57

<210> 45
<211> 328

32

60

28

60

120

128

240

263
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<212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 45
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcaattta
atgcaaaatg

gaatttttta

<210> 46
<211> 328
<212> ADN

tcaaattgta
gacaaatgaa
aagcacattt
agctgaagcec
tttaaaaatg

taaattcggg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 46
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta
atgcaaaatg

gaatttttta

<210> 47
<211> 328
<212> ADN

tcaaattgta
gacaaatgaa
aagcacattt
agctgaagee
tttaaaaatg

taaattcggg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 47
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta
atgcaaaatg
gaatttttta
<210> 48

<211> 320
<212> ADN

tcaaattgta
gacaaatgaa
aagcacattt
agctgaagcc
tttaaaaatg

taaattcggyg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 48
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta
atgcaaaatg

gaatttttta

tcaaattgta
gacaaatgaa
aagcacattt
agctgaagcec
tttaaaaatg

taaatttttt

agtttatttc
taaagattgt
getttagage
gacagtgaaa
catagtgtta

gotttttt

agtttattte
taaagattgt
gctttagagt
gacagtgaaa
catagtgtta

gotttttt

agtttatttce
taaagattgt
getttagage
gacagtgaaa
catagtgtta

getttttt

agtttatttc
taaagattgt
gctttagage
gacagtgaaa

catagtgtta
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attgegtact
atccttcecggg
cogtgacoecey
gtctggatgg

tttcctattg

attgcgtact
atcctteggg
ccgtgacecyg
gtctggatgy

tttcctattg

attgcgtact
atccttcoggy
cegtgaceey
gtctggatgg

tttectattg

attgegtact
atccttcecggg
cogtgacoecey
gtctggatgg

tttcctattg

ttaaaaagga
gcagggtgga
tgtgcataag
gagaaggatg

cgtaaaatac

ttaaaaagga
gcadggtgga
tgtgcataag
gagaaggatyg

cgtaaaatac

ttaaaaagga
gcaaaatgga
tgtgcataaqg
gagaaggatg

cgtaaaatac

ttaaaaagga
gcagggtgga
tgtgcataag
gagaaggatg

cgtaaaatac

33

tcgetataat
aatccecgace
cacgcggtygy
atgagccgcet

ctaaagccceo

tegetataat
aatcceocgace
cacgcggtgy
atgageeget

ctaaagccceo

tcgotataat
aatcccgace
cacgeggtyg
atgagceget

ctaaagcecc

tcgetataat
aatccecgace
cacgcggtygy
atgagccgcet

ctaaagccceo

60

120

180

60

120

180

240

328
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<210> 49
<211> 320
<212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 49
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta
atgcaaaatg

tataaattcg

<210> 50
<211>303
<212> ADN

tcaaattgta
gacaaatgaa
aagcacattt
agctgaagee
tttaaaaatg

gggetttttt

< 213> Bacillus subtilis

<400> 50
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta
atgcaaaatg
gaa
<210> 51

<211> 295
<212> ADN

tcaaattgta

gacaaatgaa

aagcacattt

agctgaagcee

tttaaaaatg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 51
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta

atgcaaaatg

<210> 52
<211> 230
<212> ADN

tcaaattgta
gacaaatgaa
aagcacattt
agctgaagce

tttaaaaatg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 52
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta

<210> 53
<211> 204

tcaaattgta
gacaaatgaa
aagcacattt

agctgaagcec

agtttattte
taaagattgt
gctttagage
gacagtgaaa

catagtgtta

agtttatttce
taaagattgt
getttagage
gacagtgaaa

catagtgtta

agtttatttc
taaagattgt
gctttagage
gacagtgaaa

catagtgtta

agtttattte
taaagattgt
gctttagagce

gacagtgaaa
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attgcgtact
atcctteggg
ccgtgacecyg
gtctggatgy

tttcctattg

attgcgtact
atccttcoggy
cegtgaceey
gtctggatgg

tttectattg

attgecgtact
atccttecggg
ccgtgacceey
gtctggatgg

tttectattg

attgegtact
atcetteggy
ccgtgaccecy

gtctggatgg

ttaaaaagga
geagggtgga
tgtgcataag
gagaagygaty

cgtaaaatac

ttaaaaagga
gcagggtgga
tgtgcataaqg
gagaaggatg

cgtaaaatac

ttaaaaagga
gcagggtgga
tgtgcataag
gagaaggatg

cgtaaaatac

ttaaaaagga
gcagggtgga
tgtgcataag

gagaaggatg

34

tegetataat
aatcceocgace
cacgcggtgy
atgageeget

ctaaattttt

tcgotataat
aatcccgace
cacgeggtyg
atgagceget

ctaaagcecc

tcgetataat
aatccecgacce
cacgcggtag
atgagccget

ctaaa

tecgetataat
aatcecgacce

cacgcggtgyg

60

120

180

240

320

240

295

60

120
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<212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 53
tttgttttte

aaccaataag
ggcggtagta
attcagttta

<210> 54
<211>65
<212> ADN

tcaaattgta

gacaaatgaa

aagcacattt

agctgaagcee

< 213> Bacillus subtilis

<400> 54
Lttgttttte

aacca

<210> 55
<211> 349
<212> ADN

tcaaattgta

< 213> Bacillus subtilis

<400> 55
tttgttttte

cctacagggt
ggcagggtoy
gtgtgcataa
ggagaaggat
gocgtaaaata

<210> 56
<211> 347
<212> ADN

tcaaattgta
gtgtaataat
aaatcccgac
gcacgcggtyg
gatgagcocge

cctaaagecec

< 213> Bacillus subtilis

<400> 56
tttgttttte

tegtgttgta
cagggtggaa
gtgcataagce
agaaggatga
gtaaaatacc

<210> 57
<211> 347
<212> ADN

tcaaattgta
caataaatgt
atcoccegaceg
acgcggtaga
tgagccgeta

taaagccoeg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 57
tttgttttte

tcgtgttgta

caaaatggaa

tcaaattgta
caataaatgt

atccecgaccg
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agtttatttc attgegtact

ttaaaaagga

taaagattgg atccttcecggyg gcagyggtgga

gctttagage cecgtgacceg tgtgtataag

atgg

agtttattte attgegtact

agtttatttc taaaaatttt

ttaattataa ggacaaatga

coggeggtagt aaagcacatt
gattcagttt aagctgaagc
tatgcaaaat gtttaaaaat

cgaatttttt ataaattcgg

agtttatttc taatttaaat

agtgataagg acaaatgaat
gcggtagtaa agcacatttg
ttcagtttaa gectgaageey
tgcaaaatgt ttaaaaatgc

aattttttat aaattcgggg

agtttatttc taatttaaat

agtgataagg acaaatgaat

gcggtagtaa agcacatttg

ttaaaaagga

acaaaaaggt
ataaagattg
tgctttagag
cgacagtgaa
gcatagtgtt

ggctttttt

tttatttgac
aaagattgta
ctttagagcce
acagtgaaag
atagtgttat

ctttttt

tttatttgac
aaagattgga

ctttagagcc
35

tcgetataat
aatcccgace

cacgcggtgg

tegotataat

attgacttto
tatccttecgg
ceogtgacee
agtctggatg

atttcctatt

aaaaatggge
tecttegggy
cgtgaccogt
tetggatggy

ttcctattge

aaaaatgggce
tcotteggag

cgtgacccgt

60

120

204

60

65

60

180

240

247

60

120

180
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gtgcataagc
agaaggatga
gtaaaatacc
<210> 58

<211> 347
<212> ADN

acgcggtgga
tgagcegceta

taaagccecg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 58
tttgttttte

togtgttgta
cagggtggaa
gtgcataagc
agaaggatga
gtaaaatacc

<210> 59
<211> 349
<212> ADN

tcaaattgta
caataaatgt
atcccgaccy
acgeggtgga
tgagccgeta

taaagccoeg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 59
tttgttttte

cctacagggt
ggcagggtgg
gtgtgcataa
ggagaaggat
gocgtaaaata

<210> 60
<211> 328
<212> ADN

tcaaattgta
gtgtaataat
aaatccecgac
gcacgcggty
gatgagcoge

cctaaagecec

< 213> Bacillus subtilis

<400> 60
tttgttttte

tcgtgttgta
cagggtggaa
gtgcataagc
agaaggatga
gtaaaatacc
<210> 61

<211> 324
<212> ADN

tcaaattgta
caataaatgt
atcccgaccg
acgcggtgga
tgagcegceta

taaagccecg

< 213> Bacillus subtilis

ttcagtttaa
tgcazaatgt

aattttttat

agtttatttc
agtgataagg
gocggtagtaa
ttcagtttaa
tgcaaaatgt

aattttttat

agtttattte
ttaattataa
cggcggtagt
gattcaattt
tatgcaaaat

cgaatttttt

agtttatttc
agtgataagg
gcggtagtaa
ttcaatttaa
tgcazaatgt

aatttett
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gctgaagecyg
ttaaaaatge

aaattcgggg

taatttaaat
acaaatgaat
agcacatttg
gctgaagecg
ttaaaaatgc

aaattcgggg

taaaaatttt
ggacaaatga
aaagcacatt
aagctgaage
gtttaaaaat

ataaattcgg

taatttaaat
acaaatgaat
agcacatttg
gctgaagecyg

ttaaaaatge

acagtgaaag
atagtgttat

cttttte

tttatttgac
aaagattgta
ctttagagte
acagtgaaag
atagtgttat

ctttttt

acaaaaaggt
ataaagattg
tgetttagag
cgacagtgaa
gcatagtgtt

ggctttttt

tttatttgac
aaagattgta
ctttagagcc
acagtgaaaqg

atagtgttat

36

tctggatggg

ttcctattage

aaaaatgggc
teocttoegggyg
cgtgacccgt
tctggatggg

ttcctattge

attgacttte
tatccttogg
cceogtgacee
agtctggatyg

atttcctatt

aaaaatgggc
tccttegggyg
cgtgacccgt
tctggatggg

ttcctattage

240

300

347

60

120

180

60

120

240

300

349

60

120

240

300

328
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<400> 61
tttgttttte

cctacagggt
ggcagggtog
gtgtgcataa
ggagaaggat
gocgtaaaata

<210> 62
<211> 322
< 212> ADN

tcaaattgta
gtgtaataat
aaatcccgac
gcacgcggtyg
gatgagcoge

cctaaagecc

< 213> Bacillus subtilis

<400> 62
tttgttttte

tegtgttgta
cagggtggaa
gtgcataagce
agaaggatga
gtaaaatacc

<210> 63
<211> 316
<212> ADN

tcaaattgta
caataaatgt
atcoccegaceg
acgcggtaga
tgagccgeta

taaagccoeg

< 213> Bacillus subtilis

<400> 63
tttgttttte

cctacagggt
ggcagggtgg
gtgtgcataa
ggagaaggat
gcgtaaaata
<210> 64

<211> 314
<212> ADN

tcaaattgta
gtgtaataat
aaatccecgac
gcacgeggtg
gatgagccge

cctaaa

< 213> Bacillus subtilis

<400> 64
tttgttttte

togtgttgta
cagggtggaa
gtgcataagc
agaaggatga
gtaaaatacc

<210> 65
< 211> 251

tcaaattgta
caataaatgt
atcccgaccy
acgeggtgga
tgagccgeta

taaa

agtttatttc
ttaattataa
cggeggtagt
gattcagttt
tatgcaaaat

cgaa

agtttattte
agtgataagg
gcggtagtaa
ttcagtttaa
tgcaaaatgt

aa

agtttatttc
ttaattataa
cggeggtagt
gattcagttt

tatgcaaaat

agtttatttc
agtgataagg
goggtagtaa
ttcagtttaa

tgcaaaatgt
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taaaaatttt
ggacaaatga
aaagcacatt
aagctgaagce

gtttaaaaat

taatttaaat
acaaatgaat
agcacatttyg
gctgaageey

ttaaaaatgc

taaaaatttt
ggacaaatga
aaagcacatt
aagctgaage

gtttaaaaat

taatttaaat
acaaatgaat
agcacatttg
gctgaagecg

ttaaaaatgc

acaaaaaggt
ataaagattg
tgctttagag
cgacagtgaa

gcatagtgtt

tttatttgac
aaagattgta
ctttagagce
acagtgaaagq

atagtgttat

acaaaaaggt
ataaagattg
tgctttagag
cgacagtgaa

gecatagtgtt

tttatttgac
aaagattgta
ctttagagcce
acagtgaaag

atagtgttat

37

attgactttc
tatccttegyg
cccgtgacce
agtctggatg

atttcctatt

aaaaatggge
tecttegggy
cgtgaccogt
tetggatggy

ttcctattge

attgactttc
tatccttegg
cccgtgacce
agtctggatyg

atttcctatt

aaaaatgggc
teocttoegggyg
cgtgacccgt
tctggatggg

ttcctattge

60

120

180

60

120

180

240

60

120

240

300

316

60

120

180
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< 212> ADN
< 213> Bacillus subtilis

<400> 65

tttgtttttc tcaaattgta

cctacagggt gtgtaataat

ggcagggtgg aaatcccgac

gtgtgcataa gcacgcggtg

ggagaaggat g

<210> 66

< 211> 86

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 66
tttgtttttc tcaaattgta

cctacagggt gtgtaataat

<210> 67

< 211> 225

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 67

tttgtttttc tcaaattgta

cctacagggt gtgtaataat

ggcaaaatgg aaatcccgac

gtgtgtataa gcacgcggty
<210> 68

< 211> 223

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 68

tttgtttttc tcaaattgta

tcgtgttgta caataaatgt

caaaatggaa atccegacey

gtgtataagc acgcggtgga
<210> 69

<211> 316

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis
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agtttatttc taaaaatttt acaaaaaggt

ttaattataa ggacaaatga ataaagattg

cggeggtagt aaagcacatt tgctttagag

gattcagttt aagctgaagc cgacagtgaa

agtttatttc taaaaatttt acaaaaaggt

ttaatt

agtttatttc taaaaatttt acaasaaggt

ttaattataa ggacaaatga ataaagattyg

cggeggtagt aaagcacatt tgctttagag

gattcagttt aagctgaage catgg

agtttatttc taatttaaat tttatttgac

agtgataagg acaaatgaat aaagattgga

geggtagtaa ageacatttyg ctttagagee

ttcagtttaa gctgaagcca tgg

38

attgacttte
tatccttogg
cocgtgacce

agtctggatg

attgacttte

attgacttte
gatcctteog

cccgtgaccee

aaaaatgggc
tcottegggg

cgtgaceegt

60

120

60

60

120

225
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<400> 69
tttgttttte

cctacagggt
ggcagggtgg
gtgtgcataa
ggagaaggat
gocgtaaaata

<210> 70
< 211> 251
< 212> ADN

tcaaattgta
gtgtaataat
aaatccecgac
gcacgcggty
gatgagcoge

cctaaa

< 213> Bacillus subtilis

<400> 70
tttgttttte

cctacagggt
ggcagggtgg
gtgtgcataa
ggagaaggat
<210> 71

<211> 249
<212> ADN

tcaaattgta
gtgtaataat
aaatccecgac
gcacgeggtg

g

< 213> Bacillus subtilis

<400> 71
tttgttttte

tcgtgttgta
cagggtggaa
gtgcataagc
agaaggatg
<210>72

<211> 186
<212> ADN

tcaaattgta
caataaatgt
atcccgaccy

acgcggtgga

< 213> Bacillus subtilis

<400> 72

agtttatttce
ttaattataa
cggcggtagt
gattcagttt

tatgcaaaat

agtttatttc
ttaattataa
cggoggtagt

gattcagttt

agtttatttc
agtgataagg
gcggtagtaa

ttcagtttaa
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taaaaatttt
ggacaaatga
aaagcacatt
aagctgaagce

gtttaaaaat

taaaaatttt
ggacaaatga
aaagcacatt

aagctgaage

taatttaaat
acaaatgaat
agcacatttg

gctgaagceyg

acaaaaaggt
ataaagattg
tgctttagag
cgacagtgaa

gcatagtgtt

acaaaaaggt
ataaagattg
tgctttagag

cgacagtgaa

tttatttgac
aaagattgta
ctttagagtc

acagtgaaag

tttgtttttc tcaaattgta agtttatttc taaaaatttt acaaaaaggt

cctacagggt gtgtaataat ttaattataa ggacaaatga ataaagattg

ttttaagtaa gtctactctg aattttttta gacggtaaat aacaaaagag

caaatg

<210> 73
<211> 203
<212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

39

attgacttte
tatccttegg
tccgtgacee
agtctgygatyg

atttcctatt

attgactttce
tatccttcag
tccecgtgacce

agtctggatg

aaaaatgggc
tcocttecggygy
cgtgacccgt

tctggatggy

attgacttte
cagaatagte

gggagggaaa

60

120

240

300

316

60

120

60

120

180

240

249

60

120

180

186
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<400> 73
tttgttttte

cctacagggt
agggcagcac
aaaagaggyy
<210>74

<211> 263
<212> ADN

tcaaattgta

gtgtaataat

ctgtcocttet

agggaaacaa

< 213> Bacillus subtilis

<400> 74

ataaggacaa
tagtaaagca
atttaagctyg
aaatgtttaa

ttttataaat

<210>75
<211> 263
<212> ADN

atgaataaag
catttgettt
aagecgacag
aaatgcatag

tcggggettt

< 213> Bacillus subtilis

<400> 75

ataaggacaa
tagtaaagca
Jgtttaagcty
aaatgtttaa

ttttataaat

<210> 76
<211> 263
<212> ADN

atgaataaag
catttgcttt
aagccgacag
aaatgcatag

tcggggettt

< 213> Bacillus subtilis

<400> 76

ataaggacaa
tagtaaagca
gtttaagctyg
aaatgtttaa

ttttataaat

<210> 77
<211> 263
<212> ADN

atgaataaag
catttgettt
aagccgacag
aaatgcatag

tcggggettt

< 213> Bacillus subtilis

<400> 77

ataaggacaa atgaataaag

tagtaaagca catttgcttt
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agtttatttc taaaaatttt acaasaaggt

ttaattataa ggacaaatga ataaagattyg

ccttacactt tgagggaggt gaacacagac

atg

attgtatcet
agagcccgtg
tgaaagtctg
tgttatttcc

ttt

attgtatccet
agagtocgtyg
tgaaagtcty
tgttatttcc

ttt

attgtatccet
agagcccgtg
tgaaagtctg
tgttatttec

ttt

tcggggcagyg
acccgtgtge
gatgggagaa

tattgcgtaa

tcggggcagyg
acccgtgtge
gatgggagaa

tattgcgtaa

tcggggeaaa
acccgtgtge
gatgggagaa

tattgcgtaa

gtggaaatcc
ataagcacgc
ggatgatgag

aatacctaaa

gtggaaatce
ataagcacge
ggatgatgag

aatacctaaa

atggaaatcc
ataagcacgce
ggatgatgag

aatacctaaa

attgacttte
attttatcca

ggtaaataac

cgaccggegyg
ggtggattca
ccgctatgea

gccecgaatt

cgacegygegy
ggtggattca
ccgctatgca

gccecgaatt

cgaccggegyg
ggtggattca
ccgctatgea

gcoceogaatt

attgtatcet tcggggecagg gtggaaatcc cgaccggegg

agagccecgtyg acccgtgtge ataagcacgce ggtggattca

40

60

120

180

203

240

263

60

120

240

263

240

263

60

120
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gtttaagctyg aagccgacag tgaaagtctyg gatgggagaa ggatgatgag
agatgtttaa aaatgcatag tgttatttce tattgcgtaa zatacctaaa

ttttataaat tcggggcettt ttt

<210>78

< 211> 230

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 78
ataaggacaa atgaataaag attgtatcct tcggggcagg gtggaaatce

tagtaaagca catttgettt agageccegty acccegtgtge ataagcacge
gtttaagetg aagoecgacag tgaaagtctg gatgggagaa ggatgatgag
aaatgtttaa aaatgcatag tgttatttecc tattgegtaa aatacctaaa

<210>79

< 211> 255

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 79
ataaggacaa atgaataaag attgtatcct tcggggcagg gtggaaatcc

tagtaaagca catttgcttt agagcccgtg acccghtgtge ataagcacgce
gtttaagctyg aagecgacag tgaaagtctg gatgggagaa ggatgatgag
aaatgtttaa aasatgcatag tgttatttcc tattgcgtaa aatacctaaa
ttttataaat tLttt

<210> 80

<211> 255

< 212> ADN
< 213> Bacillus subtilis

<400> 80
ataaggacaa atgaataaag attgtatcct tcggggcagg gtggaaatcc

tagtaaagca catttgcttt agagcccgtg acccgtgtge ataagcacgce
gtttaagctyg aagccgacayg tgaaagtctg gatgggagaa ggatgatgag
aaatgtttaa aaatgcatag tgttatttcc tattgcgtaa aatacctaaa

attcggoget ttttt

<210> 81

< 211> 165

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 81
ataaggacaa atgaataaag attgtatcct tcggggeagg gtggaaatce

tagtaaagca catttgcttt agagcccgtg acccgtgtge ataagcacgce
gtttaagctyg aagccgacag tgaaagbctg gatgggagaa ggatg
<210> 82

<211>135

41

ccgctatgea

gcceccgaatt

cgaccggegg
ggtggattca

cegetatgca

cgaccggegy
ggtggattca
cecgetatgea

goccocgaatt

cgaccggegyg
ggtggattca
ccgctatgea

ttttttataa

cgaccggcqgg

ggtggattca

180

263

60

120

180

230

60

120

240

255

60

120

165
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< 212> ADN
< 213> Bacillus subtilis

<400> 82
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ataaggacaa atgaataaag attgtatcct tcggggcagg gtggaaatcc cgaccggcegg

tagtaaagca catttgettt agagccegtg acccgtgtge ataagcacgce ggtggattca

gtttaagctyg aagcc

<210> 83
<211> 26
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 83
gtagtaaagc acatttgctt tagagc

<210> 84
<211> 36
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 84
caaatgtgct ttactactgc cggtcgggat ttccac

<210> 85
<211> 21
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 85
gcggtagtaa agcacatttg ¢

<210> 86
<211>40

<212> ADN
< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador
<400> 86

caaatgtgct ttactaccgc tggtcgggat ttccaccctg

<210> 87
<211> 26
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 87
tagtaaagca catttgcttt agagcc

26

36

21

40

26

42

60

120
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<210> 88
<211>45
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 88
gctctaaagc aaatgtgctt tactatcgcc ggtcgggatt tccac

<210> 89
<211> 21
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 89
gtgacccgtg tgcataagca c

<210> 90
<211>45
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 90
tgcttatgca cacgggtcac aggctctaaa gcaaatgtgc tttac

<210> 91
<211>22
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 91
tgaagccgac agtgaaagtc tg

<210> 92
<211> 41
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> cebador

<400> 92
gactttcact gtcggcttca acttaaactg aatccaccgc g

45

21

45

22

41

43
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que comprende un polinucleétido que codifica una secuencia lider del operén de riboflavina
(secuencia lider rib), en donde una secuencia de ADN de acuerdo con la SEQ ID NO: 42 se ha modificado por
introduccion de eliminaciones en el extremo 3’, en donde el polinucleétido modificado se selecciona del grupo que
consiste en:

(a) polinucledtidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 42, que comprenden una eliminacion de al menos las secuencias
de acuerdo con los nucleétidos 166 a 263 mostradas en la SEQ ID NO: 42,

(b) polinucleétidos cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con el polinucleétido como se
define en (a),

(c) polinucledtidos que son al menos 95 o 98% idénticos al polinucleétido como se define en (a), y
(d) polinucledtidos que son la cadena complementaria del polinucleétido definido en (a) a (c);

en donde dicho polinucleétido que codifica dicha secuencia lider rib comprende ademas una o mas mutaciones ribO
en el elemento RFN de acuerdo con los nucledtidos 25 a 164 mostrado en la SEQ ID NO:42, y en donde la
acumulacion del transcrito de ARNm de rib de longitud completa, intacto, aumenta en al menos 5% comparado con
una secuencia lider rib no modificada.

2. El polinucledtido segun la reivindicacion 1, en donde la eliminacion en el extremo 3’ de la secuencia lider rib es
una eliminacion de los nucledtidos 136 a 263 mostrada en la SEQ ID NO: 42.

3. El polinucledtido segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la eliminacion en el extremo 3’ de la secuencia lider rib
consiste en los nucledtidos 166 a 263 o0 136 a 263 mostrada en la SEQ ID NO: 42.

4. El polinucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde una secuencia lider rib
modificada mostrada en la SEQ ID NO: 81 u 82, se ha modificado ademas por introduccién de una o mas
mutaciones ribO en el elemento RFN de acuerdo con los nucledtidos 25 a 164 mostrados en la SEQ ID NO: 42.

5. El polinucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las sustituciones en el elemento
RFN se seleccionan de una o mas sustituciones en una posicién correspondiente a T31, G39, G40, G41, C55, C85,
C86, G88, C93, A116, G121, C128, y combinaciones mostradas en la SEQ ID NO: 42.

6. El polinucleétido segun la reivindicacion 5, en donde la una o mas sustituciones se seleccionan del grupo que
consiste en G39A, G40A, G41A, C85T, G121A, y combinaciones de las mismas.

7. El polinucledtido segun la reivindicacion 6, en donde las sustituciones son una combinacion de G39A, G40A y
G41A.

8. El polinucledtido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, seleccionado del grupo que consiste en
polinucleétidos que comprenden la secuencia de nucleétidos de acuerdo con las SEQ ID NO: 67, 68, 69, 70 o0 71.

9. Un microorganismo que produce riboflavina que comprende un polinucleétido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

10. El microorganismo que produce riboflavina segun la reivindicacion 9, que produce al menos 5% mas riboflavina
a partir de una fuente de carbono dada, comparado con la produccion de riboflavina usando un microorganismo que
lleva una secuencia lider rib no modificada codificada por un polinucleétido como se muestra en la SEQ ID NO: 42.

11. El microorganismo que produce riboflavina segun la reivindicacién 9 o 10, en donde la acumulacion de ARNm
de riboflavina de longitud completa, intacto, es mejor comparada con un microorganismo que lleva una secuencia
lider rib no modificada codificada por un polinucleétido como se muestra en la SEQ ID NO: 42.

12. Un procedimiento para la produccion de riboflavina, en donde un microorganismo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 9 a 11, se incuba en un medio acuoso en condiciones que permiten la produccion de riboflavina a
partir de un sustrato dado.

13. Procedimiento para la produccién de transcritos de ARNm de longitud completa a partir de genes biosintéticos
de riboflavina en un microorganismo que produce riboflavina, por introducciéon en dicho microorganismo de un
polinucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

14. El uso de un polinucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o un microorganismo segun una
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, para la produccioén de riboflavina.
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Figurai:
A,
1 acatattccogttatgecatecgttatattaattatttacgagaatttacggttttttatte
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atgaaaaaasaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggetggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattetgttagtgettttgettttacttgeaggey
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttcecgacagcaattggacaaacct
tgtectoggaagaagaggaatacaccatececaggaatataaagtgacgaaaattgacgget
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatcttcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggettacttcageaaatcaa
ageggatcgacggattaatcaaggttgeaaaagtgaatgattaaaaaacatcaccttteg
gatcgaagggtgatgttttgtttttctcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
aaaggatcgctataataaccalAtaaggacaaatgaataaagattgtatecttoggggcag
ggtggaaatcccgaccggecggtagtaaagecacatttgectttagageccgtgaccecgtgtyg
cataagcacgcggtggattcagtttaagetgaagecgacagtgaaagtetggatgggaga
aggatgatgagccgetatgcaaaatgttitaaaaatgcatagtgttatttcectattgegta
aaatacctaaagccccgaattttttataaattecggggettttttgacggtaaataacaaa

agaggggagggaaacaa atg 860
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Figurai cont.:
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acatatteccececgttatgcatecgttatattaattatttacgagaatttacggttttttatte
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggctggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattcetgttagtgecttttgettttacttgecaggeg
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttcegacagcaattggacaaacct
tgtcctcggaagaagaggaatacaccatccaggaatataaagtgacgaaaattgacgget
cagagtatcatggagtagecagaaaacggaacgaaaatcatcttcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggettacttcagecaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgecaaaagtgaatgattaaaaaacatcacctttceg
gatcgaagggtgatgttttgtttttctcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
A
aaaggatcgctataataaccaataaggacaaatgaataaagattgtatccttcggggcatG
AA (triple rib(0) T (RK41)
GGtggaaatccecgaccggeggtagtaaageacatttgetttagagCecgtgaccegtgtyg
A (RKla}
cataagrcacgcoggtggattcaGtttaagetgaagecgacagtgaaagtetggatgggaga
aggatgatgagecgcetatgecaaaatgtttaaaaatgecatagtgttatttectattgegta
aaatacctaaageccogaattttttataaatteoggggettttttgacggtaaataacaaa

agaggggagggaaacaa atg 860
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Figurai cont.:
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acatattcccgttatgratcgttatattaattatttacgagaatttacggttttttattc
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggectggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattctgttagtgettttgettttacttgcaggeyg
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttcegacagcaattggacaaacct
tgtcectoggaagaagaggaatacaccatccaggaatataaagtgacgaaaattgacggcet
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatettcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggcttacttcagcaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgcaaaagtgaatgattaaaaaacatcaccttteg
gatcgaagggtgatgttttgtttttctcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
aaaggatcgetataataaccaataaggacaaatgaataaagattgtatecttegoggeag
ggtggaaatcccgaccggeggtagtaaagecacatttgetttagageccgtgaccegtgtg
cataagcacgoggtggattcagtttaagetgaagecgacagtgaaagtetggatgggaga
aggatgatgagecgetatgecaaaatgtttaaaaatgeatagtgttatttectattgegta

aaatacctaaagccccgaattttttataaattcggggettttttgacggtaaataacaaa

agaggggagggaaacaa atg 860

acatattcccgttatgcatcgttatattaattatttacgagaatttacggttttttattc
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggctggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattctgttagtgettttgettttacttgecaggeg
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttcegacagcaattggacaaacct
tgtcctocggaagaagaggaatacaccatcecaggaatataaagtgacgaaaattgacgget
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatcttcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggcttacttcagcaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgecaaaagtgaatgattaaaaaacatcaccttteg
gatcgaagggtgatgttttgtttttctcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
aaaggatcgotataataaccaataaggacaaatgaataaagattgtatcctteggggeay
ggtggaaatcccgaccggeggtagtaaagecacatttgectttagageccgtgaccecgtgtyg
cataagcacgcggtggattcagtttaagectgaageccgacagtgaaagtectggatgggaga
aggatgatgagcecgetatgecaaaatgtttaaaaatgecatagtgttatttectattygegta

aaatacctaaagccccgaatttittataaattcggggecttttttgacggtaaataacaaa

agaggggagggaaacaa atg 860
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Figurai cont.:
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acatattcccgttatgratcgttatattaattatttacgagaatttacggttttttattc
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggectggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattctgttagtgettttgettttacttgcaggeyg
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttcegacagcaattggacaaacct
tgtcectoggaagaagaggaatacaccatccaggaatataaagtgacgaaaattgacggcet
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatettcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggcttacttcagcaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgcaaaagtgaatgattaaaaaacatcaccttteg
gatcgaagggtgatgttttgtttttctcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
aaaggatcgetataataaccaataaggacaaatgaataaagattgtatecttegoggeag
ggtggaaatcccgaccggeggtagtaaagecacatttgetttagageccgtgaccegtgtg
cataagcacgoggtggattcagtttaagetgaagecgacagtgaaagtetggatgggaga
aggatgatgagecgetatgecaaaatgtttaaaaatgeatagtgttatttectattgegta
aaatacctaaagccccgaattttttataaattcggggettttttgacggtaaataacaaa
agaggggagggaaacaa atg 860

acatattcccgttatgcatcgttatattaattatttacgagaatttacggttttttattc
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggctggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattotgttagtgettttgettttacttgeaggeg
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttcegacagcaattggacaaacct
tgtcctocggaagaagaggaatacaccatcecaggaatataaagtgacgaaaattgacgget
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatcttcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggcttacttcagcaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgecaaaagtgaatgattaaaaaacatcaccttteg
gatcgaagggtgatgttttgtttttctcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
aaaggatcgcetataataaccaataaggacaaatgaataaagattgtatectteggggcag
ggtggaaatcccgaccggeggtagtaaagecacatttgectttagageccgtgaccecgtgtyg
cataagcacgcggtggattcagtttaagectgaageccgacagtgaaagtectggatgggaga
aggatgatgagcecgetatgecaaaatgtttaaaaatgecatagtgttatttectattygegta
aaatacctaaagccccgaattttttataaattcggggecttttttgacggtaaataacaaa

agaggggagggaaacaa atg 860
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Figurai cont.:
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acatattcccgttatgcatcecgttatattaattatttacgagaatttacggttttttattc
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggctggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattctgttagtgettttgettttacttgecaggeg
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttcegacagcaattggacaaacct
tgtectoggaagaagaggaatacaccateccaggaatataaagtgacgaaaattgacgget
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatcttcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggcttacttcagcaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgcaaaagtgaatgattaaaaaacatcacctttcg
gatcgaagggbtgatgttttgtttttetcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
aaaggatcgctataataacraataaggacaaatgaataaagattgtatccttcggggecag
ggtggaaatcccecgaccggcecggtagtaaagecacatttgetttagageccgtgaceecgtgtyg
cataagcacgeggtggattcagtttaagetgaagecgacagtgaaagtctggatgggaga

aggatgatgagecgetatgcecaaaatgtttaaaaatgecatagtgttatttectattgegta

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

aaatacctaaagccccgaatttitttataaattcggggettttitgacggtaaataacaaa
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agaggggagggaaacaa atg 860

acatattcccecgttatgcatcgttatattaattatttacgagaatttacggttttittattc
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggctggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattctgttagtgettttgettttacttgcaggeg
gttatatgtacataaatgatattgagetgaaggatgttoccgacageaattggacaaacct
tgtectoggaagaagaggaatacaccatccaggaatataaagtgacgaaaattgacgget
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatcttcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggcttacttcagcaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgcaaaagtgaatgattaaaaaacatcacetticyg
gatcgaagggtgatgttttgtttttcetcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa
aaaggatcgetataataaccaataaggacaaatgaataaagattgtatectteggggeay
ggtggaaatcccgaccggcggtagtaaagecacatttgetttagagecegtgaccogtgtyg
cataagcacgcggtyggattcagtttaagectgaageecgacagtgaaagtctggatgggaga
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aaatacctaaagccccgaattttttataaattcggggettttttgacggtaaataacaaa
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agaggggagggaaacaa atg 860
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Figura1l cont.:

L

acatattccecgttatgcatcgttatattaattatttacgagaatttacggttttttattc
atgaaaaaaaggaataactcatatgaatgaatagattcatattggetggaggtttagaaa
tgggaagaataaaaaccaagattaccattctgttagtgcttttgettttacttgecaggeg
gttatatgtacataaatgatattgagctgaaggatgttccgacagcaattggacaaacct
tgtccectoggaagaagaggaatacaccatccaggaatataaagtgacgaaaattgacgget
cagagtatcatggagtagcagaaaacggaacgaaaatcatcttcaacggaaaaaaattaa
atcaggatttatctgatataaaagaaggtgacaagattaaggettacttecageaaatcaa
agcggatcgacggattaatcaaggttgcaaaagtgaatgattaaaaaacatcaccttteg
gatcgaagggtgatgttttgtttttctcaaattgtaagtttatttcattgegtactttaa

aaaggatcgctataataaccaataaggacaaatgaataaagattgtatecttcggggeag
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ggtggaaatcccgaccggecggtagtaaagecacattigetttagagecegtgaccecgtgtyg

660

cataagcacgcggtggattcagtttaagctgaagccgacagtgaaagtectggatgggaga

720

aggatgatgagccgetatgcaasaatgtttaaaaatgecatagtgttatttcctattgegta

780

aaatacctaaagecccgaattttttataaatteggggettttitgacggtaaataacaaa

agaggggagggaaacaa atg 860
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