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DESCRIPCION
Microorganismos que producen L-aminoacidos y proceso para producir L-aminoacidos usando los mismos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante que produce un L-aminoacido y un método para
producir un L-aminoacido usando el microorganismo recombinante.

Técnica antecedente

Se han usado diversos procesos de fermentacion usando microorganismos para produccion en masa de metabolitos
utiles, por ejemplo, aminoacidos, y asimismo, se han desarrollado una diversidad de técnicas incluyendo desarrollo de
cepas, establecimiento de condiciones de fermentacion, o similares, para la fermentacion exitosa usando los
microorganismos. En particular, para el desarrollo de una cepa hospedadora para produccidon en masa de metabolitos
utiles, se han realizado muchos intentos de inducir sobreexpresion o expresion baja de un gen especifico.

Sin embargo, en la produccién fermentativa usando bacterias, la produccion de metabolitos Utiles puede reducirse
debido a la contaminacién de fagos. La contaminacién de fagos esta provocada principalmente debido a receptores
de fagos, que son proteinas, polisacaridos lipidicos, o similares, que son capaces de unir fagos a una superficie
bacteriana. En el caso de Escherichia coli (E. coli), E. coli es atacada por una diversidad de fagos y, en consecuencia,
el estudio de receptores para cada uno de los fagos ha sido relativamente exitoso. Sin embargo, el estudio de la
relacion entre los receptores de fagos y la produccion de L-aminoéacidos no se ha llevado a cabo aun lo suficiente.

A este respecto, los inventores de la presente invencion seleccionan genes que son receptores de fagos bien
conocidos y, después, inactivan cada uno de los genes, para reducir el riesgo de la reduccion de la produccién de L-
aminoacidos, considerandose el riesgo una vulnerabilidad de E. coli. A continuacién, se confirma la influencia en la
producciéon de L-aminodcidos, y dicha seleccién e inactivacion de los genes se aplica a cepas productoras de L-
aminoacidos, completando de esta forma la presente invencion.

Divulgacién de la invencion
Problema técnico

La presente invencion proporciona un microorganismo recombinante que tiene capacidad de produccion de L-
aminoacidos y un receptor de fago inactivado.

La presente invencién proporciona un método de produccion de un L-aminoacido usando el microorganismo.
Solucion al problema

En un aspecto, la presente invencion proporciona un microorganismo recombinante que produce L-aminoacido en el
que al menos una de NfrA y NfrB estan inactivadas.

El término "NrfA" como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteina que forma un receptor para
bacteriéfago N4 y puede ser una proteina de membrana de bacterias. Por ejemplo, NrfA puede ser una subunidad de
una proteina de membrana externa. La NfrA puede incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 40. La NfrA puede incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40 o una secuencia de
aminoacidos que tiene aproximadamente 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas 0 95 % o mas identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40. Una secuencia de un gen que codifica la NfrA puede incluir
una secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40. La secuencia del gen
que codifica la NfrA puede incluir, por ejemplo, una secuencia de un gen nfrA (NCBI Gene ID: 12930896). Por ejemplo,
la secuencia del gen que codifica la NfrA puede incluir una secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 39, o una
secuencia polinucleotidica que tiene aproximadamente 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas 0 95 % o mas identidad
de secuencia con la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 39.

El término "NrfB" como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteina que forma un receptor para
bacteriéfago N4 y puede ser una proteina de membrana de bacterias. Por ejemplo, NrfB puede ser una subunidad de
una proteina de membrana interna. La NfrB puede incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 42. La NfrB puede incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42 o una secuencia de
aminoacidos que tiene aproximadamente 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas 0 95 % o mas identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42. Una secuencia de un gen que codifica la NfrB puede incluir
una secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42. La secuencia del gen
que codifica la NfrB puede incluir, por ejemplo, una secuencia de un gen nfrB (NCBI Gene ID: 12933943). Por ejemplo,
la secuencia del gen que codifica la proteina NfrB puede incluir una secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 41,
0 una secuencia polinucleotidica que tiene aproximadamente 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas 0 95 % o mas
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identidad de secuencia con la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 41.

Ademas, en el microorganismo recombinante que produce un L-aminoacido, puede inactivarse adicionalmente al
menos uno de Tsx y FhuA.

El término "Tsx" como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteina formadora de un canal de
nucledsidos, es decir, un canal especifico para un nucleésido, y puede ser un componente que forma un receptor para
fago T6 y colicina K. La Tsx puede incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 o una
secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas o0 95 % o mas identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45. Una secuencia de un gen que codifica la Tsx
puede incluir una secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45. La
secuencia del gen que codifica la Tsx puede incluir, por ejemplo, una secuencia de un gen tsx (NCBI Gene ID:
12934188). Por ejemplo, la secuencia del gen que codifica la Tsx puede incluir una secuencia polinucleotidica de la
SEQ ID NO: 44, o una secuencia polinucleotidica que tiene aproximadamente 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas
0 95 % o mas identidad de secuencia con la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 44.

La expresion "FhuA" como se utiliza en el presente documento se refiere a una proteina multifuncional en una
membrana externa de bacterias que transporta (Fe3*) ferricromo o antibicticos, tal como albomicina y rifamicina, y
puede ser un receptor para fagos T1, T5 y phi80. La FhuA puede incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 47 o una secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o
mas o 95 % o mas identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 47. Una secuencia de
un gen que codifica la FhuA puede incluir una secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 47. La secuencia del gen que codifica la proteina FhuA puede incluir, por ejemplo, una secuencia de
un gen fhuA (NCBI Gene ID: 12930751). Por ejemplo, la secuencia del gen que codifica la FhuA puede incluir una
secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 47, o una secuencia polinucleotidica que tiene aproximadamente 80 %
o mas, 85 % o mas, 90 % o mas o 95 % o mas identidad de secuencia con la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID
NO: 47.

El término "identidad" como se utiliza en el presente documento se refiere a igualdad entre dos secuencias de
aminoécidos, que puede determinarse mediante un método que es bien conocido en la técnica, por ejemplo, el
algoritmo BLAST 2.0 que define parametros, tales como una puntuacién, una identidad y una similitud entre dos
secuencias de aminoécidos.

La expresion "microorganismo recombinante" como se utiliza en el presente documento se refiere a un microorganismo
que estda modificado genéticamente. EI microorganismo recombinante puede ser un microorganismo que esta
modificado por ingenieria genética y, por ejemplo, un acido nucleico exégeno puede introducirse en un microorganismo
segun métodos de ingenieria genética, o puede transformarse una secuencia o localizacién de un gen enddgeno en
un microorganismo.

La expresién "L-aminoacido" como se utiliza en el presente documento se refiere a una unidad estructural basica de
una proteina que constituye el cuerpo de un organismo y que tiene tanto un grupo amino como un grupo acido
carboxilico que se unen con el mismo atomo de carbono. Por ejemplo, el L-aminoacido puede seleccionarse del grupo
que consiste en L-leucina, L-fenilalanina, L-lisina, L-treonina, L-valina, L-isoleucina, L-triptéfano y L-metionina. Por
ejemplo, el L-aminoacido puede ser L-triptéfano o L-treonina.

La expresion "una enzima o una proteina se inactiva" o "inactivaciéon de una enzima o una proteina" como se utiliza
en el presente documento se refiere a un caso donde la proteina anteriormente descrita no se expresa en absoluto en
un microorganismo, un caso donde la proteina anteriormente descrita se expresa, pero no tiene ninguna actividad, o
un caso donde la proteina anteriormente descrita se expresa, pero la actividad de la misma es débil en comparacion
con la actividad intrinseca. La expresion "actividad intrinseca" como se utiliza en el presente documento se refiere a
la actividad de un microorganismo en un estado natural, es decir actividad que existe originalmente en un
microorganismo, o actividad de una proteina que no se ha modificado genéticamente.

La inactivacion de la proteina NfrA, la proteina NfrB, la proteina Tsx y la proteina FhuA puede estar provocada por
mutacion, supresion o alteracion de genes que codifican cada uno la proteina NfrA, la proteina NfrB, la proteina Tsx y
la proteina FhuA. La expresion "mutacion, supresién o alteracion de los genes" como se utiliza en el presente
documento se refiere a un caso donde una parte o todos los genes o factores reguladores en regiones promotoras o
terminadoras de los genes se mutan, sustituyen, suprimen o insertan con al menos una base, de modo que los genes
no se expresan o los genes se expresan en una cantidad pequefa, o los genes se expresan sin mostrar actividad
enzimatica o con actividad enzimatica reducida. La mutacién, supresién o alteracion de los genes puede conseguirse
por manipulacién genética, tal como recombinacion homoéloga, mutagénesis o evolucién molecular. Cuando una célula
incluye una pluralidad de los mismos genes o al menos dos genes homdlogos, uno 0 mas genes pueden suprimirse o
alterarse en la célula. Para inactivar los genes proporcionados en una realizacion de la presente invencion, pueden
llevarse a cabo métodos de fabricacion de un mutante usando una Red recombinasa lambda.

El microorganismo recombinante retira o reduce la actividad de cada una de las proteinas proporcionadas en el
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presente documento o las proteinas en combinacion. En consecuencia, el microorganismo recombinante puede tener
capacidad de produccion potenciada del L-aminoacido en comparacion con el caso donde la actividad de las proteinas
no esta inactivada y, por tanto, el microorganismo recombinante puede usarse de forma apropiada para el fin de
producir el L-aminoacido.

El microorganismo recombinante, puede ser un microorganismo del género Escherichia, el microorganismo del género
Escherichia puede ser Escherichia coli (E. coli), por ejemplo, KCCM11501P. La KCCM11501P es una cepa
KCCM10910PANfrAB preparada usando una cepa productora de treonina (KCCM10910P) como una cepa original y
realizar supresion de los genes tanto nfrA como nfrB. En este caso, se ha descubierto que la capacidad de consumo
de azucar en la E. coli KCCM11501P es mayor que en la cepa original (KCCM10910P). La KCCM11501P se denominé
'E. coli CA03-8253P’ y, después, se depositd en el Centro Coreano de Cultivos de Microorganismos (en lo sucesivo
en el presente documento, denominado 'KCCM’) el 13 de diciembre de 2013 segun el tratado de Budapest.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se desvela un método para producir el L-aminoacido, incluyendo el
método: cultivar el microorganismo recombinante que produce el L-aminoacido; y recoger el L-aminoacido del producto
de cultivo.

EI microorganismo recombinante que produce el L-aminoacido se define igual que se ha descrito anteriormente.

El L-aminoacido puede seleccionarse del grupo que consiste en L-leucina, L-fenilalanina, L-lisina, L-treonina, L-valina,
L-isoleucina, L-triptéfano y L-metionina. Por ejemplo, el L-aminoacido puede ser L-treonina o L-triptéfano. El cultivo
del microorganismo recombinante puede conseguirse de acuerdo con un medio de cultivo apropiado y condiciones de
cultivo que se conocen bien en la técnica. Ademas, un experto habitual en la materia puede ajustar de forma apropiada
un medio de cultivo y condiciones de cultivo segun el microorganismo seleccionado. El método de cultivo puede incluir
un cultivo discontinuo, un cultivo continuo, un cultivo semicontinuo, o una combinacion de los mismos.

El medio de cultivo puede incluir una diversidad de fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno e ingredientes
oligoelementos.

Las fuentes de carbono pueden incluir, por ejemplo, hidratos de carbono, tales como glucosa, sacarosa, lactosa,
fructosa, maltosa, almidon y celulosa; grasas, tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de
coco; acidos grasos, tales como acido palmitico, acido estearico y acido linoleico; alcohol, tal como glicerol y etanol; y
acidos organicos, tales como acido acético, o una combinacién de los mismos. El cultivo del microorganismo
recombinante puede realizarse usando glucosa como una fuente de carbono. Las fuentes de nitrdgeno pueden incluir,
por ejemplo, fuentes de nitrégeno organicas, tales como peptona, extracto de levadura, jugo de carne, extracto de
malta, agua de macerado de maiz (AMM) y harina de soja; y fuentes de nitrégeno inorganicas, tales como urea, sulfato
de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio; o una combinacién de los
mismos. El medio de cultivo puede incluir, como una fuente de fésforo, dihidrégeno fosfato de potasio o hidrogeno
fosfato de potasio. Ademas, el medio de cultivo puede incluir sales que contienen sodio correspondientes a la fuente
de fosforo y sales metalicas, tales como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. Ademas, el medio de cultivo puede
incluir aminoacidos, vitaminas y precursores apropiados. El medio o los ingredientes individuales del medio pueden
afnadirse al medio de cultivo de una manera discontinua o continua.

Ademas, pueden afiadirse compuestos, tal como hidréxido de amonio, hidréxido de potasio, amoniaco, acido fosférico
y acido sulfurico al medio de cultivo durante el cultivo del microorganismo recombinantes de una manera apropiada,
para ajustar el pH del medio de cultivo. Ademas, pueden usarse agentes antiespumantes, tales como éster poliglicélico
de acidos grasos, durante el cultivo del microorganismo recombinante, para suprimir la produccion de burbujas de aire.
Para mantener las condiciones aerébicas del medio de cultivo, puede inyectarse oxigeno o gas que contiene oxigeno
(por ejemplo, aire) en el medio de cultivo. En este caso, una temperatura del medio de cultivo puede estar
habitualmente en un intervalo de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 45 °C. Un periodo del cultivo del
microorganismo recombinante puede durar hasta que se obtenga una cantidad deseada del L-aminoacido y, por
ejemplo, el cultivo del microorganismo recombinante puede durar de aproximadamente 10 horas a aproximadamente
160 horas.

La expresién "producto de cultivo" como se utiliza en el presente documento se refiere a un caldo de cultivo que
contiene el microorganismo recombinante, un sobrenadante de cultivo del que se retira una célula microbiana o una
solucion diluida del producto de cultivo. El medio de cultivo puede incluir ademas un ingrediente para aumentar la
productividad del L-aminoacido. Por ejemplo, la composicidon puede incluir ademas fuentes de carbono, fuentes de
nitrégeno o ingredientes oligoelementos.

La recogida del L-aminoacido del producto de cultivo puede realizarse mediante métodos de cultivo apropiados
conocidos en la técnica, tales como un cultivo discontinuo, un cultivo continuo o un cultivo semicontinuo, para recoger
o recuperar el L-aminoacido producido en el producto de cultivo.

Efectos ventajosos de lainvencién
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Segun un aspecto, puede usarse un microorganismo con actividad eliminada o reducida de al menos una proteina
seleccionada del grupo que consiste en NfrA y NfrB para producir un L-aminoacido. El microorganismo puede tener
adicionalmente al menos uno de Tsx y FhuA inactivado.

Segun otro aspecto, puede usarse un método para producir un L-aminoacido para producir un L-aminoacido de una
manera eficaz.

Modo de lainvencién
En lo sucesivo en el presente documento, a presente invencién se describira en mas detalle con referencia a los
siguientes ejemplos. Estos ejemplos son Unicamente para fines ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance de

la presente invencion.

Ejemplo 1. Preparacion de cepa productora de treonina que tiene receptor de fago inactivado usando
KCCM10910P

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un receptor de fago inactivado, se us6é una cepa
KCCM10910P (patente coreana n.° 10-0966324) como una cepa original. Después, se prepard un casete para inactivar
un gen para cada receptor de fago y, después, se usé para permitir la transformacién genética.

1-1. Preparaciéon de cepa productora de treonina que tiene gen nfrA inactivado

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un gen nfrA inactivado, se prepard un casete para inactivar
un gen nfrA. El casete us6 un método de inactivaciéon en una etapa, que es una técnica de construccién de un mutante
usando Red recombinasa lambda desarrollada por Datsenko KA et al. (Proc Natl Acad Sci USA., (2000) 97:6640-
6645). Para confirmar la insercion del casete en el gen, se usé un gen resistente a cloranfenicol de pUCprmfmloxC
como un marcador (publicacién abierta a inspeccién publica de patente coreana n.°: 2009-007554).

Se obtuvo un fragmento de ADN de 1,1 kb que incluia una parte de una secuencia del gen nfrA (SEQ ID NO: 39) y
una parte de una secuencia de bases del gen resistente a cloranfenicol de un pUCprmfmloxC usando un conjunto de
cebadores de las SEQ ID NO: 2 y 3. En este caso, se realizé una reaccion en cadena de la polimerasa (en lo sucesivo
en el presente documento, denominada "PCR") usando un kit de premezcla de PCR (es decir, un producto de la
compafia BIONEER, en lo sucesivo en el presente documento, se usd el mismo producto) en las siguientes
condiciones: 27 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion a 56 °C durante 30 segundos y
elongacion a 72 °C durante 1 minuto. El producto de PCR se sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %
y, después, se eluyd. A continuacion, se realizé de nuevo PCR usando el producto eluido como un molde y un conjunto
de cebadores de las SEQ ID NO: 1 y 4 en las mismas condiciones descritas anteriormente, dando como resultado un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,2 kb. El fragmento de ADN se sometid a electroforesis en un gel de agarosa
al 0,8 %, se eluyd y, después, se uso finalmente para preparar el casete para inactivar el gen nrfA.

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene el gen nfrA inactivado, se preparé una cepa productora de
treonina (KCCM10910P), que se transformé con un plasmido pKD46 segun el método desarrollado por Datsenko KA
et al. (Proc Natl Acad Sci USA., (2000) 97:6640-6645), como una cepa competente. Después, Se introdujo ADN del
casete preparado para inactivar el gen nfrA en la cepa para permitir la transformacion.

La cepa obtenida se seleccion6 en una placa de LB que tenia resistencia a cloranfenicol. Es decir, se usé un conjunto
de cebadores de las SEQ ID NO: 5 y 6, que tiene una secuencia de ADN que queda fuera de dos extremos de una
secuencia homoéloga de nfrA del casete para inactivacion genémica, para seleccionar de este modo colonias donde el
tamafio del producto de PCR resultante se redujo de 2,8 kb a 1,5 kb.

La cepa recombinante primaria que tenia resistencia a cloranfenicol se retiré del plasmido pKD46 y, después, se le
introdujo un plasmido pJW168 para retirar el gen marcador de cloranfenicol de las células microbianas (Gene, (2000)
247,255-264). Después, se realizd6 PCR usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 5y 6 para obtener un
producto de ADN de 0,4 kb, lo que indica que la cepa finalmente obtenida tenia un tamafio de ADN reducido. En
consecuencia, se preparé la cepa productora de L-treonina que tiene el gen nfrA inactivado (KCCM10910PANfrA).

1-2. Preparacion de cepa productora de treonina que tiene gen nfrB inactivado

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un gen nfrB inactivado (SEQ ID NO: 41), un casete para
inactivar un gen nfrB se preparé de la misma manera que en la preparacion del casete para inactivar el gen nfrA del
Ejemplo 1-1. Se obtuvo un fragmento de ADN de 1,1 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 8y 9y,
después, se prepard un fragmento de ADN de 1,2 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 7 y 10.

Se llevé a cabo un método para preparar una cepa productora de treonina que tiene el gen nfrB inactivado por el
mismo método descrito en el Ejemplo 1-1, en donde un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 11 y 12 se usé para
confirmar el tamafio del producto de PCR resultante. En consecuencia, se preparo finalmente la cepa productora de
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L-treonina que tiene el gen nfrB inactivado (KCCM10910PANfrB).

1-3. Preparacién de cepa productora de treonina que tiene gen nfrAB inactivado

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un gen nfrAB inactivado (SEQ ID NO: 43), un casete para
inactivar un gen nfrAB se prepar6 de la misma manera que en la preparacion del casete para inactivar el gen nfrA del
Ejemplo 1-1. Se obtuvo un fragmento de ADN de 1,1 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 2y 9y,
después, se prepard un fragmento de ADN de 1,2 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: SEQ ID
NO: 1y 10.

Se llevé a cabo un método para preparar una cepa productora de treonina que tiene el gen nfrAB inactivado por el
mismo método descrito en el Ejemplo 1-1, en donde un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 5y 12 se usé para
confirmar el tamafio del producto de PCR resultante. En consecuencia, se preparo finalmente la cepa productora de
L-treonina que tiene el gen nfrAB inactivado (KCCM10910PANfrAB).

1-4. Preparacion de cepa productora de treonina que tiene gen tsx inactivado

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un gen tsx inactivado (SEQ ID NO: 44), un casete para
inactivar un gen tsx se prepar6 de la misma manera que en la preparacion del casete para inactivar el gen nfrA del
Ejemplo 1-1. Se obtuvo un fragmento de ADN de 1,1 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 13y 14
y, después, se preparo6 un fragmento de ADN de 1,2 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 15y 16.

Se llevo a cabo un método para preparar la cepa productora de treonina que tiene el gen tsx inactivado por el mismo
método descrito en el Ejemplo 1-1, en donde un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 17 y 18 se us6 para
confirmar el tamafio del producto de PCR resultante. En consecuencia, se preparo finalmente la cepa productora de
L-treonina que tiene gen tsx inactivado (KCCM10910PAtsXx).

1-5. Preparacién de cepa productora de treonina que tiene gen fhuA inactivado

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un gen fhuA inactivado (SEQ ID NO: 46), un casete para
inactivar un gen fhuA se preparé segun el método de inactivacion de una etapa descrita anteriormente. Para obtener
un fragmento de ADN con una secuencia de bases que tiene homologia con una secuencia del gen fhuA, se usaron
un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 19 y 20 y un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 21 y 22, dando
como resultado la produccién de productos de PCR. Ademas, para obtener un fragmento de ADN con una secuencia
de bases que tiene resistencia a cloranfenicol, se us6 un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 23 y 24, dando
como resultado la produccién de un producto de PCR. En consecuencia, estos tres productos de PCR resultantes se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 % y, después, se eluyeron. Se realiz6 PCR usando estos tres
productos de PCR eluidos como moldes y un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 19 y 22 para preparar un
casete para inactivar el gen fhuA.

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene el gen fhuA inactivado, el casete para inactivar el gen fhuA
se prepard por el mismo método descrito en el Ejemplo 1-1, en donde un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO:
25y 26 se uso para confirmar el tamafio de los productos de PCR resultantes. En consecuencia, se preparoé finalmente
la cepa productora de L-treonina que tiene el gen fhuA inactivado (KCCM10910PAfhuA).

1-6. Preparacion de cepa productora de treonina que tiene gen lamB inactivado

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un gen lamB inactivado (SEQ ID NO: 48), un casete para
inactivar un gen lamB se preparé segun el mismo método descrito en el Ejemplo 1-1. Se obtuvo un fragmento de ADN
de 1,1 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 27 y 28 y, después, se prepard un fragmento de ADN
de 1,2 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 29 y 30.

Se llevé a cabo un método para preparar la cepa productora de treonina que tiene el gen lamB inactivado por el mismo
método descrito en el Ejemplo 1-1, en donde un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 31 y 32 se us6 para
confirmar el tamafio del producto de PCR resultante. En consecuencia, se preparo finalmente la cepa productora de
L-treonina que tiene gen lamB inactivado (KCCM10910PAlamB).

1-7. Preparacién de cepa productora de treonina que tiene gen btuB inactivado

Para preparar una cepa productora de treonina que tiene un gen btuB inactivado (SEQ ID NO: 50), un casete para
inactivar un gen btuB se prepard segun el mismo método descrito en el Ejemplo 1-1. Se obtuvo un fragmento de ADN
de 1,1 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 33 y 34 y, después, se prepar6 un fragmento de ADN
de 1,2 kb usando un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 35 y 36.

Se llevé a cabo un método para preparar la cepa productora de treonina que tiene el gen btuB inactivado por el mismo
método descrito en el Ejemplo 1-1, en donde un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 37 y 38 se uso para
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confirmar el tamafio del producto de PCR resultante. En consecuencia, se preparo finalmente la cepa productora de
L-treonina que tiene el gen btuB inactivado (KCCM10910PbtuB).

Ejemplo 2. Comparacion de la productividad de L-treonina entre microorganismos recombinantes
Los microorganismos recombinantes preparados segun el Ejemplo 1 se cultivaron en un medio de titulacion de treonina

que contiene composiciones mostradas en la Tabla 1 posterior, en un matraz de Erlenmeyer. Después, se confirmo si
los microorganismos recombinantes tenian capacidad de produccion de L-treonina.

Tabla 1

[Tabla 1]
Composicion Concentracion (por litro)
Glucosa 709
KH2PO4 29
(NH4)2S04 27,54
MgSOsH20 19
FeS04.H20 5 mg
MnSO4.H20 5 mg
DL-metionina 0,15 g
Extracto de levadura |2 g
Carbonato de calcio |30 g
pH 6,8

Se inoculé 1 asa de platino de cada uno de los 7 tipos de las cepas de E. coli del Ejemplo 1 y la cepa KCCM10910P
que se cultivaron durante una noche en el medio sélido de LB en un incubador a 33 °C en 25 ml de un medio de
titulacion que contenia composiciones mostradas en la Tabla 1 anterior y, después, se cultivé en un incubador a 33 °C
y a 200 rpm durante 48 horas.

Tabla 2
[Tabla 2]
Cepa Consumo de azucar (g/l) | L-treonina (g/l)
30h 48 h
KCCM 10910P (cepa original) | 22 34,5
KCCM 10910PANfrA 26 34,5
KCCM 10910PANfrB 26 34,4
KCCM 10910PANfrAB 26 34,4
KCCM 10910PAtsx 25 34,4
KCCM 10910PAfhuA 24 34,5
KCCM 10910PAlamB 20 34,5
KCCM 10910PAbtuB 21 34,5

Como se muestra en la Tabla 2 anterior, se ha confirmado que las velocidades de consumo de azucar de las cepas
que tenian cada una los genes nfrA, nfrB, nfrAB, tsx y fhuA inactivados fueron mayores que la velocidad de consumo
de azucar de la cepa original (KCCM10910P). También se confirmé que la tasa de produccion de las cepas no se
redujo durante un periodo de 48 horas. Al mismo tiempo, se confirmé que las velocidades de consumo de azucar de
las cepas que tenian cada una los genes lamB y btuB inactivados fueron similares a la velocidad de consumo de
azucar de la cepa original, o ligeramente mas lentas que la velocidad de consumo de azlcar de la cepa original.
También se confirmd que las concentraciones de L-treonina mostradas en las cepas del cultivo después de 48 horas
fueron todas similares. Las cepas que tenian cada una los genes nfrA, nfrB, y nfrAB inactivados dieron como resultado
los mismos resultados de cultivo. Es decir, el caso donde se suprimié uno de los dos genes y el caso donde se
suprimieron ambos genes generaron los mismos resultados.

Ejemplo 3. Preparacion de cepas con combinacion de mutaciones eficaz y comparacion en la capacidad de
produccion de L-treonina de las mismas

3-1. Preparacién de cepas que tienen genes nfrAB v fhuA inactivados simultdneamente, genes nfrAB y tsx
inactivados simultaneamente v genes nfrAB, tsx v fhuA inactivados simultaneamente
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Para confirmar si el caso donde la inactivacion combinada de los genes nfrAB, fhuA, y tsx que tienen capacidad de
consumo de azucar aumentada tiene capacidad de consumo de azucar adicional en las cepas productoras de L-
treonina, se prepararon una cepa KCCM10910PANnfrABA fhuA, una cepa KCCM10910PANnfrABAtsx y una cepa
KCCM10910PANfrABAtsxA fhuA. Con el fin de preparar estas cepas, se prepararon cepas que tenian cada una los
genes fhuA y tsx inactivados de acuerdo con la cepa KCCM10910PA nfrAB del Ejemplo 1-3 de la misma manera que
se describe en el Ejemplo 1 (dando como resultado las cepas KCCM10910PAnfrABAfhuA y
KCCM10910PANnfrABAtsx). Ademas, se prepard una cepa que tenia el gen fhuA inactivado de acuerdo con la cepa
KCCM10910PANnfrABAtsx, preparando de este modo finalmente una cepa KCCM10910PANfrABA tsxAjhuA.

Como se muestra en la Tabla 2, se determind que las cepas que tenian los genes nfrA, nfrB y nfrAB inactivados tenian
los mismos efectos entre si. A este respecto, en la preparacion de cepas con combinaciones de mutaciones eficaces,
las cepas que tenian los genes tsx y fhuA inactivados se prepararon usando la cepa que tenia el gen nfrAB inactivado.
Sin embargo, se determind que los efectos de las cepas que tenian los genes tsx y fhuA inactivados eran iguales que
los efectos de la cepa que tenia solamente el gen nfrA inactivado, solamente el gen nfrB inactivado o los genes nfrA 'y
nfrB inactivados simultaneamente.

3-2. Comparacién en la capacidad de produccién de L-treonina de cepas con combinaciones de mutaciones
eficaces

Para comparar la capacidad de produccion de L-treonina de las cepas con combinaciéon de mutaciones eficaces
preparadas anteriormente, se usé un medio que contenia composiciones mostradas en la Tabla 1 anterior para cultivar
cepas de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3

Tabla 3]

Cepa Consumo de azucar (g/l) | L-treonina (g/1)
30h 48 h

KCCM10910P (cepa original) 22 34,5

KCCM10910PANfrAB 26 34,4

KCCM 109 10PAnfrABAfhuA 28 34,5

KCCM 10910PANnfrABAtsx 28 34,4

KCCM 10910PANfrABAtsxA fhuA | 29 34,5

Como resultado de un ensayo de potencia en la cepa KCCM10910PAnfrABAfhuA, la cepa KCCM10910PANnfrABAtsx
y la cepa KCCM10910PANfrABAtsxAfhuA, cada una preparada de acuerdo con la inactivacion combinada de los genes
nfrAB, fhuA y tsx que tienen capacidad de consumo de azucar aumentada, se confirmé que la cepa en la que el gen
fhuA o el gen tsx se inactivé adicionalmente ademas de la mutacion por el gen nfrAB solamente aumento la capacidad
de consumo de azucar. En consecuencia, la cepa KCCM10910PANfrAB transformada que mostraba capacidad de
consumo de azucar aumentada se denomind 'E. coli CA03-8253P’ y, después, se depositd en el Centro Coreano de
Cultivos de Microorganismos (KCCM) el 13 de diciembre de 2013 (N.° de registro: KCCM 11501P).

Ejemplo 4. Preparacion de cepa que tiene receptor de fago inactivado usando KCCM-10132 y comparacion en
la capacidad de produccidn de treonina de la misma

4-1. Preparacién de cepa que tiene receptor de fago inactivado usando KCCM-10132

Se prepararon 10 tipos de cepas que tenian cada una un receptor de fago inactivado usando una cepa KCCM-10132
(véase Tabla 4 posterior) de la misma manera que se ha descrito en los Ejemplos 1 y 3, de acuerdo con los 7 tipos de
los casetes de inactivacion del Ejemplo 1. La cepa KCCM-10132 se desvel6 en la patente coreana n.%: 10-0270510
como una cepa que tenia capacidad de produccién de treonina procedente de E. coli.

4-2. Preparacion de cepa que tiene receptor de fago inactivado usando KCCM-10132 vy comparacién en la
capacidad de produccién de treonina de la misma

Los 10 tipos de las cepas que tenian cada una el receptor de fago inactivado que se prepararon usando la cepa KCCM-
10132 Del ejemplo 4-1 y la cepa original (KCCM-10132) se cultivaron en un medio que contenia las composiciones
mostradas en la Tabla 1 por el mismo método que se describe en el Ejemplo 2. Después, las cepas cultivadas se
evaluaron comparando la capacidad de produccién de treonina de las mismas.
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Tabla 4
[Tabla 4]

Cepa Consumo de azucar (g/l) | L-treonina (g/l)

30h 48 h
KCCM-10132 (cepa original) 32 20,2
KCCM-10132AnfrA 35 20,2
KCCM-10132AnfrB 35 20,1
KCCM-10132AnfrAB 36 20,2
KCCM-10132Atsx 35 20,2
KCCM-10132AfhuA 36 20,1
KCCM-10132AlamB 31 20,2
KCCM-10132AbtuB 30 20,1
KCCM-10132AnfrABAfhuA 38 20,2
KCCM-10132AnfrABAtSx 38 20,1
KCCM-10132AnfrABAtsxAfhuA | 39 20,2

Como se muestra en la Tabla 4 anterior, se ha confirmado que las velocidades de consumo de azlcar de las cepas
que tenian cada una los genes nfrA, nfrB, nfrAB, tsx y fhuA inactivados fueron mayores que la velocidad de consumo
de azucar de la cepa original (KCCM-10132). También se confirmd que la tasa de produccion de las cepas no se
redujo en un periodo de 48 horas. Al mismo tiempo, se confirmé que las velocidades de consumo de azucar de las
cepas que tenian cada una los genes lamB y btuB inactivados fueron similares a la velocidad de consumo de azucar
de la cepa original, o ligeramente mas lentas que la velocidad de consumo de azucar de la cepa original. También se
confirmé que las concentraciones de L-treonina mostradas en las cepas del cultivo después de 48 horas fueron todas
similares. También se confirmd que las cepas que tenian cada una los genes nfrAB, fhuA, nfrAB y tsx y los genes
nfrAB, tsx y fhuA simultaneamente inactivados tenian velocidades de consumo de azucar mejoradas en comparacion
con la velocidad de consumo de azucar de la cepa que tiene solamente en gen nfrAB inactivado.

Ejemplo 5. Preparacion de cepa que tiene receptor de fago inactivado usando KCCM11166P y comparacién en
la capacidad de produccion de treonina de la misma

5-1. Preparacidn de cepa que tiene receptor de fago inactivado mediante el uso de KCCM11166P

Se prepararon 7 tipos de cepas productoras de triptéfano que tenian cada una un receptor de fago inactivado usando
un KCCM11166P (patente coreana n.°: 10-1261147) de la misma manera que se ha descrito en el Ejemplo 1, de
acuerdo con los 7 tipos de los casetes de inactivacion del Ejemplo 1.

5-2. Preparacién de cepa que tiene receptor de fago inactivado usando KCCM11166P v comparacién en la
capacidad de produccion de treonina de la misma

Para evaluar la capacidad de produccién de los 7 tipos de las cepas productoras de triptéfano que tenian cada una el
receptor de fago inactivado preparado usando la cepa KCCM11166P del Ejemplo 5-1, se usé un medio que contenia
composiciones mostradas en la Tabla 5 a continuacion. Es decir, las células microbianas se inocularon mediante un
asa de platino y, después, se cultivaron durante una noche en el medio LB solido. A continuacion, se inocul6 1 asa de
platino de cada una de las células microbianas en 25 ml de medio de titulacién que contenia las composiciones
mostradas en la Tabla 5 a continuacion y, después, se cultivd en un incubador a 37 °C y a 200 rpm durante 48 horas.
Los resultados obtenidos de la misma se muestran en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 5
[Tabla 5]

Composicion Concentracion (por litro)
Glucosa 60 g

K2HPO4 19

(NH4)2S04 10g

MgS04.H20 19

NaCl 19

Citrato de sodio 59
Extracto de levadura |2 g
Carbonato de calcio |40 g
Fenilalanina 0,15 ¢
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Composicion Concentracion (por litro)

Tirosina 0,19

pH 6,8

Tabla 6
[Tabla 6]
Cepa Consumo de azucar (g/l) | DO |L-tript(’)fano (g/l)
33h 48 h

KCCM11166P 56,8 14,0(7,2
KCCM11166PANnfrA |59,5 13,5(7,2
KCCM11166PANnfrB |59,5 13,5(7,2
KCCM11166PANfrAB | 59,5 13,5|7,2
KCCM11166PAtsx | 60,2 14,3171
KCCM11166PAfhuA |59,5 13,7171
KCCM11166PAlamB | 57,0 14,0(7,2
KCCM11166PAbtuB | 56,2 13,0(7,1

Como se muestra en la Tabla 6 anterior, en el caso de la supresion de cada uno de los genes nfrA, nfrB, nfrAB, tsx y
fhuA, se ha confirmado que las cantidades de triptéfano producidas en las cepas que tenian cada una los genes nfrA,
nfrB, nfrAB, tsx y fhuA inactivados fueron similares mientras que las velocidades de consumo de azicar de las cepas
que tenian cada una los genes nfrA, nfrB, nfrAB, tsx y fhuA inactivados fueron ligeramente mayores que otras. Al
mismo tiempo, en el caso de la supresion de cada uno de los genes lamB y btuB, se confirmé que las cantidades de
triptéfano producidas por las cepas que tenian cada una los genes lamB y btuB inactivados o las velocidades de
consumo de azucar de las cepas que tenian cada una la inactivacion de genes lamB y btuB no cambiaron.

Ejemplo 6. Preparacidon de cepas con combinacion de mutaciones eficaz y comparacion en la capacidad de
produccion de L-tripté6fano de las mismas

6-1. Preparacion _de cepas productoras de L-triptéfano que tienen genes nfrAB y fhuA inactivados
simultdneamente, genes nfrAB vy tsx inactivados simultdneamente y genes nfrAB, tsx vy fhuA inactivados
simultdneamente

Para confirmar si el caso donde la inactivacion combinada de los genes nfrAB, fhuA y tsx que tienen capacidad de
consumo de azucar aumentada tiene capacidad de consumo de azlcar adicional en las cepas productoras de
triptéfano, se prepararon una cepa KCCM11166PANfrABA fhuA, una cepa KCCM11166PANnfrABAtsx y una cepa
KCCM11166PANfrABAtsxA fhuA.

6-2. Comparacion en la capacidad de produccién de L-triptéfano de cepas con combinacién de mutaciones
eficaz

Para comparar la capacidad de produccion de L-triptéfano de los tres tipos de las cepas preparadas segun el Ejemplo
6-1, se us6 un medio que contenia composiciones mostradas en la Tabla 5 anterior para cultivar las cepas de la misma
manera que se ha descrito en el Ejemplo 5. Los resultados se muestran en la Tabla 7 a continuacion.

Tabla 7
[Tabla 7]
Cepa Consumo de azucar (g/l) | DO |L—triptéfano (a/l)
33h 48 h
KCCM11166P 56,8 14,0|7,2
KCCM11166PANfrAB 59,5 13,5|7,2
KCCM11166PANfrABAtsx 61,0 14,017,2
KCCM11166PANnfrABAfhuA 60,5 13,8(7,1
KCCM11166PANnfrABAtsxAfhu A | 62,0 14,0(7,2

Como resultado de un ensayo de potencia en las cepas productoras de triptéfano con combinaciones de mutaciones
eficaces, se confirmod que las cepas en las que el gen fhuA y/o el gen tsx se inactivé adicionalmente ademas de la
mutacion por el gen nfrAB solamente aumenté la capacidad de consumo de azucar.

10
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[Numero de registro]

Institucion depositaria: Centro Coreano de Cultivos de Microorganismos (internacional)

Numero de registro: KCCM11501P
Fecha de depdsito: 13 de diciembre de 2013

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
FINES DE PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Para. CJ Cheildedang Corporation
CJ CHEILJEDANG CENTER.
330. DONGHO-RO.
JUNG-GU, SEUL 100-400,
REPUBLICA DE COREA

RECIBO EN EL CASO DE UN ORIGINAL expedido
conforme a la Norma 7.1 de la AUTORIDAD
DEPOSITARIA INTERNACIONAL identificada en la
parte inferior de esta pagina

I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificaciéon proporcionada por el
DEPOSITANTE:
Escherichia coli CA03-8253P

Numero de registro proporcionado por la
AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
KCCM11501P

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en | anterior estuvo acompariado de:

o una descripcion cientifica
o una designacién taxonémica propuesta

(Marquese con una cruz donde corresponda)

ll. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Depositaria Internacional acepta el microorganismo identificado en | anterior, que lo recibié el 13 de

diciembre de 2013. (fecha del deposito original) !

IV. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: Centro Coreano de Cultivos de
Microorganismos

Direccion: Yurim B/D
45. Hongjenae-2 ga-gil
Seodaemun-gu
SEUL 120-861
Republica de Corea

Firma(s) de la(s) persona(s) que tiene(n) la potestad
para representar a la Autoridad Depositaria
Internacional o de oficial(es) autorizado(s):

Fecha: 13 de diciembre de 2013.

Cuando rija la Norma 6.4(d), dicha fecha es la fecha en la que se adquiri6 el estado de autoridad depositaria

internacional: cuando un depdsito realizado fuera del Tratado de Budapest después de la adquisicion del estado
de autoridad depositaria internacional se convierte en un depdsito bajo el Tratado de Budapest, dicha fecha es la
fecha en la que el microorganismo fue recibido por la autoridad depositaria internacional.

Formulario BP/4

11
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<110> CJ Cheildedang Corporation

<120> Microorganismos que producen L-aminoacidos y proceso de produccién

<130> PX048447

<150> KR 2014/033697
<151>21/03/2014

<160> 51
<170> Kopatentin 2.0

<210> 1

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrA

<400> 1
atgaaggaga ataaccttaa tcgcgtcatc ggatggtctg gtttactget gacgtcttta 60

ttgagtacca 70

<210> 2

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrA

<400> 2
gacgtcttta ttgagtacca gegceactcge agacaatatc ggcaccageg taggtgacac

tatagaacgc g 71

<210> 3

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrA

<400> 3
aaccgttcgg gtgecatteg tegetgtatt tgecgecatt aaagaatgag tagtggatet

gatgggtacc 70

<210> 4

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrA

<400> 4

12
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gtgccatteg

<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrA

<400> 5
cgegtecetga caattcaacg 20

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrA

<400> 6
cgttgtcctg aacgtgageg 20

<210>7

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrB

<400>7

gtggactggce ttcttgatgt ttttgctace tggctctacg gettaaaagt aatcgegata

acgttagcgg

<210> 8

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrB

<400> 8

aatcgcgata acgttagcgg tcatcatgtt catcageggg ctggacgatt taggtgacac

tatagaacgce

<210>9

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrB

<400> 9

ES 2 720 032 T3

gcggatatat tgcgccgcat cgaggtacag gttttgggca aaccagcecctg aaccgttegg

13
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70

60

70

60

70
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aacctgcttt gagtaatagt gattgcatcg aaacttgtaa ttcgecgttga tagtggatct

gatgggtacc

<210> 10

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrB

<400> 10

ttattctcct tcattttcgg actccagttg cgcaacctgt tctgtgttta aacctgettt

gagtaatagt

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrB

<400> 11
caatagtcat acctattaat 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar nfrB

<400> 12
ccceagcetet tetgegetgg 20

<210> 13

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar tsx

<400> 13

ggcgctetet tegtetttta ctgtcaacge agetgaaaac gacaaaccge tagtggatct

gatgggtacc

<210> 14

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar tsx

<400> 14

ES 2 720 032 T3
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60

70

60
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cgttgaagtt gececgttgecg aagttcagtt ctgeategte gtteccactga taggtgacac

tatagaacgc

<210> 15

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para inactivar tsx

<400> 15

aacagtggca tacatatgaa aaaaacatta ctggcagccg gtgcggtact ggcgctctct

tcgtectttta

<210> 16

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para inactivar tsx

<400> 16

tcagaagttg taacctacta ccaggtaacc accccagccg gtagagcgaa cgttgaagtt

gccgttgeeg

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para inactivar tsx

<400> 17
ttttataata ggctectctg

<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para inactivar tsx

<400> 18
gccggacaaa gegtttac

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 19
atggcgegtt ccaaaactge t

20

18

21

ES 2 720 032 T3
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60
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60

65

ES 2 720 032

<210> 20

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 20
cgegttetat agtgtcacct cgtgtageta agegettctt

<210> 21

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 21
ggtacccatc agatccacta cttegttgtg ggctgactac

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 22
ttagaaacgg aaggttgegg t 21

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 23
gccgecagct gaagcetttac ¢ 21

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 24
tagtggatct gatgggtacce 20

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 25
cttcaggaac getcagattg ¢ 21

40

40

16

T3
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<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar fhuA

<400> 26
cggaatgatt cgtgtattec t 21

<210> 27

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar lamB

<400> 27

gatgggtacc

<210> 28

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar lamB

<400> 28

tatagaacgc g

<210> 29

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar lamB

<400> 29

gctgcecgeeg t

<210> 30

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar lamB

<400> 30

17

T3

acgaccgaag ctgccgecgt tgaaatcage aggaacggcet ttgccgaagt tagtggatct

gtaatgtctg ctcaggcaat ggctgttgat ttccacgget atgcacgttc taggtgacac

ttaccaccag atttccatct gggcaccgaa ggtccactcg tcgectgtcge cacgaccgaa

60

70

60

Ti

60

71
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atgatgatta ctctgcgcaa acttcctectg geggttgeeg tcgecageggg cgtaatgtcet

gctcaggcaa t

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar lamB

<400> 31
cctacatttg acagcegttg 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar lamB

<400> 32
cacacaaagc ctgtcacagg 20

<210> 33

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar btuB

<400> 33

gtggttcaga aggtgtagct geccagacaag gtgtattcee gtecectgecagt tagtggatet

gatgggtacc

<210> 34

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar btuB

<400> 34

gcccggatac tctegtegtt actgctaace gttttgaaca gececgegcage taggtgacac

tatagaacgc

<210> 35

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar btuB

<400> 35

ES 2 720 032 T3
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gactccggcg tcggtgggtt gtcggtctat aaacaccagc acggtgggac gtggttcaga
aggtgtagct

<210> 36

<211>70

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar btuB

<400> 36
gctgacggceg tgttccgtca cggcatttte cgettgggeca caggatacca gcccggatac
tctcgtegtt

<210> 37

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar btuB

<400> 37
atctggttct catcateg 18

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para inactivar btuB

<400> 38
gcataaatgt aatggagatc 20

<210> 39

<211> 2973

<212> ADN

<213> Escherichia coli c. K-12 subc. W3110
<220>

<221>gen

<222> (1)..(2973)

<223> nfrA

<400> 39
atgaaggaga ataaccttaa tcgcgtcatc ggatggtctg gtttactget gacgtcttta
ttgagtacca gcgcactcge agacaatatc ggcaccagcg cagaagagct ggggctgage
gattatcgecc attttgttat ttatcccegt ctcgataaag cgctgaagge acagaaaaat

aacgacgaag caaccgccat ccgcgaattt gaatatatac accagcaggt gccggataat

19

60

70

60

70

60
120
180

240



attccgctga
cggctgttge
ctggcggcta
caaaaagcgt
ctgeggetgg
tcgcecggaag
tggtcccagg
gaacgccgtce
ctgcaatcac
gcttatcgtg
accacggacg
gttcaggcgt
gcgacgctac
accctcececg
aaggctgaag
cgectggate
ttattgctge
cgactggegt
ttatcgaaac
gcagataatt
gccgectgga
gcatggctte
caggcgtatc
cacgacatga
ggtgeggete
ctctactggt
gatctcacge
atttatcgee
ctggaaccga
gatatcgcac
gcactgatcc

cactacgcce

ctttatacct
ttgaggatca
ttccggttga
gcgatgetge
cacagttacc
gaaaaacgct
cagatacgcect
agtggtttga
aggggatctt
gcgaaaaagc
cacaagagaa
tggcgaatta
cggtgctgtt
ccaatgaaat
ctectgegtet
aactaacctg
aacgctatcce
ctctgctgga
ccttaccget
gcccggcaat
accgtctgge
aggccgaaca
aggttgagga
gcaatgagga
gcgatcgcetg
ggctgcatge
gctcaatcaa
aacgtcataa
ataatagcaa
agtegeggga

gacaactggc

ggctggtgat

ES 2

tgcggaagcce
actgaaacgt
agtgaaaagc
gccgaccetg
tgtcgccaga
gcgaaccgat
atacaatgaa
cgtgcttectt
caccgatcct
acgcctccag
aagttggctc
tacggtacag
aaaagaaggt
gcttgaggag
ggcacgattg
gcaactgatg
ttteccaggge
aagtcatcct
ggcggagcaa
agttcgcttg
aaagtgttat
acgacaaccg
ctacgccacc
tctgettget
gctacaacag
gcaacgttac
tattgcgect
tgtceceggee
cacccaggca
aatgctcgaa
ctacgtgaac

tgatgacatt

720 032

tatcgccatt
cacccaggag
gttacgacag
cgttgtcgea
gcgcaactga
ctgctgcaac
gcacgccagce
gccgggcage
cagtcatata
cattatctca
tatctgttat
tttgccgaca
cagtacgacg
cgttatgctg
ctgtatcagce
cagaacgagc
gatgcgegtg
tacctggcaa
cgtcagtggce
ctgggcgata
cgggacacgc
agcgcctgge
gcactggegg
gctgccaata
gcagaaaaac
attcctggtce
tctgccaacg
gcggtgagtg
gcgettggtt
ccggcgecata
cagcgtctgg

gataatcagg

20

T3

ttggtcatga
atgcccgact
ttgaagaact
gtgaagtcgg
acgatgcgac
gggcaatcta
agaacacatt
tggacgatcg
ttacttacgce
ttgaaaataa
ctaaatacag
accgccagta
cagcgcaaaa
tcagcgtggce
aagaaccggc
agtcacgcga
tcagccagac
cgccggcgaa
aaagtcagtt
tgtcgectte
tacccggtgt
aacatcgtgc
cctggcagaa
ccgecccaggce
gtggactggg
agccggaact
cttacgttgce
atttgcgege
acgccttgtg
aagggcttcc
atgacatgcc

cgctgataac

tgaccgggeg
tgagcgcagt
gcttgeceag
gcagaatgcc
gtttgctgceca
cctgaaacaa
aagcgcggca
gatcctggca
gaccgegcetg
gccactattt
cgctaacccce
tgttgttgge
actgctecgec
gacccgtaac
aaatcttacc
agctgcecgat
tttaatggceg
ggtggecgatt
gccgggtatt
ctacgatgcc
ggcgttgtat
ggtagcctat
aatcagtctt
ggcaggaaat
aagcaatgcc
cgcactgaac
gcgggcgaca
cgcgctggaa
ggatagcggt
ggacgatccg
tgcgacgcag

cccactgacc

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



10

ccagaacaaa
tggacgttca
aataatgtcg
gagtaccgca
gtctttgeceg
accggtctge
ttgcecgetga
tttaatggcg
aacctgtacc
tatcgecgtca
gttcaggaca
gtcecgetgga
ctcggegteg

aacgcgtttce

<210> 40
<211> 990
<212> PRT

atcaacaacg
gtttcgattc
gcggcgcage
tcggacgcaa
ataccggaga
gctggaagcc
acggccaaaa
gcaaatacag
tcgatgcgge
gctggcatca
acggctatcg
atatctggac
agtatcaaca

tcaccattgg

ES 2

cttcaattte
ttcecatecgge
gccagggaaa
tatgctgcetg
aaacggggtg
gctgcgegat
tggcgcatcc
cgacgaatgg
gcaatatatc
gaaggtagct
tgataaaggc
cggcgagacg
tacctttaag

agtgcactgg

<213> Escherichia coli. c. K-12 subc.W3110

<400> 40

Met

1

Leu

Ser

Pro

Thr

65

Ile

Asp

Gly

Lys

Lys Glu Asn

Thr Leu

20

Ser

Ala Glu

35

Glu

Arg Leu

50

Asp

Ala Ile Arg

Pro Leu Thr

Ala
100

Asp Arg

Ala
115

Asp Arg

Ser Val Thr

130

Asn Leu

Leu Ser
Leu Gly

Lys Ala

Asn

Thr

Leu

Leu

720 032

cgecegtttge
ttgcgttceceg
agctatcgta
gaaggcgacce
atgatgccgg
cagatctttt
gataccatgce
cacccgaacg
cgccaggata
aacggacaga
actcagggcg
cactacgacg
gcgattaatc

taa

Arg Val

Ala
25

Ser

Ser
40

Asp

Lys Ala

55

Glu Phe

70

Leu
85

Tyr
Arg Leu
Glu

Leu

Thr Vval

Glu

Leu

Leu

Arg

Glu

Tyr Ile

Ala Glu

Glu
105

Leu

Ser Leu

120

Glu Leu

135

21

Ile

10

Leu

Tyr

Gln

His

Ala

90

Asp

Ala

Leu

T3

atgaggaggt
gcgcaatgag
gctacggaca
tgctctcagt
tgaaaaatcc
tcatcgcegt
tgcgecgecag
gttcaggctg
ttcaggcgtg
ctattgagcc
cgcagcttgg
cctggececgea

aacgtaacgg

Gly Trp

Ala Asp
Arg His

Asn
60

Lys

Gln
75

Gln

Tyr Arg

Gln Leu

Ala Ile

Ala Gln

140

cggtcgecege
taccgctaac
actggaagcc
ttatagcege
gatgtcecgge
cgaacagcag
cgcctcatte
gtttgcccaa
gacggcagat
ttacgctcac
cggagtcggg
caaagtcagt

agagcgcaac

Leu
15

Ser Gly

Ile
30

Asn Gly

Phe
45

Val Ile

Asn Asp Glu

Val Pro Asp

His Phe Gly

95
His

Lys Arg

110

Pro Val Glu

125
Gln

Lys Ala

Leu

Thr

Tyr

Ala

Asn

80

His

Pro

Vval

Cys

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2973



Asp

145

Thr

Gln

Asn

225

Leu

Ala

Leu

Trp

Ala

305

Ala

Lys

Ala

Leu

385

Thr

Ala

Glu

Pro
465

Ala

Arg

Phe

Arg

Glu

210

Phe

Gln

Thr

Ile

Leu

290

Asn

Thr

Leu

val

Leu

370

Thr

Leu

Leu

Thr

Gln

450

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

195

Ala

Asp

Ser

Ala

Glu

275

Tyr

Tyr

Leu

Leu

Ser

355

Leu

Trp

Met
Pro
435

Arg

Ile

Pro

Ala

Ala

180

Ile

Arg

vVal

Gln

Leu

260

Asn

Thr

Pro

Ala

340

Val

Tyr

Gln

Gln

Ala

420

Ala

Gln

Val

Thr

Gln

165

Ser

Tyr

Gln

Leu

Gly

245

Ala

Lys

Leu

val

val

325

Thr

Ala

Gln

Leu

Arg

405

Arg

Lys

Trp

Arg

ES 2 720

Leu

150

Leu

Pro

Leu

Gln

Leu

230

Ile

Tyr

Pro

Ser

Gln

310

Leu

Leu

Thr

Gln

Met

390

Tyr

Leu

Val

Gln

Leu
470

Arg

Pro

Glu

Lys

Asn

215

Ala

Phe

Arg

Leu

Lys

295

Phe

Leu

Pro

Arg

Glu

375

Gln

Pro

Ala

Ala

Ser

455

Leu

Cys

val

Gly

Gln

200

Thr

Gly

Thr

Gly

Phe

280

Tyr

Ala

Lys

Ala

Asn

360

Pro

Asn

Phe

Ser

Ile

440

Gln

Gly

032 T3

Arg

Ala

Lys

185

Trp

Gln

Asp

Glu

265

Thr

Ser

Asp

Glu

Asn

345

Lys

Ala

Glu

Gln

Leu

425

Leu

Asp

22

Ser

Arg

170

Thr

Ser

Ser

Leu

Pro

250

Lys

Thr

Ala

Asn

Gly

330

Glu

Ala

Asn

Gln

Gly

410

Leu

Ser

Pro

Met

Glu

155

Ala

Leu

Gln

Ala

Asp

235

Gln

Ala

Asp

Asn

Arg

315

Gln

Met

Glu

Leu

Ser

395

Asp

Glu

Lys

Gly

Ser
475

val

Gln

Arg

Ala

Ala

220

Asp

Ser

Arg

Ala

Pro

300

Gln

Tyr

Leu

Ala

Thr

380

Arg

Ala

Ser

Pro

Ile

460

Pro

Gly

Leu

Thr

Asp

205

Glu

Tyr

Leu

Gln

285

Vval

Tyr

Asp

Glu

Leu

365

Arg

Glu

Arg

His

Leu

445

Ala

Ser

Gln

Asn

Asp

190

Thr

Arg

Ile

Ile

Gln

270

Glu

Gln

Vval

Ala

Glu

350

Arg

Leu

Ala

val

Pro

430

Pro

Asp

Tyr

Asn

Asp

175

Leu

Leu

Arg

Leu

Thr

255

His

Lys

Ala

val

Ala

335

Arg

Leu

Asp

Ala

Ser

415

Tyr

Leu

Asn

Asp

Ala

160

Ala

Leu

Tyr

Gln

Ala

240

Tyr

Tyr

Ser

Leu

Gly

320

Gln

Tyr

Ala

Gln

Asp

400

Gln

Ala

Cys

Ala
480



Ala

Val

Trp

Ala

Asn

545

Gly

Gly

Gly

Ala

Arg

625

Leu

Trp

His

val

Leu

705

Pro

Val

Ser

Gly

Gly

785

vVal

Ala

Ala

Gln

Thr

530

Glu

Ala

Ser

Gln

Pro

610

His

Glu

Asp

Lys

Asn

690

val

Glu

Gly

Gly

Lys

770

Arg

Phe

Trp

Leu

His

515

Ala

Asp

Ala

Asn

Pro

595

Ser

Asn

Pro

Ser

Gly

675

Gln

Ile

Gln

Arg

Ala

755

Ser

Asn

Ala

Asn

Tyr

500

Arg

Leu

Leu

Arg

Ala

580

Glu

Ala

val

Asn

Gly

660

Leu

Arg

Asp

Asn

Arg

740

Met

Tyr

Met

Asp

Arg

485

Ala

Ala

Ala

Leu

Asp

565

Leu

Leu

Asn

Pro

Asn

645

Asp

Pro

Leu

Asp

Gln
725

Trp

Ser

Arg

Leu

Thr
805

ES 2 720

Leu

Trp

val

Ala

Ala

550

Arg

Tyr

Ala

Ala

Ala

630

Ser

Ile

Asp

Asp

Ile

710

Gln

Thr

Thr

Ser

Leu

790

Gly

Ala

Leu

Ala

Trp
535

Ala

Trp

Trp

Tyr

615

Ala

Asn

Ala

Asp

Asp

695

Asp

Arg

Phe

Ala

Tyr

775

Glu

Glu

Lys

Gln

Tyr

520

Gln

Ala

Leu

Trp

Asn

600

val

Val

Thr

Gln

Pro

680

Met

Asn

Phe

Ser

Asn

760

Gly

Gly

Asn

032 T3

Cys

Ala

505

Gln

Lys

Asn

Gln

Leu

585

Asp

Ala

Ser

Gln

Ser

665

Ala

Pro

Gln

Asn

Phe

745

Asn

Gln

Asp

Gly

23

Tyr

490

Glu

Ala

Ile

Thr

Gln

570

His

Arg

Asp

Ala

650

Arg

Leu

Ala

Ala

Phe

730

Asp

Asn

Leu

Leu

Val
810

Arg

Gln

Tyr

Ser

Ala

555

Ala

Ala

Thr

Ala

Leu

635

Ala

Glu

Ile

Thr

Leu

715

Arg

Ser

val

Glu

Leu

795

Met

Asp

Arg

Gln

Leu

540

Gln

Glu

Gln

Arg

Thr

620

Arg

Met

Gln
700
Ile
Arg
Ser
Gly
Ala
780

Ser

Met

Thr

Gln

val

525

His

Ala

Lys

Arg

Ser

605

Ile

Ala

Gly

Leu

Gln

685

His

Thr

Leu

Ile

Gly

765

Glu

val

Pro

Leu

Pro

510

Glu

Asp

Ala

Arg

Tyr

590

Ile

Tyr

Ala

Tyr

Glu

670

Leu

Tyr

Pro

His

Gly

750

Ala

Tyr

Tyr

Val

Pro

495

Ser

Asp

Met

Gly

Gly

975

Ile

Asn

Arg

Leu

Ala

655

Pro

Ala

Ala

Leu

Glu

735

Leu

Ala

Arg

Ser

Lys
815

Gly

Ala

Tyr

Ser

Asn

560

Leu

Pro

Ile

Gln

Glu

640

Leu

Ala

Tyr

Arg

Thr

720

Glu

Arg

Pro

Ile

Arg

800

Asn



10

15

Pro

Phe

Ala

Lys

865

Asn

Trp

Gln

Lys

Ile

945

Leu

Gly

<210> 41
<211> 2238
<212> ADN

<213> Escherichia coli c.

<220>
<221> gen

Met Ser Gly

820
Ala

Phe Ile

835
Ser Thr
850

Asp

Tyr Ser Asp

Leu Tyr Leu

Thr Ala Asp

900

Thr Ile Glu

915

Gly Thr Gln

930

Trp Thr Gly

Gly Val Glu

Glu Asn

980

Arg

<222> (1)..(2238)

<223> nfrB

<400> 41
gtggactgge
acgttagcgg
tgggtacgcce
cgcgaactgt
acgggcgtca
catatctttg
tgecgcteget
gccgactgte

gcttttgetg

ttcttgatgt
tcatcatgtt
gcattaaacg
ataaaccaga
tcggcaatat
ttggcaccta
tccecgaatgt
tgaacaacgt

gttttattct

K-12 subc.

ES 2

Thr Gly

vVal Glu

Met Leu

Leu

Gln

Arg

720 032

Arg Trp

825

Gln
840

Leu

Ala Ser

855

Glu Trp

870
Asp Ala
885

Tyr Arg

Pro

Tyr

Gly Ala

His

Ala

Vval

Ala

Gln

Pro Asn

Gln Tyr

Lys

Pro

Ala

Gly

Ile

T3

Pro Leu

Asn

Leu

Phe
860

Ser

Ser
875

Gly

Arg Gln

890

Ser

905
His Val
920

Leu Gly

935

Thr
950

Glu

Tyr Gln

965

Asn Ala

W3110

ttttgctacc
catcagcggg
caagttgagt
tgaaaaaccg
ggccgagcetg
ccccaacgac
gcataaggta
gctggacgcce

gcatgacgcc

His

His

Phe

Tyr Asp

Thr Phe

His

Gln

Gly

Ala

Lys

Gln Lys

Asp Asn

val Gly

940
Trp Pro
955

Ala Ile

970

Thr
985

Leu

tggctctacg
ctggacgatt
gtttatcgcece
ttagcgatta
gcggcgacca
cccgatactce
gtctgegege

atcacccaat

gaagatgtga

24

Ile

Gly Vval

gcttaaaagt
tttttattga
gctaccegeg
tggttececgge
cgctcgacta
agcgtgatgt
gtecctggece
ttgagcgtag

tttcaccgat

Arg Asp Gln

830

Gly Gln Asn

845
Phe

Asn Gly

Phe Ala

Trp

Ile Gln

895

Asp

Ala
910

Val Asn

Gly
925

Tyr Arg

Val Arg Trp

His Lys Val

Asn Gln Arg

975

His Trp

990

aatcgcgata
tgtcgtctac
aatgagttac
gtggaatgaa
cgaaaactat
tgacgaagtg
caccagcaaa

cgccaatttce

ggaattgcgt

Ile

Gly

Gly

Gln

880

Ala

Gly

Asp

Asn

Ser

960

Asn

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ctgttcaact
cgcgaatgga
aaagatgttc
tgtttcagce
gtgcagagtc
gaaatttttg
ttacagcacg
tcgactgegg
acccataaat
gcaatcagta
ctggcgtatg
gcatggttaa
cgggtgattt
cttttetggg
caacacggcyg
actggcgata
actgaagaac
tcaatgctga
aacggcgtgg
atgccggcct
ttaattgtcg
gtcggacgca
cactggtatg
catcagtggce
ttcctgtteg
ttgttattge
gttatcagcc
atgcaatcac

gaaaatgaag

<210> 42
<211> 745
<212> PRT

atctggtcga
cgcacttcac
cggtgegtga
gccgegecgt
ttactgaaga
tcegttttece
cgcggacatc
ttcgacaaaa
ggacctccag
actttgtcag
aaagtttgtg
tgaccctgcet
tcgttactgg
gcaacctgat
atccacgtcg
cccgetegtt
aactcgatac
tgcaggggct
cgtgggaatc
ccgtggeget
gcagtgaaga
aagtgcgtta
cacgccgacg
tcacggaaca
ccgaaatact
gccatgaacg
aggaaacgtt
tattactcaa

gagaataa

ES 2

gcgtaaagat
cagcatgact
agccctcgee
gaccgcactg
ttacgacatt
ggtggtggac
aaacatgatc
atcccgetgg
cctgacgctg
cttecctegeg
gcccgatgec
gtggctaaac
ctactacggc
taacttcatg
cgtggegtgg
gcgccegtta
agcactgcgt
gattagcgcece
catcgatgce
gcattatgcg
tggtattgac
cgtcattgtt
cggtcacgat
gcaggccggt
gaccacgctce
cagttctctg
ggatcgegtce

agcaggttta

<213> Escherichia coli c. K-12 subc. W3110

<400> 42

720 032

ctgattcaga
tacattgatg
ggacaagtgc
ttagctgacg
ggcttecegee
gaagccaaag
tgegtgegeg
atcatcggca
aactactttc
atgctggtga
tggcatttce
tttggtttga
ctgacgcagg
gccaactggce
gataaaacaa
ggtcaaattc
aatcgcgtcg
gagcagctgg
tggcagatce
gtactgccge
ccggtttege
ctgecggggac
ccgcgggcaa
gaaatctggc
ggtcatatta
ccgetcggea
ctgacaattc

aacacagaac

25

T3

tcceggtgta
agttttcaga
ccagcgcagg
gtgacggtat
tgaaagaaaa
aacgcgagca
aatatttccc
ttgttttcca
tctggcgega
tgatccagct
tttctatttt
tggttaaccg
ggctgcttte
gcgegctaaa
cgcatgactt
tgctggaaaa
aaggtctacg
cacaggcgct
cttecteget
tgcgtctgga
tggcggecect
aaattgtcac
tgttgtacaa
ggcaatatgt
atcgttcage
agtttttggt
aacgcgaatt

aggttgcgca

tcegttegaa
gctgcatggce
cgtcggeacc
tgctttegac
aggtatgacg
gcgtaaattt
cgataccttt
aggctttaaa
ccgcaaaggqg
tttgctgttg
cagcggcagce
catcgtgcag
cgtecctgegt
acaggtactt
ccececagegtyg
tcaggtcatc
cctgggeggt
ggcagagcaa
gattgccgaa
aaatgacgag
gacgcgtaaa
agggttacgt
tgcggttcag
gccgcatcag
aattaacgtg
caccgaaggc
acaagtttcg

actggagtcc

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2238



Met

val

Asp

Leu

Lys

65

Thr

Tyr

Thr

Lys

Asn

145

Ala

Met

Gln

Met

Val

225

Cys

Ile

Val

Arg
305

Asp

Ile

Phe

Ser

50

Pro

Gly

Glu

Gln

vVal

130

Asn

Phe

Glu

Ile

Thr

210

Arg

Phe

Ala

Leu

Asp

290

Thr

Trp

Ala

Phe

35

Val

Asp

Val

Asn

Arg

115

Val

Val

Ala

Leu

Pro

195

Tyr

Glu

Ser

Phe

Lys

275

Glu

Ser

Leu

Ile

20

Ile

Tyr

Glu

Ile

Tyr

100

Asp

Cys

Leu

Gly

Arg

180

Val

Ile

Ala

Arg

Asp

260

Glu

Ala

Asn

Leu

Thr

Asp

Lys

Gly

85

His

val

Ala

Asp

Phe

165

Leu

Tyr

Asp

Leu

Arg

245

vVal

Lys

Lys

Met

ES

Asp
Leu
val
Arg
Pro

70
Asn

Ile

Asp

Ala
150
Ile
Phe
Pro
Glu
Ala
230
Ala
Gln
Gly

Glu

Ile
310

2 720

vVal

Ala

vVal

Tyr

55

Met

Phe

Glu

Pro

135

Ile

Asn

Phe

Phe

215

Gly

Val

Ser

Met

Arg

295

Cys

Phe

Val

Tyr

40

Pro

Ala

Ala

Val

Val

120

Gly

Thr

His

Tyr

Glu

200

Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

280

Glu

Val

032 T3

Ala

Ile
25

Trp

Arg

Ile

Glu

Gly

105

Cys

Pro

Gln

Asp

Leu

185

Arg

Glu

Val

Ala

Thr

265

Glu

Gln

Arg

26

Thr

10

Met

vVal

Met

Met

Leu

90

Thr

Ala

Thr

Phe

Ala

170

Val

Glu

Leu

Pro

Leu

250

Glu

Ile

Arg

Glu

Phe

Arg

Ser

vVal

75

Ala

Tyr

Ser

Glu

155

Glu

Glu

Trp

His

Ser

235

Leu

Asp

Phe

Lys

Tyr
315

Leu

Ile

Arg

Tyr

60

Pro

Ala

Pro

Phe

Lys

140

Arg

Asp

Arg

Thr

Gly

220

Ala

Ala

Tyr

vVal

Phe

300

Phe

Tyr

Ser

Ile

45

Ala

Thr

Asn

Pro

125

Ala

Ser

vVal

Lys

His

205

Lys

Gly

Asp

Asp

Arg

285

Leu

Pro

Gly

Gly

30

Lys

Glu

Trp

Thr

Asp

110

Asn

Asp

Ala

Ile

Asp

190

Phe

Asp

Val

Gly

Ile

270

Phe

Gln

Asp

Leu

15

Leu

Arg

Leu

Asn

Leu

95

Pro

Val

Cys

Asn

Ser

175

Leu

Thr

val

Gly

Asp

255

Gly

Pro

His

Thr

Lys

Asp

Lys

Tyr

Glu

80

Asp

Asp

His

Phe

160

Pro

Ile

Ser

Pro

Thr

240

Gly

Phe

Val

Ala

Phe
320



Ser

Gln

Phe

Leu

Ser

385

Ala

Gln

Phe

Pro

465

Thr

Asn

Val

Ser

Trp

545

Met

Glu

Ser

Ile

Arg

625

His

Thr

Gly

Leu

Ala

370

Leu

Trp

Ile

Gly

Met

450

Arg

Gly

Gln

Glu

Ala

530

Glu

Pro

Asn

Leu

val

610

Arg

Gln

Ala

Phe

Trp
355

Met

Trp

Leu

Val

Leu

435

Ala

Arg

Asp

val

Gly

515

Glu

Ser

Ala

Asp

Ala

595

Leu

Arg

Trp

Val

Lys

340

Arg

Leu

Pro

Met

Gln

420

Asn

vVal

Thr

Ile

500

Gln

Ile

Ser

Glu

580

Ala

Arg

Gly

Arg

325

Thr

Asp

val

Asp

Thr

405

Arg

Ser

Trp

Arg

485

Thr

Arg

Leu

Asp

val

565

Leu

Leu

Gly

His

Thr
645

ES 2 720

Gln

His

Arg

Ala

390

Leu

vVal

val

Arg

Trp

470

Ser

Glu

Leu

Ala

Ala

550

Ala

Ile

Thr

Gln

Asp

630

Glu

Lys

Lys

Lys

Ile
375

Trp

Leu

Ile

Leu

Ala

455

Asp

Leu

Glu

Gly

Gln

535

Trp

Leu

val

Arg

Ile

615

Pro

Gln

Ser

Trp

Gly

360

Gln

His

Trp

Phe

Arg

440

Leu

Lys

Arg

Gln

Gly

520

Ala

Gln

His

Gly

Lys

600

vVal

Gln

032 T3

Arg

Thr

345

Ala

Leu

Phe

Leu

Val

425

Leu

Lys

Thr

Pro

Leu

505

Ser

Ile

Tyr

Ser

585

Val

Thr

Ala

Ala

27

Trp

330

Ser

Ile

Leu

Leu

Asn

410

Thr

Phe

Gln

Thr

Leu

490

Asp

Met

Ala

Pro

Ala

570

Glu

Gly

Gly

Met

Gly
650

Ile

Ser

Ser

Leu

Ser

395

Phe

Gly

Trp

val

His

475

Gly

Thr

Leu

Glu

Ser

555

val

Asp

Arg

Leu

Leu

635

Glu

Ile

Leu

Asn

Leu

380

Ile

Gly

Tyr

Gly

Leu

460

Asp

Gln

Ala

Met

Gln

540

Ser

Gly
Lys
Arg
620

Tyr

Ile

Gly

Thr

Phe

365

Leu

Phe

Leu

Tyr

Asn

445

Gln

Phe

Ile

Leu

Gln

525

Asn

Leu

Pro

Ile

val

605

His

Asn

Trp

Ile

Leu

350

Val

Ala

Ser

Met

Gly

430

Leu

His

Pro

Leu

Arg

510

Gly

Gly

Ile

Asp
590
Arg

Trp

Ala

Vval

335

Asn

Ser

Tyr

Gly

val

415

Leu

Ile

Gly

Ser

Leu

495

Asn

Leu

val

Ala

Arg

575

Pro

Tyr

Tyr

vVal

Gln
655

Phe

Tyr

Phe

Glu

Ser

400

Asn

Thr

Asn

Asp

vVal

480

Glu

Arg

Ile

Ala

Glu

560

Leu

val

val

Ala

Gln

640

Tyr
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Val

Ile

Ser

Glu

705

Met

Gln

<210> 43
<211> 6088
<212> ADN
<213> Esche

<220>
<221>gen

Gln
660

Pro His

Asn Arg Ser

675

Leu Pro Leu

690

Thr Leu Asp

Gln Ser Leu

Glu Ser

740

richia coli c. K-12 subc.

<222> (1)..(6088)

<223> nfrAB

<400> 43

gtggactgge
acgttagcgg
tgggtacgcce
cgcgaactgt
acgggcgtca
catatctttg
tgcgeteget
gccgactgtce
gcttttgcetg
ctgttcaact
cgcgaatgga
aaagatgttc
tgtttcagcece
gtgcagagtc
gaaatttttg

ttacagcacg

ttcttgatgt
tcatcatgtt
gcattaaacg
ataaaccaga
tcggcaatat
ttggcaccta
tccecgaatgt
tgaacaacgt
gttttattcet
atctggtcga
cgcacttcac
cggtgcgtga
gccgegeegt
ttactgaaga
tcegttttece

cgcggacate

ES

Phe Leu

Ala Ile

Gly Lys

Phe

Asn

Phe

Ala Glu

665

Val
680

Leu

Val

695

val
710

Arg
Leu
725

Glu Asn

W3110

ttttgctacc
catcagcggg
caagttgagt
tgaaaaaccg
ggccgagetg
ccccaacgac
gcataaggta
gctggacgcecc
gcatgacgce
gcgtaaagat
cagcatgact
agccctegec
gaccgcactg
ttacgacatt

ggtggtggac

aaacatgatc

Leu

Lys

Glu

Thr Ile

Ala Gly

Ile

Leu

Thr

Gln

Leu

2 720 032 T3

Leu Thr

Leu Arg

Glu Gly

700
Arg Glu
715

Asn Thr

730

Glu
745

Gly

tggctctacg
ctggacgatt
gtttatcgcece
ttagcgatta
gcggcgacca
cccgatactce
gtctgegege
atcacccaat
gaagatgtga
ctgattcaga
tacattgatg
ggacaagtgc
ttagctgacg
ggcttcegece
gaagccaaag

tgcgtgcgeg

28

gcttaaaagt
tttttattga
gctaccegeg
tggttececgge
cgctcgacta
agcgtgatgt
gtcctggece
ttgagcgtag
tttcaccgat
tccecggtgta
agttttcaga
ccagcgcagg
gtgacggtat
tgaaagaaaa
aacgcgagca

aatatttccc

Thr Leu

670

Gly

His Glu

685

Arg

Val Ile Ser

Leu Gln Val

Glu Gln Val

735

aatcgcgata
tgtcgtctac
aatgagttac
gtggaatgaa
cgaaaactat
tgacgaagtg
caccagcaaa
cgccaattte
ggaattgcgt
tcegttegaa
gctgcatggce
cgtcggcacc
tgctttegac
aggtatgacg
gcgtaaattt

cgataccttt

His

Ser

Gln

Ser

720

Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tcgactgcgg
acccataaat
gcaatcagta
ctggegtatg
gcatggttaa
cgggtgattt
cttttectggg
caacacggcg
actggcgata
actgaagaac
tcaatgctga
aacggcgtgg
atgccggect
ttaattgtcg
gtcggacgca
cactggtatg
catcagtggce
ttecctgtteg
ttgttattge
gttatcagce
atgcaatcac
gaaaatgaag
tttattgagt
gagcgattat
aaataacgac
taatattcecg
ggcgeggetg
cagtctggceg
ccagcaaaaa
tgcecctgegg
tgcatcgeeg

acaatggtcc

ttcgacaaaa
ggacctccag
actttgtcag
aaagtttgtg
tgaccctget
tcgttactgg
gcaacctgat
atccacgtcg
ccegectegtt
aactcgatac
tgcaggggct
cgtgggaatc
ccgtggeget
gcagtgaaga
aagtgcgtta
cacgccgacg
tcacggaaca
ccgaaatact
gccatgaacg
aggaaacgtt
tattactcaa
gagaataacc
accagcgcac
cgccattttg
gaagcaaccg
ctgactttat
ttgcttgagg
gctattccgg
gegtgegatg
ctggcacagt
gaaggaaaaa

caggcagata

ES 2

atccecgetgg
cctgacgcetg
cttcectegeg
gcecegatgee
gtggctaaac
ctactacggc
taacttcatg
cgtggcgtgg
gcgcccegtta
agcactgcgt
gattagcgcece
catcgatgece
gcattatgcg
tggtattgac
cgtcattgtt
cggtcacgat
gcaggccggt
gaccacgctc
cagttctetg
ggatcgcgte
agcaggttta
ttaatcgegt
tcgcagacaa
ttatttatcc
ccatccgega
accttgegga
atcaactgaa
ttgaagtgaa
ctgcgcecgac
tacctgtecge
cgctgecgaac

cgctatacaa

720 032

atcatcggca
aactactttc
atgctggtga
tggcatttee
tttggtttga
ctgacgcagg
gccaactgge
gataaaacaa
ggtcaaattc
aatcgcgteg
gagcagctgg
tggcagatcc
gtactgcege
ccggtttege
ctgcggggac
ccgcgggcaa
gaaatctggce
ggtcatatta
ccgctecggea
ctgacaattc
aacacagaac
catcggatgg
tatcggcacc
ccgtctegat
atttgaatat
agcctatecge
acgtcaccca
aagcgttacg
cctgegttgt
cagagcgcaa
cgatctgcectg

tgaagcacgc

29

T3

ttgttttcca
tctggcgega
tgatccagct
tttetatttt
tggttaaccg
ggctgcttte
gcgcegctaaa
cgcatgactt
tgctggaaaa
aaggtctacg
cacaggcgct
cttecteget
tgcgtcectgga
tggcggcccect
aaattgtcac
tgttgtacaa
ggcaatatgt
atcgttcage
agtttttggt
aacgcgaatt
aggttgcgca
tctggtttac
agcgcagaag
aaagcgctga
atacaccagc
cattttggte
ggagatgccce
acagttgaag
cgcagtgaag
ctgaacgatg
caacgggcaa

cagcagaaca

aggctttaaa
ccgcaaaggg
tttgctgttg
cagcggcage
catcgtgcag
cgtcctgegt
acaggtactt
ccccagegtg
tcaggtcatc
cctgggeggt
ggcagagcaa
gattgccgaa
aaatgacgag
gacgcgtaaa
agggttacgt
tgcggttcag
gcecgecatcag
aattaacgtg
caccgaaggc
acaagtttcg
actggagtecce
tgctgacgte
agctggggcet
aggcacagaa
aggtgccgga
atgatgaccg
gacttgagcg
aactgcttgce
tcgggcagaa
cgacgtttge
tctacctgaa

cattaagcgce

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



ggcagaacgc
ggcactgcaa
gctggcttat
atttaccacg
ccecegttecag
tggcgecgacg
cgccacccte
taacaaggct
tacccgectg
cgatttattg
ggcgcgactg
gattttatcg
tattgcagat
tgcegeegec
gtatgcatgg
ctatcaggcg
tcttecacgac
aaatggtgcg
tgccctcetac
gaacgatctc
gacaatttat
ggaactggaa
cggtgatatc
tcecggcactg
gcagcactac
gaccccagaa
ccgetggacg
taacaataat
agccgagtac
cecgegtettt

cggcaccggt

cgtcagtggt
tcacagggga
cgtggcgaaa
gacgcacaag
gcgttggega
ctaccggtge
cccgcecaatg
gaagctctge
gatcaactaa
ctgcaacgct
gcgtctetge
aaacccttac
aattgcccgg
tggaaccgtc
cttcaggceg
tatcaggttg
atgagcaatg
gctcgegatce
tggtggctge
acgcgctcaa
cgccaacgtce
ccgaataata
gcacagtcgce
atccgacaac
gcceggetgg
caaaatcaac
ttcagttteg
gtcggeggeg
cgcatcggac
gcegataceg

ctgcgcetgga

ES 2

ttgacgtgct
tcttcacecga
aagcacgcct
agaaaagttg
attatacggt
tgttaaaaga
aaatgcttga
gtctggcacg
cctggcaact
atcctttcca
tggaaagtca
cgctggegga
caatagttecg
tggcaaagtg
aacaacgaca
aggactacgc
aggatctgct
gctggctaca
atgcgcaacg
tcaatattge
ataatgtccc
gcaacaccca
gggaaatgct
tggcctacgt
tgattgatga
aacgcttcaa
attcttccat
cagcgccagg
gcaatatgct
gagaaaacgg

agccgcetgeg

720 032

tcttgeeggg
tcectcagtca
ccagcattat
gctctatcetg
acagtttgce
aggtcagtac
ggagcgttat
attgctgtat
gatgcagaac
gggcegatgeg
tccttacctg
gcaacgtcag
cttgctggge
ttatcgggac
accgagcgcece
caccgcactg
tgctgectgee
acaggcagaa
ttacattcct
gccttetgee
ggccgeggtg
ggcagcgctt
cgaaccggcg
gaaccagcgt
cattgataat
tttececgeegt
cggcttgegt
gaaaagctat
gctggaagge
ggtgatgatg

cgatcagatc

30

T3

cagctggacg
tatattactt
ctcattgaaa
ttatctaaat
gacaaccgcc
gacgcagcgce
gctgtcageg
cagcaagaac
gagcagtcac
cgtgtcagcece
gcaacgccgg
tggcaaagtc
gatatgtcgce
acgctacccg
tggcaacatc
gcggectgge
aataccgccecce
aaacgtggac
ggtcagccgg
aacgcttacg
agtgatttgc
ggttacgcct
cataaagggc
ctggatgaca
caggcgctga
ttgcatgagg
tcecggegecaa
cgtagctacg
gacctgctcet
ccggtgaaaa

tttttecateg

atcggatcct
acgcgaccgce
ataagccact
acagcgctaa
agtatgttgt
aaaaactgct
tggcgacceg
cggcaaatct
gcgaagcetge
agactttaat
cgaaggtggce
agttgccggg
cttectacga
gtgtggegtt
gtgcggtage
agaaaatcag
aggcggcagg
tgggaagcaa
aactcgcact
ttgcgeggge
gcgccgegcet
tgtgggatag
ttccggacga
tgcetgegac
taaccccact
aggtcggtcg
tgagtaccge
gacaactgga
cagtttatag
atccgatgte

ccgtecgaaca

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

4740



10

gcagttgccg
attctttaat
ccaaaacctg
agattatcgce
tcacgttcag
cggggtccge
cagtctecgge
caacaacgcg
gctgacactg
acaaaaccga
tttgcaaggce
gccagaacag
gcttattgte
agcgctggaa
gagcgccgceg
gaactggcgc
gctgattage
gtcgecccgat
ggtacaggat
ggccagecgec
cgcecggcaaa
gttagcgaaa
cgtcgecgecac
<210> 44

<211> 885
<212> ADN

ctgaacggcc
ggcggcaaat
tacctcecgatg
gtcagctggce
gacaacggct
tggaatatct
gtcgagtatc
tttctcacca
cttttggtca
gatagtcagg
ttecgataccce
cgcacgttat
gggctgaacg
agctatctta
cctggcataa
agcgaagccg
gatgtttcag
ggctatecgecce
ggcagcggceg
gattgccaaa
ggcaaaacct
cgttecctett

ggcattcteg

ES 2

aaaatggcgc
acagcgacga
cggcgcaata
atcagaaggt
atcgtgataa
ggaccggcga
aacatacctt
ttggagtgca
gcececttttte
ttaccgatac
ttgttttgceca
tgtttaagcg
ccgatcegga
atcgcctget
cgccggatgg
cccgtecagece
caaaaccggt
aactgctgga
tggataaact
gtccegecce
ttacagcgaa
gcggtaaaga

agtattaa

<213> Escherichia coli c. K-12 subc. W3110

<220>
<221> gen

<222> (1)..(885)

<223> tsx

<400> 44

720 032

atccgatacc
atggcacccg
tatccgcecag
agctaacgga
aggcactcag
gacgcactac
taaggcgatt
ctggtaaatg
ctttgcgatg
ccagtggcag
atggacccgt
ggccgcagcet
attttttatg
ggctgccgat
ctggtacatc
tttgctaaca
ttatatcagt
acacgttaaa
gaccgctgaa
tgccagcgge
accgaaaccg

cactctctat

31

T3

atgctgcegceg
aacggttcag
gatattcagg
cagactattg
ggcgcgcage
gacgcctgge
aatcaacgta
cgtaagttca
aaaggtatta
gggctgatga
tacggcgatg
gcgcaacagg
caccagaaac
ctccagcaag
agcgcggaaa
tggttaaaca
agttttttecg
gcaaccggcg
cagcgtgaac
gttgtttatg
gacgcagaaa

ttectetetge

ccagcgecte
gctggtttge
cgtggacggce
agccttacgce
ttggcggagt
cgcacaaagt
acggagagcg
ttttegtatt
tctggcaacc
gtcagttacg
catttaccca
ctggtctgaa
agtcgtcecege
ccagattatg
ttgacgacct
acgcgcagcg
ccggaaacat
ttaatgtctg
gttatttaca
aactttttgt
ttgeccteget

gctatttgcece

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6088



atgaaaaaaa

aacgcagctg

gttgtcggaa
tacgaagcat
ttectteggeg
gaaatcgaac
ttcaaagagt
cgccagagca
ctgtccatga
gagtgggacg
ggtcagctga
agcggtaacg
attctggctc
ggtggtcagt

tctacecgget

<210> 45
<211> 294
<212> PRT

cattactgge

aaaacgacaa

gctatcacac
tcgctaaaaa
gtaactccga
cacgtttcte
ggtacttcgc
cctggtacat
acgtctatgce
gttaccgttt
gctacatcgg
caatcaacgg
tgaactacga
ggaacgacga

ggggtggtta

ES 2

agccggtgeg

accgcagtat

ccgtttegga
agactggttc
tgctaaaggt
catcgacaag
gaacaactac
gggtctgggt
gaaataccag
caaaattaaa
cttcaccaac
tattaagacc
tcactggcac
tgcagaactg

cctggtagta

<213> Escherichia coli c. K-12 subc. W3110

<400> 45

720 032

gtactggege

ctttececgact

ccgcagatce
gacttctatg
atctggaacc
ctgaccaata
atttacgaca
accgatatcg
tggcagaact
tactttgtgce
ttcgactggg
cgtactaata
tactctgteg
aacttcggca

ggttacaact

32

T3

tctettegte

ggtggcacca

gcaacgatac
gttatgcgga
acggttctce
ctgaccttag
tgggtcgtaa
acactggcct
atggcgcagc
cgattaccga
gttcecgattt
actctatcgce
tagctegtta
acggcaactt

tctga

ttttactgtce

gagcgttaac

ctaccttgag
tgcgceggta
gctgtttatg
ctteggtcecg
taaagatggt
gcecgatgage
gaacgaaaac
tetgtgggge
aggggatgac
ttccagcececat
ctggcacgac

caacgttecgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

885



Met Lys

Ser Phe

Asp Trp

Phe Gly
50

Ala Lys
65

Phe Phe

Pro Leu

Asn Thr

Asn Tyr
130

Trp Tyr
145

Leu Ser

Ala Asn

Val Pro

Thr Asn
210

Ile Asn
225

Ile Leu

Tyr Trp

Gly Asn

Val Val
290

<210> 46
<211> 2244
<212> ADN

Lys

Thr

Trp

35
Pro
Lys
Gly
Phe
Asp
115

Ile

Met

Met

Glu

Ile

195

Phe

Gly

Ala

His

Gly

275

Gly

Thr

Val

20

His

Gln

Asp

Gly

Met

100

Leu

Tyr

Gly

Asn
Asn
180
Thr
Asp
Ile
Leu
Asp
260

Asn

Tyr

Leu

Asn

Gln

Ile

Trp

Asn

85

Glu

Ser

Asp

Leu

Val

165

Glu

Asp

Trp

Lys

Asn

245

Gly

Phe

Asn

<213> Escherichia coli c. K-12 subc

ES

Leu
Ala
Ser
Arg
Phe

70
Ser
Ile
Phe

Met

Gly
150

Tyr
Trp
Leu
Gly
Thr
230
Tyr
Gly

Asn

Phe

2 720 032 T3

Ala

Ala

val

Asn

55

Asp

Asp

Glu

Gly

Gly

135

Thr

Ala

Asp

Trp

Ser

215

Arg

Asp

Gln

Val

. W3110

Ala

Glu

Asn

40

Asp

Phe

Ala

Pro

Pro

120

Arg

Asp

Lys

Gly

Gly

200

Asp

Thr

His

Trp

Arg
280

Gly

Asn

25

Val

Thr

Tyr

Lys

Arg

105

Phe

Asn

Ile

Tyr

Tyr

185

Gly

Leu

Asn

Trp

Asn

265

Ser

33

Ala

10

Asp

Val

Tyr

Gly

Gly

90

Phe

Lys

Lys

Asp

Gln
170
Arg
Gln
Gly
Asn
His
250

Asp

Thr

Val

Lys

Gly

Leu

Tyr

7

Ile

Ser

Glu

Asp

Thr
155

Trp

Phe

Leu

Asp

Ser

235

Tyr

Asp

Gly

Leu

Pro

Ser

Glu

60

Ala

Trp

Ile

Trp

Gly

140

Gly

Gln

Lys

Ser

Asp

220

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Gln

Tyr

45

Tyr

Asp

Asn

Asp

Tyr

125

Arg

Leu

Asn

Ile

Tyr

205

Ser

Ala

Val

Glu

Gly
285

Leu

Tyr

30

His

Glu

Ala

His

Lys

110

Phe

Gln

Pro

Tyr

Lys

190

Ile

Gly

Ser

val

Leu

270

Gly

Ser

15

Leu

Thr

Ala

Pro

Gly

95
Leu
Ala

Ser

Met

Gly
175
Tyr
Gly
Asn
Ser
Ala
255

Asn

Tyr

Ser

Ser

Arg

Phe

val

80

Ser

Thr

Asn

Thr

Ser
160

Ala

Phe

Phe

Ala

His

240

Arg

Phe

Leu



<220>
<221>gen

<222> (1)..(2244)

<223> fhuA

<400> 46
atggcgegtt
gccacagegg
actatcaccg
attgcggcege
cagtctattt
gaagcgctta
gaccacctga
ggcctgaagt
cgcgctgaaa
ctgttgaata
gccggtactg

ggtgtttact

ccaaaactgce
ttagcggcat
ttaccgcetge
gacagtctgce
ctgttgtgac
gctacacgcc
tcattcgecgg
tgcagggcaa
ttatgegtgg
tggtcagcaa
acagcctgtt

cttatcgeet

ES 2 720 032 T3

tcagccaaaa
gtctgtttat
acctgcgeeg
taccggcact
cgccgaagag
gggtgtctct
ctttgcggeca
cttctataac
cceggtttee
gcgtcegace
ccagactggt

gaccggtctt

cactcactge
gcacaggcag
caagaaagcg
aaaaccgata
atggcgctge
gttggtacgc
gaaggccaaa
gatgcggtca
gtgctttacg
accgaaccgce

tttgacttta

gcgcgttectg

34

gtaaaatcgc
cggttgaacc
catgggggcec
cgccgattea
atcagccgaa
gtggcgcatc
gccagaataa
ttgaccecgta
gtaaaagcag
tgaaagaagt
gcgattegtt

ccaatgccca

agttgtagta
gaaagaagac
tgctgcaact
aaaagtgcca
gtcggtaaaa
caacacctat
ctatctgaat
tatgctggaa
tcetggegge
tcagtttaaa
ggatgatgac

gcagaaaggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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tcagaagagc
aattttacct
ccgaaagagg
gaaggggcga
cacgaattta
tcgcaaaaca
cagtgtgcgg
gatgatgaga
ggcgatatcg
aacgcctggt
accgatttecg
aaacagaaac
accctaggeg
accgataaac
aatggtgtaa
aaggatggta
gtaccggaag
aacctgatgg
cgtggcgtag
tatacttaca
caggtgccaa
tcaggtctga
aactccttta
cgagtcggcea
tacgtcgcca
gcaaccgcaa
<210> 47

<211> 747
<212> PRT

agcgttatgce
tcectttetta
gaaccgttga
agaacaacac
acgacacctt
gcgtttatgg
cattagcgcece
agctgcaaaa
accacaccct
ttggttacga
acttcaatgc
aaacgggcgt
gtcgttatga
gtgatgacaa
caccttactt
atattttecge
atcgtccgat
cggaccctga
aaatcgaagc
ccgatgcgga
aacacatggc
cgctgggcac
aagtgggaag
tggctggcete
gctgctttaa

cctteegttt

ES 2

tattgcaccg
cttccagaac
gccgetgeeg
ctattctegt
tactgtgegt
ttacggcgtce
agcggataaa
cttctecegtt
gctgaccggt
cgactctgtg
caaagatccg
ttatgttcag
ctgggcagat
acagtttacc
cagctatagc
accgtctaaa
tgtagttact
gggttcctte
gaaagcggcg
atacaccacc
ttegttgtag
cggtggtcegt
ttatacggtc
caacgtggcg
cacttatggc

ctaa

<213> Escherichia coli c. K-12 subc. W3110

<400> 47

Met Ala Arg Ser Lys Thr Ala Gln Pro Lys His Ser Leu Arg Lys Ile

1

5

720 032

gcgttcacct
gagccggaaa
aacggtaagc
aatgagaaga
cagaacctgc
tgctcegatce
ggccattatc
gatacccagt
gtcgacttta
ccactgctca
gcaaactccg
gatcaggcgc
caagaatctc
tggcgtggtyg
gaatcgtttg
ggtaagcagt
ggtgccgtgt
ttcteggttg
ctgtcggega
gatactacct
gctgactaca
tatactggcet
gtggatgcgt
ctgcatgtta

tgcttectggg

35

T3

ggcgtcegga
ccggttatta
gtctgecgac
tggtcggcta
gctttgctga
cggcgaatgce
tggcacgtaa
tgcagagcaa
tgcgtatgeg
atctgtacaa
gceccttacceg
agtgggataa
ttaaccgegt
gtgttaacta
aaccttctte
atgaagtcgg
ataatctcac
aaggtggcga
gtgttaacgt
ataaaggcaa
ccttectttga
ccagttatgg
tagtacgtta
acaacctgtt

gcgcagaacg

10

tgataaaacc
cggctggttyg
agactttaat
cagcttcgat
aaacaaaacc
ttacagcaaa
atacgtcgtt
gtttgccact
taatgacatc
tcecggtgaat
cattctgaat
agtgctggtc
tgcecgggacg
cctgtttgat
gcaagttggg
cgtgaaatat
taaaaccaac
gatccgegea
agtcggttct
tacgcctgea
cggtcegett
tgatccgget
tgatctggceg
cgatcgtgaa

tcaggtcgtt

15

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2244



Ala

Ala

Ala

Gln

65

Gln

Lys

Thr

Ala

Gln

145

Ser

Pro

Thr

Tyr

225

Ser

Asp

Glu

Leu

Asn

305

His

Glu

val

Ala

Pro

50

Ser

Ser

Ser

Arg

Ala

130

Gly

Ala

Pro

Leu

Gly

210

Arg

Glu

Asp

Thr

Pro

290

Asn

Glu

Asn

val

val

35

Gln

Ala

Ile

val

Gly

115

Glu

Asn

Glu

Gly

Lys

195

Phe

Leu

Glu

Lys

Gly

275

Asn

Thr

Phe

Lys

val

20

Glu

Glu

Thr

Ser

Lys

100

Ala

Gly

Phe

Ile

Gly

180

Glu

Asp

Thr

Gln

Thr

260

Tyr

Gly

Tyr

Asn

Thr
340

Ala

Pro

Ser

Gly

Val

85

Glu

Ser

Gln

Tyr

Met

165

Leu

Val

Phe

Gly

Arg

245

Asn

Tyr

Lys

Ser

Asp

325

Ser

ES 2 720

Thr

Lys

Ala

Thr

70

val

Ala

Asn

Ser

Asn

150

Arg

Leu

Gln

Ser

Leu

230

Tyr

Phe

Gly

Arg

Arg

310

Thr

Gln

Ala

Glu

Trp

55

Lys

Thr

Leu

Thr

Gln

135

Asp

Gly

Asn

Phe

Asp

215

Ala

Ala

Thr

Trp

Leu

295

Asn

Phe

Asn

val

Asp

40

Gly

Thr

Ala

Ser

Tyr

120

Asn

Ala

Pro

Met

Lys

200

Ser

Arg

Ile

Phe

Leu

280

Pro

Glu

Thr

Ser

032 T3

Ser

25

Thr

Pro

Asp

Glu

Tyr

105

Asp

Asn

val

val

val

185

Ala

Leu

Ser

Ala

Leu

265

Pro

Thr

Lys

val

Val
345

36

Gly

Ile

Ala

Thr

Glu

90

Thr

His

Tyr

Ile

Ser

170

Ser

Gly

Asp

Ala

Pro

250

Ser

Lys

Asp

Met

Arg

330

Tyr

Met

Thr

Ala

Pro

75

Met

Pro

Leu

Leu

Asp

155

val

Lys

Thr

Asp

Asn

235

Ala

Tyr

Glu

Phe

Val

315

Gln

Gly

Ser

val

Thr

60

Ile

Ala

Gly

Ile

Asn

140

Pro

Leu

Arg

Asp

Asp

220

Ala

Phe

Phe

Gly

Asn

300

Gly

Asn

Tyr

Val

Thr

45

Ile

Gln

Leu

Val

Ile

125

Gly

Tyr

Tyr

Pro

Ser

205

Gly

Gln

Thr

Gln

Thr

285

Glu

Tyr

Leu

Gly

Tyr

30

Ala

Ala

Lys

His

Ser

110

Arg

Leu

Met

Gly

Thr

190

Leu

val

Gln

Trp

Asn

270

val

Gly

Ser

Arg

val
350

Ala

Ala

Ala

val

Gln

95

val

Gly

Lys

Leu

Lys

175

Thr

Phe

Tyr

Lys

Arg

255

Glu

Glu

Ala

Phe

Phe

335

Cys

Gln

Pro

Arg

Pro

80

Pro

Gly

Phe

Leu

Glu

160

Ser

Glu

Gln

Ser

Gly

240

Pro

Pro

Pro

Lys

Asp

320

Ala

Ser



Asp
Asp
Leu

385

Gly

Leu

Asp

Thr

465

Thr

Val

Gly

Tyr

Ile

545

vVal

Thr

val

Ala

Asp

625

Gln

Asp

Gly

Pro

Lys

370

Gln

Asp

Asn

Asn

Pro

450

Gly

Leu

Ala

Gly

Ser

530

Phe

Pro

Lys

Glu

Ala

610

Ala

Val

Gly

Ser

Ala

355

Gly

Asn

Ile

Asp

Leu

435

Ala

Val

Gly

Gly

val

515

Glu

Ala

Glu

Thr

Gly

595

Leu

Glu

Pro

Pro

Ser
675

Asn

His

Phe

Asp

Ile

420

Tyr

Asn

Tyr

Gly

Thr

500

Asn

Ser

Pro

Asp

Asn

580

Gly

Ser

Tyr

Lys

Leu

660

Tyr

Ala

Tyr

Ser

His

405

Asn

Asn

Ser

Val

Arg

485

Thr

Tyr

Phe

Ser

Arg

565

Asn

Glu

Ala

Thr

His

645

Ser

Gly

ES 2 720

Tyr

Leu

Val

390

Thr

Ala

Pro

Gly

Gln

470

Tyr

Asp

Leu

Glu

Lys

550

Pro

Leu

Ile

Ser

Thr

630

Met

Gly

Asp

Ser
Ala
375

Asp

Trp

Val

Pro

455

Asp

Asp

Lys

Phe

Pro

535

Gly

Ile

Met

Arg

val

615

Asp

Ala

Leu

Pro

Lys

360

Arg

Thr

Leu

Phe

Asn

440

Tyr

Gln

Trp

Arg

Asp

520

Ser

Lys

val

Ala

Ala

600

Asn

Thr

Ser

Thr

Ala
680

032 T3

Gln

Lys

Gln

Thr

Gly

425

Thr

Arg

Ala

Asp

505

Asn

Ser

Gln

val

Asp

585

Arg

val

Thr

Leu

Leu

665

Asn

37

Cys

Tyr

Leu

Gly

410

Tyr

Asp

Ile

Gln

Asp

490

Asp

Gly

Gln

Tyr

Thr

570

Pro

Gly

Val

Tyr

Trp

650

Gly

Ser

Ala

Val

Gln

395

val

Asp

Phe

Leu

Trp

475

Gln

Lys

vVal

Val

Glu

555

Gly

Glu

val

Gly

Lys

635

Ala

Thr

Phe

Ala

Val

380

Ser

Asp

Asp

Asp

Asn

460

Asp

Glu

Gln

Thr

Gly

540

Val

Ala

Gly

Glu

Ser

620

Gly

Asp

Gly

Lys

Leu

365

Asp

Lys

Phe

Ser

Phe

445

Lys

Lys

Ser

Phe

Pro

525

Lys

Gly

val

Ser

Ile

605

Tyr

Asn

Tyr

Gly

Val
685

Ala

Asp

Phe

Met

Val

430

Asn

Gln

val

Leu

Thr

510

Tyr

Asp

vVal

Tyr

Phe

590

Glu

Thr

Thr

Thr

Arg

670

Gly

Pro

Glu

Ala

Arg

415

Pro

Ala

Lys

Leu

Asn
495

Trp

Phe

Gly

Lys

Asn

575

Phe

Ala

Tyr

Pro

Phe

655

Tyr

Ser

Ala

Lys

Thr

400

Met

Leu

Lys

Gln

vVal

480

Arg

Arg

Ser

Asn

Tyr

560

Leu

Ser

Lys

Thr

Ala

640

Phe

Thr

Tyr
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Thr Val Val
690

Ala Gly Ser
705

Tyr Val Ala

Arg Gln Val

<210> 48

<211> 1341

<212> ADN

<213> Escherichia coli c.

<220>

<221>gen
<222> (1)..(1341)
<223> lamB

<400> 48

Asp

Asn

Ser

val
740

Ala

val

Cys

725

Ala

ES

Leu
Ala
710

Phe

Thr

2 720 032 T3

Val

695

Leu

Asn

Ala

K-12 subc. W3110

Arg Tyr

His Val

Thr Tyr

Thr Phe
745

38

Asp
Asn
Gly

730

Arg

Leu

Asn
715

Cys

Phe

Ala Arg Val Gly Met
700

Leu Phe Asp Arg Glu
720

Phe Trp Gly Ala Glu
735



atgatgatta
gctcaggcaa
agcggceggtyg
aacgaatgtg
aagagcttct
gctaccgatc
ccaggctcca
gacttctact
ttecggtaaac
gccagcaaca
ttagcgcaga
gccaacttgce
actgctgaac
actgactcga
aacgaaaaat
ggtgcgatct
aactgggata
tggacgccaa

accggcgaca

agcatctggt
tggggttacg
gctgatttca
cagatggaaa
<210> 49

<211> 446
<212> PRT

ctctgcgecaa
tggctgttga
aacaacagtg
aaacttatge
atttcgacac
cggccttecg
ccatctgggce
actgggatat
tctectetgge
atatttatga
tggaaatcaa
gtgataacta
atactcagag
tgacctcgeca
ttgcctacaa
ccatgggcga
acgacaacgg
tcatgagcac

agaacaatca

cacgcccggce
actacaccgg
acggcggcag

tctggtggta

ES 2

acttcctctg
tttccacggce
tttccagact
tgaattaaaa
taacgtggce
tgaagcaaac
aggtaagcgc
ttctggtecct
agcaacccgc
ctataccaac
ccegggegge
tcgtetggtt
tgtcctgaag
gggtaaaggg
tatcaacaac
caactgggac
caccaagtgg
cgtgatggaa

gtacaaaatt

tattcgtgtc
taacgctgat

cttcggtcegt

a

<213> Escherichia coli. c. K-12 subc.W3110

<400> 49

720 032

gcggttgeeg
tatgcacgtt
accggtgcetce
ttgggtcagg
tattcegteg
gtgcagggta
ttctaccaac
ggtgecggte
tcctctgaag
gaaaccgcga
acattagaac
gatggcgcat
ggctttaaca
ctgtcgcagg
aacggtcaca
atgatgtacg
tggaccgtceg
atcggctacg

accctcgcac

ttcgcaacct

aacaacgcga

ggcgacagcg

39

T3

tcgecageggg
ccggtattgg
aaagtaaata
aagtgtggaa
cacaacagaa
aaaacctgat
gtcatgacgt
tggaaaacat
ctggtggttc
acgacgtttt
tgggtgtcga
cgaaagacgg
agtttgttgt
gttctggegt
tgctgcgtat
tgggtatgta
gtattecgcececce
acaacgtcga

aacaatggca

acgccaagtg
acttcggcaa

acgagtggac

cgtaatgtct
ttggacaggt
ccgtcettgge
agagggcgat
tgactgggaa
cgaatggctg
tcatatgatc
cgatgttggce
ttectettte
cgatgtgcgt
ctacggtcgt
ctggttattc
tcagtacgct
tgcatttgat
cctcgaccac
ccaggatatc
gatgtacaag
atcccagege

ggctggcgac

ggatgagaaa
agccgttecct

ctteggtgece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341



Met

Gly

Gln

Thr

65

Lys

Asn

Gly

Lys

Trp

145

Phe

Ser

Ala

Gly

Asp

225

Thr

Met

Val

Ser

Thr

50

Tyr

Ser

Asp

Lys

Arg

130

Asp

Gly

Ser

Asn

Gly

210

Asn

Ala

Ile

Met

Gly

35

Thr

Ala

Phe

Trp

Asn

115

Phe

Ile

Lys

Ser

Asp

195

Thr

Tyr

Glu

Thr

Ser

20

Ile

Gly

Glu

Tyr

Glu

100

Leu

Tyr

Ser

Leu

Phe

180

Vval

Leu

Arg

His

Leu

Ala

Gly

Ala

Leu

Phe

85

Ala

Ile

Gln

Gly

Ser

165

Ala

Phe

Glu

Leu

Thr
245

ES 2 720

Arg

Gln

Trp

Gln

Lys

70

Asp

Thr

Glu

Arg

Pro

150

Leu

Ser

Asp

Leu

Val

230

Gln

Lys

Ala

Thr

Ser

55

Leu

Thr

Asp

Trp

His

135

Gly

Ala

Asn

val

Gly

215

Asp

Ser

Leu

Met

Gly

40

Lys

Gly

Asn

Pro

Leu

120

Asp

Ala

Ala

Asn

Arg

200

Val

Gly

Val

032 T3

Pro

Ala

25

Ser

Tyr

Gln

Val

Ala

105

Pro

Val

Gly

Thr

Ile

185

Leu

Asp

Ala

Leu

40

Leu

10

Val

Gly

Arg

Glu

Ala

90

Phe

Gly

His

Leu

Arg

170

Tyr

Ala

Tyr

Ser

Lys
250

Ala

Asp

Gly

Leu

Val

75

Tyr

Glu
155
Ser
Asp
Gln
Gly
Lys
235

Gly

Val

Phe

Glu

Gly

60

Trp

Ser

Glu

Thr

Ile

140

Asn

Ser

Tyr

Arg
220

Asp

Phe

Ala

His

Gln

45

Asn

Lys

Val

Ala

Ile

125

Asp

Ile

Glu

Thr

Glu

205

Ala

Gly

Asn

val

Gly

30

Gln

Glu

Glu

Ala

Asn
110

Trp

Phe

Asp

Ala

Asn

190

Ile

Asn

Trp

Lys

Ala

15

Tyr

Cys

Cys

Gly

Gln

95

Val

Ala

Tyr

Val

Gly

175

Glu

Asn

Leu

Leu

Phe
255

Ala

Ala

Phe

Glu

Asp

80

Gln

Gln

Gly

Tyr

Gly

160

Gly

Thr

Pro

Arg

Phe

240

val
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Val

Gln

Asn

Met

305

Asn

Pro

Tyr

Lys

Arg

385

Trp

Lys

Ser

<210> 50
<211> 1845
<212> ADN

Gln Ala

260

Tyr

Gly Ser

275

Gly

Asn Asn

290

Gly

Gly Asp Asn

Trp Asp Asn

Met Tyr Lys

340
Asn Val
355

Asp

Ile
370

Thr Leu

Pro Ala Ile

Gly Tyr Asp

Ala Val Pro

420

Glu
435

Asp Trp

ES 2

Thr Asp

Val Ala

His Met

Ser

Phe

Leu

720 032

Thr
265

Met

Asp Asn

280

Arg Ile

295

Asp
310

Trp

Asp Asn

325

Trp Thr

Glu

Ser

Ala Gln

Met

Gly

Pro

Gln

Gln

Met Tyr

Thr Lys

Ser

Glu

Leu

val

Trp

T3

Gln Gly

Lys Phe

His
300

Asp

Gly Met

315

Thr

330

Ile Met

345
Arg Thr
360

Trp Gln

375

Val
390

Arg

Tyr Thr

405

Ala Asp

Thr Phe

<213> Escherichia coli. c. K-12 subc. W3110

<220>
<221>gen

<222> (1)..(1845)

<223> btuB

<400> 50
atgattaaaa
caggatacca
actgtgcttg
tcggtcaatg
ggtcagctct

gatggcgtac

aagcttcget
gceccggatac
caccaaccac
atgtgctgceg
catctatttt

gcctgaatct

gctgacggceg
tctegtegtt
cgttgtgacc
ccgtettecg

tattcgeggt

ggcgggggtyg

Phe

Gly

Phe

Gly

Ala Thr

Asn Ala

Ser

Gly

Ala

Tyr

Asp

Thr Val

Asp Lys

Gly Asp

380

Ala
395

Lys

Asn Asn

410

Asn Gly

425

Ala
440

Gln

tgttcegtceca
actgctaacc
cgtcaggata
ggcgtcgata
acaaatgcca

agtggttctg

41

Gly

Met

Ser Phe

Glu Ile

cggcattttce
gttttgaaca
tcgaccgcetg
tcacccaaaa
gtcatgtgtt

ccgaccttag

Lys Gly Leu

270

Ala
285

Tyr Asn

Gly Ala Ile

Tyr Gln Asp

val Ile

335

Gly

Glu Ile

350

Met

Asn Asn Gln

365

Ser Ile

Trp

Trp Asp Glu

Ala Phe

415

Asn

Gly Arg

430

Gly

Trp Trp

445

cgcttgggceca
gccgecgeage
gcagtcgacc
cggcggttca
ggtgttaatt

ccagtteccct

Ser

Ile

Ser

Ile

320

Arg

Gly

Tyr

Ser

Lys

400

Gly

Asp

60

120

180

240

300

360



attgcgcecttg
gatgcaatag
tcagcagggt
ggggataaga
gttgcctatg
acgctttatg
tatggctatg
gatacccgta
attaaatcac
tatggtcgtt
gcaaacaatg
actacgacgce
tatctgaccg
gataactcac
gaaggttatc
ctgtatggcet
gcgtttgaag
agtgacttga
attaagggcg
tatgattatg
cagcaggtga
cagtatttag
atgggcggtyg
gttegtggta

actgcaggac

<210> 51
<211> 614
<212> PRT

tccagegtgt
gcggggtggt
ggggaagcaa
cacgggtaac
gtaataccgg
gcgcegetgga
ataaccgtac
aactctatag
aactcattac
atgattegtc
tcatcgttgg
cgggtacagg
ggctgcaaca
agtttggtcg
gcttcattge
tctacggaaa
gcttaaccgce
tcgattatga
tcgaggcgac
tcgatgegeg
aataccagct
gcactcgcta
tgagcttgtg
aaatagccaa

gggaatacac

ES 2

tgaatatatc
gaatatcatc
tagttatcag
gctgttggge
aacgcaagcg
gcataacttt
caattatgac
ccaaagttgg
cagctatagc
ggcgacgcetce
tcacggtagt
ttatgttgag
agtcggcgat
tcatggaacc
ttectacggg
tccgaatcetg
tggggtgaac
tgatcacacc
cgccaatttt
caatgcgatt
cgactggcag
tgataaggat
ggatcttgeg
cctgttecgac

cttgtctggce

<213> Escherichia coli. c. K-12 subc. W3110

<400> 51

720 032

cgtgggecge
acgacgcgceg
aactatgatg
gattatgccc
cagacagata
actgatgcct
gcgtattatt
gacgccggge
catagcaaag
gatgagatga
attggtgcgg
gatggatatg
tttacctttg
tggcaaacca
acatcttata
gacccggaga
tggcgtattt
ctgaaatatt
gataccggac
accgacacgce
ttgtatgact
tactcatctt
gttgegtatce
aaagattatg

agctacacct

42

T3

gcteccgetgt
atgaacccgg
tctctacgceca
atactcatgg
acgatggttt
ggagcggett
ctcececggtte
tgcgctataa
attacaacta
agcaatacac
gtgtcgactg
atcaacgtaa
aaggcgcagc
gcgeeggttg
aggcaccaaa
aaagcaaaca
ccggatateg
acaacgaagg
cactgacgca
cgttgttacg
tcgactgggg
atccttatca
cggtcaccte
agacagtcta

tctga

ttatggttcc
aacggaaatt
gcaacaactg
ttatgatgtt
tttaagtaaa
tgtgcgegge
accgttgcte
cggcgaactg
cgatccccat
cgtccagtgg
gcagaaacag
taccggcatc
acgcagtgac
ggaattcatc
tctggggcaa
gtgggaaggce
taacgatgtc
gaaagcgcegg
tactgtgagt
ccgtgctaaa
tattacttat
aaccgttaaa
tcacctgaca

tggctaccaa

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1845
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Met Ile Lys Lys Ala Ser Leu Leu Thr Ala Cys Ser Val Thr Ala Phe
1 5 10 15

Ser Ala Trp Ala Gln Asp Thr Ser Pro Asp Thr Leu Val Val Thr Ala
20 25 30
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Asn

Val

Val

65

Gly

Leu

Ser

Tyr

Gly

145

Ser

Gln

Ala

Gln

Ala

225

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Asp

305

Ala

Trp

Tyr

Arg

Thr

50

Leu

Gln

Val

Ala

Ile

130

val

Ala

Gln

His

Ala

210

Leu

Gly

Pro

Leu

Ser

290

Ser

Asn

Gln

Asp

Phe
35

Arg

Leu

Leu

Asp

115

Arg

val

Gly

Gln

Thr

195

Gln

Glu

Tyr

Leu

Arg

275

His

Ser

Asn

Lys

Gln
355

Glu

Gln

Arg

Ser

Ile

100

Leu

Gly

Asn

Trp

Leu

180

His

Thr

His

Asp

Leu

260

Tyr

Ser

Ala

val

Gln

340

Arg

Gln

Asp

Leu

Ser

Asp

Ser

Pro

Ile

Gly

165

Gly

Gly

Asp

Asn

Asn

245

Asp

Asn

Lys

Thr

Ile

325

Thr

Asn

ES 2 720

Pro

Ile

Pro

70

Ile

Gly

Gln

Arg

Ile

150

Ser

Asp

Tyr

Asn

Phe

230

Arg

Thr

Gly

Asp

Leu

310

Val

Thr

Thr

Arg

Asp

55

Gly

Phe

Val

Phe

Ser

135

Thr

Asn

Lys

Asp

Asp

215

Thr

Thr

Arg

Glu

Tyr

295

Asp

Gly

Thr

Gly

Ser

40

Arg

val

Ile

Arg

Pro

120

Ala

Thr

Ser

Thr

val

200

Gly

Asp

Asn

Lys

Leu

280

Asn

Glu

His

Pro

Ile
360

032 T3

Thr

Trp

Asp

Arg

Leu

105

Ile

val

Arg

Tyr

Arg

185

Vval

Phe

Ala

Tyr

Leu

265

Ile

Tyr

Met

Gly

Gly

345

Tyr

44

val

Gln

Ile

Gly

90

Asn

Ala

Tyr

Asp

Gln

170

Val

Ala

Leu

Trp

Asp

250

Tyr

Lys

Asp

Lys

Ser

330

Thr

Leu

Ser

Thr

b/ 1<

Thr

Leu

Leu

Gly

Glu

155

Asn

Thr

Tyr

Ser

Ser

235

Ala

Ser

Ser

Pro

Gln

315

Ile

Gly

Thr

Ala

Thr

60

Gln

Asn

Ala

val

Ser

140

Pro

Tyr

Leu

Gly

Lys

220

Gly

Tyr

Gln

Gln

His

300

Tyr

Gly

Tyr

Gly

Pro

45

Ser

Asn

Ala

Gly

Gln

125

Asp

Gly

Asp

Leu

Asn

205

Thr

Phe

Tyr

Ser

Leu

285

Tyr

Thr

Ala

Val

Leu
365

Thr

val

Gly

Ser

Val

110

Arg

Ala

Thr

val

Gly

190

Thr

Leu

Val

Ser

270

Ile

Gly

val

Gly

Glu

350

Gln

Thr

Asn

Gly

His

95

Ser

val

Ile

Glu

Ser

175

Asp

Gly

Tyr

Arg

Pro

255

Asp

Thr

Arg

Gln

vVal

335

Asp

Gln

val

Asp

Ser

80

val

Gly

Glu

Gly

Ile

160

Thr

Tyr

Thr

Gly

Gly

240

Gly

Ala

Ser

Tyr

320

Asp

Gly

Val



Gly

Phe

385

Glu

Asn

Glu

val

Asp

465

Ile

His

Thr

Trp

Thr

545

Met

Ser

Tyr

Ser

Asp

370

Gly

Gly

Leu

Lys

Asn

450

Tyr

Lys

Thr

Pro

Gln

530

Arg

Gly

His

Glu

Gly
610

Phe

Arg

Tyr

Gly

Ser
435

Trp

Asp

Gly

vVal

Leu

515

Leu

Tyr

Gly

Leu

Thr

595

Ser

Thr

His

Arg

Gln

420

Lys

Arg

Asp

Val

Ser

500

Leu

Tyr

Asp

Val

Thr

580

Val

Tyr

Phe

Gly

Phe

405

Leu

Gln

Ile

His

Glu

485

Tyr

Arg

Asp

Lys

Ser

565

vVal

Tyr

Thr

ES

Glu
Thr
390
Ile
Tyr
Trp
Ser
Thr
470
Ala
Asp
Arg
Phe
Asp
550
Leu
Arg

Gly

Phe

2 720

Gly

375

Trp

Ala

Gly

Glu

Gly

455

Thr

Tyr

Ala

Asp

535

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Ala Ala

Gln Thr

Ser Tyr

Phe Tyr
425

Gly Ala
440

Tyr Arg

Lys Tyr

Ala Asn

Val Asp

505

Lys Gln
520

Trp Gly

Ser Ser

Asp Leu

Lys Ile

585

Gln Thr
600

45

Arg

Ser

Gly

410

Gly

Phe

Asn

Tyr

Phe

490

Ala

Gln

Ile

Tyr

Ala

570

Ala

Ala

032 T3

Ser

Ala

395

Thr

Asn

Glu

Asp

Asn

475

Asp

Arg

val

Thr

Pro

555

val

Asn

Gly

Asp

380

Gly

Ser

Pro

Gly

Val

460

Glu

Thr

Asn

Lys

Tyr

540

Tyr

Ala

Arg

Asp

Trp

Tyr

Asn

Leu

445

Ser

Gly

Gly

Ala

Tyr

525

Gln

Gln

Tyr

Phe

Glu
605

Asn

Glu

Lys

Leu

430

Thr

Asp

Lys

Pro

Ile

510

Gln

Tyr

Thr

Pro

Asp

590

Tyr

Ser

Phe

Ala

415

Asp

Ala

Leu

Ala

Leu

495

Thr

Leu

Leu

val

val

575

Lys

Thr

Gln

Ile

400

Pro

Pro

Gly

Ile

Arg

480

Thr

Asp

Asp

Gly

Lys

560

Thr

Asp

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante del género Escherichia que produce L-aminoacido en el que al menos una de
NfrA y NfrB esta inactivada.

2. El microorganismo recombinante de la reivindicacién 1, en donde la NfrA comprende una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 40 y la NfrB comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42.

3. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en donde se inactiva adicionalmente al menos uno de Tsx
y FhuA.

4. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 3, en donde la Tsx comprende una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 45 y la FhuA comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 47.

5. El microorganismo recombinante de la reivindicacién 1, en donde el L-aminoacido es L-treonina o L-triptéfano.

6. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en donde el microorganismo recombinante es Escherichia
coli.

7. Un método para producir un L-aminoacido, comprendiendo el método:

cultivar el microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; y
recoger un L-aminoacido del cultivo.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde el L-aminoacido es L-treonina o L-triptéfano.
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