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“METODO PARA PRODUZIR UM L-AMINOACIDO”

CAMPO TECNICO

A presente invengdo diz respeito a um método para produzir
um L-aminoacido com o uso de um microorganismo, em particular UM
método para produzir um L-aminoacido em que dito L-aminoacido seja o
acido L-glutamico, L-lisina, L-treonina, L-triptofano ou similar. Estes sdo L-
aminoacidos industrialmente Uteis, por exemplo, o acido L-glutdmico util
como um aditivo para condimento, e a L-lisina, a L-treonina e o L-triptofano
sdo uteis como aditivos para a alimenta¢do animal, ingredientes alimentares
para a saude, infusdes de aminoacidos, e assim por diante.

FUNDAMENTOS DA TECNICA

Os L-aminoacidos s@o industrialmente produzidos por
fermentagéo, com o uso de varios microorganismos. Por exemplo, o acido L-
glutdmico € produzido principalmente pela fermenta¢do utilizando-se
bactérias produtoras do acido L-glutdmico das assim chamadas bactérias
corineiforme pertencente aos géneros Brevibacterium, Corynebacterium ou
Microbacterium, ou suas cepas mutantes (ver, por exemplo, o documento nio
patente 1). Como métodos para produzir acido L-glutdmico pela fermentagio
com o uso de outros microorganismos, métodos de uso de um
microorganismo pertencente ao género Bacillus, Streptomyces, Penicillium ou
similar (referir-se, por exemplo, ao documento de Patente 1), métodos de uso
de um microorganismo pertencente ao género Pseudomonas, Arthrobacter,
Serratia, Candida ou similar (referir-se, por exemplo, ao documento de
Patente 2), métodos de uso de um microorganismo pertencente ao género
Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Aerobacter aerogenes (correntemente
referido como Enterobacter aerogenes) ou similar (referir-se, por exemplo, ao
documento de Patente 3), métodos de uso de uma cepa mutante de
Escherichia coli (referir-se, por exemplo, ao documento de Patente 1), e assim

por diante, sdo conhecidos. Além disso, métodos para produzir o 4cido L-
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glutdmico com o uso de um microorganismo pertencente aos géneros
Klebsiella, Erwinia, Pantoea ou Enterobacter, foram apresentados (referir-se,
por exemplo, aos documentos de Patente 2 a 4).

Tais métodos para produzir substancias alvo tais como os L-
aminoacidos por fermentagdo com o uso de um microorganismo como
descrito acima, incluem métodos que usam um microorganismo do tipo
selvagem (cepa tipo selvagem), métodos de uso de uma cepa auxotrofica
derivada de uma cepa do tipo selvagem, métodos de uso de uma cepa mutante
de regulagdo metabdlica derivada de uma cepa do tipo selvagem como uma
cepa resistente a um ou mais de varios medicamentos, métodos de uso de uma
cepa que € tanto uma cepa auxotrofica quanto da cepa mutante de regulagio
metabdlica, e assim por diante.

Nos ultimos anos, as técnicas de DNA recombinantes foram
usadas na produgéo de substincias alvo mediante fermentagdo. Por exemplo,
a produtividade do L-aminoécido de um microorganismo pode ser melhorada
pela intensificacdo da expressdo de um gene codificando uma enzima
biossintética do L-aminoacido (Documentos de Patentes 5 e 6), ou pela
intensifica¢do do influxo de uma fonte de carbono dentro de um sistema de
biossintese de L-aminoacido (Documento de Patente 7).

Como a glicose desidrogenase, grosseiramente falando,
aquelas do tipo dependente de NAD(P) e aquelas do tipo dependente de PQQ
(pirroloquinolina quinona) sdo conhecidas. Além disso, é sabido que estas do
tipo dependente de PQQ (EC1.1.5.2) incluem aquelas do tipo solavel e
aquelas do tipo de ligagdo de membrana, e aquelas do dltimo tipo existem no
espago periplasmico (espago entre a membrana externa € a membrana interna)
e amplamente existe em enterobactérias. Depois disso, uma glicose
desidrogenase que existe em um tal espago periplasmico e que utiliza PQQ
como uma coenzima também € aludida como “GCD”.

E sabido que algumas das bactérias tais como Escherichia coli
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ndo tem nenhuma capacidade para sintetizar PQQ, que € uma coenzima de
GCD, e portanto elas expressam a atividade de GCD apenas quando PQQ é
adicionado (Documento ndo patente 2). Por outro lado, tais bactérias como as
bactérias Pantoea tém a capacidade de sintetizar PQQ e tém uma holoenzima
de GCD.

Como as técnicas que dizem respeito a GCD, um método de
produzir celulose a partir de glicose pelo uso de Gluconobacter xylinus em
que o gene que codifica GCD ¢ deletado (J. Biosci. Bioeng., 99(4), 415-422,
2005), e um método de produzir o acido [5S,6S]-5,6-diidroxiciclohexa-1,3-
dieno-1-carboxilico pelo uso de uma bactéria de Escherichia tendo atividade
da glicose desidrogenase reduzida, ou uma bactéria de Escherichia
inerentemente deficiente na atividade de glicose desidrogenase (Documento
de Patente 8) sdo conhecidas.

Entretanto, a influéncia da redu¢do da atividade GCD de uma
bactéria sobre a capacidade de produzir L-aminoacido da bactéria ndo foi
conhecida.

Referéncias da Técnica Anterior

Documentos de Patente

Documento de Patente 1: Patente Japonesa Aberta ao Publico
(KOKAI) n® 5-244970

Documento de Patente 2: Patente U.S. n® 3.563.857

Documento de Patente 3: Publicagdo da Patente Japonesa
(KOKOKU) n® 32-9393 |

Documento de Patente 4: Patente Japonesa Aberta ao Publico
n®2000-189175

Documento de Patente 5: Patente U.S. n® 5.168.056

Documento de Patente 6: Patente U.S. n® 5.776.736

Documento de Patente 7: Patente U.S. n® 5.906.925

Documento de Patente 8: Publicagdo de Patente Internacional
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WO02006/133898

Documentos ndo patente

Documento nio Patente 1: Kunihiko Akashi et al., “Amino
acid fermentation”, pp.195-215, 1986, Japan Scientific Societies Press

Documento ndo Patente 2: FEMS Microbiol. Lett., 24, 329-
333, 1984

SUMARIO DA INVENCAO

OBJETO PARA SER ALCANCADO PELA INVENCAO

Um objeto da presente invengdo é prover um microorganismo
pertencente a familia Enterobacteriaceae e que possa produzir eficientemente
um L-aminoacido, e um método para produzir eficientemente um L-
aminoacido com o uso de um tal microorganismo.

MEIOS PARA SE ALCANCAR O OBJETO

Os inventores da presente inven¢do conduziram vdrias
pesquisas a fim de alcangar o objeto acima mencionado e, como um resultado,
observaram que uma capacidade para produzir L-aminoacido de uma
enterobactéria inerentemente tendo a atividade de GCD foi melhorada
modificando-se a enterobactéria de modo que a atividade de GCD fosse
reduzida e concluiram a presente invengao.

Isto €, a presente invengdo prové os seguintes itens:

(1) Um método para produzir um L-aminoacido que
compreende cultivar uma Dbactéria que pertence a familia da
Enterobacteriaceae e tem uma Capacidade para produzir L-aminoacido em
um meio para produzir e acumular o L-aminoacido em cultura, e coletar o L-
aminoacido da cultura, em que a bactéria inerentemente tem uma atividade de
uma glicose desidrogenase que usa pirroloquinolina quinona como uma
coenzima, mas a bactéria foi modificada de modo que a atividade da glicose
desidrogenase seja reduzida.

(2) O método como mencionado acima, em que a atividade de
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GCD ¢ reduzida pela inativagdo de um gene ged que codifica a glicose
desidrogenase.

(3) O método como mencionado acima, em que o gene ged é
um DNA que codifica a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 2, ou uma
variante desta.

(4) O método como mencionado acima, em que o L-
aminoacido ¢ selecionado do grupo que consiste de acido L-glutdmico, L-
lisina, L-treonina, L-arginina, L-histidina, L-isoleucina, L-valina, L-leucina,
L-fenilalanina, L-tirosina, L-triptofano e L-cisteina.

(5) O método como mencionado acima, em que o L-
aminoacido € o acido L-glutdmico ou L-cisteina.

(6) O método como mencionado acima, em que o L-
aminoacido € o acido L-glutdmico, e a atividade ou atividades de um ou mais
tipos de enzimas selecionadas do grupo que consiste de citrato sintase, metil
citrato sintase, fosfoenolpiruvato carboxilase, e glutamato desidrogenase sio
intensificadas na bactéria.

(7) O método como mencionado acima, em que o L-
aminodcido é L-cisteina, e a atividade ou atividades de uma ou mais
selecionadas do grupo que consiste de 3-fosfoglicerato desidrogenase, serina
acetiltransferase, e o sistema de transporte de sulfato/tiossulfato sdo
intensificados, e/ou a expressdo de um gene yea$ ¢ intensificada.

(8) O método como mencionado acima, em que a bactéria é
uma bactéria pertencente a um género selecionado dos géneros Pantoea,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Providencia, Salmonella, Serratia,
Morganella, e Yersinia.

Efeito da Invenc;ﬁo'

Pelo uso do microorganismo da presente inven¢do, um L-
aminodcido tal como acido L-glutamico, L-lisina, L-treonina, L-arginina, L-

histidina, L-isoleucina, L-valina, L-leucina, L-treonina, L-fenilalanina, L-
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tirosina, L-triptofano, ou L-cisteina pode ser eficientemente produzido pela

fermentacdo.

Descri¢do Resumida dos Desenhos

A Fig. 1 mostra a estrutura do plasmideo auxiliar RSF-Red-
TER.

A Fig. 2 mostra a construgdo de plasmideos auxiliares RSF-
Red-TER.

A Fig. 3 mostra a sequéncia do promoter Pnlp.

Formas de Realizagdo para Realizar a Invengio

Daqui por diante, a presente invengdo sera explicada em
detalhes.

<1> A bactéria pertencente a familia das Enterobacteriaceae
usadas na presente invengio

A bactéria usada na presente invengdo € uma bactéria
pertencente a familia das Enterobacteriaceae, que inerentemente tem a
atividade de GCD, e tem uma capacidade para produzir L-aminoacido, e é
uma bactéria que foi modificada de modo que a atividade de GCD fosse
reduzida. A bactéria da presente inveng¢do pode ser obtida modificando-se
uma bactéria pertencente a familia das Enterobacteriaceae, inerentemente
tendo a atividade de GCD, e tendo uma capacidade para produzir L-
aminoacido de modo que a atividade de GCD seja reduzida.
Alternativamente, a bactéria da presente invengdo também pode ser obtida
comunicando-se uma capacidade para produzir L-aminoacido a uma bactéria
que pertence a familia das Enterobacteriaceae, e inerentemente tem a
atividade de GCD, mas que foi modificada de modo que a atividade de GCD
seja reduzida, ou intensificar a capacidade para produzir L-aminoacido de
uma tal bactéria.

O tipo do L-aminoacido ndo € particularmente limitado, e os

exemplos incluem aminoacidos basicos tais como L-lisina, L-ornitina, L-
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arginina, L-histidina e L-citrulina, aminoacidos alifaticos tais como a L-
isoleucina, L-alanina, L-valina, L-leucina e L-glicina, aminoacidos que sejam
acidos hidroximonoaminocarboxilicos tais como a L-treonina e a L-serina,
amino4cidos ciclicos tais como a L-prolina, aminoacidos aromaticos tais
como a L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano, aminoacidos contendo
enxofre tais como a L-cisteina, L-cistina e L-metionina, e aminoacidos
acidicos tais como o acido L-glutdmico, o acido L-aspartico, a L-glutamina e
a L-asparagina. O acido L-glutamico, a L-lisina, a L-treonina e o L-triptofano
sdo especialmente preferidos. O microorganismo da presente inven¢do pode
ter a capacidade de produzir duas ou mais espécies de aminoacidos.

Na presente inven¢do, o termo “L-aminoacido” inclui L-
aminodcidos na forma livre e sais destes, tais como sulfatos, cloridretos,
carbonatos, sais de amoénio, sais de sddio, e sais de potassio destes.

Na presente inveng@o, uma bactéria tendo uma capacidade
para produzir L-aminoécido refere-se a uma bactéria tendo uma capacidade
para produzir um L-aminoacido e excreta-lo em um meio, quando a bactéria é
cultivada no meio. A bactéria é preferivelmente uma bactéria tal que possa
acumular 0,5 g/ ou mais, mais preferivelmente 1,0 g/L. ou mais, de um L-
aminodacido alvo no meio.

As bactérias usadas como uma cepa precursora da bactéria da
presente invengdo a ser modificada de modo que a atividade de GCD seja
reduzida, e métodos para comunicar ou intensificar uma capacidade para
produzir L-aminoécido serdo exemplificados abaixo.

<2-1> Bactéria da presente invengao

A bactéria da presente invengdo é uma bactéria pertencente a
familia das Enterobacteriaceae.

A familia das Enterobacteriaceae abrange bactérias
pertencentes aos géneros de Escherichia, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,

Pantoea, Photorhabdus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella,
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Morganella, Yersinia, e assim por diante. Em particular, as bactérias
classificadas na familia Enterobacteriaceae de acordo com a taxonomia usada
pela base de dados da NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=91347)
sdo preferidas.

Uma “bactéria pertencente ao género Escherichia” significa
que a bactéria é classificada no género FEscherichia de acordo com a
classificagdo conhecida por uma pessoa habilitada na técnica da
microbiologia, embora a bactéria ndo seja particularmente limitada a estas. Os
exemplos da bactéria pertencente ao género Escherichia incluem, mas nio sio
limitados a, Escherichia coli (E. coli).

Os exemplos da bactéria pertencente ao género Escherichia
incluem, por exemplo, as bactérias dos grupos descritos no trabalho de
Neidhardt et al. (Neidhardt F. C. Ed., 1996, Escherichia coli and Salmonella:
Cellular and Molecular Biology/Segunda Edigdo, pp. 2477-2483, Tabela 1,
American Society for Microbiology Press, Washington, D.C.). os exemplos
especificos incluem a Escherichia coli W3110 (ATCC 27325), Escherichia
coli MG1655 (ATCC 47076) derivadas da cepa prototipo do tipo selvagem
K12, e assim por diante.

Estas cepas s@o disponiveis, por exemplo, da American Type
Culture Collection (Endereco: P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, United
States of America). Isto €, os nimeros de acesso sio dados a cada uma das
cepas, € as cepas podem ser encomendadas usando-se estes numeros. Os
numeros de acesso das cepas sdo listadas no catalogo da American Type
Culture Collection.

Os exemplos das Dbactérias Enterobacter incluem,
Enterobacter agglomerans, Enterobacter aerogenes, e assim por diante.
Especificamente, as cepas exemplificadas na Patente Européia Aberta ao

Publico N® 952221 podem ser usadas. Em anos recentes, algumas bactérias de
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Enterobacter agglomerans foram reclassificadas como Pantoea agglomerans,
Pantoea ananatis, ou Pantoea stewartii, com base na analise de sequéncia de
nucleotideo do 16S rRNA etc. O microorganismo pode pertencer ao género
Enterobacter ou Pantoea contanto que o microorganismo seja € classificado na
familia Enterobacteriaceae.

As cepas exemplares do género Enterobacter incluem a cepa
Enterobacter agglomeranses cepa ATCC 12287.

As cepas exemplares das bactérias Pantoea incluem Pantoea
ananatis, Pantoea stewartii, Pantoea agglomerans, e Pantoea citrea. Os
exemplos especificos incluem as seguintes cepas:

Pantoea ananatis AJ13355 (FERM BP-6614, Patente Européia
Aberta ao Publico N°® 0952221)

Pantoea ananatis AJ13356 (FERM BP-6615, Patente Européia
Aberta ao Publico N° 0952221)

Pantoea ananatis AJ13601 (FERM BP-7207, Patente Européia
Aberta ao Pablico N® 0952221)

Embora estas cepas fossem identificadas e depositadas como
Enterobacter agglomerans quando elas foram isoladas, elas sdo
correntemente classificadas como Pantoea ananatis com base na analise de
sequéncia de nucleotideo do 16S rRNA etc., como descrito acima.

Os exemplos das bactérias Erwinia incluem Erwinia amilovora
e Erwinia carotovora, e os exemplos das bactérias Klebsiella incluem
Klebsiella planticola. Os exemplos especificos incluem as seguintes cepas:

Erwinia amilovora ATCC 15580

Erwinia carotovora ATCC 15713

Klebsiella planticola AJ13399 (FERM BP-6600, Patente
Européia Aberta ao Piblico N® 955368)

Klebsiella planticola AJ13410 (FERM BP-6617, Patente
Européia Aberta ao Publico N® 955368).
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A bactéria da presente invengdo € uma tal enterobactéria como
descrita acima, e é uma bactéria pertencente a familia das Enterobacteriaceae
que inerentemente tem a atividade de GCD e tem uma capacidade para
produzir L-aminoécido. Uma enterobactéria inerentemente tendo a atividade
de GCD significa uma bactéria da qual a cepa selvagem ou a cepa ndo
modificada no gene gcd tem a atividade de GCD. Os exemplos de uma tal
bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae incluem bactérias
pertencentes a um tal género como Pantoea, Enterobacter, Erwinia,
Klebsiella, Providencia, Salmonella, Serratia, Morganella, Yersinia,
Citrobacter, e Proteus. Mais especificamente, os exemplos incluem as
bactérias descritas em Int. J. Syst. Bacteriol., 39(1), 61-67, 1989.

Embora a Escherichia coli tenha um gene ged e produza uma
apoenzima GCD, ela ndo tem a capacidade de produzir PQQ. Portanto, ela
ndo tem a atividade de GCD quando PQQ nio € adicionada. Entretanto, é
sabido que se um certo gene estranho é expressado, uma substincia que
substitui PQQ € gerada, e a atividade de GCD ¢é expressada
(W0O2006/133898). Uma bactéria que usualmente nio tem a atividade de
GCD, mas em um estado que a mesma pode expressar a atividade de GCD
como descrito acima, tal como bactérias Escherichia, é abrangida no escopo
da “enterobactéria inerentemente tendo a atividade de GCD” aludida na
presente invengdo. A atividade de GCD sera explicada mais tarde.

Daqui em diante, os métodos para comunicar uma capacidade
para produzir L-aminoacido a tais bactérias como descritos acima, ou
métodos para intensificar uma capacidade para produzir L-aminoacido de tais
bactérias sdo descritos.

Para comunicar uma capacidade para produzir um L-
aminoacido, métodos convencionalmente utilizados na criagdo de bactérias
corineformes ou bactérias do género FEscherichia (ver “Amino Acid

Fermentation”, Gakkai Shuppan Center (Ltd.), 1* Edi¢do, publicado em 30 de
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maio de 1986, pp. 77-100) podem ser usados. Tais métodos incluem a
aquisicdo de um mutante auxotréfico, uma cepa resistente a analogo de L-
aminoacido, ou um mutante de regulagem metabdlica, construgdo de uma
cepa recombinante em que a expressdo de uma biossintese de L-aminoacido é
intensificada, e assim por diante. Aqui, na criagdo de bactérias que produzem
L-aminoacido, a uma ou mais propriedades tais como uma mutagdo
auxotréfica, resisténcia de andlogo, ou mutagdo de regulagem metabdlica
podem ser comunicadas. A expressdo da(s) enzima(s) da biossintese de L-
aminoacido pode ser intensificada sozinha ou em combinag¢des de dois ou
mais. Além disso, os métodos de comunicar propriedades tais como uma
mutag¢do auxotrofica, resisténcia de analogo, ou mutagdo de regulagem
metabolica podem ser combinadas com os métodos de intensificar a
biossintese de enzimas.

Uma cepa mutante auxotrofica, cepa resistente a analogo de L-
aminoacido, ou cepa mutante de regulagem metabolica com uma capacidade
para produzir um L-aminoacido pode ser obtida submetendo-se uma cepa
precursora ou cepa do tipo selvagem a mutagénese convencional, tal como
exposi¢do aos raios X ou irradiagdo de UV, ou tratamento com um mutagene
tal como N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina, etc., e depois selecionar
aqueles que exibem autotrofia, resisténcia de analogo, ou uma mutag¢io de
regulagem metabodlica e que também tém uma capacidade para produzir um
L-aminoéacido.

Além disso, a comunicaggo ou realce de uma capacidade para
produzir L-aminoicido também pode ser atingida pelo realce de uma
atividade enzimatica pela recombina¢do de gene. Um exemplo do método
para intensificar uma atividade enzimatica inclui, por exemplo, um método de
modificar uma bactéria de modo que a expressdo de um gene que codifica
uma enzima envolvida na biossintese de um L-aminoacido € intensificada.

Como para o método para intensificar a expressdo de um gene, o realce
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também pode ser atingido pela introdugdo de um plasmideo de amplificacdo
preparado pela introdugdo de um fragmento de DNA contendo o gene em um
plasmideo apropriado, por exemplo, um vetor plasmidico contendo pelo
menos o gene responsavel pela replicagéo e proliferagdo do plasmideo em um
microorganismo, aumentando o niimero de cépia do gene no cromossoma
pela conjugacgéo, transferéncia ou semelhante, ou introduzindo uma mutagio
em uma regido promotora do gene (consultar a Publicagio de Patente
Internacional W095/34672).

Quando um gene objeto é introduzido no plastideo de
amplificagdo anteriormente mencionado ou cromossoma, qualquer promotor
pode ser usado para expressar o gene contanto que o mesmo funcione nas
bactérias objeto. O promotor pode ser o promotor do proprio gene a ser usado,
ou um promotor modificado. A quantidade de expressdio do gene também
pode ser controlado escolhendo-se adequadamente um promotor que é potente
em bactérias corineformes, ou pela fabricagdo das regides -35 e -10 do
promotor mais proximo a uma sequéncia de consenso. Tais métodos de
intensificar a expressdo de um gene de enzima como descrito acima sdo
descritos na Publicagdo de Patente Internacional WOO00/18935, Patente
Européia Aberta ao Publico N? 1010755, e assim por diante.

Daqui em diante, métodos especificos para comunicar uma
capacidade para produzir L-aminoacido as bactérias e bactérias comunicadas
com a capacidade para produzir L-aminoacido sdo exemplificados abaixo.
Embora as seguintes descrigdes principalmente digam respeito as bactérias de
Escherichia, os seguintes métodos também podem ser aplicados as
enterobactérias usadas para a presente invengio.

Bactérias que produzem L-treonina

Os exemplos preferidos de microorganismos tendo capacidade
de produzir L-treonina incluem bactérias em que uma ou mais atividades de

enzimas do sistema de biossintese da L-treonina sdo intensificadas. Os
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exemplos de enzimas biossintéticas de L-treonina incluem a aspartocinase III
(lysC), aspartate semialdeido desidrogenase (asd), aspartocinase I (thrA),
homosserina cinase (thrB), treonina sintase (thrC) codificada pelo operon thr,
e aspartato aminotransferase (aspartate transaminase) (aspC). Os nomes dos
genes que codificam as respectivas enzimas sdo mencionados nos parénteses
depois dos nomes das enzimas (o mesmo deve se aplicar por todo este
relatorio descritivo). Entre estas enzimas, a aspartate semialdeido
desidrogenase,  aspartocinase I, homosserina  cinase,  aspartato
aminotransferase, e treonina sintase sdo exemplos particularmente preferidos.
Os genes que codificam as enzimas biossintéticas da L-treonina podem ser
introduzidas em uma bactéria tendo uma capacidade reduzida para decompor
treonina. Um exemplo de uma tal bactéria de Escherichia tendo uma
capacidade reduzida para decompor treonina é a cepa TDH6 que € deficiente
na atividade da treonina desidrogenase (Patente Japonesa Aberta ao Publico
N°2001-346578).

As atividades enzimaticas das enzimas biossintéticas de L-
treonina s@o inibidas pelo produto final, L-treonina. Portanto, para construir
cepas que produzam L-treonina, ¢ desejavel que os genes para as enzimas
biossintéticas de L-treonina sejam modificadas de modo que as enzimas sejam
dessensibilizadas a inibi¢@o de retroalimentagio pela L-treonina nas cepas que
produzem L-treonina. Os genes thrA, thrB, e thrC anteriormente mencionados
constituem o operon da treonina, que forma uma estrutura atenuadora. A
expressdo do operon da treonina € inibido pela isoleucina e treonina no meio
de cultura e também suprimido pela atenuagio. Portanto, o operon da treonina
pode ser modificado pela remogdo da sequéncia lider na regido de atenuagio
ou no atenuador (reportar-se a Lynn, S. P., Burton, W. S., Donohue, T. J.,
Gould, R. M., Gumport, R. L, e Gardner, J. F., J. Mol. Biol. 194: 59-69
(1987); W0O02/26993; W0O2005/049808).

O promotor nativo do operon da treonina esta presente a
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montante do operon da treonina, e pode ser substituido com um promotor ndo
nativo (consultar a W0O98/04715), ou um operon da treonina foi modificado
de modo que a expressdo do gene da biossintese da treonina fosse controlada
pelo repressor e o promotor do fago A pode ser construido (Patente Européia
N® 0593792). Além disso, de modo a modificar uma bactéria de modo que ela
seja dessensibilizada para a inibigdo da retroalimentagdo pela L-treonina, uma
cepa resistente ao acido o-amino-B-hidroxiisovalérico (AHV) pode ser
selecionada.

E preferivel que o nimero de cépia do operon da treonina que
¢ modificado para dessensibilizar a inibi¢do da retroalimentagdo pela L-
treonina possa ser aumentado, ou a expressdo do operon da treonina possa ser
aumentado ligando-o a um promotor potente em um hospedeiro. O niimero de
copia também pode ser aumentado, além da amplifica¢do usando um
plasmideo, pela transferéncia do operon da treonina para um genoma usando
um transposon, fago Mu, ou semelhante.

Além de aumentar a expressdo dos genes biossintéticos da L-
treonina, a expressdo dos genes envolvidos no caminho glicolitico, ciclo de
TCA, ou cadeia respiratdria, dos genes que regulam a expressdo destes genes,
ou dos genes envolvidos na captagdo do agucar também pode ser
preferivelmente aumentada. Os exemplos de tais genes incluem os genes que
codificam a transidrogenase (pntAB, Patente Européia N°® 733712),
fosfoenolpiruvato carboxilase (pepC, WQO95/06114), fosfoenolpiruvato
sintase (pps, Patente Européia N® 877090), e um gene que codifica a piruvato
carboxilase a partir da bactéria corineforme ou bactéria de Bacillus
(W099/18228, Patente Européia Aberta ao Publico N® 1092776 A).

E preferido que a expressio de um gene que comunica
resisténcia a L-treonina ou L-homosserina seja intensificada, ou a resisténcia
a L-treonina ou L-homosserina seja comunicada a um hospedeiro. Os

exemplos destes genes incluem o gene rht4 (Livshits, V. A. et al., 2003, Res.
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Microbiol., 154: 123-135), rhtB (Patente Européia Aberta ao Publico N°
0994190), gene rhatC (Patente Européia Aberta ao Pablico N° 1013765), genes
¥fiK, e yeaS (Patente Européia Aberta ao Piblico N® 1016710). Os métodos
para comunicar resisténcia a L-treonina a um hospedeiro sdo descritos na
Patente Européia Aberta ao Publico N® 0994190 e W090/04636.

Os exemplos de bactérias que produzem L-treonina e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar tais bactérias incluem, porém
sem limitar, as cepas pertencentes ao género Escherichia, tais como E. coli
TDH-6/pVIC40 (VKPM B-3996) (Patentes U.S. n* 5.175.107, Patentes U.S.
n® 5.705.371), E. coli 472T23/pYN7 (ATCC 98081) (Patente U.S. n®
5.631.157), E. coli NRRL-21593 (Patente U.S. n® 5.939.307), E. coli FERM
BP-3756 (Patente U.S. n® 5.474.918), E. coli FERM BP-3519 ¢ FERM BP-
3520 (Patente U.S. no 5.376.538), E. coli MG442 [Gusyatiner et al., Genetika
(em Russo), 14, 947-956 (1978)], E. coli VL643 e VL2055 (Patente Européia
Aberta ao Publico n® 1149911), e assim por diante.

A cepa TDH-6 ¢ deficiente no gene thrC, bem como
assimilativa a sacarose, e o seu gene i/v4 tem uma mutagdo permeavel. Esta
cepa também tem uma mutagdo no gene rhtd, que comunica resisténcia a alta
concentragdo de treonina ou de homosserina. A cepa B-3996 contém o
plasmideo pVIC40, que foi obtido pela inser¢do de o operon thrA*BC que
inclui um gene mutante thr4 no vetor originado de RSF1010. Este gene
mutante thrA codifica a homosserina aspartocinase desidrogenase I que é
substancialmente dessensibilizado pela inibi¢do da retroalimentagdo pela
treonina. A cepa B-3996 foi depositada em 19 de novembro de 1987 no All-
Union Scientific Center of Antibiotics (Nagatinskaya Street 3-A, 117105,
Moscou, Russia) sob o nimero de acesso RIA 1867. A cepa também foi
depositada na Russian National Collection of Industrial Microorganisms
(VKPM) (1 Dorozhny proezd., 1 Moscou, 117545, Rissia) em 7 de abril de
1987, sob o nimero de acesso VKPM B-3996.
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A E. coli VKPM B-5318 (Patente Européia n® 0593792)
também pode ser usada como uma bactéria que produz L-treonina ou uma
cepa precursora para origina-la. A cepa B-5318 é prototrofica com respeito a
isoleucina, e um repressor de fago lambda C1 sensivel a temperatura e o
promotor PR substitui a regido reguladora do operon da treonina no
plasmideo pVIC40. A cepa VKPM B-5318 foi depositada como um deposito
internacional na Russian National Collection of Industrial Microorganisms
(VKPM) (1 Dorozhny proezd., 1 Moscou, 117545, Russia) em 3 de maio de
1990, sob o nimero de acesso VKPM B-5318.

' O gene thrA que codifica a homosserina aspartocinase
desidrogenase I de Escherichia coli foi elucidado (posi¢bes dos nucleotideos
337 a 2799, acesso do GenBank NC 000913.2, gi: 49175990). O gene thrA
esta localizado entre os genes thrL e thrB no cromossoma de E. coli K-12. O
gene thrB que codifica a homosserina cinase de Escherichia coli foi
esclarecido (posi¢des dos nucleotideos 2801 a 3733, acesso do GenBank
NC_000913.2, gi: 49175990). O gene thrB esta localizado entre os genes thrA
e thrC no cromossoma de E. coli K-12. O gene thrC que codifica a treonina
sintase de Escherichia coli foi esclarecido (posi¢des dos nucleotideos 3734 a
5020, acesso do GenBank NC 000913.2, gi: 49175990). O gene thrC esta
localizado entre o gene thrB e a matriz de leitura aberta yaaX no cromossoma
de E. coli K-12. Todos os trés genes funcionam como um operon de treonina
unico. Para intensificar a expressdo do operon da treonina, a regido
atenuadora que afeta a transcrigdo é desejavelmente removida do operon (WO
2005/049808, WO 2003/097839).

Um gene mutante thrdA, que codifica a homosserina
aspartocinase desidrogenase um resistente a inibi¢do da retroalimentagio pela
treonina, bem como os genes thrB e thrC, podem ser obtidos como um operon
do bem conhecido plasmideo pVIC40 que se acha presente na cepa VKPM B-
3996 de E. coli produtora da treonina. O plasmideo pVIC40 é descrito em
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detalhes na Patente U.S. n® 5.705.371.

O gene rhtA esta presente em 18 min sobre o cromossoma de
E. coli perto do operon glnHPQ, o qual codifica os componentes do sistema
de transporte da glutamina. O gene rhit4 é idéntico ao ORF1 (gene ybiF,
posi¢cdes dos nucleotideos 764 a 1651, nimero de acesso do GenBank
AAA218541, gi:440181) e esta localizado entre os genes pexB e ompX. A
unidade expressando uma proteina codificada pelo ORF1 foi designada como
o gene rht4 (rht: resisténcia as homosserina e treonina). Igualmente, foi
revelado que a mutagdo de rht423 é uma substituigdo G-por-A na posi¢do -1
em relagdo ao cddon de partida ATG (EXTRATOS do 17° Congresso
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular em combina¢io com o
Encontro Anual da American Society for Biochemistry and Molecular
Biology, S@o Francisco, California, em 24 a 29 de agosto de 1997, extrato n®
457, Patente Européia Aberta ao Piblico n® 1013765).

O gene asd de E. coli ja foi esclarecido (posi¢des dos
nucleotideos 3572511 a 3571408, acesso do GenBank NC 000913.1,
gi:16131307), e pode ser obtido por PCR [reagdo em cadeia da polimerase;
referir-se a White, T. J. et al., Trends Genet., 5, 185 (1989)] utilizando os
iniciadores preparados com base na sequéncia de nucleotideos do gene. Os
genes asd de outros microorganismos podem ser obtidos de uma maneira
semelhante.

Igualmente, o gene aspC de E. coli ja foi elucidado (posi¢des
dos nucleotideos 983742 a 984932, acesso do GenBank NC 000913.1,
gi:16128895), e pode ser obtido por PCR. Os genes aspC de outros
microorganismos podem ser obtidos de uma maneira semelhante.

BACTERIAS PRODUTORAS DA L-LISINA

Exemplos de bactérias produtoras da L-lisina, pertencentes ao
género Escherichia, incluem mutantes tendo resisténcia a um analogo da L-

lisina. O analogo da L-lisina inibe o crescimento de bactérias pertencentes ao
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género Escherichia, porém esta inibicdo é completa ou parcialmente
dessensibilizada quando a L-lisina estd presente no meio. Exemplos do
anélogo da L-lisina incluem, porém sem limitar, a oxalisina, o hidroxamato de
lisina, a S-(2-aminoetil)-L-cisteina (AEC), a +y-metil-lisina, a «-
clorocaprolactama, e assim por diante. Os mutantes que tém resisténcia a
estes analogos da lisina podem ser obtidos submetendo-se as bactérias
pertencentes ao género Escherichia a um tratamento de mutagénese artificial
convencional. Exemplos especificos de cepas bacterianas uteis para produzir a
L-lisina incluem a Escherichia coli AJ11442 (FERM BP-1543, NRRL B-
12185; ver a Patente U.S. n® 4.346.170) e Escherichia coli VL611. Nestes
microorganismos, a inibi¢do de retroalimentagdo da aspartocinase pela L-
lisina é dessensibilizada.

Exemplos de bactérias produtoras de L-lisina e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
lisina também incluem cepas em que a expressio de um ou mais genes
codificando uma enzima biossintética de L-lisina € intensificada. Exemplos de
tais enzimas incluem, porém sem limitar, a diidrodipicolinato sintase (dapA4),
a aspartocinase (/ysC), a diidrodipicolinato redutase (dapB), diaminopimelato
descarboxilase (/ysA4), diaminopimelato desidrogenase (ddh) (Patente U.S. no
6.040.160), a fosfoenolpiruvato carboxilase (ppc), aspartato semialdeido
desidrogenase (asd), diaminopimelato epimerase (dapF), tetraidrodipicolinato
succinilase (dapD), succinil diaminopimelato desacilase (dapE), e aspartase
(aspA) (Patente Européia Aberta ao Publico N® 1253195). Entre estas
enzimas, a diidrodipicolinato redutase, diaminopimelato descarboxilase,
diaminopimelato desidrogenase, fosfoenolpiruvato carboxilase, aspartato
aminotransferase, diaminopimelato epimerase, aspartato semialdeido
desidrogenease, tetraidrodipicolinato succinilase, e succinil diaminopimelato
desacilase sdo particularmente preferidas. Além disso, as cepas precursoras

podem expressar niveis aumentado do gene envolvido na eficiéncia de energia
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(cyo) (Patente Européia Aberta ao Publico n® 1170376), do gene codificando a
nucleotideo nicotinamida transidrogenase (pnt4B) (Patente U.S. n°
5.830.716), o gene ybjE (WO 2005/073390), ou combinagdes destes.

Exemplos de cepas precursoras que podem ser usadas para
derivar bactérias produtoras de L-lisina também incluem as cepas com
atividade reduzida ou eliminada de uma enzima que catalise uma reagdo para
gerar um composto outro que ndo a L-lisina pela ramificagdo da via
biossintética da L-lisina. Exemplos das enzimas que catalisam uma reacgéo
para gerar um composto outro que ndo a L-lisina mediante ramifica¢io da via
biossintética da L-lisina, incluem a homosserina desidrogenase, a lisina
descarboxilase (Patente U.S. n® 5.827.698), ¢ a enzima malica (WO
2005/010175).

Os exemplos preferidos de bactérias que produzem L-lisina
incluem Escherichia coli WC196AcadAAldc/pCABD2 (W02006/078039). A
cepa foi construida pela introdugdo do plasmideo pCABD2 descrito na
Patente U.S. N° 6.040.160 na cxepa WC196 tendo rompido os genes cad4 e
ldcC, que codificam a lisina descarboxilase. A cepa WC196 foi cruzada a
partir da cepa W3110, que foi derivada de Escherichia coli K-12, pela
substitui¢do do gene lysC do tipo selvagem no cromossoma da cepa W3110
com um gene lysC mutante que codifica uma aspartocinase III mutante em
que a treonina na posi¢do 352 foi substituida com isoleucina, resultando na
dessensibilizagdo da sua inibi¢do da retroalimentagdo pela L-lisina (Patente
U.S. N® 5.661.012), e conferindo resisténcia a AEC & cepa resultante (Patente
U.S. N? 5.827.698). A cepa WC196 foi designada Escherichia coli AJ13069,
depositada no National Institute of Bioscience and Human-Technology,
Agency of Industrial Science and Technology (correntemente National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent
Organism Depositary, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-
shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japdo) em 6 de dezembro de 1994, e designado
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com um numero de acesso de FERM P-14690. depois, o mesmo foi
convertido a um depdsito internacional sob as condi¢des do Tratado de
Budapest em 29 de setembro de 1995, e designado com um numero de acesso
de FERM BP-5252 (Patente U.S. N° 5.827.698). A cepa WC196AcadAAldc
por si s6 também ¢ uma bactéria produtora de L-lisina preferida. O plasmideo
pCABD?2 contém um gene dapA mutante derivado da Escherichia coli e que
codifica uma diidrodipicolinato sintase (DDPS) tendo uma mutagdo para a
dessensibilizagdo para a inibi¢do da retroalimentagdo pela L-lisina, um gene
lysC mutante derivado da Escherichia coli e que codifica a aspartocinase III
tendo uma mutagdo para a dessensibilizagdo para a inibigdo da
retroalimentacéo pela L-lisina, o gene dapB derivado da Escherichia coli e
que codifica a diidrodipicolinato redutase, e o gene ddh derivado da
Brevibactetium lactofermentum e que codifica a diaminopimelato
desidrogenase.

Bactérias que produzem L-cisteina

A capacidade para produzir L-cisteina de uma bactéria pode
ser melhorada intensificando-se a atividade de uma enzima do caminho da
biossintese da L-cisteina ou uma enzima envolvida na produgdo de um
composto que serve como um substrato deste caminho tal como L-serina, por
exemplo, a 3-fosfoglicerato desidrogenase, serina acetiltransferase, e assim
por diante. A 3-fosfoglicerata desidrogenase é submetida a inibi¢do da
retroalimentagdo pela serina, e portanto a atividade desta enzima pode ser
intensificada pela incorporagdo de um gene serA mutante que codifica uma 3-
fosfoglicerato desidrogenase mutante para a qual a inibi¢do da
retroalimentagdo € atenuada ou eliminada em uma bactéria.

Além disso, a serina acetiltransferase € submetida a inibi¢do da
retroalimentagdo pela L-cisteina. Portanto, a atividade desta enzima pode ser
intensificada pela incorporag@o de um gene cysE mutante que codifica uma

serina acetiltransferase para a qual a inibi¢do da retroalimentagio é atenuada
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ou eliminada em uma bactéria. Como o gene que codifica SAT de
Escherichia coli, cycE foi clonado a partir de uma cepa do tipo selvagem e
uma cepa mutante de excre¢do de L-cisteina, e a sua sequéncia de nucleotideo
foi elucidada (Denk, D. e Boeck, A., J. General Microbiol., 133, 515-525
(1987)). A sequéncia de nucleotideo e a sequéncia de aminoacido codificada
pela sequéncia de nucleotideo sdo mostradas nas SEQ ID NOS: 37 e 38.

A capacidade de produzir L-cisteina também pode ser
melhorada intensificando-se a atividade do sistema de transporte de
sulfato/tiossulfato. O grupo da proteina do sistema de transporte de
sulfato/tiossulfato € codificado pelo grupo de gene cysPTWAM (Patente
Japonesa Aberta ao Publico N® 2005-137369, Patente Européia N2 1528108).

A capacidade de produzir L-cisteina de uma bactéria também
pode ser melhorada aumentando-se a expressdio do gene yeaS (Patente
Européia Aberta ao Piblico N® 1016710). A sequéncia de nucleotideo do gene
yeaS e a sequéncia de aminodcido codificada pelo gene sio mostrados nas
SEQ ID NOS: 39 e 40, respectivamente. E sabido que as bactérias usam
véarios cédons tais como GTG além de ATG como o coédon de partida
(http://depts.washington.edu/agro/genomes/students/stanstart.htm). Embora o
aminoacido que corresponde ao codon inicial gtg é indicado como Val nas
SEQ ID NOS: 39 e 40, ¢ altamente possivel que o mesmo seja realmente Met.

Os exemplos especificos de bactérias de Escherichia tendo
capacidade de produzir L-cisteina e cepas precursoras que podem ser usadas
para derivar tais bactérias incluem, mas ndo limitadas a, bactérias Escherichia
tais como E. coli IM15 transformada com alelos de gene cysE diferentes que
codificam a serina acetiltransferase resistente a inibigdo da retroalimentagio
(Patente U.S. N 6.218.168, Pedido de Patente Russa N® 2003121601), E. coli
W3110 na qual um gene que codifica uma proteina responsavel pela excre¢do
de substancias citotoxicas é superexpressado (Patente U.S. N® 5.972.663), a

cepa da E. coli tendo atividade da cisteina dessulfidrase diminuida (Patente
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Japonesa Aberta ao Publico N°® 11-155571), e E. coli W3110 na qual a
atividade do fator de controle transcricional positivo do regulon da cisteina
codificada pelo gene cysB € aumentado (W0O01/27307).

A capacidade de produzir L-cisteina de uma bactéria pode ser
melhorada pela modifica¢do da bactéria de modo que a atividade da proteina
codificada por yhaM (daqui em diante também aludido como “YhaM”) seja
diminuida. O gene yhaM ¢ o mesmo como os genes ECK3099, b4470 e yhaN,
e também foi chamado de b3109 ou b3108 no passado.

Os exemplos de bactérias Pantoea tendo capacidade de
produzir L-cisteina incluem uma cepa de Pantoea ananatis modificada de
modo que a atividade de cisteina dessulfidrase seja reduzida, e uma cepa de
Pantoea ananatis tendo um gene que codifica uma serina acetiltransferase
mutante para a qual a inibi¢do da retroalimentagéo pela L-cisteina é reduzida.
Os exemplos de cepas precursoras para a criagdo de tais bactérias que
produzem L-cisteina incluem a cepa de Pantoea ananatis AJ13355, a cepa
SC17, e a cepa SC17(0). A cepa AJ13355 € uma cepa isolada do solo em
Iwata-shi, Shizuoka-ken, Japdo como uma cepa que pode proliferar em um
meio de pH baixo contendo acido L-glutdmico e uma fonte de carbono, e a
cepa SC17 € uma cepa selecionada como uma ceda mutante que produz
phlegm baixo a partir da cepa AJ13355 (Patente U.S. N® 6.596.517). A cepa
AJ13355 de Pantoea ananatis foi depositada no National Institute of
Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and
Technology, Ministry of International Trade and Industry (correntemente, o
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology,
International Patent Organism Depositary, Address: Tsukuba Central 6, 1-1,
Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japdo) em 19 de
fevereiro de 1998 e designada com um numero de acesso de FERM P-16644.
a mesma foi depois convertida a um depdsito internacional sob as condigdes

do Tratado de Budapest em 11 de janeiro de 1999 e designado com um
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numero de acesso de FERM BP-6614. A cepa SC17(0) é uma cepa construida
como uma cepa resistente ao produto de gene A Red para realizar o
rompimento do gene na Pantoea ananatis (consultar o Exemplo de
Referéncia 1).

A cepa SC17 foi dado um numero privado de AJ416, e
depositada no National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, Internagdoal Patent Organism Depository (address: Tsukuba
Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japo)
em 4 de fevereiro de 2009 como um depésito internacional, e designado com
um numero de acesso de FERM BP-11091. A cepa SC17(0) foi depositada na
Russian National Collection of Industrial Microorganisms (VKPM), GNII
Genetika (address: Russia, 117545 Moscou, 1 Dorozhny proezd. 1) em 21 de
setembro de 2005 com um numero de acesso de VKPM B-9246.

Uma parte da L-cisteina produzida por uma bactéria pode
mudar em L-cistina em um meio pela formagdo de ligagdo de dissulfeto.
Além disso, como descrito mais tarde, a S-sulfocisteina pode ser gerada pela
reagdo de L-cisteina e 4cido tiossulfurico contidos no meio (Szczepkowski T.
W., Nature, vol. 182 (1958)). Além disso, a L-cisteina gerada nas células
bacterianas pode ser condensada com uma cetona, aldeido, ou, por exemplo,
acido piruvico, que existe nas células, para produzir um derivado de
tiazolidina via um hemitiocetal como um intermediario (consultar a Patente
Japonesa N? 2992010). Este derivado de tiazolidina e hemitiocetal pode
existir como uma mistura equilibrada. Portanto, a capacidade de produzir L-
cisteina ndo ¢ limitada a capacidade para acumular apenas L-cisteina em um
meio ou células, mas também inclui uma capacidade para acumular, além de
L-cisteina, L-cistine ou um derivado desta tal como S-sulfocisteina, um
derivado de tiazolidina, ou um hemitiocetal ou uma mistura destes no meio.

BACTERIAS PRODUTORAS DA L-LEUCINA

Os exemplos de bactérias que produzem L-leucina e as cepas
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precursoras para originar bactérias produtoras da L-leucina incluem, sem
limitar, as cepas pertencentes ao género Escherichia, tais como as cepas de E.
coli resistentes a leucina [por exemplo, a cepa 57 (VKPM B-7386, Patente
U.S. n® 6.124.121)] ou andlogos de leucina incluindo B-2-tienilalanina, 3-
hidroxileucina, 4-azaleucina, 5,5,5-trifluoroleucina (Publicacdo da Patente
Japonesa n® 62-34397 e a Patente Japonesa Aberta ao Publico n® 8-70879); as
cepas de E. coli obtidas pelo método de engenharia genética descrito na WO
96/06926; E. coli H-9068 (Patente Japonesa Aberta ao Publico n® 8-70879), e
assim por diante. '

A bactéria usada para a presente inven¢do pode ser melhorada
mediante a intensificagdo da expressdo de um ou mais genes envolvidos na
biossintese da L-leucina. Exemplos de tais genes incluem os genes do operon
leudBCD, um exemplo tipico do qual é um gene mutante /eud codificando a
isopropilmalato sintase dessensibilizada para a inibi¢do da retroalimentagio
pela L-leucina (Patente U.S. n® 6.403.342). Além disso, a bactéria usada para
a presente inven¢do pode ser melhorada pela intensificagdo da expressdo de
um ou mais genes codificando as proteinas que excretam o L-aminoacido da
célula bacteriana. Exemplos de tais genes incluem os genes B2682 e b2683
(genes ygaZH) (Patente Européia Aberta ao Publico n® 1239041 A2).

BACTERIAS PRODUTORAS DA L-HISTIDINA

Os exemplos de bactérias produtoras da L-histidina e as cepas
precursoras para originar bactérias produtoras da L-histidina incluem, sem
limitar, as cepas pertencentes ao género Escherichia, tais como a cepa de E.
coli 24 (VKPM B-5945, RU2003677); a cepa de E. coli 80 (VKPM B-7270,
RU2119536); E. coli NRRL B-12116 a B12121 (Patente U.S. n® 4.388.405);
E. coli H-9342 (FERM BP-6675) e H-9343 (FERM BP-6676) (Patente U.S.
n® 6.344.347); E. coli H-9341 (FERM BP-6674) (Patente Européia n°
1085087); E. coli AI80/pFM201 (Patente U.S. n® 6.258.554) e assim por

diante.
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Os exemplos de bactérias produtoras da L-histidina e cepas
precursoras para originar bactérias produtoras da L-histidina também incluem
as cepas em que a expressdo de um ou mais genes codificando uma enzima
biossintética de L-histidina € intensificada. Exemplos de tais genes incluem os
genes que codificam ATP fosforribosiltransferase (hisG), fosforribosil AMP
cicloidrolase (hisl), fosforribosil-ATP pirofosfoidrolase (hisIE), fosforribosil-
formimino-5-aminoimidazol carboxamida ribotideo isomerase (hisA4), amido-
transferase (hisH), histidinol fosfato aminotransferase (hisC), histidinol
fosfatase (hisB), histidinol desidrogenase (hisD), e assim por diante.

E conhecido o fato de que enzimas biossintéticas de L-
histidina codificadas por hisG e hisBHAFI sio inibidas pela L-histidina e,
portanto, uma capacidade de produzir L-histidina pode também ser
eficientemente intensificada pela introdu¢do de uma mutagdo conferindo
resisténcia a inibig¢do da retroalimentagdo no gene de fosforribosiltransferase
ATP (hisG) (Patentes Russas n® 2003677 e 2119536).

Exemplos especificos das cepas que tenham uma capacidade
de produzir L-histidina incluem E. coli FERM P-5038 e 5048 que tenham
sido introduzidas com um vetor carregando um DNA codificando uma enzima
biossintética de L-histidina (Patente Japonesa Aberta ao Publico n° 56-
005099), as cepas de E. coli introduzidas com um gene para uma exportagio
de aminoacido (Patente Européia Aberta ao Ptblico n® 1016710), a cepa de 80
doada com sulfaguanidina, DL-1,2,4-triazol-3-alanina, e resisténcia a
estreptomicina (VKPM B-7270, Patente Russa n® 2119536), e assim por
diante.

Bactérias que produzem &cido L-glutdmico

Os exemplos de bactérias que produzem o 4cido L-glutdmico e
as cepas precursoras para derivar bactérias que produzem o acido L-glutdmico
incluem, mas ndo sdo limitados as, cepas pertencentes ao género Escherichia,

tal como E. coli VL334thrC" (Patente Européia N° 1172433). A E. coli



10

15

20

25

26

VL334 (VKPM B-1641) é uma cepa auxotrofica em L-isoleucina e L-treonina
tendo mutagdes nos genes thrC e ilvA (Patente U.S. N° 4.278.765). Um alelo
do tipo selvagem do gene thrC foi transferido pelo método de transdugio
geral usando um bacteriofago P1 cultivado nas células do tipo selvagem da
cepa K12 da E. coli (VKPM B-7). Como um resultado, uma cepa auxotréfica
em L-isoleucina VL334thrC" (VKPM B-8961) foi obtida.

Os exemplos de bactérias que produzem o acido L-glutdmico e
cepa precursoras para derivar bactérias que produzem o acido L-glutdmico
também incluem, mas ndo séo limitados a, cepas em que a atividade de um ou
mais de uma enzima biossintética do acido L-glutdmico € intensificada. Os
exemplos de tais genes incluem os genes que codificam a glutamato
desidrogenase (gdhA), glutamina sintetase (glnA), glutamato sintetase
(gltAB), isocitrato desidrogenase (icdA), aconitato hidratase (acnA, acnB),
citrato sintase (gltA), metil citrato sintase (prpC), fosfoenolpiruvato
carboxilase (ppc), piruvato desidrogenase (aceEF, lpdA), piruvato cinase
(pykA, pykF), fosfoenolpiruvato sintase (ppsA), enolase (eno),
fosfogliceromutase (pgmA, pgml), fosfoglicerato cinase (pgk), gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (gapA), triose fosfato isomerase (tpiA), frutose
bisfosfato aldolase (fbp), fosfofrutocinase (ptkA, pfkB), glicose fosfato
isomerase (pgi), e assim por diante. Entre estas enzimas, a glutamato
desidrogenase, citrato sintase, fosfoenolpiruvato carboxilase, e metil citrato
sintase sdo preferidas.

Os exemplos de cepas que foram modificadas de modo que a
expressdo do gene da citrato sintetase, do gene da fosfoenolpiruvato
carboxilase, e/ou do gene da glutamato desidrogenase seja intensificada
incluem aqueles divulgados na Patentes Européias Abertas ao Publico N*
1078989, 955368, e 952221.

A capacidade para sintetizar o acido L-glutdmico de uma

bactéria pode ser melhorada intensificando-se a atividade de um enzima
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envolvida na cadeia respiratoria, por exemplo, uma enzima que oxida o
terminal de respiragdo resistente a ciano (cioA, cioB).

Os exemplos de bactérias que produzem o acido L-glutdmico e
as cepa precursoras para derivar bactérias que produzem o acido L-glutdmico
também incluem as cepas em que a atividade de uma enzima que catalisa a
sintese de um composto outro que n3o o 4acido L-glutdmico pelo
direcionamento da sintese fora do caminho biossintético do &cido L-
glutdmico, ou a atividade de uma enzima que catalisa uma reagdo de
decomposigdo ou consumo do acido L-glutdmico, é reduzida ou eliminada. Os
exemplos destas enzimas incluem a isocitrato liase (aceA), a-cetoglutarato
desidrogenase (sucA), fosfotransacetilase (pta), acetato cinase (ack),
acetohidroxi 4cido sintase (ilvG), acetolactato sintase (ilvl), formiato
acetiltransferase (pfl), lactato desidrogenase (1dh), glutamato descarboxilase
(gadAB), y-glutamil transferase (ggt), y-glutamilcisteina sintetase (gshA), y-
glutamilputrescina sintetase (ycjK), e assim por diante. As bactérias de
Escherichia sem a atividade da o-cetoglutarato desidrogenase ou com
atividade de a-cetoglutarato desidrogenase reduzida e métodos para obter tais
bactérias s@o descritos nas Patentes U.S. N* 5.378.616 e 5.573.945.

Especificamente, estas cepas incluem as seguintes:

E. coli W3110sucA::Km'

E. coli AJ12624 (FERM BP-3853)

E. coli AJ12628 (FERM BP-3854)

E. coli AJ12949 (FERM BP-4881)

A E. coli W3110sucA::Km" é obtida pelo rompimento do gene
da a-cetoglutarato desidrogenase (daqui em diante também aludido como o
“gene sucA”) da E. coli W3110. Esta cepa é completamente deficiente em o-
cetoglutarato desidrogenase.

Outros exemplos da bactéria que produz o acido L-glutimico

incluem bactérias Escherichia que sdo resistentes a um antimetabélito do
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acido aspartico. Estas cepas também podem ser deficientes na a-cetoglutarato
desidrogenase e incluem, por exemplo, E. coli AJ13199 (FERM BP-5807)
(Patente U.S. N? 5.908.768), FFRM P-12379, que adicionalmente é diminuida
em uma atividade para decompor o acido L-glutimico (Patente U.S. N°
5.393.671); AJ13138 (FERM BP-5565) (Patente U.S. N2 6.110.714), e assim
por diante.

Os exemplos de bactéria que produz o acido L-glutimico de
Pantoea ananatis incluem a cepa AJ13355 da Pantoea ananatis descrita
acima.

Além disso, os exemplos de uma bactéria que produz o acido
L-glutdimico de Pantoea ananatis também incluem bactérias Pantoea
deficientes na atividade de a-cetoglutarato desidrogenase (aKGDH) ou tendo
a atividade de oKGDH reduzida. Os exemplos de uma tal cepa incluem
AJ13356 (Patente U.S. N® 6.331.419), que foi derivada pela delegio do gene
da subunidade aKGDH-E1 (suc4) em AJ13355, e a cepa SC17sucA (Patente
U.S. N? 6.596.517) que também ndo tem o gene sucA, e foi selecionada de
AJ13355 quanto as suas propriedades de produgdo de phlegm baixa. A cepa
AJ13356 foi depositada no National Institute of Bioscience and Human-
Technology, Agency of Industrial Science and Technology (correntemente, a
agéncia administrativa independente, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology, International Patent Organism Depositary
(Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japio,
codigo postal: 305-8566)) em 19 de fevereiro de 1998, e designada com um
numero de acesso de FERM P-16645. Depois, o deposito foi convertido em
um dep6sito internacional sob as condigdes do Tratado de Budapest em 11 de
janeiro de 1999, e designado com um numero de acesso de FERM BP-6616.
Embora as cepas AJ13355 e AJ13356 fossem depositadas no depositario
anteriormente mencionado como Enterobacter agglomerans, elas sdo aludidas

como Pantoea ananatis neste relatorio descritivo. A cepa SC17sucA foi
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designado o numero privado de AJ417, e depositada no National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Organism
Depositary em 26 de fevereiro de 2004, sob um numero de acesso de FERM
BP-08646.

Os exemplos de bactérias Pantoea ananatis que produzem o
acido L-glutdmico incluem ainda as cepas SC17sucA/RSFCPG+pSTVCB,
AJ13601, NP106, e NA1. A cepa SC17sucA/RSFCPG+pSTVCB foi obtida
pela introdugdo do plasmideo RSFCPG contendo o gene da citrato sintase
(gltA), o gene da fosfoenolpiruvato carboxilase (ppsA), e o gene da glutamato
desidrogenase (gdhA) derivada da Escherichia coli, e o plasmideo pSTVCB
contendo o gene da citrato sintase (gltA) derivado da Brevibacterium
lactofermentum, na cepa SC17sucA. A cepa AJ13601 foi selecionada da cepa
SC17sucA/RSFCPG+pSTVCB quanto a sua resisténcia a alta concentragdo
do 4cido L-glutdmico em um pH baixo. Além disso, a cepa NP106 foi
derivada da cepa AJ13601 pela eliminagédo do plasmideo RSFCPG+pSTVCB.
A cepa AJ13601 foi depositada no National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology, International Patent Organism Depositary (Tsukuba
Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japdo, codigo
postal: 305-8566) em 18 de agosto de 1999, e designado o nimero de acesso
FERM P-17516. depois, o deposito foi convertido em um depdsito
internacional sob as condi¢des do Tratado de Budapest em 6 de julho de 2000,
e designado um nimero de acesso FERM BP-7207. Além disso, a cepa
NP106 tendo RSFPPG na qual o gene gl/t4 de RSFCPG mencionado acima é
substituido com prpC (consultar a WO2008/020654, os exemplos
mencionado mais tarde) também € uma bactéria que produz o acido L-
glutdmico preferida.

Bactérias que produzem L-fenilalanina

Os exemplos de bactérias que produzem L-fenilalanina e as

cepas precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem
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L-fenilalanina incluem, mas ndo s@o limitadas a, cepas bacterianas da
Escherichia, tais como E. coli AJ12739 (tyrA::Tnl0, tyrR) (VKPM B-8197)
que carece da corismato mutase-prefenato desidrogenase e o repressor da
tirosina (WO03/044191), E. coli HW1089 (ATCC 55371) que contém um
gene pheA34 tipo mutante que codifica a corismato mutase-prefenato
desidratase tendo sido mutada para ser dessensibilizada para a inibi¢do da
retroalimentagdo (Patente U.S. N° 5.354.672), E. coli MWECI101-b
(KR8903681), E. coli NRRL B-12141, NRRL B-12145, NRRL B-12146, e
NRRL B-12147 (Patente U.S. N°® 4.407.952). Também, as seguintes cepas
podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-fenilalanina: E. coli
K-12 [W3110(tyrA)/)pPHAB (FERM BP-3566) que contém genes que
codificam a corismato mutase-prefenato desidratase tendo sido mutada para
ser dessensibilizada para a inibi¢do da retroalimentagdo, E. coli K-12
[W3110(tyrA)/pPHAD] (FERM BP-12659), E. coli K-12 [W3110(tyrA)/
pPHATerm] (FERM BP-12662), e E. coli K-12 [W3110(tyrA)/pBR-aroG4,
pACMAB] (também conhecida como AJ12604 (FERM BP-3579) (Patente
Européia N® 488424 Bl1). Além disso, as bactérias de Escherichia que
produzem L-fenilalanina com atividade intensificada da proteina codificada
pelo gene yedd ou o gene yddG também podem ser usadas (Pedidos
Publicados da Patente U.S. N2 2003/0148473 e 2003/0157667,
WO003/044192).

Bactérias que produzem L-triptofano

Os exemplos de bactérias que produzem L-triptofano e as
cepas precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem
L-triptofano incluem, mas ndo sdo limitadas as, cepas bacterianas de
Escherichia, tais como E. coli JP4735/pMU3028 (DSM10122) e¢ E. coli
JP6015/pMU91 (DSM10123) que carecem da triptofanoil-tRNA sintetase
codificada por um gene #pS mutante (Patente U.S. N°® 5.756.345), E. coli
SV164 (pGHS) que contém o alelo serd que codifica a fosfoglicerato
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desidrogenase e o alelo ##pE que codifica a antranilato sintase, que sdo
dessensibilizados para a inibig@o da retroalimentagdo pela serina e triptofano,
respectivamente (Patente U.S. N° 6.180.373), E. coli AGX17 (pGX44)
(NRRL B-12263), e E. coli AGX6(pGX50)aroP (NRRL B-12264) que carece
da triptofanoase (Patente U.S. N® 4.371.614), e E  coli
AGX17/pGX50,pACKG4-pps em que a capacidade de produzir a fosfoenol-
piruvato ¢ intensificada (WO097/08333, Patente U.S. N° 6.319.696). As
bactérias que produzem L-triptofano pertencentes ao género Escherichia com
atividade intensificada da proteina codificada pelo gene yedAd ou pelo gene
yddG também podem ser usadas (Pedido Publicado da Patente U.S. N®
2003/0148473 e 2003/0157667).

Os exemplos de bactérias que produzem L-triptofano e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
triptofano também incluem cepas nas quais uma ou mais atividades das
seguintes enzimas sdo intensificadas: antranilato sintase (trpE), fosfoglicerato
desidrogenase (serA), 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintase
(aroG), 3-desidroquinato sintase (aroB), shiquimato desidrogenase (aroE),
shiquimato cinase (aroL), S5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfate sintase (aroA),
corismato sintase (aroC), prefenato desidratase, corismato mutase, e
triptofano sintase (trpAB). A prefenato desidratase e a corismato mutase sio
codificadas pelo gene phed como uma enzima bifuncional (CM-PD). Entre
estas enzimas, a fosfoglicerato desidrogenase, 3-desoxi-D-
arabinoheptulosonato-7-fosfato sintase, 3-desidroquinato sintase, shiquimato
desidratase, shiquimato cinase, 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase,
corismato sintase, prefenato desidratase, e corismato mutase-prefenato
desidratase s3o particularmente preferidas. A antranilato sintase e a
fosfoglicerato desidrogenase ambas sofrem de inibi¢do da retroalimentacio
pelo L-triptofano e L-serina, e portanto uma mutagdo que dessensibilize a

inibigdo da retroalimenta¢do pode ser introduzida nos genes que codificam



10

15

20

25

32

estas enzimas. Os exemplos especificos de cepas tendo uma tal mutagdo
incluem E. coli SV164 tendo um tipo dessensibilizado de antranilato sintase e
uma cepa transformante obtida pela introdu¢do de um plasmideo pGHS
(W0O94/08031) contendo um gene serA mutante que codifica a fosfoglicerato
desidrogenase dessensibilizada para a inibi¢do da retroalimentag¢do na E. coli
SV164.

Os exemplos de bactérias que produzem L-triptofano e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
triptofano também incluem as cepas que foram transformadas com o gene
contendo o operon triptofano que codifica a antranilato sintase
dessensibilizadas na inibigdo (Patentes Japonesas Abertas ao Piblico N* 57-
71397, 62-244382, Patente U.S. N°® 4.371.614). Além disso, a capacidade de
produzir L-triptofano pode ser comunicada intensificando-se a expressdo de
um gene que codifica a triptofano sintase no operon de triptofano (trpBA). A
triptofano sintase inclui as subunidades tanto a quanto B, que sdo codificadas
por trpA e trpB, respectivamente. Além disso, a capacidade de produzir L-
triptofano pode ser melhorada intensificando-se a expressdo do operon da
isocitrato liase-malato sintase (W02005/103275).

Bactérias que produzem L-prolina

Os exemplos de bactérias que produzem L-prolina e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
prolina incluem, mas ndo sdo limitados as, cepas bacterianas de Escherichia,
tais como E. coli 702ilvA (VKPM B-8012) que carece do gene ilvA e pode
produzir L-prolina (Patente Européia N° 1172433).

A bactéria usada para a presente inven¢do pode ser melhorada
intensificando-se a expressdo de um ou mais genes envolvidos na biossintese
de L-prolina. Os exemplos de genes preferidos para bactérias que produzem
L-prolina incluem o gene proB que codifica a glutamato cinase que é

dessensibilizada para a inibi¢do da retroalimenta¢do pela L-prolina (Patente
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DE 3127361). Além disso, a bactéria usada para a presente invengdo pode ser
melhorada intensificando-se a expressdo de um ou mais genes que codificam
as proteinas responsaveis pela secrecdo de L-aminoacidos a partir da célula
bacteriana. Os exemplos de tais genes sdo os genes b2682 e b2683 (genes
ygaZH) (Patente Européia Aberta ao Ptblico N° 1239041 A2).

As bactérias de Escherichia que produzem L-prolina incluem
as seguintes cepas de E. coli: NRRL B-12403 e NRRL B-12404 (Patente GB
2075056), VKPM B-8012 (Pedido de Patente Russo 2000124295), os
mutantes de plasmideo descritos na Patente DE 3127361, mutantes de
plasmideo descritos por Bloom F. R. et al (The 15th Miami Winter
Symposium, 1983, p. 34), e assim por diante.

Bactérias que produzem L-arginina

Os exemplos de bactérias que produzem L-arginina e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
arginina include, mas ndo sdo limitados a, cepas bacterianas de Escherichia,
tais como a cepa 237 de E. coli (VKPM B-7925) (Pedido Publicado da
Patente U.S. N® 2002/058315 Al) e suas cepas derivadas que abrigam a N-
acetilglutamato sintase mutante (Pedido de Patente Russo N° 2001112869),
cepa 382 da E. coli (VKPM B-7926) (Patente Européia Aberta ao Publico N*°
1170358 Al), e uma cepa que produz arginina transformada com um gene
argA que codifica a N-acetilglutamato sintetase (Patente Européia Aberta ao
Publico N® 1170361 Al).

Os exemplos de bactérias que produzem L-arginina e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
arginina também incluem cepas em que a expressdo de um ou mais genes que
codificam uma enzima biossintética de L-arginina é intensificada. Os
exemplos de tais genes incluem o gene da N-acetilglutamil fosfato redutase
(argC), o gene da omitina acetil transferase (arg]), o gene da N-

acetilglutamato cinase (argB), o gene da acetilornitina transaminase (argD), o
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gene da ornitina carbamoil transferase (argF), o gene da 4cido
argininossuccinico sintetase (argG), o gene da 4cido argininossuccinico liase
(argH), e o gene da carbamoil fosfato sintetase (carAB).

Bactérias que produzem L-valina

Os exemplos de bactérias que produzem L-valina e cepa
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
valina incluem, mas néo sdo limitadas as, cepas que foram modificadas para
superexpressar o operon ilvVGMEDA (Patente U.S. N° 5.998.178). E desejavel
remover a regido no operon ilvGMEDA que é requerido para a atenuagio de
modo que a expressdo do operon ndo seja atenuada pela L-valina produzida.
Além disso, o gene ilvA no operon é desejavelmente rompido de modo que a
atividade de treonina desaminase seja diminuida.

Os exemplos de bactérias que produzem L-valina e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
valina também incluem mutantes tendo mutagdes de amino-acil t-RNA
sintetase (Patente U.S. N® 5.658.766). Um exemplo € a E. coli VL1970, tendo
uma mutagdo no gene ileS que codifica a isoleucina tRNA sintetase. A E. coli
VL1970 foi depositada na Russian National Collection of Industrial
Microorganisms (VKPM) (1 Dorozhny proezd., 1 Moscou 117545, Russia)
em 24 de junho de 1988 sob o nimero de acesso VKPM B-4411.

Além disso, cepas mutantes que requerem o acido lipdico para
crescer e/ou falta de H'-ATPase (W096/06926) também sdo eficazes para
derivar bactérias que produzem L-valina.

bactérias que produzem L-isoleucina

Os exemplos de bactérias que produzem L-isoleucina e cepas
precursoras que podem ser usadas para derivar bactérias que produzem L-
isoleucina incluem, mas ndo sdo limitados a, mutantes que sdo resistentes a
6-dimetilaminopurina (Patente Japonesa Aberta ao Publico N® 5-304969),

mutantes que sdo resistentes aos andlogos de isoleucina tais como
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tiaisoleucina e hidroxamato de isoleucina, e mutantes que sdo adicionalmente
resistentes a DL-etionina e/ou hidroxamato de arginina (Patente Japonesa
Aberta ao Publico N® 5-130882). Além disso, cepas recombinantes
transformadas com genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese
de L-isoleucina, tais como a treonina desaminase e a acetohidroxato sintase,
também sdo eficazes para derivar bactérias que produzem L-isoleucina
(Patente Japonesa Aberta ao Publico N® 2-458, FR 0356739, e Patente U.S.
N2 5.998.178).

Bactérias que produzem L-tirosina

Os exemplos de bactérias que produzem tirosina incluem
bactérias Escherichia com um gene dessensibilizado da prefenato desidratase
(tyrA) dessensibilizado para a inibi¢do pela tirosina (Patente Européia Aberta
ao Publico N® 1616940).

Quando as bactérias que produzem L-aminoacido
anteriormente mencionadas sdo criadas pela recombinagdo de gene, os genes
a serem usados ndo sdo limitados aos genes tendo a informagdo genética
descrita acima ou genes tendo sequéncias conhecidas, mas também incluem
genes tendo mutagdes conservativas, tais como homodlogos ou genes
artificialmente modificados, também podem ser usados contanto que as
fungGes das proteinas codificadas ndo sejam degradadas. Isto €, eles podem
ser genes que codificam uma sequéncia de aminoacido conhecida contendo
uma ou mais substitui¢Ges, dele¢des, inser¢des, adigdes ou semelhante de um
ou varios residuos de aminoacido em uma ou varias posigdes.

Embora o nimero dos “varios” residuos de aminoacido aqui
aludidos possam diferir dependendo da posigdo na estrutura tridimensional ou
os tipos de residuos de aminoacido da proteina, especificamente, a mesma
pode ser preferivelmente de 1 a 20, mais preferivelmente de 1 a 10, ainda
mais preferivelmente de 1 a 5. A mutag8o conservativa é uma mutagio em

que a substitui¢do ocorre mutuamente entre Phe, Trp, e Tyr, se o sitio de
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substitui¢do for um aminoacido aromatico; entre Leu, Ile e Val, se 0 mesmo
for um aminoacido hidrofdbico; entre Gln e Asn, se 0 mesmo for um
aminoacido polar; entre Lys, Arg e His, se 0 mesmo for um aminoacido
basico; entre Asp e Glu, se 0 mesmo for um aminoacido acido; e entre Ser e
Thr, se 0 mesmo for um aminoacido tendo um grupo hidroxila. A mutagio
conservativa ¢ tipicamente uma substituicdo conservativa, e as substitui¢des
consideradas substituigdes conservativas incluem, especificamente, a
substitui¢do de Ser ou Thr por Ala, substitui¢do de Gln, His ou Lys por Arg,
substitui¢cdo de Glu, Gln, Lys, His ou Asp por Asn, substitui¢do de Asn, Glu
ou GIn por Asp, substituigdo de Ser ou Ala por Cys, substituigdo de Asn, Glu,
Lys, His, Asp ou Arg por Gln, substitui¢do de Gly, Asn, Gln, Lys ou Asp por
Glu, substitui¢cdo de Pro por Gly, substituigdo de Asn, Lys, Gln, Arg ou Tyr
por His, substitui¢do de Leu, Met, Val ou Phe por Ile, substitui¢do de Ile, Met,
Val ou Phe por Leu, substituicio de Asn, Glu, Gln, His ou Arg por Lys,
substitui¢do de Ile, Leu, Val ou Phe por Met, substitui¢do de Trp, Tyr, Met,
Ile ou Leu por Phe, substitui¢do de Thr ou Ala por Ser, substitui¢do de Ser ou
Ala por Thr, substitui¢do de Phe ou Tyr por Trp, substitui¢do de His, Phe ou
Trp por Tyr, e substituigdo de Met, Ile ou Leu por Val. As substituiges,
delegdes, inser¢des, adigdes de aminoacido anteriormente mencionadas,
inversdes ou semelhante pode ser um resultado de uma mutagdo que ocorre
naturalmente ou uma variagdo devido a uma diferenc¢a individual ou diferenga
de espécies de um microorganismo a partir dos quais os genes sdo derivados
(mutante ou variante). Tais genes podem ser obtidos, por exemplo,
modificando-se uma sequéncia de nucleotideo conhecida de um gene pela
mutagénese especifica de sitio de modo que os residuos de aminoacido nos
sitios especificos da proteina codificada incluem substitui¢des, delegdes,
insergdes, ou adi¢des de residuos de aminoacido.

Além disso, tais genes tendo mutagdo(Oes) conservativa(s)

como descrita(s) acima podem codificar uma proteina tendo uma homologia
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de 80% ou mais, preferivelmente 90 % ou mais, mais preferivelmente 95 %
ou mais, de modo particularmente preferivel 97 % ou mais, com a sequéncia
de aminoécido codificada inteira e tendo uma fun¢do equivalente aquela da
proteina do tipo selvagem. Neste relatorio descritivo, o termo “homologia”
também pode ser usado para se referir a “identidade”.

Além disso, coédons nas sequéncias de gene podem ser
substituidas com outros cédons que sdo facilmente usados no hospedeiro no
qual os genes sdo introduzidos.

Os genes tendo mutagdo(des) conservativas podem ser obtidos
pelos métodos habitualmente usados em tratamentos de mutagénese tais como
tratamentos com agentes de mutagénese.

Além disso, os genes podem ser um DNA que pode hibridizar
com uma sequéncia complementar de uma sequéncia de gene conhecida ou
uma sonda que pode ser preparadas a partir da sequéncia complementar sob
condi¢bes severas e codificam uma proteina tendo uma fungio equivalente
aquela do produto de gene conhecido. As “condi¢des de severidade” aqui
aludidas sdo condigdes sob as quais um chamado hibrido especifico é
formado, e um hibrido ndo especifico ndo é formado. Os exemplos das
condi¢des severas incluem aquelas sob as quais DNAs altamente homologos
hibridizam entre si, por exemplo, DNAs ndo menos do que 80 % homologos,
preferivelmente ndo menos do que 90 % homologos, mais preferivelmente
ndo menos do que 95 % homdlogos, de modo particularmente preferivel ndo
menos do que 97 % homologos, hibridizam entre si, ¢ DNAs menos
homologos do que acima ndo hibridizam entre si, ou condi¢des de lavagem
uma vez, preferivelmente 2 ou 3 vezes, em uma concentragio salina e
temperatura que correspondam a lavagem tipica da hibridizagdo de Southern,
isto &, 1 x SSC, 0,1 % de SDS a 60 °C, preferivelmente 0,1 x SSC, 0,1 % de
SDS a 60 °C, mais preferivelmente 0,1 x SSC, 0,1 % de SDS a 68 °C.

Como a sonda, uma parte da sequéncia que € complementar ao
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gene também pode ser usada. Uma tal sonda pode ser preparada pela PCR
usando oligonucleotideros preparados com base na sequéncia de gene
conhecida como iniciadores e um fragmento de DNA contendo as sequéncias
de nucleotideo como um padréo. Por exemplo, quando um fragmento de DNA
tendo um comprimento de cerca de 300 pares de base € usado como a sonda,
as condigdes de lavagém de hibridizagdo podem ser 50 °C, 2 x SSC e 0,1 %
de SDS.
As descrigdes anteriormente mencionadas que dizem respeito a
variantes de genes sdo similarmente aplicadas ao gene ged descrito abaixo.
<2-2> Redugdo da atividade de GCD
Daqui em diante, a modificagdo de uma bactéria pertencente a
familia Enterobacteriaceae para reduzir a sua atividade de GCD sera
explicada.
A atividade de GCD significa a atividade que catalisa a
seguinte reagdo.
B-D-Glicose + PQQ oxidado — D-8-gliconolactona + PQQ reduzido
A atividade de GCD pode ser medida, por exemplo, com base
na detec¢do da geragdo do DCPIP reduzido através das seguintes reagdes pela
espectrometria a 600 nm (Patente Japonesa Aberta ao Publico N 2007-
129965).
D-Glicose + PMS oxidado — D-glicono-1,5-lactona + PMS reduzido
PMS reduzido + DCPIP oxidado — PMS oxidado + DCPIP reduzido
PMS: metossulfato de fenazina
DCPIP: 2,6-diclorofenolindofenol
A frase “modificada de modo que a atividade de GCD seja
reduzida” significa que a atividade de GCD por célula da bactéria pertencente
a familia Enterobacteriaceae tornou-se mais baixa do que aquela de uma cepa
ndo modificada, tal como uma cepa do tipo selvagem, da bactéria. Isto

significa, por exemplo, que o nimero das moléculas de GCD por célula é
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diminuida comparada com aquela da cepa precursora ou uma cepa do tipo
selvagem, ou que a atividade de GCD por molécula € diminuida comparada
com aquela da cepa precursora ou uma cepa do tipo selvagem. A atividade de
GCD por célula pode ser comparada comparando-se as atividades de GCD em
extratos de célula de uma cepa do tipo selvagem ou precursora e uma cepa
modificada cultivada sob a mesma condigdo. O termo “reduc¢do” da atividade
inclui o desaparecimento completo da atividade. A bactéria Pantoea do tipo
selvagem usada como uma referéncia para a comparagdo é, por exemplo, a
Pantoea ananatis AJ13355 (FERM BP-6615), ou semelhante.

A redug@o da atividade de GCD ¢ atingida pela inativagio do
gene que codifica GCD (ged). A “inativagdo” do gene gcd significa tal
modificagdo do gene pela recombinagdo do gene ou introdugdo de uma
mutac¢do no gene de modo que a atividade de GCD codificada pelo gene seja
reduzida ou eliminada.

Os exemplos do gene gecd incluem o gene ged de Pantoea
ananatis tendo a sequéncia de nucleotideo mostrada na SEQ ID NO: 1. A
sequéncia de aminoacido da GCD codificada por este gene ged é mostrada na
SEQ ID NO: 2. O gene gcd pode ser clonado realizando-se a PCR usando
oligonucleotideos sintéticos sintetizados com base na sequéncia anteriormente
mencionada e cromossoma de Pantoea ananatis como um padrio. Além
disso, quando o gene gcd ¢ deletado pela recombinagdo homologa, um
gene que mostra uma homologia mais alta do que um certo nivel, por
exemplo, 80 % ou mais, preferivelmente 90 % ou mais, mais preferivelmente
95 % ou mais, ao gene gcd em um cromossoma também pode ser usado.
Além disso, um gene hibridizavel com o gene ged em um cromossoma sob
condigdes severas também pode ser usado. Os exemplos das condi¢des
severas incluem, por exemplo, lavagem uma vez, mais preferivelmente
lavagem dias ou trés vezes, nas concentragdes de sal que correspondem a

1 x SSC, 0,1 % de SDS, preferivelmente 0,1 x SSC, 0,1 % de SDS, a 60 °C.
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Especificamente, a inativa¢do do gene gcd pode ser obtido, por
exemplo, pela delecdo de uma parte ou da regido codificadora inteira do gene
ged em um cromossoma, ou inserir uma outra sequéncia na regido
codificadora. Estas técnicas também sdo chamadas de rompimento de gene.

O gene gcd também pode ser inativado pela diminuigdo da
expressdo do gene gecd via modificagdo de uma sequéncia de controle de
expressdo tal como um promotor ou sequéncia de Shine Dargarno (SD) do
gene ged, ou semelhante. A diminuig¢do da expressdo inclui a diminui¢do da
transcrigdo e diminuigdo da tradugdo. A expressdo do gene também pode ser
diminuida pela modificagdo de uma regido que nio de tradugio outra que ndo
as regides de controle de expressao.

Além disso, o gene alvo inteiro incluindo as regides a
montante e a jusante do gene alvo em um cromossoma pode ser deletado.
Além disso, a inativagdo do gene gcd também pode ser atingida pela
introdugdo de uma mutagdo para uma substituicdo de aminoacido (mutagdo de
sentido errado), um codon de parada (mutagdo sem sentido), ou uma mutagdo
de mudanga de matriz que adiciona ou deleta um ou dois nucleotideos na ou a
partir da regido codificadora do gene gcd e um cromossoma (Journal of
Biological Chemistry, 272: 8611-8617 (1997); Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA, 95 5511-5515 (1998); Journal of Biological
Chemistry, 266, 20833-20839 (1991)).

A modificagdo do gene é preferivelmente atingida pela
recombinacdo de gene. Os exemplos especificos do método com base na
recombinagdo de gene incluem delegdo de uma sequéncia parcial ou inteira de
uma sequéncia de controle de expressdo do gene alvo em um cromossoma,
por exemplo, uma regido promotora, ou uma regido codificadora ou uma
codificadora ndo regido, e inser¢do de uma outra sequéncia nestas regides.

A modificagdo de uma sequéncia de controle de expressdo é

realizada preferivelmente para um ou mais nucleotideos, mais preferivelmente
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para dois ou mais nucleotideos, de modo particularmente preferivel trés ou
mais nucleotideos. Quando uma regido codificadora é deletada, a regido a ser
deletada pode ser uma regido de terminal N, uma regido interna ou uma regifio
de terminal C, ou ainda a regifo codificadora inteira, contanto que a funcdo da
proteina a ser produzida pelo gene seja reduzida ou deletada. A delegdo de
uma regido mais longa pode usualmente mais seguramente inativar o gene
alvo. Além disso, ¢ preferido que as matrizes de leitura a montante e a jusante
da regido a ser deletada ndo sejam as mesmas.

Quando uma outra sequéncia é inserida em uma regido
codificadora, a sequéncia pode ser inserida em qualquer regido do gene alvo,
€ a inser¢do de uma regido mais longa pode de modo usual mais seguramente
inativar o gene alvo. E preferido que as matrizes de leitura a montante e a
jusante do sitio de inser¢do ndo sejam as mesmas. A outra sequéncia nio é
particularmente limitada contanto que uma sequéncia que reduza ou delete a
funcdo da proteina codificada pelo gene alvo seja escolhida, e os exemplos
incluem, por exemplo, um transposon que carrega um gene de resisténcia a
antibidtico, um gene util para a produgdo de L-aminodcido, e assim por
diante.

Tal modificagdo de um gene alvo em um cromossoma como
descrito acima pode ser atingido, por exemplo, preparando-se um gene tipo
delecdo em que uma sequéncia parcial de um gene alvo é deletada de modo
que o0 mesmo ndo possa produzir uma proteina que pode normalmente
funcionar, e transformar uma bactéria com um DNA contendo o gene tipo
delegdo para causar a recombinagdo homologa entre o gene tipo delegdo e o
gene alvo em um cromossoma e deste modo substituir o gene tipo dele¢do no
lugar do gene alvo no cromossoma. A proteina codificada pelo gene tipo
delecdo tem uma conformacgfo diferente daquela de uma proteina do tipo
selvagem, mesmo se a mesma for produzida, e assim a sua fun¢fo € reduzida

ou deletada. Tal rompimento de gene com base na substitui¢do de gene que
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utiliza a recombinagdo homoéloga ja foi estabelecida, e existe um método
chamado de integracdo induzida por Red (Datsenko, K. A, e Wanner, B. L.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97: 6640-6645 (2000)), um método de usar um
DNA linear tal como um método que utiliza a integragdo induzida por Red em
combinagdo com um sistema excisivo derivado do fago A (Cho, E. H.,
Gumport, R. 1., Gardner, J. F., J. Bacteriol., 184: 5200-5203 (2002)), um
método de usar um plasmideo contendo uma origem de replicagio sensivel a
temperatura ou um plasmideo capaz da transferéncia conjugativa, um método
de utilizar um vetor suicida ndo tendo origem de replicagdo em um hospedeiro
(Patente U.S. N® 6.303.383, Patente Japonesa Aberta ao Publico N° 05-
007491), e assim por diante.

A diminui¢@o na quantidade de transcrigdo de um gene alvo
pode ser confirmado comparando-se a quantidade de mRNA transcrito a partir
do gene alvo com aquela em uma cepa do tipo selvagem ou uma cepa ndo
modificada. Os exemplos do método para medir a quantidade de mRNA
incluem a hibridizacdo de Northern, RT-PCR, e assim por diante (Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (USA),
2001). Embora a quantidade de transcrigdo possa ser diminuida em qualquer
grau contanto que a mesma diminua comparada com aquela observada em
uma cepa do tipo selvagem ou ndo modificada, é desejavelmente diminuida a
pelo menos 75 % ou menos, 50 % ou menos, 25 % ou menos, ou 10 % ou
menos, daquela observada, por exemplo, em uma cepa do tipo selvagem ou
ndo modificada, e € particularmente preferido que o gene nio seja expressado
de nenhuma maneira.

A diminui¢do na quantidade de uma proteina codificada pelo
gene alvo pode ser confirmada pela Western blotting usando anticorpos que
se liguem a proteina (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor (USA) 2001). Embora a quantidade da proteina

possa ser diminuida em qualquer grau contanto que a mesma diminua
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comparada com aquela observada em uma cepa do tipo selvagem ou cepa ndo
modificada, a mesma ¢ desejavelmente diminuida a pelo menos 75 % ou
menos, 50 % ou menos, 25 % ou menos, ou 10 % ou menos, daquela
observada, por exemplo, em uma cepa do tipo selvagem ou ndo modificada, e
¢ particularmente preferido que a proteina ndo seja produzida de maneira
nenhuma (a atividade completamente desapareceu).

Os exemplos do método para diminuir a atividade de GCD
incluem, além das técnicas de manipulagdo genética anteriormente
mencionadas, por exemplo, um método de tratar uma enterobactéria tal como
as bactérias Pantoea com irradiagdo ultravioleta ou um mutagene usado para
o tratamento de mutagénese habitual tal como N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG) ou 4cido nitroso, e selecionando uma cepa que
apresente atividade de GCD diminuida.

A atividade de GCD também pode ser reduzida reduzindo-se a
capacidade de sintese de PQQ. A capacidade de sintese de PQQ pode ser
reduzida, por exemplo, deletando-se uma parte ou todo de pqqABCDEF, que
€ o operon requerido para a biossintese de PQQ (J. S. Velterop, P. W. Postma,
J. Bacteriology 177(17): 5088-5098 (1995)).

No caso de um microorganismo néo tendo a atividade de GCD
tal como Escherichia coli e bactérias corineformes, a glicose € captada
usando-se um transportador chamado de glicose PTS (sistema de glicose
fosfotransferase) ou glicose permease. A PTS é incorporada nas células na
forma de glicose 6-fosfato, que liga com a reagdo de converter PEP (4icido
fosfoenolpiravico) em Pyr (4cido piruvico). A glicose 6-fosfato é convertida
em frutose-6-fosfato, e metabolizada pelo chamado sistema glicolitico (EMP,
caminho de Embden-Myerhof) para gerar acido piravico.

Por outro lado, no caso de um microorganismo tendo a
atividade de GCD, a glicose ¢ uma vez convertida em acido gliconico no

espago periplasmico, depois ¢ incorporada pela gliconato permease, e o acido
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6-fosfogliconico € gerado da mesma por uma reagdo de fosforilagao.

O acido 6-fosfogliconico ¢ metabolizado pelo ciclo da pentose
fosfate ou o caminho de Entner-Doudoroff (ED) para gerar gliceraldeido
3-fosfato, acido piruvico, e assim por diante.

E sabido que um microorganismo tendo GCD tal como
bactérias do 4cido acético tem uma caracteristica sacarometabolica peculiar
que uma vez converte uma parte da glicose em acido glicénico no periplasma,
e depois a incorpora. Visto que as capacidades do caminho de EMP
intracelular, caminho de ED, e ciclo da pentose fosfato sdo diferentes
dependendo dos microorganismos, € esperado que se GCD ¢é deletado para
modificar o sacarometabolismo, o padrdo metabdlico a jusante do mesmo
pode ser mudado.

No caso de Pantoea ananatis, ¢ considerado que, em uma
temperatura de cultura usual, por exemplo, 34 °C, a glicose ndo é totalmente
assimilada pela GCD, e uma quantidade consideravel da mesma é assimilada
pelo PTS. Por outro lado, se a mesma é cultivada em uma alta temperatura,
por exemplo, 38 °C, visto que a temperatura ideal da GCD ¢ alta, é esperado
que a atividade de GCD seja aumentada, e o consumo de sacarideo pela GCD
aumente. Visto que a Pantoea ananatis ndo tem o caminho de ED, o acido 6-
fosfogliconico ¢ desidrogenado pela 6-fosfogliconato desidrogenase, e depois
metabolizado pelo ciclo da pentose fosfato. Visto que uma molécula de
diéxido de carbono € liberada a partir de uma molécula do acido 6-
fosfogliconico na desidrogenagdo pela 6-fosfogliconato desidrogenase, €
esperado que se o consumo de sacarideo pela GCD aumenta, a quantidade de
produgdo de aminoécido diminui. Além disso, é estimado que se o consumo
de sacarideo pela GCD aumenta devido a cultura em uma alta temperatura, a
capacidade do ciclo da pentose fosfato torna-se insuficiente, € metabdlitos
superabundantes fluem nos caminhos para gerar subprodutos para diminuir a

produgdo de L-aminoédcido, como um resultado. E considerado que, na
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presente invengdo, a liberagdo de didxido de carbono e o fluxo excessivo do
ciclo da pentose fosfato sdo eliminados pela redugdo da atividade de GCD,
especialmente quando a cultura € realizada em uma alta temperatura, e
portanto a produtividade do L-aminoacido é melhorada.

Além disso, ¢ estimado que, também na Pantoea ananatis
introduzida com o caminho de ED (Patente Japonesa Aberta ao Pablico N®
2003-274988), se o consumo de sacarideo pela GCD aumenta, a produgio de
L-aminoacido é diminuida devido & liberagdo de dioxido de carbono no
momento da desidrogenagdo do acido 6-fosfogliconico pela 6-fosfogliconato
desidrogenase, e capacidades insuficientes do caminho de ED e ciclo da
pentose fosfato. Portanto, é considerado que a produtividade de L-aminoacido
seja melhorada pela redugdo da atividade de GCD também em Pantoea
ananatis introduzida com o caminho de ED.

A bactéria usada para a presente invengdo pode ser uma
bactéria na qual a atividade de GCD ¢ reduzida e em que a atividade para
incorporar sacarideos € ainda intensificada. A atividade para incorporar
sacarideos pode ser intensificada, por exemplo, aumentando-se a atividade da
glicose PTS ou glicose permease. Além disso, é sabido que transportadores
considerados como membros da superfamilia facilitadora maior (MFS,
Griffith, J. K. et al, Curr. Opin. Cell Biol., 4(4); 684-95 (1992)) tais como a
galactose permease (Flores et al., ] Mol. Microbiol. Biotechnol., 2007; 13:
105-116), xilose permease (Patente Européia Aberta ao Pablico N® 1807445
Al), e arabinose permease também tém a atividade para a incorporagdo de
glicose etc. Portanto, também em uma bactéria na qual a atividade de GCD ¢é
reduzida, intensificando-se qualquer uma das atividades destes
transportadores, a incorporagdo de sacarideos tais como glicose também ¢
aumentada, e a produtividade do L-aminoacido ¢ melhorada.

<2> METODO PARA PRODUZIR O L-AMINOACIDO DA
PRESENTE INVENCAO
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Pelo cultivo do microorganismo da presente invengdo em um
meio para produzir e acumular um L-aminoicido no meio e coletar o L-
aminoacido do meio, um L-aminoacido pode ser produzido.

Como o meio usado para o cultivo, um meio tipico contendo
uma fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio e sais minerais, assim como
nutrientes orgénicos de trago como os aminoacidos e as vitaminas, quando
necessario, podem ser usados. Qualquer espécie de fonte de carbono e de
fonte de nitrogénio pode ser usada, contanto que elas possam ser utilizadas
pela cepa escolhida a ser cultivada.

Acgucares tais como glicose, glicerol, frutose, sacarose,
maltose, manose, galactose, hidrolisados de amido e melagos podem ser
usados como fontes de carbono. Além disso, acidos orgénicos tais como o
acido acético e o 4cido citrico, e alcoois tais como o etanol, podem também
ser usados, cada um isoladamente ou em combina¢do com outras fontes de
carbono. A amonia, os sais de amoénio tais como o sulfato de aménio, o
carbonato de amonio, o cloreto de amonio, o fosfato de amonio e o acetato de
amonio, sais de acido nitrico, e assim por diante, podem ser usados como a
fonte de nitrogénio. Aminoéacidos, vitaminas, acidos graxos, acidos nucléico,
esses contendo aquelas substancias tais como peptona, casaminoacido, extrato
de levedura, produto da decomposi¢do da proteina de soja, € assim por diante,
podem ser usados como os nutrientes organicos de trago. Quando é usada uma
cepa mutante auxotrofica que requeira um aminoacido ou similar para seu
crescimento, o nutriente requerido pode ser suplementado.

Em particular, quando um meio liquido preparado de modo a
satisfazer uma condig8o para precipitar o acido L-glutdmico € usado, a adi¢do
do 4cido pantoténico a0 meio prové precipitagdo mais eficiente do acido L-
glutdmico (WO 2004/111258). Como sais inorganicos, os sais de acido
fosforico, os sais de magnésio, os sais de calcio, os sais de ferro, o sal de

manganés, e assim por diante, podem ser usados.
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A cultura pode ser realizada como uma cultura aerdbica,
enquanto a temperatura de fermentagdo € controlada para ser de 20 a 45 °C, e
o pH para ser de 3 a 9. Quando o pH diminui durante a cultura, carbonato de
calcio pode ser adicionado, ou a cultura é neutralizada com uma substancia
alcalina tal como gés amoniaco. O L-aminoacido alvo é acumulado no meio
de cultura apds, por exemplo 10 a 120 horas de cultura sob condi¢des tais
como descrito acima.

Na presente invencdo, embora um L-aminoacido possa ser
eficientemente produzido pela cultura em uma temperatura adequada para o
cultivo da bactéria, o efeito torna-se particularmente excelente especialmente
quando a cultura € realizada em uma temperatura alta. Por exemplo, no caso
de bactérias Pantoea tais como Pantoea ananatis, uma temperatura em torno
de 34 °C ¢ usualmente preferida para o seu cultivo. Entretanto, embora a
bactéria na qual a atividade de GCD é reduzida mostre capacidade para
produzir L-aminoacido mais alta do que aquela de uma cepa nido modificada
mesmo em uma tal temperatura de cultura, a mesma mostra ainda capacidade
melhorada para produzir L-aminoacido, por exemplo, a 36 °C ou 38 °C.

Além disso, a cultura pode ser realizada pela precipita¢do de
acido L-glutdmico em um meio, pelo uso, como o meio, de um meio liquido
ajustado para satisfazer a uma condi¢do sob a qual o 4cido L-gutdmico ¢é
precipitado. Os exemplos da condigdo sob a qual o 4cido L-glutdmico é
precipitado incluem o pH de 5,0 a 4,0, preferivelmente pH de 4,5 a 4,0, mais
preferivel pH de 4,3 a 4,0, particularmente preferivel pH de 4,0.

Quando o acido L-glutdmico é precipitado no meio, a adi¢do
preliminar dos cristais de acido L-glutdmico ou de L-lisina como cristais
sementes podem proporcionar cristalizagdo mais eficiente (Patente Européia
n® 1233069, Patente Européia Aberta ao Ptiblico n® 1624069).

A coleta do L-aminoacido do caldo de cultura apds a cultura

pode ser realizada por um método de coleta conhecido. Por exemplo, ap6ds as
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células terem sido removidas do meio de cultura, o L-aminoacido pode ser
coletado mediante concentragdo do meio para cristalizar o L-aminoacido, por
cromatografia de troca de ions, ou similar. Quando a cultura ¢é realizada sob
condi¢gdes de modo que o 4cido L-glutdmico seja precipitado, o acido L-
glutdmico que precipita no meio pode ser coletado por centrifuga¢do ou por
filtragdo. Neste caso, o &cido L-glutdmico que dissolve no meio pode ser
precipitado e depois separado junto com o acido L-glutdmico ja precipitado.

Quando um aminoéacido basico é produzido, a produgdo pode
ser realizada por um método no qual a fermentagdo seja realizada mediante o
controle do pH do meio durante a cultura de modo a ser de 6,5 a 9,0, e do pH
do meio apos a conclusdo da cultura de modo a ser de 7,2 a 9,0, e o controle
da pressdo no tanque de fermentagdo durante a fermentagdo para que seja
positiva, ou provendo di6éxido de carbono ou um gas misto contendo diéxido
de carbono ao meio de modo que exista um periodo quando os ions de
bicarbonato e/ou os ions de carbonato estejam presentes em uma concentragio
de pelo menos 2 g/litro no meio de cultura durante a cultura, e estes ions de
bicarbonato e/ou ions de carbonato sirvam como contra-ions para os cations
principalmente consistindo do aminodacido béasico, € o aminoacido basico alvo
seja coletado (referir-se a Patente Japonesa Aberta ao Publico no 2002-
065287, Pedido Publicado da Patente U.S. n® 2002/025564).

O L-aminodacido coletado de acordo com a presente invengdo
pode conter células bacterianas, componentes de meio, umidade, e
metabolitos de subproduto da bactéria além do L-aminoacido objeto. A
pureza do L-aminodcido coletado € de 50 % ou mais alta, preferivelmente de
85 % ou mais alta, de modo particularmente preferivel 95 % ou mais alto
(Patente Japonesa N° 1214636, Patentes U.S. N* 5431.933, 4.956.471,
4.777.051, 4.946.654, 5.840.358, 6.238.714, Pedido Publicado da Patente
U.S. N°2005/0025878).

Quando a L-cisteina é produzida pelo método da presente
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invengdo, a L-cisteina obtida pode ser usada para a produgdo de derivados de
L-cisteina. Os derivados de cisteina incluem metilcisteina, etilcisteina,
carbocisteina, sulfocisteina, acetilcisteina, e assim por diante.

Além disso, quando um derivado de tiazolidina de L-cisteina é
acumulado no meio, a L-cisteina pode ser produzido pela coleta do derivado
de tiazolidina do meio para romper o equilibrio da reagdo entre o derivado de
tiazolidina e L-cisteina de modo que a L-cisteina é excessivamente produzido.
Além disso, quando a S-sulfocisteina é acumulada no meio, a mesma pode ser
convertida na L-cisteina pela redu¢do com um agente de redugdo tal como
ditiotreitol.

EXEMPLOS

Daqui por diante, a presente invengdo sera explicada mais
especificamente com referéncia aos exemplos.

EXEMPLO DE REFERENCIA 1

Construg@o de uma cepa de Pantoea ananatis que € resistente
ao produto do gene A Red

Para deletar um gene em Pantoea ananatis, foi construida uma
cepa receptora para realizar de modo altamente eficiente o método
denominado “integragdo conduzida por Red” ou “integragcdo mediada por
Red” [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 6640-6645 (2000)].

Primeiramente, o novo plasmideo auxiliar RSF-Red-TER, que
expressa os genes gam, bet e exo de A (doravante referidos como “genes A
Red”) foi construido (Figura 1). Os detalhes destes serdo descritos no
Exemplo de Referéncia 2.

Este plasmideo pode ser usado em uma ampla faixa de
hospedeiros tendo diferentes fundamentos genéticos. Isto é porque 1) este
plasmideo tem o réplicon do plasmideo RSF1010 de amplo espectro de
hospedeiros (Scholz et al., 1989; Buchanan-Wollaston et al., 1987), o qual €

estavelmente mantido por muitos tipos de bactérias Gram-negativas e Gram-
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positivas, e ainda células de plantas, 2) os genes A Red, gam, bet e exo, se
acham sob o controle do promotor PlacUVS5, o qual é reconhecido pelas RNA
polimerases de muitos tipos de bactérias [por exemplo, Brunschwig, E. e
Darzins, A., Gene, 111, 1, 35-41 (1992); Dehio, M. et al, Gene, 215, 2, 223-
229 (1998)], e 3) o fator de autorregulagdo Pj.yvs-lacl e o terminador da
transcri¢do ndo dependente de p (TrrmB) do operon r#nB de Escherichia coli
inferior ao nivel de expressdo basal dos genes A Red [Skorokhodova, A. Yu et
al, Biotekhnologiya (Rus.), 5, 3-21 (2004)]. Além disso, o plasmideo RSF-
Red-TER contém o gene levansacarase e, mediante o uso deste gene, o
plasmideo pode ser coletado das células em um meio contendo sacarose.

Em Escherichia coli, a frequéncia de integracio de um
fragmento de DNA gerado por PCR junto com a regido de flanqueio curta
provida pelo plasmideo RSF-Red-TER, ¢é tdo elevada quanto a frequéncia
obtida quando do uso do plasmideo auxiliar pKD46 [Datsenko, K. A.,
Wanner, B. L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 6640-6645 (2000)].
Entretanto, a expressdo dos genes A Red € toxica a Pantoea ananatis. As
células transformadas com o plasmideo auxiliar RSF-Red-TER crescem de
forma extremamente lenta em meio LB contendo IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo, 1 mM) e um antibidtico apropriado (25 pg/ml de
cloranfenicol ou 40 pg/ml de canamicina), e a eficiéncia da recombinag¢éo
mediada por A Red é extremamente lenta (10), se observada sob qualquer
condigdo.

Uma cepa variante de Pantoea ananatis, que seja resistente a
expressdo de todos os trés genes A Red, foi selecionada. Para este fim, o
plasmideo RSF-Red-TER foi introduzido na cepa SC17 de Pantoea ananatis
(Patente U.S. n® 6.596.517) por eletroporagido. Apds uma cultura de 18 horas,
cerca de 10° transformantes foram obtidos e, entre estes, 10 clones formaram
colénias de grande dimensZo, e todo o remanescente formaram coldnias

extremamente pequenas. Apos uma cultura de 18 horas, as grandes colonias
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tinham cerca de 2 mm e as colonias pequenas tinham cerca de 0,2 mm. ao
passo que as pequenas coldnias ndo cresceram nada, quando a cultura foi
estendida até 24 horas, as grandes colonias continuaram a crescer. Uma das
cepas mutantes de Pantoea ananatis das grandes coldnias que foi resistentes a
expressdo de todos os trés genes A Red (gam, bet e exo), foi usada para
analise adicional.

O DNA plasmideo RSF-Red-TER foi isolado de um clone dos
clones das grandes colénias, e de varios clones dos clones de col6nia pequena,
e transformado novamente no Escherichia coli MG1655 para se examinar a
capacidade do plasmideo para sintetizar um produto ativo do gene Red. Por
uma experiéncia de controle para integra¢do dependente de Red nos
transformantes obtidos, foi demonstrado que apenas o plasmideo isolado do
clone de grandes colonias induziu a expressdo dos genes A Red requeridos
para a integracdo dependente de Red. De modo a pesquisar se a integragio
mediada por Red ocorrera no clone selecionado de grandes colénias, a
eletroporagéo foi realizada com o uso de um fragmento linear de DNA
produzido por PCR. Este fragmento foi projetado de modo contivesse um
marcador Km" e uma regido de flanqueio de 40 pares de base homodloga ao
gene hisD. Este fragmento € integrado no gene hisD de Pantoea ananatis no
sitio de reconhecimento Smal. Dois clones de coldnias pequenas foram
usados como controle. A sequéncia de nucleotideos do gene hisD de Pantoea
ananatis ¢ mostrada na SEQ ID NO: 3. Para a PCR, os oligonucleotideos das
SEQ ID NOS: 4 e 5 foram usados como iniciadores, e o plasmideo pMW118-
(Aatt-Km'-AattR) foi usado como o padrio. Os dois clones de colénias
pequenas que ndo foram resistentes aos genes A Red foram usados como um
controle. A construgdo do plasmideo pMW118-(AattL-Km'-AattR) sera
explicada em detalhes no Exemplo de Referéncia 3.

O plasmideo RSF-Red-TER pode induzir a expressio dos

genes Red pelo gene /acl exercida no plasmideo. Duas espécies de condi¢des
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de indugdo foram pesquisadas. No primeiro grupo, IPTG (1 mM) foi
adicionado 1 hora antes da eletroporagdo, e no segundo grupo, IPTG foi
adicionado no inicio da cultura para preparar as células nas quais a
eletroporagdo € possivel. O indice de crescimento das células abrigando o
RSF-Red-TER derivado do clone das grandes col6nias, ndo foi
significativamente inferior aquele de uma cepa ndo tendo este plasmideo. A
adicdo de IPTG apenas levemente reduzir o indice de crescimento destas
culturas. Por outro lado, a progénie dos clones das pequenas col6nias cresceu
de forma extremamente lenta, mesmo sem a adigdo de IPTG, e, apds a
indu¢do, o crescimento foi substancialmente interrompido. Apds a
eletroporagdo das células da progénie do clone de grandes col6nias, muitos
clones Km® cresceram (18 clones apés um curto tempo de indugio, e cerca de
100 clones apds um periodo de indugéo prolongado). Todos os 100 clones que
foram pesquisados tinham um fendtipo His’, e cerca de 20 clones foram
confirmados por PCR como tendo a estrutura esperada do cromossoma nas
células. Por outro lado, mesmo quando a eletroporagdo foi realizada com a
progeénie dos clones de pequenas coldnias, uma cepa integrada ndo foi obtida.

O clone de grandes col6nias obtido foi cultivado sobre uma
placa contendo 7 % de sacarose para eliminar o plasmideo, e transformado
novamente com RSF-Red-TER. A cepa sem o plasmideo foi designada de
SC17 (0).

Todos os clones que cresceram apds a retransformagdo
acima mencionada apresentaram grandes tamanhos de col6onia como o clone
SC17 (0) da cepa precursora. A experiéncia de integracdo mediada por Red
foi realizada na cepa SC17 (0) retransformada com o plasmideo RSF-Red-
TER. Trés dos transformantes independentes foram pesquisados com o uso do
mesmo fragmento de DNA como aquele usado para a experiéncia anterior. O
tempo curto de indugdo (1 hora antes da eletroporagdo) foi empregado. Os

R cn
clones Km"™ que excederam dez clones, cresceram em cada experiéncia.
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Todos os clones examinados. Todos os clones examinados tinham o fenétipo
His". Desta maneira, uma cepa mutante designada SC17 (0) que € resistente a
expressdo dos genes A Red foi selecionada. Esta cepa pdde ser usada como
uma cepa receptora adequada para a integrag¢do dependente de Red no
cromossoma de Pantoea ananatis.

EXEMPLO DE REFERENCIA 2: Constru¢do do plasmideo
auxiliar RSF-Red-TER

O esquema para construir o plasmideo auxiliar RSF-Red-TER
€ mostrado na Figura 2.

Como a primeira etapa na construgdo, um vetor
RSFsacBPlacMCS foi projetado. Para este fim, os fragmentos de DNA
contendo o gene cat do plasmideo pACYC184 e a regido estrutural do gene
sacB de Bacillus subtilis foram amplificados por PCR com o uso dos
oligonucleotideos das SEQ ID NOS: 6 e 7, e 8 e 9, respectivamente. Estes
oligonucleotideos continham os sitios de enzimas de restrigdo Bg/Il, Sacl,
Xbal e BamHI, que sdo necessarios e convenientes para outra clonagem, nas
regides de extremidade 5°, respectivamente. O fragmento sacB obtido de 1,5
kb foi clonado no vetor pMW119-Py,.lacl previamente obtido no sitio Xbal-
BamHI. Este vetor foi construido da mesma maneira daquele descrito quanto
ao vetor pMW118-Pj,clacl [Skorokhodova, A. Yu et al., Biotekhnologiya
(Rus.), 5, 3-21 (2004)]. Entretanto, este vetor continha um componente
poliligador derivado de pMW219 ao invés do plasmideo pMW218.

Entdo, o fragmento cat acima mencionado de 1,0 kb foi tratado
com BglIl e Sacl, e clonado no plasmideo RSF-Py,lacIsacB obtido na etapa
anterior no sitio BamHI-Sacl. O plasmideo obtido pMW-P,lacIsacBcat
continha o fragmento PlacUVS5-lacl-sacB-cat. A fim de subclonar este
fragmento no vetor RSF1010, pMW-P,, lacIsacBcat foi digerido com Bglll, a
extremidade embotada com o fragmento Klenow da DNA polimerase I, e

sucessivamente digerido com Sacl. Um fragmento Bg/II-Sacl de 3,8 kb do
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plasmideo pMWP,,claclsacBcat foi eluido de um gel de agarose a 1 %, e
ligado com o vetor RFS1010 que havia sido tratado com Psfl e Sacl.
Escherichia coli TG1 foi transformado com a mistura de ligagdo, e plaqueado
sobre o meio L (meio contendo 10 g de Bacto triptona, 5 g de extrato de
levedura, 5 g de NaCl e 15 g de agar em 1 L de agua purificada, pH 7,0)
contendo cloranfenicol (50 mg/litro). Os plasmideos isolados dos clones
desenvolvidos foram analisados com enzimas de restri¢do para se obter um
plasmideo RSFsacB. De modo a construir um vetor RSFsacBP,,, MCS, um
fragmento de DNA contendo o promotor Py,.yyvs foi amplificado pela PCR
usando os oligonucleotideos de SEQ ID NOS: 10 e 11 como iniciadores e o
plasmideo pMW119-Pj,.lacl como o padrdo. O fragmento obtido de 146 pares
de base foi digerido com Sacl e Notl, e ligado com o fragmento grande Sacl-
Nofl do plasmideo RSFsacB. Depois, por PCR com o uso dos
oligonucleotideos de SEQ ID NOS: 12 e 13 como iniciadores, e o plasmideo
pKD46 [Datsenko, K. A., Wanner, B. L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97,
6640-6645 (2000)] como padrdo, um fragmento de DNA de 2,3 kb contendo
os genes ARedafy e o terminador de transcrigdo tL3, foi amplificado. O
fragmento obtido foi clonado no vetor RSFsacBP,,MCS no sitio Pvul-Notl.
Deste modo, o plasmideo RSFRed foi projetado.

De modo a eliminar a leitura. através da transcri¢do dos genes
Red, um terminador da transcrigdo dependente de p do operon rrnB de
Escherichia coli foi introduzido em uma posi¢do entre o gene caf e o
promotor Pp.yvs. Para esta finalidade, um fragmento de DNA contendo o
promotor Pi,yvs € o terminador TrrmB foi amplificado por PCR com o uso
dos oligonucleotideos das SEQ ID NOS: 14 e 11 como iniciadores e o
cromossoma de Escherichia coli BW3350 como o padrio. Estes fragmentos
obtidos foram tratados com Kpnl e ligados. Depois, o fragmento de 0,5 kb
contendo tanto Pj,.yvs quanto TrrnB foi amplificado por PCR com o uso dos

oligonucleotideos das SEQ ID NOS: 11 e 15 como iniciadores. O fragmento
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de DNA obtido foi digerido com EcoRI, a extremidade embotada por um
tratamento com o fragmento Klenow da DNA polimerase I, digerido com
BamHI, e ligado com o grande fragmento Ecl136I1-BamHI do vetor
RSFsacBPlacMCS. O plasmideo obtido foi designado RSF-Red-TER.

EXEMPLO DE REFERENCIA 3: Construgdo do plasmideo
pMW118-(AattL-Km'-AattR)

O plasmideo pMW118-(AattL-Km'-AattR) foi construido do
plasmideo pMW118-attL-Tc-attR (WO 2005/010175) mediante substitui¢do
do gene marcador de resisténcia a tetraciclina com o gene de resisténcia a
canamicina do plasmideo pUC4K. Com essa finalidade, o fragmento grande
EcoRI-HindIll do plasmideo pMWI118-attL-Tc-attR foi ligado a dois
fragmentos do plasmideo pUC4K: o fragmento HindlII-Pstl (676 pares de
base) e o fragmento EcoRI-HindlIll (585 pares de base). O pMW118-attL-Tc-
attR basico foi obtido pela ligagdo dos seguintes quatro fragmentos:

1) O fragmento Bg/II-EcoRI (114 pares de base) incluindo attL
(SEQ ID NO: 18) que foi obtido por amplificagio de PCR da regido
correspondente ao attL do cromossoma de Escherichia coli W3350 (contendo
o profago A) com o uso dos iniciadores P1 e P2 (SEQ ID NOS: 16 e 17) (estes
iniciadores continham os sitios de reconhecimento subsidiarios para Bg/II e
EcoRlI).

2) O fragmento PstI-HindlIll (182 pares de base) incluindo attR
(SEQ ID NO: 21) que foi obtido por amplificagdo de PCR da regido
correspondente ao attR do cromossoma de Escherichia coli W3350 (contendo
o profago A) com o uso dos iniciadores P3 e P4 (SEQ ID NOS: 19 e 20) (estes
iniciadores continham os sitios de reconhecimento subsidiarios para Pstl e
HindIll).

3) O grande fragmento Bg/II-HindIll (3916 pares de base) do
pMW118-ter rrmB. O plasmideo pMW118-ter rrnB foi obtido pela ligagéo
dos seguintes trés fragmentos de DNA:
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- O grande fragmento de DNA (2359 pares de base) incluindo
o fragmento Aafll-EcoRI de pMWI118 que foi obtido pela digestdo do
pMWI118 com EcoRI, tratamento com o fragmento Klenow de DNA
polimerase I, e depois digestdo com Aarll;

- O pequeno fragmento Aatll-Bglll (1194 pares de base) de
pUC19 incluindo o gene bla para resisténcia a4 ampicilina (Ap"), que foi
obtido por amplificagdo de PCR da regido correspondente do plasmideo
pUCI19 com o uso dos iniciadores P5 e P6 (SEQ ID NOS: 22 e 23) (estes
iniciadores continham os sitios de reconhecimento subsidiarios para Pstl,
Aatll e Bglll);

- O pequeno fragmento Bgl/II-Pstl (363 pares de base) do
terminador da transcri¢éo ter rrmB, que foi obtido por amplificagdo de PCR
da regido correspondente do cromossoma de Escherichia coli MG1655 com o
uso dos iniciadores P7 e P8 (SEQ ID NOS: 24 e 25) (estes iniciadores
continham os sitios de reconhecimento subsidiarios para Pstl, Bg/Il e Pstl).

4) O pequeno fragmento EcoRI-Pstl (1388 pares de base)
(SEQ ID NO: 26) de pML-Tc-ter thrL. incluindo o gene de resisténcia a
tetraciclina e o terminador da transcri¢do ter thrl; o plasmideo pML-Tc-
ter_thrL foi obtido pelas seguintes duas etapas:

- o plasmideo pML-ter thrL foi obtido pela digestdo do
plasmideo pML-MCS [Mashko, S. V. et al., Biotekhnologiya (em Russo),
2001, n® 5, 3-20) com Xbal e BamHI, seguido pela ligagio do grande
fragmento (3342 pares de base) com o fragmento Xbal-BamHI (68 pares de
base) carregando o terminador ter thrL obtido por amplificagdo de PCR da
regido correspondente do cromossoma de Escherichia coli MG1655 com o
uso dos iniciadores P9 e P10 (SEQ ID NOS: 27 e 28) (estes iniciadores
continham os sitios de reconhecimento subsidiarios Pstl, Xbal € BamHI);

- o plasmideo pML-Tc-ter thrL foi obtido pela digestdo do

plasmideo pML-ter thrl com Kpnl e Xbal, seguida pelo tratamento com o
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fragmento Klenow da DNA polimerase I, e ligado com o pequeno fragmento
EcoRI-Van91l (1317 pares de base) de pBR322 incluindo o gene de
resisténcia a tetraciclina (pBR322 foi digerido com EcoRI e Van91l e depois
tratado com o fragmento Klenow da DNA polimerase I).

EXEMPLO DE REFERENCIA 4: Construgdo do plasmideo
RSFPPG produtor do acido glutamico

O plasmideo RSFPPG (W02008/020654) foi construido, no
qual os genes do sistema da biossintese do acido L-glutamico, o gene prpC
(Publicagdo da Patente Internacional WO 2006/051660), o gene ppc e o gene
gdhA (Patente Européia Aberta ao Pablico N® 0999282), foram amplificados.

O iniciador 1 (SEQ ID NO: 29) e o iniciador 2 (SEQ ID NO:
30) para amplificar uma parte do RSFCPG (Patente Européia Aberta ao
Pablico N® 1233068) outro que ndo ORF do gene glt4, foram projetados.
Mediante o uso destes iniciadores e RSFCPG como o padrio, a PCR foi
realizada para se obter um fragmento de cerca de 14,9 kb. No que diz respeito
ao prpC, a PCR foi realizada com o uso do iniciador 3 (SEQ ID NO: 31) e do
iniciador 4 (SEQ ID NO: 32) e do DNA cromossémico da cepa W3110 de E.
coli como o padrdo, para se obter um fragmento de cerca de 1,2 kb. Ambos os
produtos de PCR foram tratados com Bg/Il e Kpnl, ligados, e depois usados
para transformar a cepa JM109 de E. coli. Todas as colonias que cresceram
foram coletadas e os plasmideos foram extraidos das colonias como uma
mistura. A cepa ME8330 de E. coli, que € uma cepa deficiente de citrato
sintase (CS), foi transformada com a mistura de plasmideos, e a suspensdo
celular foi aplicada em meio minimo M9 (5 g de glicose, sulfato de magnésio
2 mM, 3 g de fosfato monopotassico, 0,5 g de cloreto de sodio, 1 g de cloreto
de amoénio e 6 g de fosfato dissodico, em 1 litro de agua pura) contendo 50
mg/litro de uracila e 5 mg/litro de HCI de tiamina. Todas as coldnias que
cresceram foram coletadas, plasmideos foram extraidos como uma mistura, e

a cepa NP106, que ¢ uma cepa que produz o acido L-glutamico de P.
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ananatis, foi transformada com a mistura de plasmideo. Os clones que
cresceram foram cultivados em tubos de teste sob uma condi¢do neutra, € uma
cepa que mostra uma produgéo de acido L-glutdmico comparativo com aquele
da cepa G106S foi designada NA1. Um plasmideo foi extraido desta cepa e
designada RSFPPG para intensificar prpC, gdh, e ppc. Este plasmideo
RSFPPG foi introduzido na cepa NP106 de Pantoea ananatis, a qual é uma
cepa produtora de acido L-glutdmico, para construir uma cepa produtora de
acido L-glutdmico, NP106/RSFPPG (esta cepa é referida como a “cepa
NAT1”).

A cepa NP106 foi obtida como segue. A cepa AJ13601 de
Pantoea ananatis descrita acima foi cultivada durante a noite em 34 °C em
um meio liquido obtida pela adi¢do de componentes do meio minimo (5 g/L
de glicose, 2 mM de sulfato de magnésio, 3 g/L de fosfato de monopotassio,
0,5 g/L de cloreto de sédio, 1 g/L de cloreto de amoénio, e 6 g/L de fosfato de
dissodio) ao meio L (10 g/L de Bacto triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 5
g/L de NaCl, pH 7,0) (doravante aludido como “meio LBGM9”) com
agitacdo, o meio foi diluido de modo que 100 a 200 colénias crescerdo por
placa e foram aplicadas a uma placa de LBGM9 contendo 12,5 mg/litro de
tetraciclina. As coldnias que apareceram foram replicadas em uma placa de
LBGM9 contendo 12,5 mg/litro de tetraciclina e 25 mg/litro de cloranfenicol,
e uma cepa que foi sensivel ao cloranfenicol foi selecionada para se obter uma
cepa da qual o pSTVCB fosse eliminado, a qual foi designada G106S. A cepa
G106S foi ainda cultivada durante a noite em 34 °C no meio liquido de
LBGM9 com agitagdo, o meio foi diluido de modo que 100 a 200 coldnias
aparecessem por placa, e aplicado a uma placa de LBGM9 sem
medicamentos. As colonias que cresceram foram replicadas em uma placa
LBGM9 contendo 12,5 mg/litro de tetraciclina, e uma placa de LBGM9 sem
medicamentos, € uma cepa que resultou sensivel a tetraciclina foi selecionada

para se obter uma cepa da qual o RSFCPG fosse eliminado, a qual foi
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designada NP106. A NP106 obtida como descrito acima nio contém os
plasmideos RSFCPG e pSTVCB, os quais sdo abrigados pela cepa AJ13601.

A cepa G106S € uma cepa obtida pela eliminagdo apenas de
pSTVCB da cepa AJ13601 em uma maneira similar.

Exemplo 1: Produ¢do do acido L-glutdmico usando cepa
deficiente do gene gcd

(1) Construgdo da cepa deficiente gene gcd

Dois iniciadores de DNA sintéticos mostrados nas SEQ ID
NOS: 33 e 34 foram sintetizados por um método comum.

O iniciador mostrado na SEQ ID NO: 33 teve uma
configuragdo que a sequéncia homdloga a montante do gene ged de Pantoea
ananatis foi seguida pela sequéncia homologa na extremidade 5° de AattL-
Km'-AattR. O iniciador da SEQ ID NO: 34 teve uma configuragio que a
sequéncia complementar a jusante do gene gcd de Pantoea ananatis foi
seguida pela sequéncia complementar na extremidade 3’ de AattL-Km'-AattR.
Realizando-se a PCR usando estes iniciadores e pMW118-(AattL-Km'-AattR)
como um padrdo, um fragmento de cerca de 1,5 kbp em que a sequéncia
homdloga a montante do gene gcd foi ligado a extremidade 5° da sequéncia
de AattL-Km'-AattR, e a sequéncia homdloga a jusante do gene ged foi ligado
a extremidade 3’ da sequéncia de AattL-Km'-AattR foi amplificada.

O fragmento de PCR anteriormente mencionado foi purificado
e usado para a integragdo dependente de A no cromossoma de Pantoea
ananatis. O plasmideo auxiliar RSF-Red-TER foi usado como um carregador
de genes Red do fago A. De modo a obter células eletro-competentes de
Pantoea ananatis, a cepa SC17(0) foi transformada com o plasmideo RSF-
Red-Ter, e cultivados durante a noite a 34 °C em meio LB contendo 50 pg/ml
de cloranfenicol. Depois, o caldo de cultura foi diluido 100 vezes com meio
LB fresco contendo 50 pg/ml de cloranfenicol, e as células cresceram a 34 °C

sob aeragdo até que a ODgy tornou-se 0,3. Depois, 1 mM de IPTG foi
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adicionado, e a cultura foi continuada até que a ODgy tornou-se 0,7. As
células em 10 ml da cultura foram lavadas 3 vezes com um volume igual de
agua desionizada, e as células foram colocadas em suspensdo em 80 ul de
glicerol a 10 % frio. O produto de PCR anteriormente mencionado foi
dissolvido em 10 pl de 4gua desionizada, e 100 a 200 ng do fragmento de
PCR foram adicionados a suspensdo de célula. A eletroporagdo foi feita
usando-se um aparelho de eletroporagdo de bactéria (BioRad, United States,
Catalogo numero 165-2089, Versdo 2-89). Os pardmetros do pulso usado
foram uma intensidade de campo de 18 kV/cm, e um tempo de pulso de 5
milissegundos.

Depois da eletroporagdo, 1 ml do meio LB suplementado com
glicose (0,5 %) foi imediatamente adicionado a suspensdo de célula. Depois,
as células foram deixadas crescer a 34 °C por 2 horas sob aeragio, e
selecionadas no meio L (10 g de Bacto triptona, 5 g de extrato de levedura, 5
g de NaCl, e 15 g de 4gar em 1 L de agua purificada, pH 7,0) contendo 40
mg/L de canamicina para obter cerca de 20 coldnias como transformantes. A
inser¢do do fragmento de gene de resisténcia a canamicina na regido do gene
ged foi confirmada pela PCR usando os dois iniciadores de DNA sintéticos
mostrados nas SEQ ID NOS: 35 e 36, e uma cepa em que a inser¢do do
fragmento foi confirmada foi designada SC17(0)::Aged. O DNA gendmico foi
extraido desta cepa, e usada para transformar a cepa NA1 pela eletroporagio.

A cepa NA1 na qual o DNA genémico de SC17(0)::Agcd foi
introduzido foi selecionado em uma placa em meio LBGM9 suplementado
com 40 mg/L de canamicina, 12,5 mg/L de cloridreto de tetraciclina, e 15 g/L
de agar. Como um resultado, cerca de 20 coldénias foram obtidas como
transformantes. Em todas estas cepas, o fragmento de AattL-Km'-AattR foi
inserido na regido do gene gcd, e um clone entre eles foi selecionado e
designado NA1::Agcd.

(2) Avaliagdo da capacidade de produzir o acido L-glutdmico
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da cepa deficiente no gene gcd

De modo a examinar o efeito da dele¢cdo do gene gcd sobre a
producdo do 4cido L-glutdmico, a cultura de producgédo do acido L-glutdmico
foi realizada usando-se as cepas NA1::Agcd e NAL.

A cultura foi realizada em duas etapas: uma cultura de semente
para permitir a formagdo de células, e uma cultura principal para produzir
acido L-glutamico.

A cultura de semente foi realizada com a seguinte composig@o

de meio.

Composigdo do meio da cultura de semente:
Sacarose 50 g/L
MgSQO,7H,O 0,4 g/L
GD113 (antiespumante) 0,1 ml/L
(NH4),SO4 4,0 g/L
KH,PO, 2,0 g/L
Extrato de levedura 4,0 g/l
FeSO,7H,0 0,01 g/L
MnSO,5H,O 0,01 g/L
Acido citrico 0,02 g/L
Cloridreto de L-Lisina 0,4 g/L
DL-Metionina 0,4 g/LL
Acido e-Diaminopimélico 0,4 g/LL
Pantotenato de célcio 18 mg/L
Cloridreto de tetraciclina 12,5 mg/L

O meio foi esterilizado com vapor a 120 °C por 20 minutos.

A NAl::Agcd e as cepas NA1 foram cada uma pré-cultivada
na placa de meio LBGM9 suplementada com 12,5 mg/L. de tetraciclina e 15
g/L de 4gar, e as células que correspondem a uma placa foram inoculadas em

300 ml do meio de cultura de semente da composi¢do anteriormente
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mencionada contida em uma mini jarra de 1 L de volume, e a agita¢do foi
controlada a 34 °C e pH 6,0 por cerca de 12 horas de modo que a aeragdo de
1/1 vvm e uma concentragdo de oxigénio de 3 % ou mais alta é obtida.
Durante a cultura, o pH foi controlado ser 6,0 com a adi¢do de gas amonia.
Durante a cultura, o pH foi controlado para ser 6,0 pela adi¢do de gas de
amoénia. A cultura de semente foi terminada no momento do esgotamento do
sacarideo no meio observado como um indice.

A composi¢do do meio de cultura principal é mostrado abaixo.

A composigdo do meio de cultura (as concentra¢des sdo depois

da inoculagdo de 20 % de meio de cultura de semente)

Glicose 100 g/L
MgSO, 7H,O 0,4 g/L
GDI113 0,1 ml/L
(NH,4)2S04 5,0 g/L
KH,PO, 6,0 g/L
Extrato de levedura 6,0 g/L
FeSO,7H,0 0,02 g/L.
MnSO, 5H,O 0,02 g/LL
Acido citrico 0,02 g/L.
Betaina* 2,0 g/l
Cloridreto de L-Lisina 0,8 g/L
DL-Metionina 0,6 g/L
Acido e-Diaminopimélico 0,6 g/L
Pantotenato de célcio 18 mg/L
Cloridreto de tetraciclina 25 mg/L

* N,N,N-trimetilglicina
As células obtidas pela cultura de semente em um volume de
60 ml foram inoculados em 240 ml de meio tendo a composi¢do

anteriormente mencionada contida em uma mini jarra de 1 L de volume, e
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cultivadas a uma temperatura de 34 °C, 36 °C, ou 38 °C e no pH 49. A
cultura foi terminada quando toda a glicose no meio foi consumida. A
concentragdo de 4acido L-glutdmico foi medida para o sobrenadante de cultura
apropriadamente diluido com agua usando-se o Anbalisador Biotech (AS-210,
Sakura SI).

Os resultados sdo mostrados na Tabela 1. Tornou-se evidente
que o acumulo de acido L-glutdmico da cepa deficiente no gene ged, a cepa
NA1::Agcd, foi melhorado comparado com a cepa comparativa, a cepa NA1.

Tabela 1: Acido L-glutdmico produzido (g/jarra)

Cepa 34 °C 36°C 38°C
NAl 13,0 12,4 13.3
NAIl::Aged 15,4 16,0 16.7

Exemplo 2: Produgdo de L-Cisteina usando a cepa deficiente
no gene gcd

(1) Construgdo de bactéria que produz L-cisteina

DE modo a investigar o efeito da delegdo do gene ged sobre a
produgéo de L-cisteina de P. ananatis, uma bactéria que produz L-cisteina de
P. ananatis foi construida.

(1-1) Construgéo do plasmideo de expressdo do gene yeaS

Primeiro, um plasmideo para construir a cepa anteriormente
mencionada foi construido. O método para tal € descrito abaixo.

Pela PCR usando o DNA cromossémico da E. coli MG1655
(ATCC N® 47076) como um padrdo assim como P11 (agctgagtcg acccccagga
aaaattggtt aataac, SEQ ID NO: 51) e P12 (agctgagcat gcttccaact gegctaatga
cgc, SEQ ID NO: 52) como iniciadores, um fragmento de DNA contendo uma
regido promotora do gene nlpD (daqui em diante o promotor do gene nlpD do
tipo selvagem ¢ aludido como “Pnlp0”) de cerca de 300 pares de base foi
obtido. Nas extremidades 5’ e 3’ dos iniciadores anteriormente mencionados,
sitios para as enzimas de restricdo Sall e Pael foram designados,
respectivamente. O ciclo de PCR foi como segue: 95 °C por 3 minutos, depois

2 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 50 °C por 30 segundos, e 72 °C por 40
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segundos, 25 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 55 °C por 20 segundos, € 72
°C por 15 segundos, e 72 °C por 5 minutos como o ciclo final. O fragmento
obtido foi tratado com Sall e Pael, e inserido em pMIV-5JS (Patente Japonesa
Aberta ao Publico N°® 2008-99668) no sitio Sall-Pael para se obter um
plasmideo pMIV-Pnlp0. A sequéncia de nucleotideo do fragmento Pael-Sall
do promotor Pnlp0 inserido neste plasmideo pMIV-Pnip0 foi como mostrado
na SEQ ID NO: 41.

Depois, pela PCR usando o DNA cromossdmico de MG1655
como um padrdo, assim como P13 (agctgatcta gaaaacagaa tttgcctgge ggc,
SEQ ID NO: 53) e P14 (agctgaggat ccaggaagag tttgtagaaa cge, SEQ ID NO:
54) como iniciadores, um fragmento de DNA contendo uma regido
terminadora do gene rrmB de cerca de 300 pares de base foi obtido. Nas
extremidades 5’ dos iniciadores anteriormente mencionados, sitios para as
enzimas de restrigdo Xbal e BamHI foram planejadas, respectivamente. O
ciclo de PCR foi como segue: 95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C
por 60 segundos, 50 °C por 30 segundos, e 72 °C por 40 segundos, 25 ciclos
de 94 °C por 20 segundos, 59 °C por 20 segundos, e 72 °C por 15 segundos, e
72 °C por 5 minutos como o ciclo final. O fragmento obtido foi tratado com
Xbal e BamH]I, e inserido no pMIV-Pnlp0 no sitio Xbal-BamHI para se obter
um plasmideo pMIV-PnlpO-ter.

Depois, pela PCR usando o DNA cromossémico da cepa
MG1655 como um padrdo, assim como P15 (agctgagtcg acgtgttcge
tgaatacggg gt, SEQ ID NO: 55) e P16 (agctgatcta gagaaagcat caggattgca gc,
SEQ ID NO: 56) como iniciadores, um fragmento de DNA de cerca de 700
pares de base contendo o gene yeaS foi obtido. Nas extremidades 5’ dos
iniciadores anteriormente mencionados, sitios para as enzimas de restricdo
Sall e Xbal foram planejados, respectivamente. O ciclo de PCR foi como
segue: 95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 50 °C
por 30 segundos, e 72 °C por 40 segundos, 25 ciclos de 94 °C por 20



10

15

20

25

65

segundos, 55 °C por 20 segundos, e 72 °C por 15 segundos, e 72 °C por 5
minutos como o ciclo final. O fragmento obtido foi tratado com Sall e Xbal, e
inserido no pMIV-Pnlp0-ter no sitio Sall-Xbal para se obter um plasmideo
pMIV-Pnlp0-YeaS3. Como descrito acima, uma unidade de expressdo yeaS
que compreende o vetor pMIV-5JS no qual o promotor nlpD, o gene yeasS, e o
terminador rrmB foram ligados nesta ordem foi construida.

De modo a modificar a regido -10 do promotor nlpD para
torna-lo um promotor forte, a regido -10 foi randomizada pelo seguinte
método. A regido promotora nlpD contém duas das regides presumidas
funcionar como promotores (Fig. 3), e elas sdo indicadas como pnlp1 e pnlp2,
respectivamente, no desenho. Pela PCR usando o plasmideo pMIV-Pnlp0
como um padrdo assim como P11 e P17 (atcgtgaaga tcttttccag tgttnannag
ggtgccttge acggtnatna ngtcactgg (“n” significa que o residuo correspondente
pode ser qualquer um de a, t, g e ¢), SEQ ID NO: 57) como iniciadores, um
fragmento de DNA em que a regido -10 contida na sequéncia de extremidade
3’ do promotor nlpD (aludido como -10(Pnlp1)) foi randomizada foi obtido
(Fig. 3). O ciclo de PCR foi como segue: 95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos
de 95 °C por 60 segundos, 50 °C por 30 segundos, e 72 °C por 40 segundos,
25 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 60 °C por 20 segundos, e 72 °C por 15
segundos, € 72 °C por 5 minutos como o ciclo final.

Além disso, pela PCR usando o plasmideo pMIV-Pnlp0 como
um padrdo assim como P12 e P18 (tggaaaagat cttcannnnn cgctgacctg cg (“n”
significa que o residuo correspondente pode ser qualquer um de a, t, g e ¢),
SEQ ID NO: 58) como iniciadores, um fragmento de DNA em que a regifo -
10 contida na sequéncia de extremidade 5° do promotor nlpD (aludido como -
10(Pnlp2)) foi randomizada foi similarmente obtido (Fig. 3). O ciclo de PCR
foi como segue: 95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por
60 segundos, 50 °C por 30 segundos, e 72 °C por 40 segundos, 25 ciclos de
94 °C por 20 segundos, 60 °C por 20 segundos, e 72 °C por 15 segundos,
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e 72 °C por 5 minutos como o ciclo final.

Os fragmentos de extremidades 3’ e 5’ obtidos puderam ser
ligados usando os sitios BglIl planejados nos iniciadores P17 e P18, e o
tamanho natural do promotor nlpD em que duas regides -10 foram
randomizadas puderam ser construidos por tal ligagdo. Pela PCR usando este
fragmento como um padrdo assim como P11 e P12 como iniciadores, um
fragmento de DNA que corresponde a um promotor de nlpD do tipo
modificado do tamanho natural foi obtido. O ciclo de PCR foi como segue:
95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 50 °C por
30 segundos, e 72 °C por 40 segundos, 12 ciclos de 94 °C por 20 segundos,
60 °C por 20 segundos, e 72 °C por 15 segundos, e 72 °C por 5 minutos como
o ciclo final.

O fragmento amplificado foi tratado com as enzimas de
restrigdo Sall e Pael, para os quais sitios foram planejados nas extremidades
5’s dos iniciadores, e inseridos no plasmideo pMIV-Pnlp0-YeaS3
similarmente tratado com Sall e Pael para substituir o Pnlp mutante para a
regido promotora de nlpD do tipo selvagem (Pnlp0) no plasmideo. A partir de
tais plasmideos, um tendo a sequéncia promotora (Pnlp8) mostrada na Fig. 3
foi selecionada, e designada pMIV-Pnlp8-YeaS7. A sequéncia de nucleotideo
do fragmento Pael-Sall do promotor Pnlp8 inserido neste plasmideo foi como
mostrado na SEQ ID NO: 42.

(1-2) Construgdo de plasmideo de expressdo de cysE variante

Depois, de pMW-Pomp-cysES (W02005/007841), a porgdo
do cassete Pomp-cysE5 foi excisada com Pael e Sacl, e inserida no mesmo
sitio de pMIV-5JS para construir pMIV-Pomp-CysE5. pMW-Pomp-cysES5 foi
um plasmideo obtido pela inser¢do do gene cysES5 que codifica o SAT
mutante ligado com o promotor do gene ompC em pMW118. A partir de
pACYC184 (GenBank/EMBL numero de acesso X06403, disponivel da
NIPPON GENE), o gene de resisténcia a tetraciclina foi excisado com Xbal e
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Eco88l, e este fragmento de gene foi tratado com o fragmento Klenow, e
depois inserido no pMIV-Pomp-CysES no sitio Pvul para construir pMT-
Pomp-CysE5. Depois, pMIV-Pnlp8-YeaS7 foi digerido com HindlIIl,
terminado de modo abrupto com o fragmento Klenow, e depois digerido com
Ncol para excisar um fragmento contendo o cassette do terminador Pnlp8-
YeaS-rrnB e o marcador de resisténcia ao cloranfenicol. Este fragmento foi
ligado com um fragmento de digestdo Smal e Ncol de pMT-Pomp-CysES5
similarmente tendo pMIV-5JS como a cadeia principal para construir pMT-
EY2. pMT-EY2 € um plasmideo tendo o cassete terminador Pnlp8-YeaS-rrnB
e o cassete Pomp-CysES em um plasmideo.

(1-3) Introdugdo de cysES e yeaS na cepa SC17 de P. ananatis

pMT-EY2 descrito acima tem os sitios de ligagdo do fago Mu
originado de pMIV-5JS (Patente Japonesa Aberta ao Publico N° 2008-99668).
Permitindo-se que este plasmideo coexista com o plasmideo auxiliar pMH10
tendo Mu transposase (Zimenkov D. et al., Biotechnologiya and (em Russo),
6, 1-22 (2004)) na mesma célula, o cassete do terminador PompC-cysES-
Pnlp8-YeaS-rmB incluindo o marcador de resisténcia ao cloranfenicol
localizado entre os sitios de ligagcdo do fago Mu neste plasmideo pMT-EY?2
pode ser inserido no cromossoma da cepa SC17 de P. ananatis (Patente U.S.
N® 6.596.517). Além disso, visto que o marcador de resisténcia ao
cloranfenicol localizado no plasmideo pMT-EY2 tem uma estrutura que
existe entre dois sitios de ligagdo do fago A (AattR e AattL), o marcador de
resisténcia ao cloranfenicol pode ser excisado e removido pelo método
descrito mais tarde.

Primeiro, uma cepa SCI17 introduzida com pMHI10 pela
eletroporagdo foi selecionada pela cultura durante a noite a 30 °C no meio de
LB agar contendo 20 mg/L. de canamicina. O transformante obtido foi
cultivado a 30 °C, e pMT-E2 foi ainda introduzido nesta cepa pela

eletroporagdo. A esta cepa transformada tanto com pMH10 quanto com pMT-
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EY2 foi dado um choque térmico com as condi¢des de 42 °C por 20 minutos,
e as colonias de cepas resistentes ao cloranfenicol foram selecionadas no meio
LB agar contendo 20 mg/L de cloranfenicol. A temperatura da cultura para
esta selecdo foi de 39 °C. Como descrito acima, cerca de 50 clones foram
obtidos, € a cura de pMHI10 e pMT-EY2 foi realizada cultivando-se cada
clone a 39 °C por 48 horas no meio de LB 4gar. Uma cepa mostrando a
resisténcia ao cloranfenicol devido a inser¢do do cassete no cromossoma e
mostrando sensibilidades & canamicina e ampicilina devido & cura de ambos
os plasmideos foi obtida. Além disso, foi confirmado que o cassete objeto foi
inserido no cromossoma da cepa obtida pela PCR usando o DNA
cromossOmico desta cepa como um padrdo assim como P11 e P16 como
iniciadores. Todos os clones obtidos foram designados EY01 a EYS50,
respectivamente, e a cultura de produgéo de L-cisteina foi realizada usando-se
as cepas de EY0l a EY50. Para a cultura, o método descrito mais tarde foi
usado. A cepa EY19 foi selecionada, que foi um clone que produziu L-
cisteina na quantidade maxima como um resultado da cultura.

O marcador de resisténcia ao cloranfenicol introduzido na cepa
EY19 foi removido com um sistema de excisdo derivado do fago A.
Especificamente, a cepa EY19 foi transformada com pMT-Int-Xis2
(W02005/010175) que carrega o gene Int-Xis do fago A, e uma cepa EY19(s)
que mostra sensibilidade ao cloranfenicol foi obtida a partir dos
transformantes obtidos.

(1-4) Preparagdo da cepa intensificada na expressdo do gene
cysPTWA a partir da cepa EY19(s)

Depois, de modo a intensificar a expressio do gene cysPTWA,
o promotor localizado a montante do cacho de gene cysPTWA no
cromossoma foi substituido com o promotor potente Pnlp8 anteriormente
mencionado. Um fragmento de DNA contendo o promotor nlp8 de cerca de

300 pares de base foi obtido primeiro pela PCR usando pMIV-Pnlp8-YeaS7
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como um padréo assim como P11 e P12. O ciclo de PCR foi como segue: 95
°C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 50 °C por 30
segundos, e 72 °C por 40 segundos, 20 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 59
°C por 20 segundos, e 72 °C por 15 segundos, e 72 °C por 5 minutos como o
ciclo final.

O fragmento de DNA amplificado contendo o promotor nlp8
foi tratado com o fragmento de Klenow, inserido no plasmideo pMW118-
(AattL-KmR-AattR) (WO2006/093322A2) digerido com Xbal e depois tratado
com o fragmento Klenow para obter um plasmideo pMW-Km-Pnlp8. Pela
PCR usando pMW-Km-Pnlp8 como um padrdo assim como iniciadores P19
(tccgctcacg atttttttca tcgetggtaa ggtcatttat cccccaggaa aaattggtta, SEQ ID NO:
59) e P20 (tttcacaccg ctcaaccgca gggeataace ggeccttgaa gectgctttt ttatactaag
ttg, SEQ ID NO: 60), um fragmento de DNA de cerca de 1,6 kb contendo o
cassete Km-Pnlp8 foi amplificado. O ciclo de PCR para esta amplificagio foi
como segue: 95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por 60 segundos,
50 °C por 30 segundos, e 72 °C por 40 segundos, 30 ciclos de 94 °C por 20
segundos, 54 °C por 20 segundos, e 72 °C for 90 segundos, e 72 °C por 5
minutos como o ciclo final. Em ambos os iniciadores, uma sequéncia que
serve como um alvo no cromossoma para inserir um fragmento objeto pela
integracdo dependente de A (o método chamado de “integragdo induzida por
Red” (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2000, vol. 97, N® 12, pp. 6640-6645))
(neste caso, uma sequéncia proxima ao promotor de cysPTWA) foi designada.
Portanto, se o fragmento de DNA obtido € inserido na cepa objeto por esta
integragdo dependente de A, é fornecida uma estrutura que Km-Pnlp8 ¢
inserido imediatamente antes do gene cysPTWA no cromossoma, € o gene
cysPTWA ¢ ligado com o promotor nlp8. A sequéncia de nucleotideo do
grupo de gene cysPTWA ¢ mostrada na SEQ ID NO: 43, e as sequéncias de
aminoacido codificadas pelos genes cysP, cysT e cysW sdo mostradas nas

SEQ ID NOS: 44 a 46, respectivamente. A sequéncia de nucleotideo do gene
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cysA e a sequéncia de aminoacido codificada por este gene sdo mostradas nas
SEQ ID NOS: 47 e 48, respectivamente.

A cepa SC17(0)/RSF-Red-TER de P. ananatis é uma cepa
hospedeira para realizar eficientemente a integragdo dependente de A, € é uma
cepa obtida pela introdugdo do plasmideo auxiliar RSF-Red-TER que
expressa os genes gam, bet e exo (daqui em diante aludidos como “genes A
Red”) na cepa SC17(0), que é uma cepa de P. ananatis resistente ao produto
de gene A Red (W02008/075483). A cepa SC17(0) foi depositada na Russian
National Collection of Industrial Microorganisms (VKPM), GNII Genetika
(address: Russia, 117545 Moscou, 1 Dorozhny proezd. 1) em 21 de setembro
de 2005 com um numero de acesso de VKPM B-9246. Um método para
construir o plasmideo RSF-Red-TER ¢ divulgado em detalhes na
WO2008/075483.

A cepa SC17(0)/RSF-Red-TER anteriormente mencionada foi
cultivada com a adi¢do de IPTG para induzir a expressio dos genes A Red
para preparar células para a eletroporagdo. O fragmento de DNA objeto
anteriormente mencionado foi introduzido nestas células pela eletroporagio, e
uma cepa recombinante na qual o promotor nlp8 foi inserido a montante do
gene cysPTWA pela integragdo dependente de A foi obtida usando-se a
resisténcia a canamicina como um marcador. Pela PCR usando o DNA
cromossOdmico da cepa obtida como um padréo, assim como P21 (ctttgtcect
ttagtgaagg, SEQ ID NO: 61) e P22 (agctgatcta gaagctgact cgagttaatg
gecteecaga cgac, SEQ ID NO: 62) como iniciadores, foi confirmado que a
estruture objeto, Km-Pnlp8-cysPTWA, foi formada, e esta cepa foi designada
cepa SC17(0)-Pnlp8-PTWA.

Depois, o DNA cromossomico da cepa SC17(0)-Pnlp8-PTWA
foi purificado, e 10 pg deste DNA cromossomico foram introduzidos na cepa
EY19(s) pela eletroporagdo para se obter uma cepa resistente a canamicina. A

amplifica¢do foi realizada pela PCR usando o DNA cromossémico da cepa
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obtida como um padrio assim como P21 e P22 como iniciadores para
confirmar que a estrutura de Km-Pnlp8-cysPTWA foi introduzida no
cromossoma da cepa EY19(s). A cepa obtida como descrito acima foi
designada cepa EYP197. Além disso, o marcador de resisténcia a canamicina
foi removido do cromossoma usando-se pMT-Int-Xis2 como descrito acima, e
a cepa que tornou-se sensivel a canamicina foi designada cepa EYP197(s).

(1-5) Preparagéo da cepa mutante que carrega o gene da 3-
fosfoglicerato desidrogenase (serA348) da cepa EYP197(s)

Como um gene da 3-fosfoglicerato desidrogenase a ser
introduzido na bactéria que produz L-cisteina, o gene serA348 que é um gene
que codifica a 3-fosfoglicerato desidrogenase de Pantoea ananatis e que
codifica uma enzima mutante incluindo uma mutagdo para a substitui¢do de
um residuo de alanina para o residuo de asparagina na 348” posi¢do (N348A)
(J. Biol. Chem., 1996, 271 (38):23235-8) foi construido pelo seguinte método.

A sequéncia do gene serA do tipo selvagem derivado da
Pantoea ananatis ¢ mostrada na SEQ ID NO: 49. A sequéncia de aminoacido
codificada por este gene é mostrada na SEQ ID NO: 50. De modo a obter um
fragmento de DNA do lado da extremidade 3’ do gene serA no qual a
mutagdo anteriormente mencionada foi introduzida, a PCR foi realizada
usando-se 0 DNA cromossomico da cepa SC17 como um padrdo assim como
P23 (agctgagtcg acatggcaaa ggtatcactg gaa, SEQ ID NO: 63) e P24
(gagaacgcce gggegggctt cgtgaatatg cage, SEQ ID NO: 64) como iniciadores
(95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 50 °C por 30
segundos, e 72 °C por 40 segundos, 25 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 60
°C por 20 segundos, e 72 °C por 60 segundos, e 72 °C por 5 minutos como o
ciclo final). Depois, de modo a se obter um fragmento de DNA do lado da
extremidade 5’ no qual a mutagdo foi introduzida, a PCR foi realizada da
mesma maneira usando-se o DNA cromossomico da cepa SC17 como um

padrdo assim como P25 (agctgatcta gacgtgggat cagtaaagca gg, SEQ ID NO:
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65) e P26 (aaaaccgcce gggegttete ac, SEQ ID NO: 66) como iniciadores (95
°C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 50 °C por 30
segundos, e 72 °C por 40 segundos, 20 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 60
°C por 20 segundos, e 72 °C por 20 segundos, e 72 °C por 5 minutos como 0
ciclo final). Ambos os fragmentos de PCR obtidos foram tratados com a
enzima de restri¢do Smal, e ligados usando-se uma DNA ligase para se obter
um fragmento de DNA que corresponde a um gene serA mutante de tamanho
natural incluindo a muta¢do objeto (N348A). Este fragmento de DNA foi
amplificado pela PCR usando-o como um padrido assim como P23 e P25
como iniciadores (95 °C por 3 minutos, depois 2 ciclos de 95 °C por 60
segundos, 50 °C por 30 segundos, e 72 °C por 40 segundos, 15 ciclos de
94 °C por 20 segundos, 60 °C por 20 segundos, e 72 °C por 75 segundos,
e 72 °C por 5 minutos como o ciclo final). Os sitios das enzimas de restri¢do
Sall e Xbal designados nos iniciadores P23 e P25 foram tratados com Sall e
Xbal, e o fragmento foi inserido no pMIV-Pnlp8-ter similarmente tratado com
Sall e Xbal para preparar pMIV-Pnlp8-serA348.

A pMIV-Pnlp8-serA348 construida carregou o sitio de ligagdo
de Mu que se origina em pMIV-5JS (Patente Japonesa Aberta ao Publico N*°
2008-99668). Usando-se este plasmideo junto com o plasmideo auxiliar
pMHI10 tendo Mu transposase, o cassete do terminador Pnlp8-serA348-rmB
incluindo o marcador de resisténcia ao cloranfenicol pode ser inserido no
cromossoma da cepa SC17 de P. ananatis, como descrita acima. O plasmideo
pMIV-Pnlp8-serA348 e pMH10 foram introduzidos na cepa 'SC17(0) para se
obter uma cepa na qual o cassete do terminador Pnlp8-serA348-rmB foi
inserido no cromossoma. Pela PCR usando os iniciadores P11 e P25, foi
confirmado que o cassete objeto existia nas células. A atividade de 3-
fosfoglicerato desidrogenase nos extratos celulares de 50 dos clones obtidos
foi medida, e uma cepa que mostrou a atividade maxima foi selecionado, e

designada cepa SC17int-serA348. Depois, 10 pg do DNA cromossdmico da
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cepa SC17int-serA348 foi introduzida na cepa EYP197(s) pela eletroporagio
para se obter uma cepa resistente ao cloranfenicol, e pela PCR usando os
iniciadores P11 e P25, foi confirmado que a estrutura de Pnlp8-serA348 foi
introduzida junto com o marcador de resisténcia ao cloranfenicol no
cromossoma da cepa EYP197(s). A cepa obtida como descrito acima foi
designada cepa EYPS1976.

Pelo método anteriormente mencionado para remover o
marcador usando pMT-Int-Xis2, o marcador de resisténcia ao cloranfenicol
foi removido, e a cepa que tornou-se sensivel ao cloranfenicol foi designada
cepa EYPS1976(s).

(1-6) Preparag@o da cepa deficiente no gene gcd a partir da
cepa EYPS1976(s)

O DNA gendmico foi preparado a partir da cepa
SC17(0)::Aged descrita no Exemplo 1, e introduzida na cepa EYPS1976(s)
pela eletroporagéo, e uma cepa deficiente no gene ged (cepa EYPS1976Agcd)
foi obtida a partir da cepa EYPS1976(s) usando-se a resisténcia 4 canamicina
como um marcador.

(2) Cultura da cepa EYPS1976(s) e da cepa EYPS1976Agcd
de bactérias que produzem L-cisteina

De modo a investigar o efeito da delegdo do gene ged sobre a
produgdo fermentativa de L-cisteina e O-acetilserina, que é um precursor da
L-cisteina, a sua produgdo fermentativa foi realizada usando-se a cepa
EYPS1976(s) e a cepa EYPS1976Agcd deficiente no gene ged da bactéria que
produz L-cisteina derivada da cepa EYPS1976(s), e quantidades de L-cisteina
e O-acetilserina produzidas foram comparadas. Para a cultura, um meio de
produgdo de L-cisteina tendo a seguinte composi¢do foi usado.

Meio de produgdo de L-cisteina (as concentragbes dos
componentes sdo concentragdes finais)

Componente 1:
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(NH,4)2SOq4
KH,PO,
MgSO,4-7H,O
Cloridreto de tiamina
Componente 2:
FeSO47H,O
Na,Mo0O,4-2H,0
CoCl,-6H,0
MnCl-4H,0O
ZnS0O47H,0
CuSO45H,0
Componente 3:
Triptona
Extrato de levedura
Cloreto de sodio
Componente 4:
Carbonato de calcio

Componente 5:

Monocloridreto de L-histidina

monoidratado
Componente 6:
Tiossulfato de sédio
Componente 7:
Cloridreto de piridoxina
Componente 8:

Glicose

74

15 g/L
1,5 g/L
1 gL
0,1 mg/L

1,7 mg/LL
0,15 mg/L.
0,7 mg/L
1,6 mg/LL
0,3 mg/L
0,25 mg/L
0,6 g/L
0,3 g/L
0,6 g/L

20 g/L

135 mg/L

6 g/L

2 mg/L

40 g/L

Para estes componentes, foram preparadas solugdes de estoque

de 10 vezes de concentragdo (componente 1), 1000 vezes de concentragdo

(componente 2), 100/6 vezes de concentragdo (componente 3), 100 vezes de
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concentracdo (componente 5), 350 g/ (componente 6), 1000 vezes de
concentragdo (componente 7), e 10 vezes de concentragcdo (componente 8),
estas foram misturadas no momento de uso, e o volume definido foi obtido
com agua esterilizada para atingir as concentragdes finais. A esterilizag¢do foi
realizada pela autoclavagem a 110 °C por 30 minutos (componentes 1, 2, 3, 5
e 8), esterilizagdo de ar quente a 180 °C por 5 horas ou mais longo
(componente 4), ou esterilizagdo em filtro (componentes 6 e 7).

A cultura de produgdo de L-cisteina foi realizada como segue.
A cepa EYPS1976(s) e a cepa EYPS1976Agcd foram cada uma aplicadas e
espalhadas no meio de LB agar para neutralizar a pré-cultura durante a noite a
34 °C, e depois as células que correspondem a 7 cm na placa foram raspadas
duas vezes com uma alga de inoculagdo de 10 pl de tamanho (NUNC Blue
Loop), e inoculada em 2 ml do meio de produ¢do de L-cisteina contido em
um tubo de teste grande (didmetro interno: 23 mm, comprimento: 20 cm)
substancialmente nas mesmas quantidades de célula no tempo de inicio da
cultura.

As cepas foram cultivadas a 34 °C ou 38 °C com agitagdo, € a
cultura foi terminada depois de 24 horas. Neste ponto, foi confirmado que a
glicose como a fonte de carbono foi completamente consumida. A L-cisteina
produzida no meio foi quantificada pelo método descrito por Gaitonde, M. K.
(Biochem. J., Agosto de 1967, 104(2): 627-33). A OAS (O-acetilserina)
produzida no meio foi quantificada pela HPLC. Nesta quantifica¢cdo, um
método de converter OAS em NAS (N-acetilserina) mais estavel pela diluigdo
da amostra com 200 mM de Tris-HCI (pH 9,0) e detectando NAS foi usado.
As condig¢des da HPLC foram como segue.

Coluna: Inertsil ODS-3 (coluna hidrofébica, GL Science Co.,
Ltd.)

Taxa de fluxo do tampdo: 1,0 ml/minuto

Temperatura da coluna: 40 °C
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Detecc¢ado: UV 210 nm

Volume de aplicagdo da amostra: 10 ml

Tampdo: 0,1 M de KH,PO4,H;PO4 (pH 2,2), 5 mM de
1-octanossulfonato de soédio

O experimento foi realizado em hexaplicata para cada cepa, e
os resultados foram indicados na Tabela 2 com as médias e desvios padrio.
Como mostrado na Tabela 2, foi descoberto que a deleg¢do do gene ged foi
eficaz para aumentar L-cisteina e O-acetilserina em ambas as temperaturas de
cultura de 34 °C e 38 °C. O grau do aumento foi mais acentuavel a 38 °C, e
assim foi descoberto que a mesma foi especialmente eficaz para a cultura na
temperatura alta. Foi também descoberto que a mesma foi também eficaz para
aumentar a quantidade de célula (OD) a 38 °C.
Tabela 2: Capacidade de produzir L-Cisteina e NAS da cepa deficiente no

gene gcd
Cys (g/L) NAS (g/L) OD600

EYPS1976(s) 1,02+ 0,16 0,81+0,10 15.1% 0,50

34°C EYPS1976 1294 0,16 1,01 £ 0,10 15,0+ 024
Agcd

EYPS1976(s) 031£0,12 0,54=0,11 11,1£1,68

38°C EYPSI1976 0,95+ 0,21 0,87+ 0,10 192+ 0,57
Agced

Explicagdo da Listagem de Sequéncia

SEQ ID NO: 1: Sequéncia de nucleotideo do gene gcd de
Pantoea ananatis

SEQ ID NO: 2: Sequéncia de aminoacido de GCD de Pantoea
ananatis

SEQ ID NO: 3: Sequéncia de nucleotideo do gene hisD de
Pantoea ananatis

SEQ ID NO: 4: Iniciador para a amplificacdo de fragmento
para a integragdo do gene Km' no gene hisD

SEQ ID NO: 5: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
para a integragdo do gene Km' no gene hisD

SEQ ID NO: 6: Iniciador para a amplificagdo do gene cat
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SEQ ID NO: 7: Iniciador para a amplificagdo do gene cat

SEQ ID NO: 8: Iniciador para a amplificagdo do gene sacB

SEQ ID NO: 9: Iniciador para a amplificagdo do gene sacB

SEQ ID NO: 10: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o promotor PlacUV5

SEQ ID NO: 11: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o promotor PlacUV5

SEQ ID NO: 12: Iniciador para a amplifica¢do do fragmento
de DNA incluindo os genes ARedofy e tL3

SEQ ID NO: 13: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo os genes ARedafy e tL3

SEQ ID NO: 14: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o promotor PlacUV5 e TrrnB

SEQ ID NO: 15: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o promotor PlacUV5 e TrrnB

SEQ ID NO: 16: Iniciador para a amplifica¢do de attL

SEQ ID NO: 17: Iniciador para a amplificagdo de attL

SEQ ID NO: 18: Sequéncia de nucleotideo de attL

SEQ ID NO: 19: Iniciador para a amplifica¢do de attR

SEQ ID NO: 20: Iniciador para a amplifica¢do de attR

SEQ ID NO: 21: Sequéncia de nucleotideo de attR

SEQ ID NO: 22: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o gene bla

SEQ ID NO: 23: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o gene bla

SEQ ID NO: 24: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo ter rrnB

SEQ ID NO: 25: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo ter rmB
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SEQ ID NO: 26: Sequéncia de nucleotideo do fragmento de
DNA incluindo o terminador ter_thrL

SEQ ID NO: 27: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o terminador ter thrL

SEQ ID NO: 28: Iniciador para a amplificagdo do fragmento
de DNA incluindo o terminador ter_thrL

SEQ ID NO: 29: Iniciador para a amplificacdo do gene gltA
exceto para a ORF

SEQ ID NO: 30: Iniciador para a amplificagdo do gene gltA
exceto para a ORF

SEQ ID NO: 31: Iniciador para a amplificagdo do gene prpC

SEQ ID NO: 32: Iniciador para a amplificagdo do gene prpC

SEQ ID NO: 33: Iniciador para a delegédo do gene gcd

SEQ ID NO: 34: Iniciador para a dele¢do do gene gcd

SEQ ID NO: 35: Iniciador para confirmar a delegdo do gene
ged

SEQ ID NO: 36: Iniciador para confirmar a dele¢do do gene
gcd

SEQ ID NO: 37: Sequéncia de nucleotideo do gene cysE do
tipo selvagem

SEQ ID NO: 38: Sequéncia de aminoacido da serina
acetiltransferase codificada pelo cysE do tipo selvagem

SEQ ID NO: 39: Sequéncia de nucleotideo do gene yeaS do
tipo selvagem

SEQ ID NO: 40: Sequéncia de aminoacido de YeaS do tipo
selvagem

SEQ ID NO: 41: Sequéncia do nucleotideo de Pnlp0

SEQ ID NO: 42: Sequéncia do nucleotideo de Pnlp8

SEQ ID NO: 43: Sequéncia de nucleotideo do grupo de gene
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cysPTWA

SEQ ID NO: 44: Sequéncia de aminoacido codificada pelo
gene cysP

SEQ ID NO: 45: Sequéncia de aminoacido codificada pelo
gene cysT

SEQ ID NO: 46: Sequéncia de aminoacido codificada pelo
gene cysW

SEQ ID NO: 47: Sequéncia de nucleotideo do gene cysA

SEQ ID NO: 48: Sequéncia de aminoacido codificada pelo
gene cysA

SEQ ID NO: 49: Sequéncia de nucleotideo do gene serA do
tipo selvagem de Pantoea ananatis

SEQ ID NO: 50: Sequéncia de aminoacido codificada pelo
gene serA do tipo selvagem de Pantoea ananatis

SEQ ID NOS: 51 a 66: Iniciadores P11 a P26
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir um L-aminodcido, caracterizado pelo

fato de que compreende cultivar uma bactéria que pertenca a familia
Enterobacteriaceae e tenha uma capacidade para produzir L-aminoicido em
um meio para produzir € acumular o L-aminoécido em cultura, e

coletar o L-aminoacido da cultura,

em que a bactéria inerentemente tem uma atividade de uma
glicose desidrogenase que usa pirroloquinolina quinona como uma coenzima,
mas a bactéria foi modificada de modo que a atividade da glicose
desidrogenase € reduzida pela inativacdo do gene gcd que codifica glicose
desidrogenase, e

em que a bactéria € uma bactéria que pertence ao género
Pantoea.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que o gene gcd € um DNA que possui a sequéncia de nucleotideos da
SEQID NO: 1.
3. Método de acordo com as reivindicacio 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que o L-aminoacido € selecionado do grupo que

consiste de 4cido L-glutdmico, L-lisina, L-treonina, L-arginina, L-histidina,
L-isoleucina, L-valina, L-leucina, L-fenilalanina, L-tirosina, L-triptofano e L-
cisteina.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pelo

fato de que o L-aminodcido € o acido L-glutamico ou L-cisteina.

5. Método de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado pelo

fato de que o L-aminoéacido € o acido L-glutamico, e atividade ou atividades
de um ou mais tipos de enzimas selecionadas do grupo que consiste de citrato
sintase, metil citrato sintase, fosfoenolpiruvato carboxilase, e glutamato
desidrogenase sao intensificadas na bactéria pela introdu¢do de um gene ou

genes que codificam um ou mais tipos dessas enzimas na bactéria e/ou pela
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modificacdo de um promotor ou promotores do gene ou genes.

6. Método de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado pelo

fato de que o L-aminodcido é L-cisteina, e a atividade ou atividades de um ou

mais tipos de enzimas selecionadas do grupo que consiste de 3-fosfoglicerato

5  desidrogenase, serina acetiltransferase, e sistema de transporte de
sulfato/tiossulfato sdo intensificados pela introdu¢cdo de um gene ou genes
codificando um ou mais tipos dessas enzimas na bactéria e/ou pela
modificagdo do promotor ou promotores do gene ou genes, €/0u a expressao

de um gene yeasS € intensificada pela introdugdo do gene yeaS na bactéria e/ou

10 pela modificacdo do promotor do gene yeas.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 6, caracterizado pelo fato de que a bactéria é Pantoea ananatis.
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FIG. 1

RSF-Red-TER:
12568 bp:
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FIG. 2
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Sequéncia de promotor nativo Pnlp

~35(pnip2} ~10{enlp2)
aaaacgtgaggaaatacctggattittectggttatitttgeccgcaggtcagegtategtg
-38{Pnlpl) -10(Pnipl) transcr start
aagatcttttccagtgttcagtagggtgecttgecacggtaattatgtcactggttattaa
M 8
ccaatttttectgggggataaatgagee

FIG. 3
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