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DESCRIPCION
Bacteria productora de I-aminoacidos y procedimiento para producir I-aminoacidos
CAMPO TECNICO

~ La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir L-aminoacidos generados por ruta
biosintética usando acido pirdvico como intermedio durante la fermentacion de bacterias corineformes, particularmente
los L-aminoéacidos L-acido glutamico, L-arginina, L-glutamina, L-prolina, L-valina, L-alanina y L-lisina.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Un L-aminoécido, tal como el &cido glutdmico, se genera por ruta biosintética usando &cido pirdvico como
intermedio, y convencionalmente se ha producido a escala industrial mediante procedimientos de fermentacion
utilizando bacterias corineformes, incluyendo Brevibacterium y Corynebacterium, que tienen la capacidad de producir L-
aminoacidos. Para mejorar la productividad L-aminoacidos de bacterias corineformes, se han usado cepas aisladas de
mutantes naturales o artificiales de las mismas (documentos JP07-121228B, JP07-121228B, JP06-237779A, Adv.
Biochem. Eng. Biotechnol. 2003; 79: 59-112. J. Biotechnol. 4 de sep. de 2003; 104(1-3): 155-72 y W0O95/34672).

Cuando se cultivan bacterias aerébicas, especialmente bacterias corineformes, en condiciones limitadas de
oxigeno, se acumulan &cidos orgéanicos distintos de la sustancia diana, tales como acido lactico y &cido acético, en
cantidades en exceso en forma de subproductos. Dicha acumulacidn inhibe el crecimiento de las bacterias y reduce en
gran medida su productividad durante la fermentacion. Ademas, son necesarias cantidades en exceso de contraiones
gue neutralicen dichos acidos orgénicos, lo que aumenta el coste de produccion. Por consiguiente, se ha deseado la
creacion de cepas que produzcan menos acido acético durante el cultivo, tales como cepas en las que se reduce o
elimina la actividad de una enzima que cataliza la produccion de acido acético.

Los ejemplos de un procedimiento de fermentacién que usa una cepa en la que se reduce o elimina la actividad
de una enzima que cataliza la produccion de &cido acético incluyen la produccién de L-aminoacidos usando Escherichia
coli que es deficiente en actividades de fosfoacetiltransferasa (pta) y lactato deshidrogenasa (ldh) (documento
W099/06532), la produccién de L-aminodcidos usando la familia Enterobacteriaceae que es deficiente en actividad de
piruvato oxidasa (poxB), y la produccién de D-acido pantoteico usando Enterobacteriaceae que es deficiente en la
actividad de piruvato oxidasa (poxB) (documento WO02/36797).

Se han resefiado acetato cinasa (ack) y fosfotransacetilasa (pta) como enzimas que estan implicadas en la
asimilacion del acido acético en bacterias corineformes (Microbiology, feb. de 1999; 145(Pt2): 503-13). Ademas, se ha
resefiado una bacteria corineforme en la que esta alterada la enzima productora de acetato piruvato oxidasa (poxB)
(documento EP1096013A).

La acetil-CoA hidrolasa es una enzima (3.1.2.1) que produce acido acético a partir de acetil-CoA y H,0, y se ha
dado a conocer la secuencia nucleotidica predicha que codifica acetil-coA hidrolasa de Corynebacterium glutamicum
(documento EP1108790A). Sin embargo, no se ha resefiado el analisis de clonacion y expresion real del gen; y por lo
tanto la funcion real del gen no se ha confirmado todavia.

DIVULGACION DE LA INVENCION

Es un objeto de la presente invencidén proporcionar una bacteria corineforme que tenga una capacidad
mejorada para producir L-aminoacidos que se generan por ruta biosintética usando &cido pirvico como intermedio, y
proporcionar un procedimiento para producir de forma eficaz los L-aminoacidos que se han mencionado anteriormente
usando una bacteria de este tipo.

Los inventores de la presente invencion han estudiado extensamente para conseguir los objetos que se han
mencionado anteriormente. Como resultado, descubrieron que disminuyendo la actividad de acetil-CoA hidrolasa en una
bacteria corineforme, aumenta la capacidad para producir L-aminoacidos, particularmente L-4cido glutamico, L-valina y
L-alanina, y realizaron de esta manera la presente invencién.

Es un objeto de la presente invencidn proporcionar una bacteria corineforme que tenga capacidad de producir
L-aminoécidos, en la que dicha bacteria corineforme se modifica para que la actividad de acetil-CoA hidrolasa disminuya
en comparacion de una cepa de tipo natural o no modificada como resultado de una mutacién en la regién codificante o
una region reguladora de la expresion de un gen cromosomico de acetil-CoA hidrolasa, o como resultado de la
alteracion del gen cromosémico de acetil-CoA hidrolasa, y en la que dicho L-aminoacido es uno o més L-aminoacidos
generados por una ruta biosintética usando acido pirtvico como intermedio, en la que dicho gen de acetil-CoA hidrolasa
se selecciona entre el grupo que consiste en:

(A) un gen que comprende los nucleétidos 1037 a 2542 de la SEQ ID NO: 23;y

(B) un ADN que puede hibridar en condiciones rigurosas con polinucleétido que comprende los nucle6tidos 1037 a 2542
de la SEQ ID NO: 23, y que codifica una proteina que tiene actividad de acetil-CoA hidrolasa.

~ Es un objeto mas de la presente invencion proporcionar la bacteria corineforme como se ha descrito
anteriormente, en la que dicha acetil-CoA hidrolasa se selecciona entre el grupo que consiste en:

(A) Una proteina que comprende una secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID NO: 24; y
(B) Una proteina que comprende una secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID NO: 24, con lo que uno o varios

aminoécidos en dicha proteina se sustituyen, eliminan, insertan o afiaden, y en la que dicha proteina tiene actividad de
acetil-CoA hidrolasa.
2
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Es un objeto mas de la presente invencion proporcionar la bacteria corineforme como se ha descrito
anteriormente, en la que dicha bacteria corineforme se modifica adicionalmente para aumentar la actividad de glutamato
deshidrogenasa mediante transformacién con un plasmido que contiene un gen que codifica glutamato deshidrogenasa;
integrando dicho gen en un cromosoma por recombinacion homéloga, conjugacion o transposicion, o introduciendo una
mutacion en una regién promotora de dicho gen o sustituyendo por un promotor fuerte.

Es un objeto més de la presente invencion proporcionar la bacteria corineforme como se ha descrito
anteriormente, en la que dicho L-aminoacido es uno o méas L-aminoéacidos seleccionados entre el grupo que consiste en
L-acido glutamico, L-arginina, L-glutamina, L-prolina, L-alanina, L-valina y L-lisina.

Es un objeto mas de la presente invencién proporcionar un procedimiento para producir un L-aminoacido que
comprende: cultivar la bacteria corineforme como se ha descrito anteriormente en un medio, y recoger el L-aminoacido
del medio, y en el que dicho L-aminoacido es uno o mas L-aminoacidos generados a través de acido pirdvico como
intermedio.

Es un objeto mas de la presente invencion proporcionar el procedimiento que se ha descrito anteriormente, en
el que dichos L-amino&cidos son uno o0 mas aminoacidos seleccionados entre el grupo que consiste en L-acido
glutamico, L-arginina, L-glutamina, L-prolina, L-alanina, L-valina y L-lisina.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 es un esquema que muestra el procedimiento de la construccion del plasmido pBS3.

La Fig. 2 es un esquema que muestra el procedimiento de la construccion del plasmido pBS4.

La Fig. 3 es un esquema que muestra el procedimiento de la construccion del plasmido pBS5T.

La Fig. 4 es un esquema que muestra el procedimiento de la construccion del plasmido pAldh56-1.

La Fig. 5 es un esquema que muestra el procedimiento de construir el plasmido pBS4S::Aach.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
En lo sucesivo en este documento, se describiran en detalle realizaciones de la presente invencion.

<1> Bacteria corineforme que tiene la capacidad de producir L-aminoacidos generados por ruta sintética usando &cido
piravico como intermedio

En la presente invencion, los ejemplos de bacteria corineforme incluyen una bacteria corineforme convencional,
y también incluyen bacterias que se habian clasificado en el género Brevibacterium, pero que actualmente se clasifican
en el género Corynebacterium (Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 255 (1991)), asi como bacterias Brevibacterium que estan
muy cercanas a las bacterias Corynebacterium. Los ejemplos de dicha bacteria corineforme incluyen los siguientes:

Corynebacterium acetoacidophilum

Cornynebacterium acetoglutamicum

Corynebacterium alkanolyticum

Corynebacterium callunae

Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium lilium

Corynebacterium melassecola

Corynebacterium thermoaminogenes (Corynebacterium efficients)
Corynebacterium herculis

Brevibacterium divaricatum

Brevibacterium flavum

Brevibacterium immariophilum

Brevibacterium lactofermentum (Corynebacterium glutamicum)
Brevibacterium roseum

Brevibacterium saccharolyticum

Brevibacterium thiogenitalis

Brevibacterium ammoniagenes
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Brevibacterium album
Brevibacterium cerinum
Microbacterium ammoniaphilum
Son ejemplos especificos de bacteria corineforme los que se indican a continuacion.
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806
Corynebacterium alkanolyticum ATCC21511
Corynebacterium callunae ATCC15991
Corynebacterium glutamicum ATCC13020, ATCC13032, ATCC13060, ATCC13869
Corynebacterium lilium ATCC15990
Corynebacterium melassecola ATCC17965
Corynebacterium thermoaminogenes AJ12340 (FERM BP-1539)
Corynebacterium herculis ATCC13868
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020

Brevibacterium flavum ATCC13826, ATCC14067, AJ12418 (FERM BP-2205) Brevibacterium immariophilum
ATCC14068

Brevibacterium lactofermentum (Corynebacterium glutamicum) ATCC13869
Brevibacterium roseum ATCC13825

Brevibacterium saccharolyticum ATCC14066

Brevibacterium thiogenitalis ATCC19240

Brevibacterium ammoniagenes ATCC6871, ATCC6872

Brevibacterium album ATCC15111

Brevibacterium cerinum ATCC 15112

Microbacterium ammoniaphilum ATCC15354

Estas cepas estan disponibles en la Colecciéon de cultivos tipo estadounidense “American Type Culture
Collection” (ATCC, direccion: codigo postal 1549, Manassas, VA 20108, Estados Unidos de América). Es decir, a cada
cepa se le da en un numero de registro Unico que se enumera en el catalogo de la ATCC. Las cepas pueden ordenarse
usando este numero de registro. La cepa AJ12340 se depositdé en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia
Humana, Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial, Ministerio de Comercio e Industria Internacional “National Institute
of Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of Internacional Trade and
Industry” (actualmente Depositario del Organismo Internacional de Patentes, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
Avanzada “International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology”
en Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-5466, Japén) el 27 de octubre de 1989
segun las disposiciones del tratado de Budapest y se le dio el nimero de acceso FERM BP-1539. La cepa AJ12418 se
depositd en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana, Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial,
Ministerio de Comercio e Industria Internacional “National Institute of Bioscience and Human Technology, Agency of
Industrial Science and Technology, Ministry of Internacional Trade and Industry” el 5 de enero de 1989 segun las
disposiciones del tratado de Budapest y se le dio el nimero de acceso FERM BP-2205.

“L-Aminoacidos generados por ruta biosintética usando &cido pirGvico como intermedio” significa
preferiblemente aquellos que tienen estructuras de carbono derivadas de acido piravico. Los ejemplos de dichos L-
aminoacidos incluyen L-acido glutdmico, L-arginina, L-glutamina, L-prolina, L-alanina, L-valina y L-lisina. Como se usa
en este documento, "la capacidad para producir L-aminoacidos por ruta biosintética usando acido pirdvico como
intermedio” se refiere a la capacidad de las bacterias corineformes de la presente invencion de causar la acumulacion
de uno o mas de los L-aminoacidos que se han mencionado anteriormente en un medio cuando se cultivan en el medio.

La capacidad para producir L-aminoacidos puede ser una capacidad original de una cepa de tipo natural de
bacteria corineforme o una capacidad que se ha conferido mediante crianza. Ademas, la capacidad para producir L-
aminoacidos puede conferirse mediante una modificacién que da como resultado un descenso en la actividad de acetil-
CoA hidrolasa, como se describe posteriormente.

Para conferir la capacidad de producir L-aminoacidos, pueden usarse procedimientos convencionales que se
han usado en la crianza de bacterias corineformes, tal como la creacion de cepas mutantes de regulacion metabolica, o
la creacion de cepas recombinantes que tienen actividad potenciada de enzimas biosintéticas de sustancias diana
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("Amino Acid Fermentation”, Center for Academic Publications Japan Co., Ltd., 12 ed. publicada el 30 de mayo de 1986,
pag. 77 a 100). En estos procedimientos, la introduccion de una mutacién de regulacién metabdlica, y la potenciacion de
las enzimas biosintéticas de sustancia diana pueden usarse en solitario o en combinacion. Ademas, pueden introducirse
dos 0 méas mutaciones, y pueden potenciarse dos 0 mas actividades enzimaticas.

Un ejemplo de un procedimiento para conferir capacidad de producir L-acido glutamico es potenciar la
expresion de un gen que codifica una enzima biosintética de L-acido glutamico. Los ejemplos de las enzimas que estan
implicadas en la biosintesis de L-acido glutamico incluyen glutamato deshidrogenasa, glutamina sintetasa, glutamato
sintetasa, isocitrato deshidrogenasa, aconitato hidratasa, citrato sintasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, piruvato
carboxilasa, piruvato deshidrogenasa, piruvato cinasa, fosfoenolpiruvato sintasa, enolasa, fosfogliceromutasa,
fosfoglicerato cinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, fructosa biofosfato aldolasa,
fosfofructo cinasa y glucosa fosfato isomerasa.

Puede conseguirse potenciar la expresién de estos genes insertando un fragmento de ADN que contiene un
gen de este tipo en un plasmido apropiado que pueda replicarse de forma auténoma en la bacteria corineforme, y
transformando las células bacterianas con el plasmido resultante; integrando un gen de este tipo en un cromosoma
mediante recombinacion homéloga, conjugacién, transposicion (documentos EP0756007B, EP0332488A,
EPQ0771879A), etc.; o introduciendo una mutacion en una regién promotora de un gen de este tipo (documento
WQO/0018935) o sustituyendo por un promotor fuerte.

Cuando los genes que se han mencionado anteriormente se introducen mediante un plasmido o se integran en
un cromosoma, puede ser un promotor para la expresion de los genes cualquier promotor, siempre que pueda funcionar
en la bacteria corineforme. Los ejemplos de dichos promotores incluyen promotor lac, promotor trp, promotor trc,
promotor PS2 y promotor pL. También puede usarse un promotor nativo para cada gen.

Los ejemplos de microorganismos modificados para que se potencie la expresion del gen citrato sintetasa, el
gen fosfoenolpiruvato carboxilasa y/o el gen glutamato deshidrogenasa incluyen los microorganismos dados a conocer
en los documentos JP2001-333769A (EP1078989A), JP2000-106869A (EP955368A), JP2000-189169A (EP952221A) y
JP2001-333769A (EP1078989A).

La modificacion para conferir la capacidad de producir L-acido glutamico incluye también disminuir o eliminar
una actividad de una enzima que cataliza la sintesis de un compuesto distinto de L-acido glutamico, y la ramificacion a
partir de una ruta de biosintesis de L-acido glutamico. Los ejemplos de dichas enzimas incluyen isocitrato liasa, o-
cetoglutarato deshidrogenasa, fosfotransacetilasa, acetato cinasa, acetohidroxiacido sintasa, acetolactato sintasa,
formiato acetiltransferasa, lactato deshidrogenasa y glutamato descarboxilasa.

Para disminuir o eliminar la actividad de las enzimas que se han descrito anteriormente, puede introducirse una
mutacion o delecidén que cause un descenso o pérdida de la actividad de las enzimas en los genes de las enzimas en el
cromosoma. Esto puede conseguirse, por ejemplo, alterando un gen que codifica la enzima en el cromosoma, o
modificando una secuencia de control de la expresion, tal como un promotor y/o una secuencia Shine Dargarno (SD) del
gen. Ademas, las actividades de dichas enzimas pueden disminuirse o eliminarse introduciendo una mutacién de
aminodacido que cause una sustitucion de aminoacidos, una mutacion finalizadora que genere un codoén de terminacion
0 una mutacion con desplazamiento de marco que afiada o elimine uno o mas nucledtidos en la region codificante, o
eliminando una porcién del gen (Journal of Biological Chemistry 272: 8611-8617 (1997)). Ademas, las actividades de
dichas enzimas pueden disminuirse o eliminarse construyendo un gen que codifiqgue una enzima mutante que tenga su
region codificante eliminada y un gen cromosémico reemplazado por el gen resultante mediante recombinacion
homdloga. Los ejemplos de bacteria corineforme en los que la actividad de a-cetoglutarato deshidrogenasa disminuye
incluyen las cepas dadas a conocer en los documentos JP7-834672A y JP06-237779.

Ademas, un ejemplo de un procedimiento para conferir la capacidad de producir L-acido glutamico incluye un
procedimiento para modificar una cepa para potenciar la expresion de un gen que codifica el gen yggB o para introducir
la mutacion en el gen yggB (NCgl 1221; NP_600492. Reports small-conductance... [gi: 19552490]) (Solicitud de Patente
de Estados Unidos N° 60/715131).

La capacidad de producir L-acido glutdmico también puede conferirse cribando una cepa resistente a analogos
de &cidos organicos, inhibidores respiratorios o generadores de superdxido, o cribando una cepa sensible a inhibidores
de la sintesis de la pared celular. Los ejemplos de dichos procedimientos incluyen conferir resistencia a benzopirona o
naftoquinona (documento JP56-1889A), conferir resistencia a acido monofluoracético (JP 50-113209A), conferir
resistencia a adenina o timina (JP57-065198) conferir resistencia a HOQNO (JP56-140895A), conferir resistencia a o-
cetomaldnico (JP57-2689A), conferir resistencia a guanidina (JP56-35981 A), conferir resistencia a daunomicina (JP58-
158192A) y conferir sensibilidad a la penicilina (JP04-88994A).

Los ejemplos especificos de dicha bacteria incluyen las siguientes cepas.

Brevibacterium flavum AJ3949 (FERM BP-2632: documento JP 50-113209A)
Corynebacterium glutamicum AJ11628 (FERM P-5736; documento JP 57-065198A)
Brevibacterium flavum AJ11355 (FERM P-5007; documento JP56-1889A)
Corynebacterium glutamicum AJ11355 (FERM P-5020; documento JP56-1889A)
Brevibacterium flavum AJ11217 (FERM P-4318; documento JP57-2689A)

Corynebacterium glutamicum AJ11218 (FERM P-4319; documento JP57-2689A)
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Brevibacterium flavum AJ11564 (FERM P-5472; documento JP56-140895A)
Brevibacterium flavum AJ11439 (FERM P-5136; documento JP56-35981A)
Corynebacterium glutamicum H7684 (FERM BP-3004; documento JP04-88994A)
Brevibacterium lactofermentum AJ11426 (FERM P5123; documento JP56-048890A)
Corynebacterium glutamicum AJ11440 (FERM P5137; documento JP56-048890A)
Brevibacterium lactofermentum AJ11796 (FERM P6402; documento JP58-158192A)

Un ejemplo de un procedimiento para conferir la capacidad de producir L-valina incluye un procedimiento de
modificacion de una cepa para potenciar la expresion de un gen que codifica una enzima biosintética de L-valina. Los
ejemplos de una enzima biosintética de L-valina incluyen enzimas codificadas por un gen del operén ilvBNC, es decir,
acetohidroxiacido sintetasa codificada por ilvBN e isdmeroreductasa codificada por ilvC (documento WO00/50624). El
operdn ilvBNC se somete a represion transcripcional mediante cualquier combinacion de L-valina, L-isoleucina y L-
Ieucc:iina, de modo que es deseable liberar la atenuacidn para evitar la represién transcripcional por L-valina como
producto.

Conferir la capacidad de producir L-valina a las bacterias corineformes puede realizarse disminuyendo o
eliminando la actividad de al menos una enzima que cataliza una reaccion que disminuye la produccion de L-valina. Por
ejemplo, la capacidad de producir L-valina puede conferirse disminuyendo la actividad de treonina deshidratasa, que
cataliza la sintesis de L-leucina, o disminuyendo la actividad de una enzima que cataliza la sintesis de D-pantotenato
(documento WO00/50624).

_ La capacidad de producir L-valina también puede conferirse impartiendo resistencia a los analogos de
aminoacidos o similares a una bacteria corineforme.

Por ejemplo, pueden usarse cepas mutantes productoras de L-valina auxotroficas de L-isoleucina y L-
metionina, y resistentes a D-ribosa, ribonucledsidos de purina o ribonucleésidos de pirimidina (FERM P-1841, FERM P-
29, JP-B-53-025034), cepas mutantes productoras de L-valina resistentes a policetidas (FERM P-1763, FERM P-1764;
JP-B006-065314), cepas mutantes productoras de L-valina resistentes a L-valina y sensibles a los analogos de &cido
pirGvico, tales como, acido B-fluoropirtvico (FERM BP-3006, BP-3007, Patente 3006929).

Los ejemplos de bacterias corineformes que tienen la capacidad de producir L-alanina incluyen bacterias
corineformes deficientes en la actividad H'-ATPasa (Appl. Microbiol. Biotechnol. nov. de 2001; 57(4): 534-40), y
bacterias corineformes amplificadas con un gen estructural que codifica acido aspartico pB-descarboxilasa (documento
JP-A-7-163383).

La capacidad de producir L-arginina puede conferirse modificando la bacteria corineforme para potenciar la
expresion de un gen que codifica la enzima biosintética de L-arginina. Los ejemplos de enzima biosintética de L-arginina
incluyen N-acetilglutamilfosfato reductasa (argC), ornitina acetiltransferasa (argJ), N-acetilglutamato cinasa (argB),
acetilornitina transaminasa (argD), ornitina carbamoiltransferasa (argF), &cido argininosuccinico sintetasa (argG), acido
argininosuccinico liasa (argH) y carbamoilfosfato sintetasa. Estos genes biosintéticos de arginina existen en el operén
Arg (argCIJBDFRGH), y se regulan mediante un represor de arginina codificado por argR. (J_Bacteriol. dic. de 2002;
184(23): 6602-14.) Por lo tanto, la alteracion del represor de arginina da como resultado un aumento en la expresion del
operon A)rg, potenciando de esta manera las actividades de las enzimas productoras de L-arginina (documento US2002-
0045223).

Otro procedimiento para conferir la capacidad de producir L-arginina es, por ejemplo, conferir resistencia a los
analogos de aminoécidos. Los ejemplos de bacterias corineformes incluyen bacterias corineformes resistentes a 2-
tiazolealanina y auxotréficas de L-histidina, L-prolina, L-treonina, L-isoleucina, L-metionina o L-triptéfano (documento JP-
A-54-044096); bacterias corineformes resistentes a acido cetomalénico, acido fluoromalénico o acido monofluoroacético
(documento JP-A-57-18989); una bacteria corineforme resistente a argininol (documento JP-B-62-024075); y una
bacteria corineforme resistente a x-guanidina (x es un acido graso o un derivado de cadena alifatica) (documento JP-A-
2-186995); y una bacteria corineforme resistente a arginina hidroxamato y 6-azauracilo (documento JP-A-57-150381).

Es un ejemplo de un procedimiento para conferir la capacidad de producir L-glutamina modificar una bacteria
corineforme para potenciar la expresion de un gen que codifica una enzima biosintética de L-glutamina. Los ejemplos de
L-glutamina biosintética incluyen glutamina sintetasa y glutamato deshidrogenasa (documento US2003-0003550).

La capacidad de producir L-glutamina también puede conferirse disminuyendo o eliminando la actividad de una
enzima que cataliza una reaccion que se ramifica a partir de la ruta biosintética de L-glutamina y que produce otros
compuestos. Por ejemplo, la capacidad de producir L-glutamina puede conferirse disminuyendo la actividad de
glutaminasa (documento US2004-0152175).

La capacidad de producir L-glutamina puede conferirse también confiriendo resistencia a analogos de L-
aminoacidos. Los ejemplos de dichos procedimientos incluyen un procedimiento de conferir resistencia a 6-diazo-5-
oxonorleucina (documento JP-A-3-232497), un procedimiento para conferir resistencia a anélogos de purina y/o
sulféxido de metionina (documento JP-A-61 -202694), un procedimiento para conferir resistencia a o-acido cetomalonico
(documento JP-A-56-151495), y un procedimiento para conferir resistencia a un péptido que contiene acido glutamico
(documento JP-2-186994).

Los ejemplos especificos de bacterias corineformes que producen L-glutamina incluyen las siguientes cepas.

Brevibacterium flavum AJ11573 (FERM P-5492, documento JP56-161495A)
6
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Brevibacterium flavum AJ11576 (FERM BP-10381, documento JP56-161495A)
Brevibacterium flavum AJ12212 (FERM P-8123, documento JP61-202694A)
Brevibacterium flavum AJ12418 (FERM BP-2205, documento JP02-186994A)
Brevibacterium flavum DH18 (FERM P-11116, documento JP03-232497A)
Corynebacterium melassecola DH344 (FERM P-11117, documento JP3-232497A)
Corynebacterium glutamicum AJ11574 (FERM P-5493, documento JP56-151495A)

Un ejemplo de un procedimiento para conferir la capacidad de producir L-prolina incluye un procedimiento de
modificacidon de una bacteria corineforme para potenciar la expresion de un gen que codifica una enzima biosintética de
L-prolina. Los ejemplos de enzima biosintética de L-prolina incluyen glutamato cinasa, y-glutamil fosfato reductasa y
pirolina-5-carboxilato reductasa. (J. Bacteriol. agosto de 1996; 178(15): 4412-9).

La capacidad de producir L-prolina puede conferirse también disminuyendo o eliminando la actividad de una
enzima que cataliza una reaccidon que se ramifica a partir de la ruta biosintética de L-prolina y que produce otros
compuestos. Por ejemplo, la capacidad de producir L-prolina puede conferirse disminuyendo la actividad de ornitina
aminotransferasa. (J. Bacteriol. agosto de 1996; 178(15): 4412-9).

Mientras tanto, L-arginina, L-glutamina y L-prolina contienen L-acido glutdmico como una estructura de
carbono, de forma que la capacidad de producir estos aminoacidos puede conferirse amplificando un gen que codifica
una enzima que cataliza una reaccién que da como resultado la produccion de cada L-aminoacido a partir de L-acido
glutamico en la bacteria productora de L-acido glutamico que se ha mencionado anteriormente.

Ademas, ya que la L-alanina se sintetiza por B-descarboxilacion de L-acido aspartico, la bacteria productora de
L-alanina puede obtenerse maodificando la bacteria productora de L-acido aspartico para que disminuya la actividad de
acetil-CoA hidrolasa.

~ La crianza para conferir o potenciar la productividad de L-lisina puede realizarse introduciendo una o mas
mutaciones como se indica a continuacién. Dichas mutaciones artificiales son como se indican a continuacion:

Mutantes resistentes a S-(2-aminoetil)cisteina (en lo sucesivo en este documento denominado "AEC");
mutantes que requieren aminoacidos tales como L-homoserina para su crecimiento (véanse las publicaciones de
patentes japonesas N° 4828078 y 566499); mutantes resistentes a AEC y que requieran aminoacidos tales como, L-
leucina, L-homoserina, L-prolina, L-serina, L-arginina, L-alanina, L-valina, etc. (véanse las patentes de Estados Unidos
3.708.395 y 3.825472); mutantes de produccion de L-lisina resistentes a DL-aminocaprolactama, aminolauril-lactama,
anélogos de acido aspértico, sulfamidas, quinoides y N-lauroil-leucina, y mutantes productores de L-lisina resistentes a
oxaloacetato descarboxilasa o inhibidores de enzimas del sistema respiratorio (véanse las patentes japonesas abiertas
a consulta por el publico N° 5053588, 5031093, 52102498, 539394, 5386089, 559783, 559759, 5632995, 5639778,
publicaciones de patentes japonesas N° 5343591, 531833); mutantes productores de L-lisina que requieren inositol o
acido acético (véanse las patentes japonesas abiertas a consulta por el publico N° 559784, 568692); mutantes
productores de L-lisina sensibles a &cido fluoropirivico o a temperaturas de 34 °C o mas (véase la patente japonesa
abierta a consulta por el publico N° 5386090); mutantes productores de L-lisina de Brevibacterium o Corynebacterium
resistentes a etilenglicol (véase la patente de Estados Unidos 4.411.997).

Es un ejemplo de un procedimiento para conferir la capacidad de producir L-lisina potenciar la expresién de un
gen que codifica una enzima biosintética de L-lisina. Los ejemplos de las enzimas implicadas en la biosintesis de L-lisina
incluyen, pero sin limitacién, enzimas de la ruta de diaminopimelato, tales como el gen de dihidrodipicolinato sintasa
(dapA), el gen de aspartato cinasa (lysC), el gen de dihidrodipicolinato reductasa (dapB), el gen de diaminopimelato
decarboxilasa (lysA), el gen de diaminopimelato deshidrogenasa (ddh) (todos los anteriores; publicacién internacional n®
96/40934), el gen de fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc) (solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el publico
N° 60-87788), el gen de aspartato aminotransferasa (aspC) (publicacién de patente japonesa N° 6-102028), el gen de
diaminopimelato epimerasa (dapF) (solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el publico N° 2003-135066), y el
gen de aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd) (publicacion internacional n® 00/61723), y las enzimas de la ruta
del aminoadipato, tales como el gen de homoaconitato hidratasa (solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el
publico n® 2000-157276).

Ademas, la bacteria de la presente invencién puede tener una actividad disminuida de una enzima que cataliza
una reaccion para generar un compuesto distinto de L-lisina mediante la ramificacion de la ruta biosintética de L-lisina, o
puede ser deficiente en una enzima de este tipo. Las enzimas que catalizan una reaccién para generar un compuesto
distinto de L-lisina mediante la ramificacion de la ruta biosintética de L-lisina incluyen homoserina deshidrogenasa y
lisina descarboxilasa. Se describen cepas que tienen actividades reducidas de las enzimas en los documentos
W095/23864 y WO 96/178930.

<2> Madificacién para disminuir la actividad de acetil-CoA hidrolasa

La bacteria corineforme de la presente invencion tiene la capacidad para producir un L-aminoécido generado
por una ruta biosintética usando acido piravico como intermedio como se ha mencionado anteriormente y se modifica
para que la actividad de acetil-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.1) disminuya.

La bacteria corineforme de la presente invencion puede obtenerse modificando la bacteria corineforme que se

ha mencionado anteriormente que tiene la capacidad de producir L-aminoacidos generados por ruta biosintética usando
acido piravico como intermedio para que se reduzca la actividad de acetil-CoA hidrolasa. La crianza de la bacteria
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corineforme de la presente invencion, conferir la capacidad de producir L-aminoacido a la bacteria, o modificar la
bacteria para que se reduzca la actividad de acetil-CoA hidrolasa pueden realizarse en cualquier orden.

"Actividad de acetil-CoA hidrolasa (ACH) " se refiere a la actividad para catalizar la produccion de &cido acético
a partir de acetil-CoA y H,O. "Modificado para que la actividad de acetil-CoA hidrolasa disminuya" significa que la
actividad de acetil-CoA hidrolasa es inferior que en las cepas no modificadas, incluyendo una bacteria corineforme de
tipo natural. La actividad de ACH se reduce preferiblemente al 50% o menos, méas preferiblemente al 30% o0 menos,
todavia més preferiblemente al 10% o menos por peso celular unitario en comparacion con una cepa no modificada. En
este documento, una bacteria corineforme de tipo natural que sirve como control incluye, por ejemplo, la cepa
Brevibacterium lactofermentum 2256 (ATCC 13869) o Corynebacterium glutamicum ATCC13032, y una cepa no
modificada incluye la cepa Brevibacterium lactofermentum Aldh. La actividad de acetil-CoA hidrolasa puede medirse de
acuerdo con el procedimiento de Gergely, J., y col., (Gergely, J., Hele, P. & Ramkrishnan, C.V. (1952) J. Biol. Chem.
198 pag. 323-334). "Disminuir" incluye cuando la actividad ha desaparecido completamente. Se prefiere que la bacteria
corineforme de la presente invencidn tenga una actividad de acetil-CoA hidrolasa que sea inferior a la de una cepa de
tipo natural o no modificada y que cause una acumulacion de L-aminoacidos mayor que una cepa de tipo natural o no
modificada.

Los ejemplos de ACH incluyen una proteina que comprende la secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID
NO: 24, y una proteina que comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 24, en la que uno o mas
aminoéacidos se remplazan, eliminan, insertan o afiaden en una 0 mas posiciones, pero se mantiene la actividad de
ACH. Aunque el nimero de "varios" restos aminoacidos al que se hace referencia en este documento puede diferir
dependiendo de las posiciones en la estructura tridimensional o de los tipos de restos aminoacidicos de la proteina,
puede ser preferiblemente de 2 a 20, mas preferiblemente de 2 a 10, con particular preferencia de 2 a 5. El gen de ACH
preferiblemente codifica una proteina que tiene una homologia de no menos del 80%, mas preferiblemente no menos
del 90%, incluso mas preferiblemente no menos del 95%, con particular preferencia no menos del 97% con respecto a la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 24, mientras que se mantiene la actividad de ACH. La
sustitucion de aminoacidos en estos homologos de ACH es preferiblemente una sustitucién conservativa, incluyendo
sustitucion de ser o thr por ala, sustitucion de gin, his o lys por arg, sustitucion de glu, gln, lys, his o asp por asn,
sustitucion de asn, glu o gln por asp, sustitucion de ser o ala por cys, sustitucion de asn, glu, lys, his, asp o arg por gin,
sustitucion de gly, asn, gln, lys o asp por glu, sustitucion de pro por gly, sustitucion de asn, lys, gin, arg o tyr por his,
sustitucion de leu, met, val o phe por ile, sustitucién de ile, met, val o phe por leu, sustitucion de asn, glu, gin, his o arg
por lys, sustitucion de ile, leu, val o phe por met, sustitucion de trp, tyr, met, ile o leu por phe, sustitucion de thr o ala por
ser, sustitucion de ser o ala por thr, sustitucion de phe o tyr por trp, sustitucién de his, phe o trp por tyr y la sustitucion de
met, ile o leu por val.

"Modificado para que la actividad de acetil-CoA hidrolasa disminuya" incluye el caso en el que el nimero de
moléculas de acetil-CoA hidrolasa por célula disminuye, y el caso en el que la actividad de CoA hidrolasa por molécula
disminuye. Especificamente, estas modificaciones pueden conseguirse, por ejemplo, alterando un gen que codifica
acetil-CoA hidrolasa en un cromosoma, o modificando una secuencia reguladora de la expresién, tal como un promotor
y/o una secuencia Shine-Dalgarno (SD). El gen de acetil-CoA hidrolasa en un cromosoma incluye, por ejemplo, un ADN
gue comprende los nucledtidos 1037 a 2542 de la SEQ ID NO: 23. Ademas, el gen de acetil-CoA hidrolasa incluye, por
ejemplo, un ADN que puede obtenerse usando el cebador de SEQ ID 7 y 8 en el procedimiento de PCR. Ademas, el
gen de acetil-CoA hidrolasa en un cromosoma puede ser un ADN que es capaz de hibridar con los nucleétidos 1037 a
2542 de la SEQ ID No. 23 o una sonda que pueda preparase a partir de los nucleétidos en condiciones rigurosas
siempre que codifique una proteina que tenga actividad de acetil-CoA hidrolasa. "Condiciones rigurosas" se refiere a
condiciones en las que se forman los denominados hibridos especificos y no se forman hibridos no especificos. Aunque
es dificil expresar claramente estas condiciones mediante valores numéricos, los ejemplos de dichas condiciones
incluyen cuando se realizan los lavados una sola vez, preferiblemente dos a tres veces a 60°C y a una concentracion
salina que corresponde a 1 x SSC, 0,1% de SDS, preferiblemente 0,1 x SSC, 0,1% de SDS.

El gen de acetil-CoA hidrolasa (en lo sucesivo en este documento denominado como "gen ach") puede
clonarse sintetizando oligonucleétidos sintéticos basandose en una secuencia oligonucleotidica de Corynebacterium
glutamicum (por ejemplo, la SEQ ID No. 23, NCgl2480 con n° de acceso a GenBank NC_003450 (una hebra
complementaria de 2729376 a 2730884 de NC_003450)), y realizando un analisis por PCR usando un ADN
cromosémico de Corynebacterium glutamicum como molde. Ademads, también estd disponible otra secuencia
nucleotidica derivada de una bacteria corineforme tal como Brevibacterium lactofermentum. EI ADN cromosémico puede
prepararse a partir de una bacteria corineforme en forma de un donante de ADN mediante, por ejemplo, el
procedimiento de Saito y Miura (H. Saito y K. Miura, Biochem. Biophys. Acta, 72, 619 (1963), "Biotechnology
Experiments Handbook", ed. por The Society for Biotechnology Japan, pag. 97 a 98, Baifukan, 1992).

El gen ach preparado de esta manera o una parte del mismo puede usarse para alterar el gen cromosémico
ach. Ademas, el gen ach usado para alterar el gen cromosémico de ach también puede ser un gen que tiene homologia
suficiente para causar la recombinacion homéloga con el gen ach en el cromosoma de una bacteria corineforme diana
(por ejemplo, un gen que tiene los nucledtidos 1037 a 2542 de la SEQ ID NO: 23). En este documento, la homologia
suficiente para causar la recombinacion homéloga es preferiblemente del 80% o mas, mas preferiblemente del 90% o
mas, todavia mas preferiblemente del 95% o mas, con particular preferencia del 97% o mas. Ademas, también puede
usarse un ADN que puede hibridar en condiciones rigurosas con el gen que se ha mencionado anteriormente para
alteracion génica.

Por ejemplo, el gen ach puede alterarse preparando un "gen ach de tipo delecion" en el que se elimina una
secuencia parcial del gen ach para que no se produzca acetil-CoA hidrolasa de funcionamiento normal, transformando
una bacteria corineforme con un ADN que contiene el gen ach de tipo delecion para causar una recombinacion entre el
gen ach de tipo delecion y el gen ach en un cromosoma. Dicha alteracion génica mediante sustitucién génica utilizando
la recombinacién homéloga ya esta establecida e incluye un procedimiento que emplea un ADN lineal o un
procedimiento que emplea un plasmido que contiene un origen de replicacion sensible a la temperatura (patente de
Estados Unidos 6.303.383 o JP-A-05-007491). La alteracion génica mediante sustitucion génica utilizando
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recombinacion homologa también puede realizarse usando un plasmido que no puede replicarse en bacterias
corineformes. Se usa preferiblemente un pldsmido que no puede replicarse en bacterias corineformes pero puede
replicarse en la bacteria Escherichia. Los ejemplos de un plasmido de este tipo incluyen pHSG299 (Takara Bio) y
pHSG399 (Takara Bio).

Un gen cromosémico ach puede reemplazarse con un gen ach de tipo delecién, por ejemplo, mediante
recombinacion homéloga usando sacB (Schafer, A. y col., Gene 145 (1994) 69-73). El gen sacB codifica una levano
sacarasa y se usa para seleccionar de forma eficaz cepas en las que un gen cromosémico diana se reemplaza por un
gen mutante y una porcion de vector se extrae a partir de un cromosoma.

En primer lugar, se prepara un plasmido recombinante insertando un gen ach (mutante) de tipo delecion, un
gen sacB, y un marcador de seleccion, tal como un gen resistente a cloranfenicol en un plasmido que contiene un origen
de replicacion sensible a la temperatura. El plasmido obtenido se introduce en una cepa hospedadora de la bacteria
corineforme. Cuando se expresa levano sacarasa en células de la bacteria corineforme, el levano generado por la
conversion de sacarosa se vuelve letal para la bacteria y, por consiguiente, la bacteria no puede crecer en un medio que
contenga sacarosa. Por lo tanto, mediante el cultivo en una placa que contiene sacarosa, pueden seleccionarse cepas
en las que tenga lugar la sustitucion entre el gen ach mutante en el plasmido y un gen ach cromosémico y a partir de las
cuales se extraen otras porciones del plasmido desde la célula.

Los ejemplos del gen sacB incluyen los que se indican a continuacion.
Bacillus subillus: sacB, numero de acceso a GenBank X02730 (SEQ ID NO: 19)
Bacillus amyloliqufaciens: sacB, nimero de acceso a GenBank X52988
Zymomonas mobilis: sacB, nimero de acceso a GenBank L33402.
Bacillus stearothermophilus: surB, nimero de acceso a GenBank U34874
Lactobacillus sanfranciscensis: frfA, niimero de acceso a GenBank AJ508391
Acetobacterxylinus: IsxA, nimero de acceso a GenBank AB034152
Gluconacetobacter diazotrophicus: IsdA, nimero de acceso a GenBank L41732.

La transformacion puede realizarse mediante procedimientos convencionales. Por ejemplo, puede emplearse
un procedimiento de tratamiento de células receptoras con cloruro de calcio para aumentar la permeabilidad del ADN,
gue se ha resefiado para Escherichia coli (Mandel, M. y Higa, A., J. Mol. Biol., 53, 159 (1970)), y un procedimiento del
uso de células competentes preparadas a partir de células en crecimiento para introducir un ADN, que se ha resefiado
para Bacillus subtilis (Duncan, C.H., Wilson, G.A. y Young, F.E., Gene, 1, 153 (1977)). Ademéas de estos
procedimientos, puede realizarse la introduccién de un ADN recombinante en células receptoras similares a protoplastos
o esferoplastos, que se ha resefiado que puede aplicarse a Bacillus subtilis, actinomicetos y levaduras (Chang, S. y
Choen, S.N., Molec. Gen. Genet., 168, 111 (1979); Bibb, M.J., Ward, J.M. y Hopwood, O.A., Nature, 274, 398 (1978);
Hinnen, A., Hicks, J.B. y Fink, G.R., Proc. Natl. Sci. USA, 75, 1929 (1978)). Ademas, la transformacion de la bacteria
Corynefo)rm también puede realizarse mediante el procedimiento del impulso eléctrico (Sugimoto y col., documento JP2-
207791A).

Los ejemplos de plasmidos sensibles a la temperatura para las bacterias corineformes incluyen p48K 'y pSFKT2
(documento EP1038966), pHSC4 (publicacion de patente francesa abierta a consulta por el publico n® 2667875, 1992 y
JP5-7491A), pBS5T, y asi sucesivamente. En las bacterias corineformes, estos plasmidos pueden replicarse de forma
auténoma al menos a una temperatura de 25 °C, pero no pueden replicarse de forma autbnoma a una temperatura de
37 °C. La cepa AJ12571 que alberga pHSC4 se depositd en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana,
Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial, Ministerio de Comercio e Industria Internacional “National Institute of
Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of Internacional Trade and
Industry” (actualmente Depositario del Organismo Internacional de Patentes, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
Industrial Avanzada “International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology” en Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-5466, Japon) el 26 de agosto de
1991 segun las estipulaciones del Tratado de Budapest y se le dio un nimero de acceso FERM BP-3524.

La cepa transformante se cultiva a una temperatura a la que el origen de replicacion sensible a la temperatura
no funciona (por ejemplo, 25 °C) para obtener una cepa en la que se ha introducido el pldsmido. Después, el
transformante se cultiva a alta temperatura para extraer el plasmido sensible a la temperatura, y se siembra en un medio
de placas que contiene un farmaco antibiético tal como kanamicina. Aunque las cepas a partir de las cuales se extrae el
plasmido no pueden crecer en una placa que contenga un farmaco antibiético de este tipo, pueden crecer unas pocas
cepas en las que el gen ach cromosomal se reemplaza por el gen ach mutante y aparecer como colonias.

En una cepa en la que se integra el ADN recombinante que contiene el gen ach mutante en el ADN
cromosémico, el ADN recombinante provoca la recombinacion con el gen ach que existia originalmente en el
cromosoma, y se insertan los genes de fusion del gen ach cromosomico y el gen ach mutante en el cromosoma para
gue las otras porciones del ADN recombinante (segmento del vector, origen de replicacién sensible a la temperatura y
marcador de resistencia a farmacos) estén presentes entre los genes de fusién. Después, con el objeto de dejar
Unicamente el gen ach mutante en el ADN cromosomico, se elimina una copia del gen ach junto con el segmento del
vector (incluyendo el origen de replicacion sensible a la temperatura y el marcador de resistencia a farmacos) del ADN
cromosémico. En este caso, el gen ach normal se deja en el ADN cromosémico y el gen ach mutante se extirpa del ADN
cromosoémico, o al contrario, el gen ach mutante se deja en el ADN cromosomico y el gen ach normal se extirpa del ADN
cromosémico. Después, puede seleccionarse una cepa en la que el Unicamente permanece el gen ach mutante en el
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cromosoma usando PCR, hibridacion Southern, o similares.

El descenso en la actividad de acetil-CoA hidrolasa también puede conseguirse modificando una secuencia
reguladora de la expresion, tal como un promotor, una secuencia Shine-Dalgarno (SD), operadora, terminadora y
atenuadora. Puede identificarse una secuencia reguladora de la expresién en un cromosoma mediante un software de
analisis de genes tal como Genetix, mediante vectores para el analisis de expresion, tal como un vector de busqueda de
promotor y mediante informacion conocida, tal como a partir de la base de datos de Genbank. Por ejemplo, los ejemplos
de mutaciones que disminuyen la actividad de acetil-CoA hidrolasa incluyen una mutacion que modifica una region
promotora del gen de acetil-CoA hidrolasa para que sea menos potente y una mutacién que altera una secuencia
consenso en una region promotora de acetil-CoA hidrolasa. Dichas mutaciones pueden introducirse usando plasmidos
sensibles a la temperatura o vectores suicidas que no pueden replicarse en una célula hospedadora.

El descenso de la actividad de acetil-CoA hidrolasa también puede conseguirse introduciendo sustituciones
aminoacidicas (mutacion finalizadora) en una regién codificante del gen de acetil-CoA hidrolasa en un cromosoma,
introduciendo un codén de terminacion (mutacion de aminoéacido), introduciendo una mutacion con desplazamiento de
marco mediante el cual se afladen o eliminan uno o dos nucleétidos, o eliminando una parte del gen (Journal of
Biological Chemistry 272: 8611-8617 (1997)).

Los ejemplos de un procedimiento para disminuir la actividad de acetil-CoA hidrolasa incluyen también un
procedimiento de tratamiento de bacterias corineformes con radiacion ultravioleta o con un mutageno usado en un
tratamiento de mutacion ordinario, tal como N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) y &cido nitroso, para seleccionar
las cepas que tienen actividad de acetil-CoA hidrolasa disminuida ("Amino Acid Fementation", Center for Academic
Publications Japan Co., Ltd., 12 ed. publicada el 30 de mayo de 1986, pags. 77 a 100).

~ Mientras tanto, se usan preferiblemente en la presente invencion cepas modificadas adicionalmente para
potenciar la actividad de glutamato deshidrogenasa (en lo sucesivo en este documento, denominada como "GDH").

Para amplificar la actividad de GDH en una bacteria corineforme que tiene la capacidad de producir L-
amino&cidos y que se ha modificado para disminuir la actividad de ACH, se liga un fragmento génico que codifica GDH
con un vector que funciona en las bacterias corineformes, preferiblemente con un vector del tipo copia multiple para
preparar un ADN recombinante, y se transforma la bacteria corineforme con el ADN resultante. Como resultado de un
aumento en el nimero de copias de un gen que codifica GDH en las células de los transformantes, se amplifica la
actividad de GDH.

El gen que codifica GDH puede derivar de bacterias corineformes o puede derivar de otros organismos tales
como Escherichia coli.

La secuencia nucleotidica del gen que codifica GDH de bacterias corineformes (gen gdh) ya se ha identificado
(por ejemplo, SEQ ID NO: 25: Molecular Microbiology (1992) 6(3), 317-326 1999, una hebra complementaria de
2194739..2196082 de NC_003450), de modo que el gen gdh puede obtenerse por PCR usando cebadores disefiados
basandose en la secuencia nucleotidica y el ADN cromosomico de bacterias corineformes como molde (PCR: reaccion
en cadena de la polimerasa; White, T.J. y col.; Trends Genet. 5, 185 (1989)). Los genes que codifican GDH de otros
microorganismos también pueden obtenerse de la misma manera.

<3> Produccion de L-aminoacidos usando bacterias corineformes de la presente invencion

_ Pueden producirse de forma eficaz L-aminoacidos generados usando acido pirivico como intermedio
cultivando las bacterias corineformes obtenidas como se ha descrito anteriormente en un medio para producir y causar
la acumulacién de dichos L-aminoécidos, y recogiendo dichos L-aminoacidos del medio.

Para producir dichos L-aminoacidos usando las bacterias corineformes de la presente invencién, puede
realizarse un cultivo mediante un procedimiento convencional con un medio ordinario que contenga una fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno, sales inorganicas y una cantidad traza de nutrientes organicos, tales como
amino&cidos y vitaminas, si se requieren. Puede usarse un medio sintético o natural. Las fuentes de carbono y nitrégeno
usadas en el medio de cultivo pueden ser de cualquier tipo siempre que puedan utilizarse por la cepa de la presente
invencion.

Los ejemplos de fuentes de carbono incluyen azucares, tales como glucosa, glicerol, fructosa, sacarosa,
maltosa, manosa, galactosa, hidrolizados de almidon y melazas. Ademas, pueden usarse acidos organicos, tales como
acido citrico y malato, y alcoholes, tales como etanol, solos 0 en combinacion con otras fuentes de carbono.

Los ejemplos de fuentes de nitrdgeno incluyen amonio, sales de amonio, tales como sulfato de amonio,
carbonato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio y acetato de amonio, y nitratos.

Los ejemplos de nutrientes organicos que pueden estar presentes en cantidades traza incluyen aminoacidos,
vitaminas, acidos grasos y &cidos nucleicos, y también pueden utilizarse peptona, casaminoacidos, extractos de
levadura, e hidrolizado de proteina de semilla de soja que contienen estos nutrientes. En el caso de que se usen cepas
mutantes autotroficas de nutrientes que requieran aminoacidos y similares para el crecimiento, es preferible suplementar
los nutrientes requeridos.

Los ejemplos de sales inorganicas incluyen fosfatos, sales de magnesio, sales de calcio, sales de hierro y sales
de manganeso.

El cultivo se realizd en condiciones aerdbicas a una temperatura de fermentacion de 20 a 45 °C, ajustando el

pH a entre 5y 9. Si el pH disminuye durante el cultivo, pueden afiadirse carbonato de calcio o una base tal como gas
amoniaco al medio para su neutralizacién. El cultivo de aproximadamente 10 a 120 horas da como resultado la
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acumulacién de cantidades considerables de L-aminoacidos.

Los L-aminoacidos se recogen del medio después de que se complete el cultivo mediante un procedimiento de
recuperacion conocido. Por ejemplo, después de la retirada de las células de la disolucion del cultivo, los L-aminoéacidos
se recogen mediante concentracion y cristalizacion.

EJEMPLOS

o En lo sucesivo en este documento, la presente invencion se explica mas especificamente por medio de los
siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1

<1> Construccioén del vector de alteracion que porta el gen sacB
(A) Construccion de pBS3

Se obtuvo un gen sacB (SEQ ID NO: 19) mediante PCR usando un ADN cromosémico de Bacillus subtilis
como molde y oligonucledétidos de las SEQ ID NO: 1 y 2 como cebadores. La PCR se realizé usando LA taq (fabricada
por TaKaRa) como se indica a continuacion: un ciclo de retencion térmica a 94 °C durante 5 minutos; y 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, asociacion a 49 °C durante 30 segundos, y elongacién a 72 °C durante
2 minutos. El producto de PCR obtenido se purific6 mediante un procedimiento convencional, después se digirid6 con
Bglll y BamHI dando extremos romos. El fragmento se inserté en pHSG299, que se habia digerido con Avall dando
extremos romos. El ADN obtenido se us6 para transformar células competentes de Escherichia coli JIM109 (fabricadas
por TAKARA BIO INC.). Después, las células bacterianas transformadas se sembraron en un medio de LB agar que
contenia 25 pg/ml de kanamicina (en lo sucesivo en este documento, abreviada como "Km") y se incubé durante una
noche. Después de esto, se aislaron colonias individuales como transformantes. Los plasmidos se extrajeron de los
transformantes obtenidos y el plasmido que tenia un inserto del producto de PCR objetivo se denominé pBS3. La Fig. 1
muestra el procedimiento de construccion de pBS3.

(B) Construccion de pBS4S

El sitio de reconocimiento Smal en el gen resistente a kanamicina en pBS3 se modificd por sustitucion
nucleotidica usando PCR de cruzamiento sin provocar la sustitucion aminoacidica, para que el pBS3 no se corte por la
endonucleasa Smal. En primer lugar, se realiz6 el analisis por PCR usando pBS3 como molde y ADN sintético de las
SEQ ID NO: 3 y 4 como cebador, para obtener de esta manera un fragmento N-terminal del gen resistente a
kanamicina. Por otro lado, para obtener un fragmento C-terminal del gen resistente a kanamicina, se realizé una PCR
usando pBS3 como molde y ADN sintético de las SEQ ID NO: 5y 6 como cebador. Se realiz6 la PCR usando ADN
polimerasa Pyrobest (fabricada por TAKARA BIO Inc.) como se indica a continuacion: un ciclo de retencién térmica a 98
°C durante 5 minutos; y 25 ciclos de desnaturalizacion a 98 °C durante 10 segundos, asociacion a 57 °C durante 30
segundos, y elongacion a 72 °C durante 1 minuto, para obtener el producto de PCR objetivo. Las SEQ ID NO: 4y 5 son
complementarias parcialmente entre si y no contienen el sitio de reconocimiento Smal. Después, para obtener un
fragmento completo del gen mutante resistente a kanamicina sin el sitio de reconocimiento Smal, se mezclaron los
productos génicos N-terminal y C-terminal que se han mencionado anteriormente en cantidades sustancialmente
equimolares. Se realiz6 la PCR usando los productos génicos como matriz y ADN sintético de las SEQ ID NOS: 3y 6
como cebador para obtener un fragmento del gen resistente a kanamicina de sitio Smal modificado. Se realizé la PCR
usando ADN polimerasa Pyrobest (fabricada por TAKARA BIO Inc.) como se indica a continuacién: un ciclo de retencion
térmica a 98 °C durante 5 minutos; y 25 ciclos de desnaturalizacion a 98 °C durante 10 segundos, asociacion a 57 °C
durante 30 segundos, y elongacién a 72 °C durante 1,5 minutos, para obtener de esta manera el producto de PCR
objetivo.

El producto de PCR se purificé mediante un procedimiento convencional, después se digiri6 con Bamll y
después se insert6 en el sitio de reconocimiento Bamll que se ha descrito anteriormente de pBS3. El plasmido
resultante se us6 para transformar células competentes de Escherichia coli IM109 (disponibles en Takara Bio). Es decir,
las células bacterianas transformadas se sembraron en un medio de LB agar que contenia 25 ug/ml de kanamicina y se
incubaron durante una noche. Después de esto, se seleccionaron colonias que aparecieron como transformantes. Los
plasmidos se aislaron a partir de los transformantes obtenidos y el pldsmido que tenia un inserto del producto de PCR
objetivo se nombré pBS4S. La Fig. 2 muestra el procedimiento para construir pBS4S.

(C) Construccion de pBS5T

Se elimin6 un origen de replicacién sensible a la temperatura en la bacteria corineforme de pHSC4 (documento
JP-A-5-7491) digiriéndolo con BamHI y Smal y dando extremos romos, y se insert6 en el sitio Ndel de extremo romo de
pBS4S. Usando el ADN resultante, se transformaron células competentes de Escherichia coli IM109 (fabricadas por
TAKARA, BIO INC.) y se sembraron en un medio de LB agar que contenia 25 pg/ml de Km, seguido de cultivo durante
una noche. Después, se aislaron colonias individuales como transformantes. Los plasmidos se extrajeron de los

transformantes obtenidos y un plasmido que tenia un inserto del producto de PCR objetivo se nombré pBS5T. La Fig. 3
muestra un procedimiento de construccién de pBS5T.

Ejemplo 2
<Construccion de la cepa con Idh alterado>
(A) Clonacién de un fragmento para alterar el gen de lactato deshidrogenasa

Se obtuvo un fragmento génico que contenia lactato deshidrogenasa (en lo sucesivo en este documento,
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abreviado como "gen Idh") obtenido a partir de la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 que tenia el ORF eliminado
por PCR de cruzamiento usando ADN sintéticos disefiados basandose en la secuencia nucleotidica del gen Idh de la
cepa Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (SEQ ID NO: 21: n° de acceso a la base de datos de GenBank
NC_003450), como cebador. Especificamente, la PCR se realiz6 mediante un procedimiento convencional usando un
ADN cromosémico de la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 como molde y el ADN sintético de las SEQ ID NOS:
7 y 8 como cebador, obteniéndose el fragmento N-terminal del gen Idh. Por otro lado, para obtener un fragmento C-
terminal del gen Idh, se realizé una PCR mediante un procedimiento convencional usando el ADN cromosomico de la
cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 como molde y ADN sintético de las SEQ ID NOS: 9 y 10 como cebador. Las
SEQ ID NOS: 8 y 9 eran complementarias entre si y se disefiaron para dar como resultado la deleciéon de toda la
secuencia del ORF del gen Idh.

Después, para obtener un fragmento del gen Idh que tenga una secuencia interna eliminada, se mezclaron los
productos génicos N-terminal y C-terminal de Idh en cantidades sustancialmente equimolares y se realiz6 la PCR
mediante un procedimiento convencional usando la mezcla como molde y el ADN sintético de las SEQ ID NO: 11y 12
como cebador. Después de la purificacion del producto de PCR de una manera convencional, se digirieron los productos
de PCR con Sall. Después de esto, se insert6 el producto de PCR en el sitio Sall del pBS4S que se ha mencionado
anteriormente. Con el ADN obtenido, se transformaron las células competentes de Escherichia coli (fabricadas por
TAKARA BIO INC.) y se sembraron sobre un medio de LB agar que contenia IPTG 100 uM, 40 pg/ml de X-Gal y 25
pug/ml de Km, seguido de cultivo durante una noche. Después de esto, se aislaron colonias individuales como
transformantes. Los plasmidos se extrajeron de los transformantes obtenidos, y un plasmido que tenia el inserto del
producto de PCR objetivo se nombré pAldh56-1. La Fig. 4 muestra un procedimiento de construccién del plasmido.

(B) Preparacion de la cepa con Idh alterado

Ya que el pAldh56-1 preparado en la seccién (A) que se ha descrito anteriormente no contiene una region que
permite la replicacion autbnoma en las bacterias corineformes, cuando las bacterias corineformes se transforman con el
plasmido, las cepas transformantes que tienen el plasmido incorporado al cromosoma por recombinaciéon homéloga
aparecen con una frecuencia extremadamente baja. Por lo tanto, la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 se
transformé usando una disoluciobn que contenia una alta concentracion del plasmido pAldh56-1 mediante el
procedimiento de impulso eléctrico, después se sembré en un medio de CM-Dex agar que contenia 25 pg/ml de
kanamicina (5 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 10 g/l de extracto de levadura, 1 g/l de KH,PO4, 0,4 g/l de
MgSQ,4-7H20, 0,01 g/l de FeS0O4-7H,0, 0,01 g/l de MnSO4-7H,0, 3 g/l de urea, 1,2 g/l de hidrolizados de semilla de soja
y a pH 7,5 (KOH)), y se cultivd a 31,5 °C durante aproximadamente 30 horas. Las colonias que aparecieron en este
medio eran cepas en las que se habia producido la recombinacion homdloga entre el fragmento del gen Idh del
plasmido y el gen Idh en el cromosoma de la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256, y se insertaron en el
cromosoma el gen resistente a kanamicina y el gen SacB obtenido a partir del plasmido.

Después, estos primeros recombinantes se cultivaron en un medio liquido CM-Dex que no contenia kanamicina
a 31,5 °C durante una noche. Después de la diluciéon apropiada, los recombinantes se sembraron en un medio de Dex-
S10 agar que contenia 10% de sacarosa (10 g/l de sacarosa, 10 g/l de polipeptona, 10 g/l de extracto de levadura, 1 g/l
de KH,POy4, 0,4 g/l de MgS0O4-7H20, 0,01 g/l de FeS0O4-7H,0, 0,01 g/l de MnSQ4-4H,0, 3 g/l de urea, 1,2 g/l de
hidrolizados de semilla de soja, 10 ug/l de biotina y a pH 7,5 (KOH)) y se cultivaron a 31,5 °C durante aproximadamente
30 horas. Como resultado, se obtuvieron aproximadamente 50 cepas a partir de las cuales se extrajo el gen sacB
mediante una segunda recombinacion y que tenian insensibilidad a la sacarosa.

Las cepas obtenidas de esta manera incluyen cepas en las que el gen cromosémico Idh se reemplaza por un
tipo mutante derivado de pAldh56-1, y cepas en las que permanecié el gen cromosomico Idh de tipo natural. Se
comprobo facilmente si el gen Idh era de tipo mutante o de tipo natural sometiendo las células obtenidas a cultivo en
medio Dex-S10 agar para PCR directa. Usando cebadores (SEQ ID NO: 7 y 10) para la amplificacion por PCR para
analizar el gen Idh, se seleccion6 como una cepa con Idh alterado una cepa cuyo producto de PCR es menor que el del
gen Idh de tipo natural que se habia amplificado usando el ADN cromosomico de la cepa 2256 de tipo natural como
molde, y se nombro cepa 2256A(Idh). Esta cepa se us6 como cepa de partida para preparar la siguiente cepa de gen
ach alterado.

Cuando se realiza la fermentacion en condiciones anaerdbicas, se acumula una cantidad considerable de &cido
lactico como subproducto, por lo que es preferible que la actividad de lactato deshidrogenasa sea deficiente
(documentos JP11-206385; J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 2004; 7(4): 182-96). Sin embargo, el L-acido glutdmico se
produce normalmente en condiciones aerdbicas en las que la lactato deshidrogenasa no funciona, y no es necesario
alterar el gen Idh en las cepas de gen de acetil-CoA hidrolasa alterado para la produccion de L-acido glutamico.

Ejemplo 3
<Construccion de una cepa de gen de acetil-CoA hidrolasa alterado>

(A) Clonacion de un fragmento para alterar el gen de acetil-CoA hidrolasa

Se obtuvo un fragmento génico que contenia el gen de acetil-CoA hidrolasa (en lo sucesivo en este documento,
el gen se denomina "ach") derivado de la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 que tenia el ORF eliminado
mediante PCR de cruzamiento usando ADN sintético disefiado basandose en la secuencia nucleotidica del gen de
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (SEQ ID NO: 23: n° de acceso a la base de datos GenBank NC-003450).
Especificamente, la PCR se realizé mediante un procedimiento convencional usando el ADN cromos6émico de la cepa
Brevibacterium lactofermentum 2256 como molde y el ADN sintético de las SEQ ID NO: 13 y 14 como cebador para
obtener el fragmento C-terminal del gen ach. Por otro lado, para obtener un fragmento N-terminal, se realiz6 el analisis
por PCR mediante un procedimiento convencional usando el ADN cromosémico de la cepa Brevibacterium
lactofermentum 2256 como molde y ADN sintético de las SEQ ID NO: 15 y 16 como cebador. Las SEQ ID NO: 14y 15
eran parcialmente complementarias entre si. Se realizd una reaccion por PCR usando KOD-plus (fabricado por
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TOYOBO Co., LTD.). Después de realizar 1 ciclo de retencion a 94 °C durante 2 minutos, se repitio lo siguiente durante
30 ciclos: un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 10 segundos, asociacion a 55 °C durante 30 segundos, y
elongacion a 68 °C durante 50 segundos. Después, para obtener un fragmento del gen ach que tenia una secuencia
interna eliminada, se mezclaron el fragmento N-terminal y el fragmento C-terminal del gen ach en cantidades
sustancialmente equimolares. El andlisis por PCR se realizé mediante un procedimiento convencional usando la mezcla
como de molde y el ADN sintético de las SEQ ID NO: 17 y 18 como cebador. Se realizé una reaccion por PCR usando
KOD-plus (fabricado por TOYOBO Co., LTD.). Después de realizar 1 ciclo de retencion a 94 °C durante 2 minutos, el
siguiente ciclo se repitié durante 30 ciclos: desnaturalizacién a 94 °C durante 10 segundos, asociacion a 55 °C durante
30 segundos y elongacién a 68 °C durante 90 segundos. Después de la purificacion del producto amplificado por PCR
de una manera convencional, se digirieron los productos de PCR con Xbal y se insertaron en el sitio Xbal de pBS4S
construido en el ejemplo 1 (B) anterior. Con el ADN resultante, las células competentes de Escherichia coli JIM109
(fabricado por TAKARA BIO INC.) se transformaron y se sembraron en un medio de LB agar que contenia IPTG 100
uM, 40 ug/ml de X-Gal y 25 pg/ml de Km, seguido de cultivo durante una noche. Después de esto, se aislaron colonias
blancas individuales como transformantes. Los plasmidos se extrajeron de los transformantes y uno que tenia un inserto
del producto de PCR objetivo se nombré pBS4S::Aach. La Fig. 5 muestra un procedimiento para construir pBS4S::Aach.

(B) Preparacion de la cepa con ach alterado

Ya que el pBS4S::Aach que se ha preparado en la seccion (A) anterior no contiene una region que permita la
replicacion autbnoma en células de bacterias corineformes, cuando las bacterias corineformes se transforman con el
plasmido, las cepas con el plasmido incorporado a su cromosoma por recombinacion homoéloga aparecen como
transformantes en una frecuencia extremadamente baja. Por lo tanto, se transformé la cepa Brevibacterium
lactofermentum 2256 A(ldh) usando una disolucién que contenia una alta concentracién del plasmido pBS4S::Aach
mediante el procedimiento de impulso eléctrico, se sembré en un medio CM-Dex agar que contenia 25 pg/ml de
kanamicina y se cultivd a 31,5 °C durante aproximadamente 30 horas. Las cepas que aparecieron en este medio eran
cepas en las que aparecia recombinacion homologa entre el fragmento del gen ach de tipo delecion del plasmido y el
gen ach en el cromosoma de la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 A(ldh), y en las que se insertaron en el
cromosoma el gen resistente a kanamicina y el gen SacB derivado del plasmido.

Después, estos primeros recombinantes se cultivaron en un medio liquido CM-Dex que no contenia kanamicina
a 31,5 °C durante una noche. Después de la dilucion apropiada, los recombinantes se sembraron sobre un medio Dex-
S10 agar que contenia sacarosa al 10% y se cultivaron a 31,5 °C durante aproximadamente 30 horas. Como resultado,
se obtuvieron aproximadamente 50 cepas a partir de las cuales se extrajo el gen SacB del cromosoma mediante una
segunda recombinacién y que se habian vuelto insensibles a la sacarosa.

Las cepas obtenidas de esta manera incluyen las cepas en las que el gen ach cromosémico se reemplaza por
un tipo de mutante derivado de pBS4S::Aach y aquellas cepas en las que permanece el gen ach cromosoémico de tipo
natural. Se confirmé facilmente si el gen ach era de tipo mutante o de tipo natural sometiendo las células obtenidas
mediante cultivo en un medio Dex-S10 agar PCR directa. Tras el analisis del gen ach usando cebadores (SEQ ID NO:
13 y 16), se amplificaron un fragmento de ADN de 2,9 kb para un gen ach de tipo natural y un fragmento de ADN de 1,4
kb para un gen ach de tipo mutante. Como resultado del andlisis de las cepas insensibles a sacarosa mediante el
procedimiento que se ha mencionado anteriormente, se seleccionaron las cepas que contenian Unicamente un gen ach
de tipo mutante, y la cepa con ach alterado derivada de la cepa 2256 A(ldh) se denominé cepa 2256 A(ldh, ach).

Ejemplo 4

<Produccion de L-acido glutamico mediante la cepa con ach alterado>
(1) Evaluacion de la capacidad productora de L-acido glutamico de la cepa con ach alterado

Se cultivaron la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 A(ldh) y la cepa 2256 A(ldh, ach) para la produccion
de L-acido glutamico en un matraz de tipo S como se indica a continuacion. Se inoculé un asa de cada cepa 2256 A(ldh)
y 2256 A(ldh, ach), que se habian cultivado en una placa de CMDex agar, en 300 ml de medio de siembra (60 g de
glucosa, 1,54 g de H3PO,, 1,45 g de KOH, 0,9 g de MgS0O4-7H,0, 0,01 g de FeS04-7H,0, 670 ug de VB1-HCI, 40 ug de
biotina, 1,54 g de hidrolizados de semilla de soja, 0,28 g de DL-metionina, 0,1 ml de AZ-20R por 1 litro de agua
purificada (ajustada a pH 7,2 con amoniaco-agua)), y se cultivd con aireacion a 1/1 vvm hasta que el azdcar residual se
habia consumido completamente mientras se controlaba el pH a 7,2 (NHz), la temperatura a 31,5 °C y PL>0.

Se inocularon 30 ml del caldo de cultivo en 270 ml del medio de cultivo principal (80 g de glucosa, 3,46 g de
KH2PO4, 1 g de MgS0O4-7H.0, 0,01 g de FeS0O,4-7H,0, 0,01 g de MnSO4-4-5H,0, 230 pg de VB1-HCI, 0,35 g de
hidrolizados de semilla de soja, y 0,2 ml de AZ-20R por 1 litro de agua purificada (ajustada a pH 7,3 con amoniaco)) y se
cultivd con aireacion a 1/1 vvm mientras se controlaba la temperatura a 31,5 °C, el pH a 7,3 y PL>0. Antes de que el
azucar residual se consumiera por completo, se afiadieron de 70 a 80 ml de una solucién de alimentacion compuesta de
500 g de glucosa y 0,2 ml de AZ-20R por 1 | de agua purificada, y se continud el cultivo hasta que el azlcar residual se
habia consumido por completo.

Después de que el cultivo se completara, se analiz6 la cantidad de L-acido glutamico (Glu) que se habia

acumulado en el caldo de cultivo en un Biotech Analyzer AS210 (fabricado por Asahi Kasei Corporation.) después de la
dilucién apropiada del caldo de cultivo. La Tabla 1 muestra los resultados.
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Tabla 1. Produccion de L-acido glutamico mediante una cepa deficiente en ach

DO620 nm
Cepa Azucar consumido (g) Glu (g/l) Rendimiento de Glu (%) o-KG (g/l)
(x 101)
2256 A (Idh) 0,720 60,1 87,8 51,8 2,66
2256 A (Idh, ach) 0,629 63,6 93,6 53,9 8,45

La cepa 2256 A(ldh, ach) mostr6 aproximadamente una mejora del 2% en el rendimiento en comparacion con
la cepa 2256 A(ldh) (la cepa de partida). Ademas, la cantidad de a-cetoglutarato (a-KG), que es un precursor de L-acido
glutdmico, que se habia acumulado mejoré aproximadamente tres veces. Los resultados mostraron que la eliminacion o
disminucion de la actividad de ACH es eficaz en la produccion de L-acido glutamico.

Ejemplo 5
<Produccion de L-alanina y L-valina mediante una cepa deficiente en ach >

(1) Evaluacion del cultivo de la cepa deficiente en ach

Se cultivaron la cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 A(ldh) y la cepa 2256 A(ldh, ach) para la produccion
de L-alanina y L-valina en un matraz de tipo S como se indica a continuacién. Se inoculé un asa de cada cepa 2256
A(ldh) y 2256 A(ldh, ach), que se habian cultivado en una placa de CMDex agar, en 300 ml de un medio de cultivo (60 g
de glucosa, 1,54 g de H3POy, 1,45 g de KOH, 0,9 g de MgS04-7H,0, 0,01 g de FeSO4-7H,0, 670 ng de VB1-HCI, 40 pg
de biotina, 1,54 g de hidrolizados de semilla de soja, 0,28 g de DL-metionina, 0,1 ml de AZ-20R por 1 litro de agua
purificada (ajustada a pH 7,2 con amoniaco-agua)), y se cultivd con aireacion a 1/1 vvm hasta que el azlicar residual se
habia consumido completamente, mientras que se mantuvo el pH a 7,2 con amoniaco, la temperatura a 31,5 °C y PL>0.

Se inocularon 30 ml del caldo de cultivo en 270 ml del medio de cultivo principal (80 g de glucosa, 3,46 g de
KH,PO4, 1 g de MgSQO4-7H,0O, 0,01 g de FeSO4-7H,0, 0,01 g de MnSO4-4-5H,0, 230 ng de VB1-HCI, 0.35 g de
hidrolizados de semilla de soja y 0,2 ml de AZ-20R por 1 litro de agua purificada (ajustada a pH 7,3 con amoniaco)) y se
cultivd con aireacion a 1/1 vvm mientras se controlaba la temperatura a 31,5 °C, el pH a 7,3 y PL>0. Antes de que el
azucar residual se consumiera por completo, se afiadieron de 70 a 80 ml de una solucién de alimentacion compuesta de
500 g de glucosa y 0,2 ml de AZ-20R por 1 | de agua purificada y se continud el cultivo hasta que el aztcar residual se
habia consumido por completo.

Después de que el cultivo se completara, se analizo la cantidad de L-alanina (Ala) y L-valina (Val) que se habia

acumulado en el caldo de cultivo con un Amino Acid Analyzer L8500 (fabricado por Hitachi, Ltd.) después de la dilucion
apropiada del caldo de cultivo. La Tabla 2 muestra los resultados.

Tabla 2. Produccion de Ala y Val por una cepa deficiente en ach

DO620 nm
Cepa Ala (g/l) Val (g/l)
(x 101)
2256 Aldh 0,72 1,149 0,052
2256 AldhAach 0,629 2,533 0,214

La 2256 A(ldh, ach) mostré una mejora de aproximadamente 2,2 veces de la cantidad de L-alanina acumulada,
y aproximadamente una mejora de cuatro veces de la cantidad de L-valina acumulada. Los resultados mostraron que la
eliminacion o descenso de la actividad de ACH es eficaz en la produccion de L-valina y L-alanina.
APLICABILIDAD INDUSTRIAL

De acuerdo con la presente invencién, se mejora el rendimiento de la fermentacion de los L-aminoacidos
generados por ruta biosintética usando &cido pirivico como intermedio.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ajinomoto Co., Inc.

<120> BACTERIA PRODUCTORA DE L-AMINOACIDOS Y PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR L-AMINOACIDOS
<130> C537-C5225

<150> documento JP2004-340187

<151> 25-11-2004
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caacaatgac
catattigea
tzcagt gace
cgttgccagg
tottzgcaga
gatttttica
Ttagaggztgt
gggtizteog
gte ggt aac

Asry

tac
Tyr
25

ats
lle

cat
His

tac
Tyr

0o

Ala

aag
Lvs
1G5
4:40
Gly
gtg
Val

act
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goa
Ala

230
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ggt
Gl

aot
Al

cam
Gir
80

ati

=
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Tre

gio

24

tac
Tyr

atc
e

gac
Asp
7h

nag
Lys

gccaagetiea
ggtaaaaacs
gheatcagoa
ggtcoagaat
accgtggtize
gatacecogen
accgottgta
ggcgagagag
gezaggattc
tgocgogooga
cgagtggiaa
goatgoacag
aczaaasgiad
aacaagsgegas
gttagggaan
aag att gic
Lys e Val

ate
ile

otz
Lay

gca
Als

gat

o

Yai
80

tas
Cys

coa
Pro

EEC

ato
fie
110
gCE
ila

tos
Ser

aaa
Lys

gto
Lay

[:34:4
¥ai
125
too
Ser

the
Phe
140
gac too

g8C
Gy

got

aagtggicaa
toctcaatiag
gegogeogta
Lctictzoos
tcaacgigat
ggtigoitot
38803£CC3E
cecaccacat
goctgogett
ZEZAEECERE
gCageEaceEe
ttotgcaggy
cactiggtot
teogggoaca
tcaggaa
¢to att
Leu lie
16
aac
Asn

cag
Gin

cto
Lau

5488 .
Lys

oo
Ser

gat
Asp

goa
Ala

goco
Ala
80

cgs
Arz

a6
Thr
85

gto
Val

gE8C
&y

too
Sar

aac
Asn

tiz
Leu

gag
Giy

gga tic

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
897
845

833
1041
1089
1187
1185
1233

1281



Trp Asn Arg
145

cg6
Arg Tyr

atz
et

tac
Tyr

jefale}
Ala

tec £eg

Ser Ala

acs
Thr
185
g ctt
Ley

ceca g
Prg @

zo atg
i
i

iy fet Gly

L gca
Ala

gto

tag
Tyr
275
gte
Yal

ate
iie

gac

gt
Val
280
sat too
His Ser
305

atottigeeg
ftzgtttacy
ctoaaatgaa
tagttciaga
caacccatia
toeghggeot
cagocagigoa
goecactita
aCEagcacys
toaccotEse
goatgaatct
Togacaacgt

6o
Arg

gea
Ala

Yal

Yal

ate

e ile

180
ate
ile

£ag
Glu

cac

His i

ctt
Lau

cca
Pro

260

ate
e

gaa
Glu

aat
Asn

cctagtizge
ggcacaatygs

g80
Gy
cta
Ley

ace

Thr

gaa
Glu

ctz
Ley
10

(<%

cca

ate
e
295

-CBo

Arg

Gly

tac
Tyr

gso
Ala

acco
Thr

otz

Leu

got
Aia
280
ace
hr

gag
Giu

zacgeaagts

aactgttzea
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aag
Lys

cgo
Arg

cte
Lau
268

gtz

Val

gac

Asp

att
[la

tgg

Vai

Yal
170
act
Thr

ags
Ser

att

Iie

ESG

250
cac

His-

gtg
Yal

cac
His

cag
Gir

ttteaistgza
agtottag

Leu Asp
158
goa
Ala

cca
Pro

ctt
Lau

gaa
Giu

oga
Arg

atg
Met

gaa
Giu

toc act
Ser
235
ato ciz
ile Leu

get gaa
Gy Giu

aac
Asn

cEs
Arg

atg
Pv‘&t
300
cag
Gin

gag
Giu

aag
Lys
318

acactizege
agtgtiteta

Ser Ala Arg
gic
Yal
175
ctg
Lau

agc too
.
:

Ser Se

cea gte
Pro Val
180
ctg gac
Leu Asp
208
ga6 acs
Asp Thr

aaa
Lys

cgo
Arg

tog tao
Ser Tyr Gly
cag a#e
Gin Asn

cag
Gin
288
gag
Glu

tac gzt
Tyr Gly
270
cga ggc
Arg 8ly
285
gaa cac tic
Glu Arg Phe

ate
[la

tic tic iaa
Phe Phe

:8:008

Phe
180
o4
His

teo
Ser

gac
Asp

gas
Asp

ato
fie
240

gac
Asp

288
Glu

o3:4¥]
Arg

aag
iys

tgocaactit
gotiaaggag

tzagitigac
acttzatzag
cgtiggtecs
SC3gCaaces
ggesogocto
tocacceica
cgaaaticts
£accgaages
agetogoato
ceacaccgtt

caggacatto
gtgacacaag
cgcaaccioa

Totoototyg
34EECCECCC
gatgtegicg
cttggegaac
goocaccgaca
aactzteeac
gragaagaag

tocagzagat
ctoacagegs
tgcattacge
tggagetas
goaat gitat
atgocticga
cectacegea
tigaaciigt
acgsc gatga
ttgzccgzga

25

caagactgzaa
ggecatogys
gocatetioge
acgotigact
cggagettic
agatgoegat
tactooatcs
cegtegetis
aaccgiotsz
aatocgogts

cicgacgagt

caggtotocse

accaaagace
acsaccgaac
geaggigaag
gagatictng
tgostoatag
goecaaaageg
aagcagatga
agoatggace

1425

1473

1821

1713

1761

1809

1854

1814
1974
2034
2084
2154
2214
2274
2334
2394
2454
2514
2574



tcgecggacs
gagiaacceg
acggctcooga
aagteaccoe

agaagtacgs
CEECEBEACE
accagteoccs
agaatggite

accggogaas

gzaaagtac
ZooonCgaas
gacaaactag

coogeg

<210> 22
<211> 318
<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 22

fet Giy Ser

1
Slv Ala Gly

Giv Het Ala

a8
y Asn

r Arg
Yal
Leu
Met

115
Asp

Asp Val

Pro Val
130

Tro Asn

145

Arg Tyr

Arg
et
Ala Tyr
Ser Ala Thr
Pro fiu Lay
210
Ala Ala T

225

Gly Met Giv

¥al Ala Yal

Lvs

Asp Vai
20
Asp His

Yal Met

Yat Thr

7
Cvs
a5
Asp

ile

Val

Ser

Leu

e

Lvs Glu
Gly
Lau
Asp
Lys
Ala
Lvs
aly
ihr

Giy
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icgececcagg
tgacgocorn
gooctgnoogg

aaatcggeag

The Va

Vai Ala Tv

25

nuk

fle 1]
40

Asn

Ala

Leu Hi

55

Giy Thr Ty

Gly Ata Al

Asn Yal Ly

cgeaggagls getogogoas
azaactgtzg atoacCgZoos
tcgocooonget ctgocgattis
cgtcatoaac ghoocageca

2634
2694
1754
2814
2820

| Gly
HY
r Ala

g Asp
5 Gly
r Ala
a Gin

80
s lle

105

Phe Asp 4i

120
Tyr Ala Ya
135

Ser Giy

180 -

Gly
165
a8 Ala
Gly Siy

His !le

Glu
& Giy Gy
Gty

Arg Ley

Ley Tyr &i

Uian
1

i3 Giy
Yal Ser
240
Giy
218

Ala

Thr

ie AsD
230

Ala Arg lle
248

¥al Ser Ala

Leu Thr

Prao {_ay

26

b Tro
Val
u Vai

170
o Thr
Ser
fie
Gly
g Ala

250
His

Asn Lys

Tyr Ala Leu

Val Lsu
15

ile Asn

e

Gin

30

Giu
4%
Trn

lie Asp

Yai Vai
80

Asp Gvs

5

Lys Pro

Glu

Met Lys Sar

Phe Leu VYai

125

Lys Phe Ser
140

Leu Asp Ser

i .

Ala Pro Ser

Giu Lay Pro

Arg Met Lau
. Pog
Phe 4lu Asp

220

y Giy Thr

Lys Lvs Lau

Ala Asp Ser

Ala
B0
Arg

Asp Ala

a5 .
{ig Yal
110
Ala Ser

Gly _
Asn

Giy Leu Glu

Ala Arg Phe

160

Sar VYai His
175

Yal Lau Ser

180

Asp Lvs Asp

Thr Arg Asp

Ser Thr Ser Tyr Giv lle

235 240

{le Lau Gin Asn Gin Asp
naEn

400
Gly Glu Tyr Blvy Gie Glu
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. 2860 2685 270
Asp tle Tyr lie Gly Thr Pro Ala Val Val Asn Arg Arg Glv lle Arg
275 280 288
Arg VYal Val Glu Leu Glu lle Thr Asp His Giu Met Glu Arg Phe Lys
: 230 295 200
His Ser Ala Asn Thr Leu Arg Giu lle Gin Lys Gin Phe Phe
305 310 Jib
<210> 23
<211> 3600
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum
<220>
<221> CDS
<222> (1037) .. (2542)
<223>
<400> 23
gaagogotac ggacticgog coggegicga cagcaatzog ’ﬁccagcatcs aagtgagtat _ 80
ggtzoicate atcaatacca acgoggaact toacogtcac czgaatgtos gtgooticer 120
tageottoac agocgcgeaa acgatgittt caaacaascg gogotiztas ggaatcgoag 180
agcogocacs coggogegts acotttggaa cogggcages aaaghtcata toastatgat 240
ccgooaagtl ticatcaacg atcatoticg ccgcttcgta getgtactic gzggioaaceg 300
tgtacagetg caageticgs geatiitcat ccgscmegaa gstggtoate teoatgotid 360
**‘that‘?'g:g ctcaacasga g6acgogcig tcaccatt’m acagacgtac agococgaga 420
ttgttcocgt gogtigeatt tocctgitecac ggcacagegt goggnmaagoa acgtiggita 480
caccagesat ggopgclaga accacagggl aggraaggic aaagggocog attittazag 540
tcacctaact attgticcces gigaatcagg tisggcaaaa tatitgaage aaasttgigzae 500
cagggogeoaa ctaggasagt geigtgottt cactttttigg gmgotgpoet tgpottasge 860
ticgoggaot ctagggitze totgagetit attcctggge titzzgzagze ttgcaaacag 720
goggcatgna aattigzeee taatzotzEy cotigaaate ccactatcac agatagtatt 780
cgggeatiic ctgtcacgal ggtilatcot igggacacaa catcaaagig gggtacatca 840
tatzottoor gtizaagtza cotatotgaa aagatiggie zracoitzas goaatggiot 300
gasotgegtt aacgastitt groggacgtt aaaatzgicg cattotgett gotgzagtgz 960
cacacctaty tgtictgett gzgtatagea gigogggaad aatitzaaaa agiccgatta 1020
cotgageagg tatica atg tol gat cgo ati zet toa gaa aag otg ogo toc 1072
et Ser Asp Arg tle Ala Ser Giu Lys Leu Arg Ser
1 5 10
aag otc atg toc goc gac gag gog gea cag tit git aac cac ggt gac 1120
Lys Lsu Met Ser Ala Asp Giu Ala Alz 8in Phe Val Asn His Gly Asp
15 20 25
aag gti ggt tto itoo gzo tho ace goo got ggo tac ooa aag goa oig 1188
Lys Val Giv Phe Ser 8iv Phe Thr Gly Ala 8ly Tyr Pro Lys Ala Lsu

27
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cot acg
ro Thr

sp Tyr

gat gge
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gca tot
Ala Ser

tac tco
Tyr Ser
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Tt tic

Phe Phe

gaa gag

~gu-Ghy

tgg cic
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¢ca aag
Pro Asn
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gca
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ZEC

aac
Asn

2ac
Asp
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e

cag
Gln
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Lay
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got
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Yai Pro Asn Ala Val et Ala

aac
Asn
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ctz 1

Ley

gaa
Glu

atg
Met

ctg
Leu

daac
Asn
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atic

Eag
Glu

gzt
Gly

g5

He-
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L gac

cgt aac

Arz Asn

100
teo cac
Ser His

aag gto
lvs Vai

atz cac
¥et His

180
cca ate
Pro lle

gac acs
Asp Thr

aac goa
Asn Ala

aac 1io
Asn Phe

tac gac
Tyr Asp
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gtg atg
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Lys
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g8¢
Asp

aac
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Leu
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e
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230
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y Tyr

g8C
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e
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Cag
Gin
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aag
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aac
Asn

git
Vel
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gac
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Ala

gic

gca

ggc 28c
Ala Gi

y Asn
80
cot gao fEc
Pro Asp Cys

atg cea tac
Het Pro Tyr
80

tco atg zga
Ser Met Giy

gaa gag zgc
Glu Glu Bly

oge ato asct
Arg tie Thr

140
aac gtl gag
Asn.Vai Giu

185

tet tgg cag
Ser Trp.Gin
170

cot goo otz

Pro Ala Leu

cgc ato get

y Asp Arg ile Giy

gtt gtt zag

Yal Vai Glu

220
gac gac sic

Pro Val Asp Asp lle

¢tz
Leu
aip
liet

£ad

Giu

cag
Gin
265

- 238
ago gaa gtt
Ser Glu Yai
250
tee ggo gty
Ser Bly Val

gtg ctz gaa toe zag tit

1264

1312

- 1360

1408

1648

1686

1744

1782

1846

1888



ctg tot
Leu Ser

cgc gag
Arg Glu

gte ate
Val |le
380
gac att
Asp lle
365
atg aac
et Asn

too ags
Jer Ser

ato gtt
ile Val

gtt gtt
Val Yal
430
cgt gag
Arg Giu
FEL
cca clg
Pra Leu

tag atg
Tyr Met

aac otg
Asn Ley
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. aaattagacc

ate
|le

gac
Asp

oot
Pro

ico
Ser
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cge
Arg

tac
Tyr
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Gly
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Fhe

cot
Pro
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e

cge
Arg

cte

Leu

cag

Ein

gct
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gag
Giy
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cge
Arg
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Gly

aag
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Gy
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Thr

goa
Ala
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Glu
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Ala

gag
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Pro

aag
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tac
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aag
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aag
Lys
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cgo
Arg
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Leu
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cac
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Yet
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ato
e
420

t fac

Tvr

ate
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Ala

ctt
Lau

atg
et
560

gtt sca
Val Ala
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atz aac
Met Asn

cag cig
Gin Gln

goc acs
a Tnr

ace aac
Thr Asm.

gac tic
Asp Phe
380
gea Bag:
Ala Lys
405
gas cac
Asp His

goa gac
Ala Asp
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Gly Leis

GgC ECa
Arg Ala
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goa acs

Ala Thr
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Lys &
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cag gac -

Gin Asp
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tos gea
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a8c g3ag
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asc ggt
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360
gtt iot

Yal Ser Gi

378
acc ogt

Thr Arg

2gC ZEC
Gly aly

acs Zag
Thr Glu

cit cgt
Leu Arg
440
gt cac
Aa His
458
ace too
Thr Ser

gog Tt
Ala Phe

taa giittttort getitagsaa

act tog tis
Thr Sar Phe
318
got aag ogt
Ala Lys Arg
330
232C cae oca
Asn His Pro
348
cto ate gag
Leu lle Glu

gzs toc cgo
y Ser Arg

aac ggo iac
Asn Glv Tyr
385
goa ate tet
Ala lie Ser
410
cac gat gic
His Asp Val
428
ggt otg got
Giy Leu Ala

cet gat tac
Pro Asp Tvr

ggt gac aac

Giy Asp Asn

478

gat tic cac

Asp Phe His
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g gag
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get
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e

EGg
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Lys

ats

{le
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aggtcagzcet agigtitsgt agelasatigs gggogatitt aataaggcoce
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2032

2080
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2320

2368

2416

2484

2585

2625
2688



stpccatgta
tttazticegs

tgragaatec i

azatgsagac

tcasgoateg 1

ttcacatize
goacccatag
cgatcgacct
tototicora
ttigcgoaga
toaaccect

tgatccaagyg
aaastcagccy
scasagtaac
tceogteac
gtacgetiite

agacgacggt
ageigeacac
CZBCeagecE
cogetteces
CAECCLaAgss
ctzgggiiio
totzatgoas
F=boh{vied

CEAgaagces
tggococicg
ccpgotitacy
cgeccacteos
CECacagEac
ACECZCCERE
aaccgegaaa
ctrageaaat
ctogogticat
occizaccacg

<210> 24

<211> 502

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 24

. Ala

Ser

et Sar Asp

i
Asp Glu

Gly Phe
35

Asn Arg

%]

Lsu Phe

Ala

Asp
85
Ala Glu Ala

[1e Met Arg

His Lay Ser
115

Asn Val

130

lie lle Pro

145

Ala Glu Lys

Ley

Arg

Ala
29
Thr Gly

Aia iLys

Thr Gty
Ala
85

Asn Lys
100
His

Asp

Ser
Ata Val

Sar Ser

Ser ¥
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acgcciTity
ccgtecogogt
TCgeegEs oy

acgattgzot
teotzatess
tggtcgcaca
cactgticag
tioccocgtygac
tgtzceoges
atztocaaca
ac

£

=

Zca
vioctgas

[ I {

cer

Phe Val
Tyr
40
His

gly

Thr

Jer

agttggtaza
catctiaagt
cacacagiag
atacgaggcc
ggaatgggaa
tatcgiggls
tgagzgogeg
gogooitita
YECAgECase
cgieatteee
gttttcaccg
cagagtgity
cgatgaatit
caaggocans
teocgitpag

goctacggact
acoooctgttt
ctgctgagaa

teatacecge
ABCAAUEERE
catggeotag
gacctcgoog
gaatetitea
£Z2gECTige
scotzoctse
ctzactczet
aacticagea
agoggageat
cUgggtgcag
ctoagtotgs

Asn
28

Pro
Gty
Ala

Arg

gly

Gly Lys Lews

10
His

Lys
Ala
Pro
et

a0
Ser

1056

Gin
120
e

Gly

180

Vai
168

He Lsu 8lu Yal

30

Val

Thr

Asn

ASD

Gits
Ares
Asr

Ser
170

Met Ser
15
Gly Phe

Arg Ser Lys Lsu

giy Asp Lys Vai
30

leu Pro Thr Ala lle

45

Asn Asp Tyr Ala lle

60

Gys Asp Giy Val Leu

30
Tyr Ala Ser Asp Pro
a5

Giy Tyr Ser Asp lle
110

gly Phe Phe Giy Gin

1258

Thr Glu Giu Giv Tyr

140

Yal Glu Trp Leu Asn Ala

158 160

Tro Gin Ser Giu Asp Lsu

176

Ala
Gty
Asp
75

Pro
et
Giu

ile



<210> 25
<211> 2037
<212> ADN

Giu Gly

kia Vai

Glu Phe
210

Asp Arg

235

Ala Giy

Leu Ser

Asn Ala

280
3ly Lys

ivr Ala

“hsn Val

370

&ly Gly

285
Thr Pro

Aia Ser
Glu Tyr

Ala Lys
480

Giu Tyr T

465
Pro His

Asn Gly

?ﬂe‘t
Pro
195
Asp
Asn
Asn
Tyr
Yal
275

Het

Glu

His

Gly
435
Ret
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His Asp lle Trp Ser Val

180
ie Asn Lys Pro Gly
2

Thr Asp Lys Val Va
218

Ala Pro Phe Lys Pro Val

230

Phe Lsu Asp Phe Leu Glu

245

Asp- Gly Tyr lle Met Gin
- 260
Met Afa Gy Leu Leu Glu

280

Gifu Val lie Gin Asp Giv

295

Thr VYai Ala 3er Alz Thr

A
wi

Lys Met Asn Asn Giu Ala

328

360

Pro Gin Gin [le Ser Asn

" Iie Ala Thr Asn Giy Lau

Ser Thr Asn Val Ser Gly

375
Giy Asp Phe Thr Arg
390
Giu Ala Lys Gly Giy
405
[le Asp His Thr Glu

Tyr Ala Asp Leu Arg
‘ 440

lie Gly Lsu Ala His
455

Ala Arg Ala Thr Ser

470
Leu Ala Thr Ala Phe
485
Met Lys Ala
500

31

Ala
His
428
Gy
Pro
Giy

Asp

Pro Ala Lsu Pro Asn Arg lle

Arg lle
Val Val
Asp A
Ser

250
Ser Gly

(%]

ar Lys
Met Vali
Ser Pha

Lys Arg
330
His Pro

He Glu
Ser Arg

Gl Tyr
- 396
ile Sar
41C
Asp Vai

Lews Ala
isp Tyr
Asp Asn

175

Phe His
480

180
gly Lys Thr
205
Giu Thr Asn

220
ila Ser Lys

Giu Yal Ala Ala

Vai Gly Asn
270
Phe Giu Asn
285
Asp Leu ile
300
Jer Lau Ser

Tyr Arg Giu

8iu Yal tls
380

‘Ala Asp lle

365
Yal Met Asn

380

{ie Ser Ser
Ala tle Val

et Yal VYali
430
Pro Arg Glu
445
Arg Pro Leu
460
Lys Tyr Met

lie Asn Leu

Tyr lle
Thr Ala
Lvs ile

Gly Arg
255
Val Pro

{le G@in
Asp Ala

Pro Glu
320

Ser lie

338

Arg Arz

Tyr Gly
Giy tie

Phe [le
400

Pro Phe

415

{le Ser

Arg Yal

-~

Lau Glu

Gin Thr

480
Ala Lys
485



<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<221> CDS

<222> (573) .. (1913)

<223>
<400> 25

sk e
[

tageootcg
tagaaet
agtcaac
ttaccgeg
attcttity
raaatgecce
tasaacta

LLTCaggat Lu
goocteaaty
gogeatgeag

toct aac
Sar Asn

ttt cac
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria corineforme que tiene la capacidad de producir L-aminoacidos, en la que dicha bacteria
corineforme esta modificada para que la actividad de acetil-CoA hidrolasa disminuya en comparacion con una cepa de
tipo natural o no modificada como resultado de una mutacién en la regién codificante o una regién reguladora de la
expresion de un gen cromosomico de acetil-CoA hidrolasa, o como resultado de la alteracion del gen cromosémico de
acetil-CoA hidrolasa, y en la que dicho L-aminoacido es uno o0 mas L-aminoacidos generados por ruta biosintética
usando acido piravico como intermedio, en la que dicho gen de acetil-CoA se selecciona entre el grupo que consiste en:

(A) un gen que comprende los nucleétidos 1037 a 2542 de la SEQ ID NO: 23;y

(B) un ADN que puede hibridar en condiciones rigurosas con un polinucle6tido que comprende los nucleétidos 1037 a
2542 de la SEQ ID NO: 23, y que codifica una proteina que tiene actividad de acetil-CoA hidrolasa.

2. La bacteria corineforme de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha acetil-CoA hidrolasa se selecciona
entre el grupo que consiste en:

(A) una proteina que comprende una secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID NO: 24;y

(B) una proteina que comprende una secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID NO: 24, con lo que uno o varios
aminoacidos en dicha proteina estan sustituidos, eliminados, insertados o afiadidos, y en la que dicha proteina tiene
actividad de acetil-CoA hidrolasa.

3. La bacteria corineforme de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que dicha bacteria
corineforme est4d modificada adicionalmente para aumentar la actividad de glutamato deshidrogenasa mediante su
transformacion con un plasmido que contiene un gen que codifica glutamato deshidrogenasa; integrando dicho gen en
un cromosoma por recombinacion homéloga, conjugacion o transposicion; o introduciendo una mutacion en una regién
promotora de dicho gen o sustituyendo por un promotor fuerte.

4. La bacteria corineforme de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho L-
aminodcido es uno o mas L-aminoacidos seleccionados entre el grupo que consiste en L-acido glutamico, L-arginina, L-
glutamina, L-prolina, L-alanina, L-valina y L-lisina.

5. Un procedimiento para producir un L-aminoacido que comprende: cultivar la bacteria corineforme de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 es un medio y recoger el L-aminoacido del medio, y en el que dicho L-
aminodcido es uno o mas L-aminoacidos generados mediante acido pirlvico como intermedio.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que dichos L-amino&cidos son uno o mas

aminodcidos seleccionados entre el grupo que consiste en L-acido glutamico, L-arginina, L-glutamina, L-prolina, L-
alanina, L-valina y L-lisina.

36



ES 2375650 T3

Avall {111}
SEQIDNO: " 1
sach
= e Cromosoma de
eres B. subtilis pHSG298
% SEQIDNCG: 2 T2ers pb
i Belll
Bam sach ?
/ lacZ'
Digestion con B
N . formacig amHI y Bgiy)
Digestion con Aval y formacién Ormacion de extremos romog,y
de extremos romos
Ligamiento
Smal (3414) _{
~ 4§ 5368

laezt 4

Ran 7
Smal (2630)

Figura 1

37



ES 2375650 T3

EQID NG 3 | S
Banil

& Banll
\ xo SEQDNO: 4

’ pBSﬁ e Sl ‘ / pBE3 KXo’
{" sEQIDNO: 8 ! _ ,
k 4483 pb Q K 4693 pp Smai
ac Ban il N ]
' Banil
SEQID NO: & ez 4a i
SEQI NG 3 SEQDDNG: 4SEQIDNG: B SEQIDNG: 8
o o -
SEQIDNC: 3 \/ SEQIDNG: 6
—- e -
2° PCR (1323 pb)
b o
i
Han 1l ! Ban X
¥ | N
] i — 4 Digestién con Ban |l
i
' 4
Digestion con Ban Il { @75 pb 3 g 875 pb, 3718 pb}
v

_L\///
_ i TacB

 Ligamiento

Figura 2

38



ES 2375650 T3

pBSAS

4653 pb ¥ sachB

Hdel (2071

Digestion con Ndel
Formacion de extremos romos

Y

lacZ’

kan_.4

Figura 3

39

DigestionconSmal, BamHI
Formacion de extremos romos

Ligamiento

sac8



ES 2375650 T3

SEQ 1D NO: 7 SEQ 1D HO:IS
o ' 1dh °fL .y
cromosoma 2258
A -~ _
SEQ (D NO: g complementario SEQ 1D MWO:10
,L. 1°PCR g"
SER 1D WOt
Mo

Digestion con Sall t

t Ligamiento

k|

& jdhss-1

Figura 4

40



digestion

ES 2375650 T3

SEQ 1D - NO:13 SI

ID NO:1b

—3 \_), cromosoma
?
“4 ach o

SEQ ID NO:l4 SEQ ID ND:18

3
—Ij\sia 1D NO:18

SEQ ID MO :1?

el l Xbal
Khal
g -
b . .Fragmento Aach
Digestion con
Xbal
Ligamiento
‘?’
A ach
Figura 5

pBS48:: Mach l

41



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

