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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccion por fermentacién de productos quimicos finos que contienen azufre

Es objeto del invento un nuevo procedimiento para la produccion por fermentacion de L-metionina, en cuyo caso se
aprovechan unas bacterias, en las que se expresan unas secuencias de nucleétidos, que codifican mutantes de la S-
adenosil-metionina sintasa (metK) (E.C.2.5.1.6); unas secuencias de nucledtidos, que codifican estos mutantes, asi
como los microorganismos recombinantes transformados con éstos, asi como nuevos mutantes de la metK con una
actividad enzimatica modificada.

Estado de la técnica

Unos productos quimicos finos que contienen azufre, tales como, por ejemplo, metionina, homocisteina, S-adenosil-
metionina, glutation, cisteina, biotina, tiamina y acido lipdnico, se producen en células por medio de procesos
metabolicos naturales, y se utilizan en muchos ramales industriales, inclusive las industrias alimentaria, de piensos,
cosmética y farmacéutica. Estas sustancias, que son designadas en comun como "productos quimicos finos que
contienen azufre", abarcan acidos organicos, aminoacidos tanto proteindbgenos como también no proteindgenos,
vitaminas y cofactores. Su produccion se efectia de la manera mas conveniente a gran escala mediante cultivacion
de unas bacterias, que habian sido desarrolladas para producir y segregar grandes cantidades de la sustancia
deseada en cada caso. Unos organismos especialmente adecuados para esta finalidad son las bacterias
corineformes gram positivas, no patdégenas.

Es conocido el hecho de que ciertos aminoacidos pueden ser producidos por fermentacién de cepas de bacterias
corineformes, en particular de Corynebacterium glutamicum. A causa de la gran importancia de esto, se esta
trabajando constantemente en el mejoramiento de los procedimientos de produccion. Ciertos mejoramientos de los
procedimientos pueden implicar a medidas técnicas de fermentacion, tales como por ejemplo las de agitacion y
abastecimiento con oxigeno, o a la composicion de los medios nutritivos, tal como por ejemplo la concentracion de
azucares durante la fermentacion, o al tratamiento para dar el producto, por ejemplo mediante una cromatografia
con intercambio de iones, o0 a las propiedades intrinsecas de rendimiento del microorganismo propiamente dicho.

A través de una seleccion de cepas se han desarrollado una serie de cepas mutantes, que producen una gama de
compuestos deseables escogidos entre la serie de los productos quimicos finos que contienen azufre. Para el
mejoramiento de las propiedades de rendimiento de estos microorganismos en lo que respecta a la produccion de
una determinada molécula, se utilizan métodos de mutagénesis, seleccion y eleccion de mutantes. No obstante, esto
constituye un procedimiento largo, tedioso y dificil. de esta manera se obtienen p.ej. unas cepas, que son resistentes
frente a ciertos antimetabolitos, tales como p.ej. los compuestos analogos a metionina a-metil-metionina, etionina,
norleucina, N-acetil-norleucina, S-trifluorometil-homocisteina, acido 2-amino-5-hepteno-carboxilico, seleno-
metionina, metionina-sulfoximina, metoxina, acido 1-amino-ciclopentano-carboxilico, o que son auxétrofas para
ciertos metabolitos importantes para regulacion, y producen productos quimicos finos que contienen azufre, tales
como p.ej. L-metionina.

Desde hace algunos afos se estan empleando asimismo unos métodos de la técnica de ADN recombinante para el
mejoramiento de las cepas, particularmente de cepas de Corynebacterium que producen L-aminoacidos,
amplificando genes individuales para la biosintesis de aminoacidos e investigando la repercusion sobre la
produccién de aminoacidos.

A partir del documento de solicitud de patente japonesa JP-A-06-020809 se conoce una secuencia de nucledtidos
para un gen que codifica S-adenosil-metionina procedente de Brevibacterium flavum MJ-233, que es una bacteria
corineforme. La correspondiente secuencia de aminoacidos abarca 412 aminoacidos. La proteina tiene, entre otros
lugares en las posiciones 24 y 94, en cada caso sendos restos de cisteina, que estan conservados en las
correspondientes enzimas de otras numerosas bacterias corineformes. La secuencia divulgada de aminoacidos
posee un segmento de secuencia caracteristico entre los radicales 137 y 154. La produccion de mutantes y la
utilizacion de éstos en el caso la produccion por fermentacion de productos quimicos finos que contienen azufre, no
se describen alli.

A partir del documento de solicitud de patente internacional WO-A-01/00843 se conoce un gen metK procedente de
C. glutamicum, que codifica una proteina con 407 aminoacidos y tiene una secuencia de acuerdo con la SEQ ID
NO:16.

Ciertos mejoramientos de la produccion por fermentacion de productos quimicos finos se correlacionan por regla
general con ciertos mejoramientos de los flujos de sustancias y de los rendimientos. En este contexto es importante
impedir o disminuir unas inhibiciones por productos intermedios o finales de importantes enzimas de sintesis.
Asimismo, es ventajoso impedir o disminuir fugas del flujo de carbono en productos indeseados o en productos
secundarios.
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Puede ser investigada la influencia de ciertos metabolitos del metabolismo sobre las actividades enzimaticas de
enzimas del metabolismo. Ejemplos de tales enzimas pueden ser metA, metB, metC, MetY, metH, metE, metF y
otras enzimas que participan en el metabolismo de microorganismos. Un importante producto del metabolismo de la
metionina y, por consiguiente, una esencial fuga, es la S-adenosil-metionina.

Al mismo tiempo, la S-adenosil-metionina es, no obstante, también una sustancia reguladora decisiva de la
biosintesis de metionina. Por ejemplo, se conoce el hecho de que la biosintesis de L-metionina en E. coli es inhibida
por la S-adenosil-metionina. La S-adenosil-metionina actta alli como un co-represor del represor metJ (Weissbach,
H. Brot, N. (1991) Mol Microbiol. 5 (7), 1593-1597).

La sintesis de la S-adenosil-metionina constituye al mismo tiempo una fuga esencial del producto valioso deseado L-
metionina. Por lo tanto, por varios motivos, es deseable disminuir la cantidad de la S-adenosil-metionina formada:

a) se aumentaria la cantidad de la L-metionina formada,
b) se disminuiria la represion de genes de la biosintesis de metionina y
c) se disminuiria la inhibicién por retroalimentacion (feedback) de enzimas de la biosintesis de metionina.

La supresion (delecion) del gen metK seria la via mas sencilla para impedir la formacion de S-adenosil-metionina. En
la cita de Wei, Y. y Newman, E. B. (2002) Mol. Microbiol. 43 (6), 1651-1656, el metK ha sido descrito, sin embargo,
como un gen esencial y parece descartarse por consiguiente para un experto en la especialidad como un punto de
partida para realizar una mejorada produccion por fermentacién de productos quimicos finos que contienen azufre,
en particular de L-metionina.

GROSSMANN K'Y COLABORADORES: en "Rapid cloning of metK encoding methionine adenosyltransferase from
Corynebacterium glutamicum by screening a genomic library on a high density colony-array" [Clonacién rapida de
metK, que codifica la metionina adenosil transferasa de Corynebacterium glutamicum, mediante escrutinio de una
biblioteca de genes en un conjunto de colonias de alta densidad], FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, tomo 193, n°
1, 1 de diciembre de 2000, paginas 99-103, divulgan tanto la secuencia de nucleétidos codificadora de metK
procedente de Corynebacterium glutamicum, como también la expresion de la misma en C. glutamicum. Sin
embargo, la secuencia de nucleétidos no codifica un polipéptido con una actividad disminuida de metK.

RECZKOWSKI R S Y COLABORADORES: en "Structural and functional roles of cysteine 90 and cysteine 240 in S-
adenosylmethionine synthetase" [Cometidos estructurales y funcionales de la cisteina 90 y de la cisteina 240 en la
S-adenosil-metionina sintasa], THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, tomo 270, n° 31, 4 de agosto de
1995, paginas 18484-18490, describen unos mutantes de metK con una actividad disminuida de metK, en las que la
Cys90, perteneciente a la secuencia parcial de aminoacidos GFDANSCA de metK de Escherichia coli, ha sido
reemplazada por Ala o Ser, al igual que para unos polinucleétidos y unas construcciones artificiales de expresion
que codifican C90A/S-MetK.

KASE H Y COLABORADORES: en "Isolation and characterization of S-adenosylmethionine-requiring mutants and
role of S-adenosylmethionine in the regulation of methionine biosynthesis in Corynebacterium glutamicum"
[Aislamiento y caracterizacion de mutantes que requieren S-adenosil-metionina y cometido de la S-adenosil-
metionina en la regulacion de la biosintesis de metionina en Corynebacterium glutamicum], AGR. BIOL. CHEM.,
tomo 39, n° 1, 1975, paginas 161-168, describen un procedimiento para la produccién aumentada por fermentacion
de L-metionina, que esta caracterizado por la fermentacion de un mutante de C. glutamicum con una actividad
disminuida de S-adenosil-metionina sintasa.

Breve descripcion del invento

El invento esta basado, por lo tanto, en la misién de poner a disposicién un nuevo procedimiento para la produccion
por fermentacién de L-metionina y los medios requeridos para ello.

El problema planteado por la misién arriba mencionada es resuelto de manera sorprendente mediante la puesta a
disposicion de un procedimiento para la produccién por fermentacion de L-metionina, que comprende la expresion
de una secuencia de nucledtidos de metK en una bacteria corineforme, codificando la secuencia de nucleétidos un
mutante de la S-adenosil-metionina sintasa, cuya actividad se ha disminuido frente a la de la enzima de tipo
silvestre. Por ejemplo, el mutante se deriva de la S-adenosil-metionina sintasa procedente de Corynebacterium
glutamicum y muestra, medida en Corynebacterium glutamicum, una actividad mas pequefa que la de la enzima de
tipo silvestre.

Un primer objeto del invento se refiere a un procedimiento para la produccion por fermentacion de L-metionina, que
comprende las siguientes etapas:

a) fermentacion de un cultivo de bacterias corineformes, que produce L-metionina, siendo expresada en las
bacterias corineformes por lo menos una secuencia de nucleétidos, que codifica una proteina con una
actividad disminuida de adenosil-metionina sintasa (metK);
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b) enriquecimiento del producto quimico fino que contiene azufre en el medio y/o en las células de las
bacterias, y

c) aislamiento del producto quimico fino que contiene azufre, que comprende de manera preferida L-
metionina.

De acuerdo con una forma preferida de realizacion, la bacteria corineforme mutada posee ademas una actividad de
metY mejorada en comparacion con la de la enzima de tipo silvestre no mutada, y/o una cantidad aumentada de L-
metionina (p.ej. en g/l del caldo de fermentacion).

En el procedimiento conforme al invento, como secuencia codificadora de metK se utiliza en particular una
secuencia codificada de nucleétidos, que codifica una proteina con una actividad disminuida de metK, en la que se
ha reemplazado por lo menos un resto de cisteina de la proteina de tipo silvestre.

La secuencia codificadora de metK, codifica una proteina con actividad de metK, que tiene la siguiente secuencia
parcial de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO:23:

G(F/Y) (D/S) X*x*(s/T)X3*(G/A)V

en la que
X' y X° representan independientemente entre si un aminoacido arbitrario; y
X? representa un aminoacido distinto de Cys.

Se prefiere especialmente un procedimiento de acuerdo con la definicion dada mas arriba, en cuyo caso la
secuencia codificadora de metK codifica una proteina con actividad de metK, abarcando la proteina una secuencia
de aminoacidos de desde Met1 hasta Ala407 de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 o una secuencia de aminoacidos
homologa con respecto a ésta, que representa una proteina con una equivalencia funcional.

La secuencia codificadora de metK, empleada conforme al invento, abarca de manera preferida

una secuencia codificadora de acuerdo con la SEQ ID NO: 21 o una secuencia de nucleétidos homdloga con
respecto a ésta, que codifica una proteina con actividad de metK.

La secuencia codificadora de metK es un ADN o un ARN replicable en bacterias corineformes o integrado de
manera estable en el cromosoma.

De acuerdo con una forma de realizacién preferida, el procedimiento conforme al invento se lleva a cabo

a) empleando una cepa de bacterias transformada con un vector plasmidico, que lleva por lo menos una copia
de la secuencia codificadora de metK bajo el control de unas secuencias reguladoras, o

b) empleando una cepa, en la que se habia integrado la secuencia codificadora de metK en el cromosoma de
la bacteria.

Se prefieren especialmente unas cepas con la definicién arriba mencionada, en las que adicionalmente se habia
eliminado total o parcialmente la actividad de la enzima metK de tipo silvestre, tal como p.ej. mediante supresion
(delecidn) de la secuencia codificadora de la enzima de tipo silvestre.

Ademas puede ser deseable fermentar unas bacterias, en las que adicionalmente se ha reforzado por lo menos otro
gen de la ruta de biosintesis del deseado producto quimico fino que contiene azufre; y/o en las que se ha
desconectado por lo menos parcialmente una ruta metabdlica, que disminuye la formacién de L-metionina.

De acuerdo con otra forma de realizaciéon del procedimiento conforme al invento, se fermentan por lo tanto unas
bacterias corineformes, en las que se ha sobreexpresado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se
escogen entre

el gen lysC, que codifica una aspartato cinasa,

el gen asd, que codifica una asparato-semialdehido deshidrogenasa,
el gen gap, que codifica la glicerolaldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
el gen pgk, que codifica la 3-fosfoglicerato cinasa,

el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa,

el gen tpi, que codifica la triosafosfato isomerasa,

el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa,

el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa,

el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa,

el gen metH, que codifica la metionina sintasa,

el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa,

el gen metY, que codifica la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa,

el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa,
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14) el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa,
15) el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa,

16) el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa,

17) el gen cysK, que codifica la cisteina sintasa,

18) el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa.

De acuerdo con otra forma de realizaciéon del procedimiento conforme al invento se fermentan unas bacterias
corineformes, en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se escogen entre
genes de los conjuntos 1) hasta 18) arriba mencionados, de tal manera que las correspondientes proteinas,
comparadas con unas proteinas no mutadas, sean influidas en su actividad en una mas pequefia medida o no sean
influidas en absoluto por los metabolitos del metabolismo, y que no sea perjudicada en particular la produccion
conforme al invento de L-metionina, o de tal manera que sea aumentada su actividad enzimatica especifica.

De acuerdo con ofra forma de realizaciéon del procedimiento conforme al invento, se fermentan unas bacterias
corineformes, en las que se ha debilitado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, escogidos entre
19) el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa,
20) el genilvA, que codifica la treonina deshidratasa,
21) el gen thrC, que codifica la treonina sintasa,
22) el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa,
23) el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato carboxicinasa,
24) el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato isomerasa,
25) el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa,
26) el gen dapA, que codifica la dihidropicolinato sintasa,
27) el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa; o
28) el genlysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa,
en particular mediante disminucion de la tasa de expresion del correspondiente gen.

De acuerdo con otra forma adicional de realizacion del procedimiento conforme al invento, se fermentan unas
bacterias corineformes, en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes de los conjuntos
19) hasta 28) anteriores, de tal manera que la actividad enzimatica de la correspondiente proteina sea disminuida
parcial o totalmente.

De manera preferida, en el procedimiento conforme al invento se emplean unos microorganismos de la especie
Corynebacterium glutamicum.

Otro objeto del invento se refiere a un procedimiento para la produccion de un aditivo en piensos para animales que
contiene L-metionina a partir de caldos de fermentacion, el cual comprende las siguientes etapas
a) cultivacion y fermentacion de un microorganismo que produce L-metionina, con una actividad disminuida de
metK de acuerdo con la definicién arriba mencionada, en un medio de fermentacion;
b) eliminacién de agua a partir del caldo de fermentacion que contiene L-metionina;
c) eliminacién de la biomasa formada durante la fermentacion en una proporcion de 0 a 100 % en peso; y
d) desecacion del caldo de fermentacion obtenido de acuerdo con b) y/o c), con el fin de obtener el aditivo en
piensos para animales en la deseada forma de un polvo o granulado.

La descripcion se refiere ademas a unos polinucledtidos aislados, que codifican un polipéptido con una actividad
disminuida de metK de acuerdo con la definicion dada mas arriba; asi como a unos mutantes de metK con una
actividad disminuida, que son codificados por estos polinucleétidos.

Ademas, son un objeto de la descripcion unas bacterias corineformes recombinantes, que expresan un gen metK
mutado de acuerdo con la definicion dada mas arriba, y en particular aquellas bacterias corineformes recombinantes
que ya no expresan la enzima metK de tipo silvestre.

Las bacterias corineformes recombinantes muestran, en comparacion con la correspondiente cepa de tipo silvestre,
por lo menos una de las siguientes caracteristicas:

a) un mas pequefio titulo intracelular de S-adenosil-metionina,

b) una mas pequefia concentracion intracelular de la S-adenosil-metionina sintasa, o

c) una actividad mas pequefia de la S-adenosil-metionina sintasa, determinada con ayuda de la tasa de

formacion de S-adenosil-metionina;

y adicionalmente de manera eventual por lo menos una de las siguientes caracteristicas:

d) una actividad mejorada de metY, o

e) una cantidad aumentada de L-metionina.
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Descripcion detallada del invento

a) Conceptos generales

Como proteinas con la actividad biolégica de la "S-adenosil-metionina sintasa", que se menciona de manera
abreviada también como metK (E.C.2.5.1.6), se designan aquellas proteinas, que estan en situacion de convertir
quimicamente a la L-metionina y al ATP en S-adenosil-metionina. Para un experto en la especialidad son conocidos
otros detalles de la proteina metK. La actividad enzimatica de metK se puede detectar mediante ensayos
enzimaticos, unas prescripciones para ello se encuentran en la cita de: Markham, G.D. y colaboradores (1983)
Methods in Enzymology 94:219-222.

Dentro del marco del presente invento, los conceptos de "L-metionina" y "metionina" abarcan también a las
correspondientes sales, tales como p.ej. el hidrocloruro de metionina o el sulfato de metionina.

El concepto de "polinucledtidos" designa por lo general a polirribonucleétidos (ARN) y a polidesoxirribonucleétidos
(ADN), pudiéndose tratar de unos ARN o ADN no modificados o de unos ARN o ADN modificados.

Por el concepto de "polipéptidos" se entienden conforme al invento péptidos o proteinas, que contienen dos o mas
aminoacidos unidos a través de enlaces peptidicos.

El concepto de "metabolito del metabolismo" designa a unos compuestos quimicos, que se presentan en el
metabolismo de organismos como productos intermedios o también finales y que, junto a su propiedad como
eslabones quimicos, también pueden tener un efecto modulador sobre ciertas enzimas y sobre su actividad
catalitica. En este caso, a partir de la bibliografia es conocido el hecho de que tales metabolitos del metabolismo
pueden actuar sobre la actividad de ciertas enzimas, tanto inhibiéndola como también estimulandola (Biochemistry,
Stryer, Lubert, 1995 W. H. Freeman & Company, Nueva York, Nueva York). En la bibliografia se ha descrito también
que, mediante ciertas medidas técnicas, tales como una mutacion del ADN gendmico mediante radiacion UV
(ultravioleta), radiacion ionizante o sustancias mutagenas y una subsiguiente seleccion en cuanto a determinados
fenotipos, es posible producir en organismos unas enzimas tales, en las que se habia modificado la influencia por
medio de metabolitos del metabolismo (Sahm H., Eggeling L., de Graaf A. A. Biological Chemistry 381 (9-10):899-
910, 2000; Eikmanns BJ., Eggeling L., Sahm H., Antonie van Leeuwenhoek. 64:145-63, 1993-94). Estas propiedades
modificadas se pueden conseguir también mediante unas medidas técnicas deliberadas. En este contexto, es
conocido para un experto en la especialidad el hecho de modificar en genes para enzimas también deliberadamente
a determinados nucleétidos del ADN que codifica la proteina, de tal manera que la proteina resultante a partir de la
secuencia expresada de ADN tenga unas determinadas propiedades nuevas. Asi, por ejemplo, se puede conseguir
que el efecto modulador de metabolitos del metabolismo sea modificado frente al de la proteina no modificada. Las
enzimas pueden ser influidas en su actividad también de tal manera que se llegue a una disminucién de la velocidad
de reaccion, o a una modificacion de la afinidad frente a la del substrato.

Los conceptos de "expresar" o respectivamente "reforzamiento" o "sobreexpresién" describen, dentro del contexto
del invento, la produccién o respectivamente el aumento de la actividad intracelular de una o varias enzimas en un
microorganismo, que es/son codificada(s) por el correspondiente ADN. Para esto, se puede, por ejemplo, incorporar
un gen en un organismo, reemplazar un gen presente por otro gen distinto, aumentar el nimero de copias del gen o
respectivamente de los genes, utilizar un promotor fuerte o utilizar un gen, que codifica una correspondiente enzima
con una alta actividad, y eventualmente se pueden combinar estas medidas técnicas.

Los conceptos de "debilitar" y "disminuir" describen, dentro del contexto del invento, el debilitamiento o la
disminucion de la actividad intracelular de una o varias enzimas en un microorganismo, que es/son codificada(s) por
el correspondiente ADN. Para esto, se puede, por ejemplo, suprimir un gen en un organismo, reemplazar un gen
presente por otro gen distinto, disminuir el nimero de copias de un transcrito del gen o respectivamente de los
genes, utilizar un promotor débil o utilizar un gen, que codifica una correspondiente enzima con una actividad mas
baja, y eventualmente se pueden combinar estas medidas técnicas.

La "actividad disminuida" de un mutante conforme al invento de la S-adenosil-metionina sintasa o de un equivalente
funcional se puede determinar mediante la comparacién con la actividad de la S-adenosil-metionina sintasa natural,
tal como p.ej. la procedente de Corynebacterium glutamicum de tipo silvestre, ATCC 13032. de manera adecuada,
para esto se aportan unos plasmidos, que se replican en Corynebacterium glutamicum, y que llevan los genes para
mutantes de la S-adenosil-metionina sintasa, mediante transformacion p.ej. en el seno de Corynebacterium
glutamicum de tipo silvestre, ATCC 13032. Ademas, se introducen unos correspondientes plasmidos en
Corynebacterium glutamicum de tipo silvestre, ATCC 13032, que expresan la enzima de tipo silvestre S-adenosil-
metionina sintasa. Los transformantes de Corynebacterium glutamicum obtenidos de tal manera son cultivados en
medios apropiados y cosechados en la fase logaritmica del crecimiento con la misma DOggo (Densidad Optica a 600
nm). Después de esto, a partir de las células cosechadas de ambos transformantes se producen extractos de
proteinas, segun unos protocolos conocidos. Unas cantidades iguales de estos extractos de proteinas (después de
la determinacion de las proteinas) se emplean entonces en un ensayo de la S-adenosil-metionina sintasa segun
Markham, G.D. y colaboradores (1983) Methods in Enzymology 94: 219-222. La radiactividad de la S-adenosil-
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metionina formada se determina en un contador de escintilacion. Tomando en cuenta la actividad especifica de la L-
metionina radiactiva, asi como la cantidad empleada de proteinas, la tasa de la formaciéon de S-adenosil-metionina
se puede determinar a partir del aumento de la radiactividad incorporada por unidad de tiempo. Su unidad se
expresa como pmol de S-adenosil-metionina/min*mg de proteina. Esta tasa puede ser comparada entre la enzima
de tipo silvestre y la enzima mutante. Segun el mismo principio, partiendo de otras enzimas de tipo silvestre con una
actividad de S-adenosil-metionina sintasa, se pueden producir unos mutantes Utiles conformes al invento.

Una "actividad disminuida" conforme al invento se presenta en particular cuando la actividad especifica del mutante
haya disminuido hasta una actividad restante de aproximadamente 1 a 90 %, de manera preferida de 3 a 70 %, tal
como p.ej. de 5 a 10 % de la actividad del tipo silvestre.

b) Proteinas metK descritas

Las secuencias descritas de polinucleétidos codifican unas proteinas con una actividad modificada, en particular
disminuida, de S-adenosil-metionina sintasa, de acuerdo con la definicion arriba mencionada.

De manera preferida, los mutantes Utiles conformes al invento son accesibles por sustitucion de uno o varios restos
de cisteina conservados dentro de la secuencia de aminoacidos de la metK de bacterias gram positivas y/o gram
negativas, o en particular de bacterias corineformes. Los restos de cisteina conservados son faciimente
comprobables con ayuda de alineaciones de secuencias. Como ejemplos no restrictivos de restos Cys conservados
en S-adenosil-metionina sintasas procedentes de bacterias se han de mencionar los Cys24 y Cys94 de la enzima de
C. glutamicum, que se encuentran en un gran nimero de bacterias.

En un conjunto preferido de mutantes, los Cys24 y/o Cys94 (segun el metK procedente de C. glutamicum ATCC
13032) han sido reemplazados por un aminoacido distinto del Cys, de manera preferida por alanina, con lo que se
disminuye la actividad enzimatica del modo antes mencionado.

Unos "equivalentes funcionales" o compuestos analogos a los polipéptidos divulgados en concreto son dentro del
marco de la presente descripcion unos polipéptidos distintos de éstos, que siguen poseyendo la actividad bioldgica
deseada, tal como p.ej. una especificidad para un cierto substrato.

Por el concepto de "equivalentes funcionales" se entienden conforme al invento en particular unos mutantes, que en
por lo menos una de las posiciones antes mencionadas de la secuencia tienen un aminoacido distinto del
aminoacido mencionado en concreto, pero que poseen de todas formas una de las actividades biologicas arriba
mencionadas. El concepto de "equivalentes funcionales" abarca por consiguiente a los mutantes obtenibles por una
o varias adiciones, sustituciones, supresiones (deleciones) y/o inversiones de aminoacidos, pudiendo aparecer las
modificaciones mencionadas en cualquier posicion de la secuencia, siempre y cuando que ellas conduzcan a un
mutante con el perfil de propiedades conforme al invento. Una equivalencia funcional se presenta en particular
también cuando los modelos de reactividades entre un mutante y un polipéptido no modificado coincidan
cualitativamente, es decir que por ejemplo, los mismos substratos sean convertidos quimicamente con una diversa
velocidad.

Los "equivalentes funcionales" abarcan naturalmente también unos polipéptidos que son accesibles a partir de otros
organismos, asi como unas variantes que se presentan en la naturaleza. Por ejemplo, mediante una comparacién de
secuencias se pueden establecer unas zonas de regiones de secuencias homologas, y apoyandose en los
antecedentes concretos del invento, se pueden determinar unas enzimas equivalentes.

Los "equivalentes funcionales" abarcan asimismo unos fragmentos, de manera preferida dominios o motivos de
secuencias individuales, de los polipéptidos conformes al invento, que tienen p.gj. la funcion bioldgica deseada.

Son "equivalentes funcionales" ademas unas proteinas de fusién, que tienen una de las secuencias de polipéptidos
arriba mencionadas o unos equivalentes funcionales derivados de éstas, y por lo menos otra secuencia heterdloga,
funcionalmente distinta de éstas, en unién funcional por el extremo de N o C (es decir sin ningun perjuicio funcional
esencial reciproco de las partes de las proteinas de fusion). Unos ejemplos no limitativos de tales secuencias
heterdélogas son p.ej. péptidos de sefal, enzimas, inmunoglobulinas, antigenos superficiales, receptores o ligandos
de receptores.

Unos "equivalentes funcionales" abarcados conjuntamente conforme al invento, son unos homaélogos con respecto a
las proteinas concretamente divulgadas. Estos poseen por lo menos un 20 %, 30 % o aproximadamente un 40 %,
50 %, de manera preferida por lo menos aproximadamente un 60 %, 65 %, 70 % o 75 %, en particular por lo menos
un 85 % tal como p.ej. un 90 %, 95 % o 99 %, de homologia con respecto a una de las secuencias divulgadas
concretamente, calculado segun el algoritmo de Pearson y Lipman, Proc. Natl., Acad, Sci (USA) 85(8), 1988, 2444-
2448.

Los mutantes y analogos funcionales contienen la secuencia parcial caracteristica
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de acuerdo con la definicion arriba mencionada; representando X3 un aminoécido distinto de Cys, introducido
mediante mutacién, en particular alanina. x3 corresponde al Cys94 de la secuencia de metK de tipo silvestre de C.
glutamicum (SEQ ID NO:16). X* representa de manera preferida Ala, Glu, Asp, Asn o Arg; y X' representa de
manera preferida Gly, Cys, Ser o Ala.

Ciertos homoélogos de las proteinas o los polipéptidos que se han descrito pueden ser producidos mediante
mutagénesis, p.ej. mediante una mutacion puntual o un acortamiento de la proteina. El concepto de "homdlogo”, tal
como se utiliza aqui, se refiere a una forma variante de la proteina, que actia como un agonista o antagonista de la
actividad de la proteina.

Ciertos homdlogos de las proteinas descritas pueden ser identificados mediante escrutinio de bancos combinatorios
de mutantes, tales como p.ej. de mutantes por acortamiento. Por ejemplo, un banco variopinto de variantes de
proteinas se puede producir mediante una mutagénesis combinatoria en el plano de los acidos nucleicos, tal como
p.ej. mediante una ligacién enzimatica de una mezcla de oligonucledtidos sintéticos. Existe un gran ndmero de
procedimientos, que se pueden utilizar para la produccion de bancos de homoélogos potenciales a partir de una
secuencia degenerada de oligonucledtidos. La sintesis quimica de una secuencia degenerada de un gen se puede
llevar a cabo en un equipo automatico de sintesis de ADN, y el gen sintético se puede ligar entonces dentro de un
vector de expresion adecuado. La utilizacion de un conjunto degenerado de genes hace posible la puesta a
disposicion de todas las secuencias en una mezcla, que codifican el conjunto deseado de secuencias proteinicas
potenciales. Unos procedimientos para la sintesis de oligonucleétidos degenerados son conocidos para un experto
en la especialidad (p.ej. a partir de las citas de Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura y colaboradores (1984)
Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura y colaboradores, (1984) Science 198:1056.; Ike y colaboradores (1983) Nucleic
Acids Res. 11:477).

Adicionalmente, se pueden utilizar bancos de fragmentos del codén de proteinas, con el fin de producir una
poblacién variopinta de fragmentos de proteinas para el escrutinio y la subsiguiente seleccion de homélogos de una
proteina conforme al invento. En el caso de una forma de realizacién, se puede producir un banco de fragmentos
codificadores de secuencias por tratamiento de un fragmento bicatenario de PCR de una secuencia codificadora con
una nucleasa, en unas condiciones, bajo las que la rotura de una monocadena de ADN (en inglés "nicking") se
efectla aproximadamente sélo una vez por cada molécula, desnaturalizacion del ADN bicatenario, renaturalizacion
del ADN mediando formaciéon de un ADN bicatenario, que puede abarcar los pares de sentido/antisentido de
diferentes productos rotos de una monocadena de ADN, mediante eliminaciéon de segmentos monocatenarios a
partir de unos duplicados que se han formado de nuevas mediante tratamiento con una nucleasa S1 y ligacion del
resultante banco de fragmentos en un vector de expresion. Por medio de este procedimiento se puede deducir un
banco de expresion, que codifica unos fragmentos terminales de N y terminales de C e internos con diferentes
tamanos de la proteina conforme al invento.

Dentro del estado de la técnica se conocen varias técnicas para realizar la mutagénesis de genes: veanse las citas
de Coco, WM y colaboradores 2001. DNA shuffling method for generating highly recombined genes and evolved
enzymes [Método de barajadura de los ADN para generar genes altamente recombinados y enzimas desarrolladas].
Nature Biotechnol. 19:354-359; el documento de patente alemana de 19953854; de Leung DW y colaboradores
1989. A method for random mutagenesis of a defined DNA segment using a modified polymerase chain reaction [Un
método para la mutagenesis aleatoria de un segmento definido de ADN por uso de una modificada reaccién en
cadena de la polimerasa). Technique 1:11-15; de Stemmer WPC 1994. DNA shuffling by random fragmentation and
reassembly: in vitro recombination for molecular evolution [Barajadura de los ADN mediando fragmentacion y
reensamblaje aleatoria/o: recombinacion in vitro para la evolucion molecular]. Proc. Natl. Acad. Sci USA 91:10747-
10751; y documento de patente de los EE.UU. US 5811238. Estos procedimientos se pueden emplear para la
produccién de mutantes Utiles conformes al invento.

Dentro del estado de la técnica se conocen varias técnicas para realizar el escrutinio de productos génicos de
bancos combinatorios, que han sido producidos mediante mutaciones puntuales o acortamiento, y para el escrutinio
de bancos de ADNc (cromosomicos) en cuanto a productos génicos con una propiedad escogida. Estas técnicas se
pueden adaptar al escrutinio rapido de los bancos de genes, que han sido producidos por mutagénesis combinatoria
de homologos conformes al invento. Las técnicas mas frecuentemente utilizadas para el escrutinio de grandes
bancos de genes, que son sometidos a un analisis con un alto caudal de paso, abarcan la clonacién del banco de
genes en vectores de expresion replicables, la transformacion de las células adecuadas con el resultante banco de
vectores y la expresion de los genes combinatorios en unas condiciones, bajo las que la deteccion de la actividad
deseada facilita el aislamiento del vector, que codifica el gen, cuyo producto habia sido detectado. La mutagénesis
de conjunto recursivo (en inglés Recursive-Ensemble-Mutagenesis (REM)), que es una técnica que aumenta la
frecuencia de mutantes funcionales en los bancos, se puede utilizar en combinacién con los ensayos de escrutinio,
con el fin de identificar a ciertos homologos (Arkin y Yourvan (1992) PNAS 89:7811-7815; Delgrave y colaboradores
(1993) Protein Engineering 6(3):327-331.
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c) Polinucledtidos descritos

Asimismo, son objeto de la descripcion unas secuencias de acidos nucleicos (secuencias de ADN y ARN mono- y
bicatenarios, tales como p.ej. un ADNc (cromosémico) y un ARNm (mensajero)), que codifican una enzima metK y
sus equivalentes funcionales, que son accesibles p.ej. también mediando utilizacion de compuestos artificiales
analogos a nucleotidos.

La descripcion se refiere tanto a unas moléculas aisladas de acidos nucleicos, que codifican los polipéptidos o
respectivamente las proteinas que se han mencionado o unos segmentos biolégicamente activos de éstos/as, asi
como unos fragmentos de acidos nucleicos, que se pueden utilizar p.ej. como sondas de hibridacion o como
cebadores para la identificacion o amplificacion de acidos nucleicos codificadores conformes al invento.

Las moléculas descritas de acidos nucleicos pueden contener ademas unas secuencias no traducidas de los
extremos 3' y/o 5' de la region codificadora del gen.

Una molécula "aislada" de acido nucleico es separada con respecto de otras moléculas de acidos nucleicos, que
estan presentes en la fuente natural del acido nucleico y ella puede estar ademas esencialmente exenta de otro
material celular o medio de cultivo, cuando ella se produce por medio de técnicas recombinantes, o puede estar
exenta de compuestos precursores quimicos o de otros productos quimicos, cuando es sintetizada por via quimica.

La descripcion abarca ademas a las moléculas de acidos nucleicos complementarias con respecto a las secuencias
de nucledtidos concretamente descritas o a un segmento de éstas.

Las descritas secuencias de nucleotidos hacen posible la producciéon de sondas y cebadores, que son utilizables
para la identificacion y/o clonacidon de secuencias homologas en otros tipos de células y organismos. Tales sondas o
respectivamente cebadores abarcan habitualmente una region de secuencia de nucleédtidos, que se hibrida en
condiciones rigurosas con por lo menos aproximadamente 12, de manera preferida por lo menos aproximadamente
25, tal como p.ej. aproximadamente 40, 50 o 75 nucledtidos consecutivos de una cadena de sentido de una
secuencia de acido nucleico conforme al invento o de una correspondiente cadena de antisentido.

Otras secuencias descritas de acidos nucleicos se derivan de la SEQ ID NO:21 y se diferencian de ésta por adicion,
sustitucion, insercion o supresion (delecion) de nucledtidos individuales o de varios de ellos, pero siguen codificando
unos polipéptidos con el deseado perfil de propiedades. Estos pueden ser unos polinucleétidos, que son idénticos a
las secuencias arriba mencionadas en por lo menos aproximadamente un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 80 % o
90 %, de manera preferida en por lo menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de las posiciones
de la secuencia.

La descripcidon abarca también a las secuencias de acidos nucleicos que comprenden unas denominadas
mutaciones mudas, o que correspondientemente al aprovechamiento de codones de un organismo original o
anfitrién especial, han sido modificadas en comparacion con una secuencia mencionada en concreto, al igual que
unas variantes que se presentan en la naturaleza, tales como p.ej. variantes alélicas, de éstas. Asimismo son objeto
unas secuencias obtenibles mediante sustituciones conservadoras de nucleétidos (es decir, en las que el respectivo
aminoacido ha sido reemplazado por un aminoacido con la misma carga, tamafrio, polaridad y/o solubilidad).

Son objeto de la descripcion también las moléculas que se derivan mediante polimorfismos de las secuencias de los
acidos nucleicos concretamente divulgados. Estos polimorfismos genéticos pueden existir entre individuos dentro de
una poblacién a causa de la variacion natural. Estas variaciones naturales dan lugar usualmente a una varianza de
un 1 a5 % en la secuencia de nucledtidos de un gen.

Ademas, la descripcion abarca también unas secuencias de acidos nucleicos, que se hibridan con las secuencias
codificadoras arriba mencionadas o que son complementarias con respecto a éstas. Estos polinucleétidos se pueden
encontrar en el caso de un escrutinio a fondo de bancos genémicos o de ADNc y eventualmente multiplicar mediante
una PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) a partir de éstos con unos cebadores adecuados, y a continuacion
aislar, por ejemplo con unas sondas adecuadas. Otra posibilidad la ofrecen la transformacién de microorganismos
adecuados con los polinucledtidos o vectores, la multiplicacion (reproduccién) de los microorganismos y por
consiguiente de los polinucledtidos, y su subsiguiente aislamiento. Ademas de esto, los polinucledtidos se pueden
sintetizar también por via quimica.

Por la propiedad, de poderse "hibridar" con polinucleétidos, se entiende la capacidad de un poli- u oligonucleétido de
unirse en condiciones rigurosas a una secuencia casi complementaria, mientras que en estas condiciones no tienen
lugar unas uniones inespecificas entre participes no complementarios. Para este fin, las secuencias deberian ser
complementarias en un 70-100 %, de manera preferida en un 90-100 %. La propiedad de las secuencias
complementarias, de poder unirse especificamente unas con otras, se aprovecha por ejemplo en la técnica por
transferencia de borron Northern o Southern o en el caso de la union con cebadores en una PCR o RT-PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa). Usualmente, a este fin se emplean oligonucleétidos
con una longitud a partir de 30 pares de bases. Por el concepto de "en condiciones rigurosas" se entiende, por
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ejemplo, en la técnica por transferencia de borrén Northern, la utilizacion de una solucién de lavado con una
temperatura de 50 - 70°C, de manera preferida de 60 - 65°C, por ejemplo de un tampdn 0,1 x SSC con 0,1 % de
SDS (20 x SSC; NaCl 3 M), citrato de Na 0,3 M, valor del pH 7,0) para realizar la elucién de sondas de ADNc o de
oligonucledtidos hibridadas/os inespecificamente. En este caso, tal como se ha mencionado mas arriba, sélo
permanecen unidos unos con otros los acidos nucleicos que son complementarios en alta medida. El ajuste de unas
condiciones rigurosas es conocido para un experto en la especialidad y se ha descrito p.ej. en la cita de Ausubel y
colaboradores, Current Protocols in Molecular Biology [Protocolos Actuales en la Biologia Molecular], John Wiley &
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.

d) Aislamiento de los genes metK codificadores y de otros genes

Los genes metK, que codifican la enzima S-adenosil-metionina sintasa (EC 2.5.1.6), son aislables de un modo de
por si conocido.

Para el aislamiento de los genes metK o también de otros genes de otros organismos se establece primeramente un
banco de genes de este organismo en Escherichia coli (E. coli). El establecimiento de bancos de genes se ha
descrito detalladamente en unos libros de texto y manuales, que son conocidos por lo general. Como ejemplos de
ellos se mencionaran el libro de texto de Winnacker: Gene und Klone, Eine Einfihrung in die Gentechnologie [Genes
y clones, una introduccioén en la tecnologia genética] (Verlag Chemie, Weinheim, Alemania, 1990), o el manual de
Sambrook y colaboradores: Molecular Cloning, A Laboratory Manual [Clonaciéon molecular, un manual de laboratorio]
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un banco de genes muy conocido es el de la cepa W3110 K-12 de E.
coli, que fue establecido por Kohara y colaboradores (Cell 50, 495-508 (198))) en vectores A.

Para la produccion de un banco de genes en E. coli se pueden utilizar unos césmidos, tales como el vector
cosmidico SuperCos | (Wahl y colaboradores (1987), Proceedings of the National Academy of Sciences USA [Actas
de la Academia Nacional de Ciencias de los EE.UU.] 84: 2160-2164), pero también unos plasmidos, tales como el
pBR322 (Bolivar; Life Sciences. 25, 807-818 (1979)) o el pUC9 (Vieira y colaboradores, 1982, Gene, 19: 259-268).
Como anfitriones se adecuan en particular aquellas cepas de E. coli, que son defectuosas en cuanto a la restriccion
y la recombinacién. Un ejemplo de éstas es la cepa DH5amcr, que fue descrita por Grant y colaboradores
(Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 87 (1990) 4645-4649). Los largos fragmentos de ADN
clonados con ayuda de césmidos se pueden subclonar a continuaciéon por su parte en vectores habituales,
adecuados para la secuenciacion y a continuacion secuenciar, tal como se ha descrito p.ej. en la cita de Sanger y
colaboradores (Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 74: 5463-5461,
1977).

Las secuencias de ADN obtenidas pueden ser investigadas entonces con los algoritmos conocidos o
respectivamente con programas de analisis de secuencias, tales como p.ej. el de Staden (Nucleic Acids Research
(1986) 14, 217-232), el de Marck (Nucleic Acids Research (1988) 16, 1829-1836) o el programa GCG de Butler
(Methods of Biochemical Analysis (1998) 39, 74-97).

Unas instrucciones para la identificaciéon de secuencias de ADN mediante una hibridacioén las encontrara un experto
en la especialidad, entre otros lugares, en el manual "The DIG-System Users Guide for Filter Hybridization" [La guia
de los usuarios del sistema DIG para la hibridacién en filtros de la entidad Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim,
Alemania 1993) y en la cita de Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41:
255-260). Unas instrucciones para realizar la amplificacion de secuencias de ADN con ayuda de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) las encontrara un experto en la especialidad, entre otros lugares, en el manual de
Gait: Oligonukleotide synthesis: A Practical Approach [Sintesis de oligonucledtidos, un enfoque practico] (IRL Press,
Oxtord, GB, 1984) y en la cita de Newton y Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Alemania,
1994).

Ademas, es conocido que ciertas modificaciones junto a los terminales de N y/o de C de una proteina no pueden
perjudicar esencialmente a su funcion o incluso pueden estabilizarla. Unos datos acerca de esto los encontrara un
experto en la especialidad, entre otros lugares, en las citas de Ben-Bassat y colaboradores (1987) Journal of
Bacteriology 169: 751-757, de O'Regan y colaboradores (1989) Gene 77: 237-251, de Sahin-Toth y colaboradores
(1994) Protein Sciences 3: 240-247, y de Hochuli y colaboradores (1988) Biotechnology 6: 1321-1325, y en los
conocidos libros de texto de genética y biologia molecular.

e) Células anfitrionas utilizadas

Para el procedimiento conforme al invento se utilizan de manera preferida bacterias corineformes, cuya actividad de
metK disminuida es detectable a través de por lo menos una de las siguientes propiedades:

a) un titulo intracelular de S-adenosil-metionina mas pequefio en comparacioén con el de la cepa de tipo
silvestre;
b) una concentracion intracelular mas pequefia de la S-adenosil-metionina sintasa (menos cantidad de S-

adenosil-metionina sintasa, referida a la proteina total); o

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 383 888 T3

C) una actividad intracelular mas pequefia de S-adenosil-metionina sintasa (menos actividad enzimatica de S-
adenosil-metionina sintasa, referida al contenido de la proteina S-adenosil-metionina sintasa).

Todas estas propiedades son determinables de un modo sencillo por un experto en la especialidad, eventualmente
mediando aprovechamiento de la presente descripcion.

Otros objetos de la descripcién conciernen en particular a unos microorganismos que sirven como células
anfitrionas, en particular unas bacterias corineformes, que contienen un vector, en particular un vector pendulante o
un vector plasmidico, que lleva por lo menos un gen metK con la definicion conforme al invento, o en las que se
expresa un gen metK conforme al invento con una actividad disminuida.

Estos microorganismos pueden producir productos quimicos finos que contienen azufre, p.ej. L-metionina, a partir de
glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melaza, un almidén, una celulosa o a partir de glicerol y etanol. Ellos
son bacterias corineformes, en particular del género Corynebacterium. Dentro del género Corynebacterium se ha de
mencionar en particular la especie Corynebacterium glutamicum, que es conocida en el mundo especializado por su
capacidad de producir L-aminoacidos.

Como ejemplos de cepas adecuadas de bacterias corineformes se exponen las del género Corynebacterium, en
particular de la especie Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), tales como

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032,

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806,

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870,

Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,

Corynebacterium melassecola ATCC 17965

o)
las del género Brevibacterium, tales como
Brevibacterium flavum ATCC 14067
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 y
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020;

0 unas cepas derivadas de éstas, tales como
Corynebacterium glutamicum KFCC10065
Corynebacterium glutamicum ATCC21608

que producen asimismo L-metionina o su(s) compuesto(s) precursor(es). (KFCC = Korean Federation of Culture
Collection (Federacion Coreana de Colecciéon de Cultivos); ATCC = American Type Culture Collection (Coleccién
americana de cultivos tipo)

f) Realizacién de la fermentacién conforme al invento

Conforme al invento se comprobd que, después de una expresion de un gen metK conforme al invento, las bacterias
corineformes producen de un modo ventajoso L-metionina.

Con el fin de disminuir la actividad o cantidad de una enzima, p.ej. de la S-adenosil-metionina sintasa, metK, un
experto en la especialidad puede ejecutar diferentes medidas técnicas individualmente o en combinaciones.
Mediante una reduccion de la frecuencia de transcripcion del gen, que codifica la proteina conforme al invento, se
puede disminuir la concentracion de la correspondiente proteina. Esto lo puede conseguir un experto en la
especialidad mediante modificacion o intercambio de la regién promotora o de regulacion, asi como del sitio de
fijacion a ribosomas del gen codificador. Corriente abajo de la regién codificadora, un experto en la especialidad
puede modificar unos terminadores o introducir unas secuencias, que conducen a una estabilidad disminuida del
transcrito. Estas medidas que disminuyen la duracién de vida del ARNm, hacen posible disminuir la expresion de la
respectiva proteina y, por consiguiente, su concentracion.

En el plano de la enzima expresada, unas secuencias fusionadas pueden conducir a una tasa aumentada de
degradacion y por consiguiente asimismo a una disminucién de la concentracion de la proteina. Ademas, un experto
en la especialidad, mediante una mutagénesis deliberada o no dirigida del gen codificador, puede modificar la
actividad, la afinidad para el substrato y la especificidad para el substrato. Las enzimas pueden ser influidas en su
actividad por medio de mutaciones en los correspondientes genes de tal manera que se llegue a una disminucion
parcial o completa de la velocidad de reaccidon de la reaccion enzimatica. Ejemplos de tales mutaciones son
conocidos para un experto en la especialidad (Motoyama H. Yano H. Terasaki Y. Anazawa H. Applied &
Environmental Microbiology. 67:3064-70, 2001, Eikmanns BJ. Eggeling L Sahm H. Antonie van Leeuwenhoek.
64:145-63, 1993-94). Unos mutantes de la proteina pueden conducir también a una homo- o heteromultimerizacion
disminuida o impedida de complejos enzimaticos, y por ello, asimismo, a un empeoramiento de las propiedades
enzimaticas.
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Unos genes modificados de tal modo pueden presentarse integrados o bien en plasmidos o de manera preferida en
el cromosoma. En este caso, el gen original, no modificado de esta manera, puede estar todavia adicionalmente
presente, pero de manera preferida haber sido reemplazado por el gen modificado.

Con el fin de disminuir la actividad de una enzima, p.ej. de la S-adenosil-metionina sintasa (metK), medida en una
bacteria corineforme, puede ser suficiente expresar unos genes, que codifican unos equivalentes funcionales, tales
como unos mutantes producidos artificialmente o unos homoélogos naturales de otros organismos. En este caso, el
gen original puede estar todavia presente de manera adicional, pero preferiblemente puede ser reemplazado por el
gen modificado o el gen homdlogo.

Adicionalmente, para la produccion de L-metionina por fermentacion en bacterias corineformes puede ser ventajoso,
junto a una expresion de un gen metK conforme al invento, reforzar a una o varias enzimas de la respectiva ruta de
biosintesis, de la ruta metabdlica de la cisteina, de la sintesis de aspartato-semialdehido, de la glicolisis, de
reacciones anapleroticas, del metabolismo de pentosa y fosfato, del ciclo del acido citrico, o de la exportacion de
aminoacidos.

Asi, para la produccion de productos quimicos finos que contienen azufre, en particular de L-metionina, puede ser
reforzado uno o varios de los siguientes genes:

- el gen lysC, que codifica la aspartato cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 281),

- el gen asd, que codifica una asparato-semialdehido deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN
NO. 282),

- el gen gap, que codifica la glicerolaldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology
174: 6076-6086),

- el gen pgk, que codifica la 3-fosfoglicerato cinasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),

- el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),

- el gen tpi, que codifica la triosafosfato isomerasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),

- el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 725).

- el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3491),

- el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3061),

- el gen metH, que codifica la metionina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1663),

- el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1110),

- el gen metY, que codifica la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 726),
- el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO.
2379),

- el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 928)

- el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 334, SEQ de
ADN NO. 467, SEQ de ADN NO. 2767),

- el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2818),

- el gen cysK, que codifica la cisteina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2817),

- el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1306)

Asi, para la produccion de L-metionina en bacterias corineformes puede ser ventajoso mutar al mismo tiempo por lo
menos uno de los siguientes genes, de tal manera que las correspondientes proteinas, comparadas con unas
proteinas no mutadas, sean influidas en su actividad sélo en mas pequefia medida o no sean influidas por un
metabolito del metabolismo, o de tal manera que se aumente su actividad especifica:

- el gen lysC, que codifica la aspartato cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 281),

- el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),

- el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 725),

- el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3491),

- el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3061),

- el gen metH, que codifica la metionina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1663),

- el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1110),

- el gen metY, que codifica la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 726),
- el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO.
2379),

- el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 928)

- el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 334, SEQ de
ADN NO. 467, SEQ de ADN NO. 2767),

- el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2818),

- el gen cysK, que codifica la cisteina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2817),

- el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1306)
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Ademas, para la produccion de L-metionina puede ser ventajoso, adicionalmente a la expresion de uno de los genes
metK conformes al invento, debilitar a uno o varios de los siguientes genes, en particular disminuir su expresion o
desconectarlo(s):

- el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3453)

- el gen ilvA, que codifica la treonina deshidratasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2328)

- el gen thrC, que codifica la treonina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3486)

- el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; DNA-SEO NO.
3494)

- el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3157)
- el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato-6-isomerasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 950)

- el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2873)

- el gen dapA, que codifica la dihidropicolinato sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3476)

- el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3477)

- el gen lysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa (documento EP 1 108 790 A2; DNA- SEQ NO. 3451)

Ademas, para la produccion de L-metionina puede ser ventajoso, adicionalmente a la expresion de uno de los genes
de metK conformes al invento en bacterias corineformes, mutar al mismo tiempo por lo menos a uno de los
siguientes genes, de tal manera que la actividad enzimatica de la correspondiente proteina sea disminuida parcial o
totalmente:

- el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3453)

- el gen ilvA, que codifica la treonina deshidratasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2328)

- el gen thrC, que codifica la treonina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3486)

- el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; DNA-SEO NO.
3494)

- el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato-carboxicinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3157)
- el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato-6-isomerasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 950)

- el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2873)

- el gen dapA, que codifica la dihidropicolinato sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3476)

- el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3477)

- el gen lysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO.
3451)

Ademas, para la produccion de L-metionina puede ser ventajoso, junto a la expresion de un gen metK conforme al
invento, desconectar reacciones secundarias indeseadas (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Producing
Microorganisms" [Crianza de microorganismos que producen aminoacidos], en: Overproduction of Microbial Products
[Sobreproduccion de productos microbianos], Krumphanzl, Sikyta, Vanek (coordinadores de edicién), Academic
Press, Londres, GB (Gran Bretafia), 1982).

Para la consecuciéon de una sobreexpresion, un experto en la especialidad puede adoptar diferentes medidas
técnicas individualmente o en combinacion. Asi, se puede aumentar el nimero de copias de los correspondientes
genes, o se puede mutar a la region de promotor y de regulacion o al sitio de fijacion a cromosomas, que se
encuentra corriente arriba del gen estructural. De igual manera actian unos casetes de expresion, que son
incorporados corriente arriba del gen estructural. Mediante unos promotores inducibles es adicionalmente posible
aumentar la expresién en el transcurso de la producciéon por fermentacién de L-metionina. Por medio de unas
medidas técnicas para la prolongacion de la duracion de vida del ARNm se mejora asimismo la expresion. Ademas,
mediante la evitacion de la degradacion de la proteina enzimatica se refuerza asimismo la actividad enzimatica. Los
genes o las construcciones artificiales génicas pueden presentarse o bien en plasmidos con diferentes numeros de
copias o ser integrados/as y amplificados/as en un cromosoma. Alternativamente, se puede alcanzar ademas una
sobreexpresion de los correspondientes genes mediante una modificacién de la composicion de los medios y una
conduccion del cultivo.

Instrucciones acerca de esto las puede encontrar un experto en la especialidad, entre otros lugares, en las citas de
Martin y colaboradores (Biotechnology 5, 137-146 (1987)), de Guerrero y colaboradores (Gene 138, 35-41 (1994)),
de Tsuchiya y Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430 (1988)), de Eikmanns y colaboradores (Gene 102, 93-98
(1991)), en el documento EP 0472869, en el documento US 4.601.893, en las citas de Schwarzer y Puhler
(Biotechnology 9, 84-87 (1991), de Remscheid y colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60,126-132
(1994), de LaBarre y colaboradores (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), en el documento WO
96/15246, en la cita de Malumbres y colaboradores (Gene 134, 15-24 (1993)), en el documento JP-A-10-229891, en
las citas de Jensen y Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58,191-195 (1998)), de Makrides (Microbiological
Reviews 60:512-538 (1996) y en conocidos libros de texto de genética y biologia molecular.

Objeto del invento son, por lo tanto, también unas construcciones artificiales de expresion que, bajo el control

genético de secuencias reguladoras de acidos nucleicos, contienen una secuencia de acido nucleico, que codifica un
polipéptido ya mencionado; asi como unos vectores, que abarcan por lo menos una de estas construcciones
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artificiales de expresion. De manera preferida, tales construcciones artificiales abarcan, corriente arriba del extremo
5' de la respectiva secuencia codificadora, un promotor, y corriente abajo del extremo 3', una secuencia de
terminador, asi como eventualmente otros elementos reguladores usuales, y ciertamente unidos en cada caso
operativamente con la secuencia codificadora. Por el concepto de "unidon operativa" se entiende la disposicion
secuencial de un promotor, de una secuencia codificadora, de un terminador y eventualmente de otros elementos
reguladores, de tal manera que cada uno de los elementos reguladores pueda cumplir su funcién en el caso de la
expresion de la secuencia codificadora conforme a las estipulaciones. Ejemplos de secuencias que pueden ser
unidas operativamente son las secuencias de activacion asi como unos intensificadores y similares. Otros elementos
reguladores abarcan marcadores seleccionables, sefiales de amplificacion, origenes de la replicacién y similares.
Unas secuencias reguladoras adecuadas se han descrito p.€j. en la obra de Goeddel, Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology [Tecnologia de expresion de genes: Métodos en Enzimologia] 185, Academic Press, San
Diego, CA (1990).

Adicionalmente a las secuencias de regulacion artificiales, la secuencia de regulacion natural puede estar presente
todavia delante del gen estructural propiamente dicho. Mediante una modificacion genética, puede ser desconectada
eventualmente esta regulacion natural, y la expresién de los genes puede ser aumentada o disminuida. Sin
embargo, la construccion génica puede estar estructurada también de un modo mas sencillo, es decir que no se
inserte ninguna sefial adicional de regulacion delante del gen estructural y que no sea eliminado el promotor natural
con su regulacion. En lugar de esto, la secuencia de regulacién natural es mutada de tal manera que ya no tenga
lugar ninguna regulacion y que la expresion de los genes sea aumentada o disminuida. Las secuencias de acidos
nucleicos pueden estar contenidas en una o varias copias en la construccion artificial de gen.

Ejemplos de promotores Uutiles son: los promotores de ddh, amy, lysC, dapA, lysA procedentes de Corynebacterium
glutamicum, pero también unos promotores gram positivos, tales como los de SPO2, tal como se ha descrito en las
citas de Bacillus Subtilis and its Closest Relatives [Bacillus Subtilis y sus parientes mas préximos], Sonenshein,
Abraham L., Hoch, James A., Losick, Richard; ASM Press, Distrito de Columbia, Washington, y de Patek M.
Eikmanns BJ. Patek J. Sahm H. Microbiology. 142 1297-309, 1996, o sino también los promotores de cos, tac, trp,
tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac, laclq, T7, T5, T3, gal, trc, ara, SP6, I-PR- o |-PL, que encuentran uso ventajosamente en
bacterias gram negativas. Se prefiere también la utilizacion de promotores inducibles, tales como p.ej. unos
promotores inducibles por la luz y en particular por la temperatura, tal como el promotor de PP.. En principio se
pueden utilizar todos los promotores naturales con sus secuencias de regulacién. Ademas de esto, se pueden
utilizar ventajosamente también unos promotores sintéticos.

Las mencionadas secuencias reguladoras deben de hacer posible la expresion deliberada de las secuencias de
acidos nucleicos. Esto puede significar, por ejemplo, segun sea el organismo anfitrion, que el gen sea expresado o
sobreexpresado tan solo después de una induccion, o que sea expresado y/o sobreexpresado inmediatamente.

Las secuencias o respectivamente los factores reguladoras/es, de manera preferida, pueden influir en este caso
negativamente sobre la expresion y disminuirla de este modo. De esta manera, puede efectuarse un debilitamiento
en el plano de la transcripcion, por ser utilizadas unas débiles sefiales de transcripcion tales como de promotores y/o
intensificadores. Junto a esto, también es posible un debilitamiento de la traduccion, por ser disminuida por ejemplo
la estabilidad del ARNm.

Las secuencias o respectivamente los factores reguladoras/es, de manera preferida, pueden influir en este caso
positivamente sobre la expresion y aumentarla o disminuirla de este modo. De esta manera, se puede efectuar un
reforzamiento de los elementos reguladores de manera ventajosa en el plano de la transcripcion, por ser utilizadas
unas fuertes sefales de transcripcion tales como de promotores y/o intensificadores. Junto a esto, también es
posible un reforzamiento de la traduccion, por ser mejorada por ejemplo la estabilidad del ARNm.

La produccion de un casete de expresion se efectia mediante fusién de un promotor adecuado, de una adecuada
secuencia de Shine-Dalgarno con una secuencia de nucledtidos de metK asi como con una adecuada sefial de
terminacion. Para esto se utilizan unas habituales técnicas de recombinacion y clonacion, tales como las que se han
descrito por ejemplo en las citas de Current Protocols in Molecular Biology, 1993, John Wiley & Sons, Incorporated,
New York New York, PCR Methods [Métodos de PCR], Gelfand, David H., Innis, Michael A., Sinsky, John J. 1999,
Academic Press, Incorporated, California, San Diego, PCR Cloning Protocols [Protocolos de clonacién por PCR],
Methods in Molecular Biology Ser., tomo 192, 2% ed., Humana Press, New Jersey, Totowa. T. Maniatis. E.F. Fritsch y
J. Sambrook, Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1989) asi como en la cita de T.J. Silhavy, M.L. Berman y LW. Enquist, Experiments with Gene Fusions
[Experimentos con fusiones de genes], Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) y en la cita de
Ausubel, F.M. y colaboradores, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley
Interscience (1987).

La construccion artificial de acido nucleico recombinante o respectivamente la construccion artificial de gen es
insertada para realizar la expresidon en un organismo anfitrion adecuado, ventajosamente en un vector especifico
para un anfitrion, que hace posible una expresion 6ptima de los genes en el anfitrion. Unos vectores son bien
conocidos para un experto en la especialidad y se pueden deducir, por ejemplo, de "Cloning Vectors" (Vectores de
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clonacién) (Pouwels P. H. y colaboradores, coordinador de edicion, Elsevier, Amsterdam-Nueva York-Oxford, 1985).
Por el concepto de "vectores" se han de entender, aparte de plasmidos, también todos los otros vectores conocidos
para un experto en la especialidad, tales como, por ejemplo, fagos, transposones, elementos IS, fasmidos,
césmidos, y un ADN lineal o circular. Estos vectores se pueden replicar autdnomamente en el organismo anfitrion o
€n cromosomas.

Los descritos genes metK son expresados a modo de ejemplo con ayuda de plasmidos episdomicos. Como
plasmidos se adecuan aquéllos que son replicados en bacterias corineformes. Numerosos vectores plasmidicos
conocidos, tales como p.egj. el pZ1 (Menkel y colaboradores, Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-
554), el pEKEx1 (Eikmanns y colaboradores, Gene 102: 93-98 (1991)) o el pHS2-1 (Sonnen y colaboradores, Gene
107: 69-74 (1991)) se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Otros vectores plasmidicos, tales
como p.egj. el pCliIKEMCS, SEQ ID NO: 9, o los que se basan en el pCG4 (documento de patente de los EE.UU. US-
A 4.489.160) o el pNG2 (Serwold-Davis y colaboradores, FEMS Microbiology Letters 66,119-124 (1990)) o el pAG1
(documento US-A 5.158.891), pueden ser utilizados de igual manera.

Ademas, también se adecuan aquellos vectores plasmidicos con cuya ayuda se puede usar el procedimiento de la
amplificacion de genes mediante integracion en el cromosoma, tal como ha sido descrito por ejemplo por Remscheid
y colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132) (1994)) para realizar la duplicacion o
respectivamente la amplificacion del operdn de hom-thrB. En el caso de este método, el gen completo es clonado en
un vector plasmidico, que se puede replicar en un anfitrién (tipicamente en E. coli), pero no en C. glutamicum. Como
vectores entran en cuestion, por ejemplo, el pSUP301 (Simon y colaboradores, Bio/Technology 1,784-791 (1983)), el
pK18mob o el pK19mob {Schafer y colaboradores, Gene 145,69-73 (1994)), Bernard y colaboradores, Journal of
Molecular Biology, 234: 534-541 (1993)), el pEM1 (Schrumpf y colaboradores 1991, Journal of Bacteriology 173:
4510-4516) o el pBGS8 (Spratt y colaboradores, 1986, Gene 41: 337-342). Otros vectores plasmidicos tales como,
por ejemplo, el pCLIK5MCS integrativ sacB, SEQ 10 NO:12, se pueden utilizar de igual manera.

El vector plasmidico, que contiene el gen que debe de ser amplificado, se transfiere a continuacion mediante
transformacion a la cepa deseada de C. glutamicum. Unos métodos para la transformaciéon se han descrito, por
ejemplo, en las citas de Thierbach y colaboradores (Applied Microbiology and Biotechnology 29, 356-362 (1988)), de
Dunican y Shivnan {Biotechnology 7, 1067-1070 (1989)) y de Tauch y colaboradores (FEMS Microbiological Letters
123, 343-347 (1994)).

Los microorganismos se pueden cultivar de una manera continua o discontinua en el procedimiento batch
(cultivacion por tandas) o en el procedimiento fed batch (procedimiento de afluencia) o en el procedimiento fed batch
repeated (procedimiento de afluencia repetida) con el fin de efectuar la produccion de productos quimicos finos que
contienen azufre, en particular de L-metionina. Una recopilacion acerca de métodos conocidos de cultivacion se
encuentra en el libro de texto de Chmiel (BioprozeRtechnik 1. Einfihrung in die Bioverfahrenstechnik [Técnica de
bioprocesos 1. Introduccion en la técnica de los bioprocesos] (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en el libro
de texto de Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen [Biorreactores y disposiciones periféricas] (editorial
Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)).

El medio de cultivo que se ha de utilizar tiene que satisfacer de un modo adecuado los requisitos planteados por las
respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo de diversos microorganismos estan contenidas en el
manual "Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D. C.,
USA, 1981).

Estos medios empleables conforme al invento abarcan habitualmente una o varias fuentes de carbono, fuentes de
nitrégeno, sales inorganicas, vitaminas y/o elementos trazas.

Unas preferidas fuentes de carbono son azucares, tales como mono-, di- o polisacaridos. También son unas muy
buenas fuentes de carbono, por ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribulosa, lactosa,
maltosa, sacarosa, rafinosa, un almidén o una celulosa. También se pueden afadir azlcares a los medios a través
de compuestos complejos, tales como melazas, u otros productos secundarios de la refinacion de aziucares. Puede
ser también ventajoso afiadir mezclas de diferentes fuentes de carbono. Otras posibles fuentes de carbono son
aceites y grasas tales como p.ej. aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y aceite de coco, acidos
grasos tales como p.ej. acido palmitico, acido estearico o acido linoleico, alcoholes tales como p.ej glicerol, metanol
o etanol, y acidos organicos tales como p.ej. acido acético o acido lactico.

Son fuentes de nitrégeno habitualmente unos compuestos nitrogenados organicos o inorganicos o unos materiales
que contienen estos compuestos. Unas fuentes de nitrdgeno dadas como ejemplos comprenden amoniaco gaseoso
o sales de amonio, tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio o
nitrato de amonio, nitratos, urea, aminoacidos o fuentes complejas de nitrégeno, tales como agua de maceracion de
maiz, harina de soja, una proteina de soja, un extracto de levadura, un extracto de carne y otros. Las fuentes de
nitrégeno se pueden utilizar individualmente o como una mezcla.
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Los compuestos salinos inorganicos, que pueden estar contenidos en los medios, abarcan las sales de cloruro,
fosfato o sulfato con calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, zinc, cobre y hierro.

Como fuente de azufre para la produccién de metionina se pueden utilizar compuestos inorganicos que contienen
azufre, tales como, por ejemplo, sulfatos, sulfitos, ditionitos, tetrationatos, tiosulfatos, sulfuros pero también
compuestos organicos de azufre, tales como mercaptanos vy tioles.

Como fuente de fésforo se pueden utilizar acido fosférico, dihidrogeno-fosfato de potasio o hidrégeno-fosfato de
dipotasio, o bien las correspondientes sales que contienen sodio.

Se pueden afiadir agentes formadores de quelatos al medio, con el fin de mantener en solucién a los iones de
metales. Unos agentes formadores de quelatos especialmente adecuados abarcan dihidroxifenoles, tales como el
catecol o el protocatecuato, o acidos organicos, tales como acido citrico.

Los medios de fermentacién empleados conforme al invento contienen usualmente también otros factores de
crecimiento, tales como vitaminas o fomentadores del crecimiento, a los que pertenecen, por ejemplo, biotina,
riboflavina, tiamina, acido félico, acido nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales
proceden frecuentemente de complejos componentes de medios, tales como un extracto de levadura, melazas, agua
de maceracion de maiz y similares. Al medio de cultivo se le pueden afiadir ademas de esto unas compuestos
precursores adecuados. La composicion exacta de los compuestos de los medios depende en gran manera del
respectivo experimento y es decidida individualmente para cada caso especifico. Una informacion sobre la
optimizacion de los medios es obtenible a partir del manual "Applied Microbiol. Physiology. A Practical Approach”
(coordinadores de edicion P.M. Rhodes, P.F. Stanbury. IRL Press (1997) pagina 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Los
medios de crecimiento se pueden obtener también de oferentes comerciales, tales como el Standard 1 (de Merck) o
el BHI (acrénimo del inglés "Brain heart infusion” (Infusién de cerebro y corazén), de DIFCO) y similares.

Todos los componentes de los medios son esterilizados, o bien por calor (durante 20 min a 1,5 bares y 121°C) o por
filtracion en condiciones estériles. Los componentes se pueden esterilizar o bien conjuntamente o en caso necesario
también por separado. Todos los componentes de los medios pueden estar presentes al comienzo de la cultivaciéon
o se pueden anadir facultativamente de un modo continuo o por tandas.

La temperatura del cultivo se sitia normalmente entre 15°C y 45°C, de manera preferida en 25°C hasta 40°C y
puede ser mantenida constante o modificada durante el experimento. El valor del pH del medio deberia estar situado
en el intervalo de 5 a 8,5, de manera preferida en torno a 7,0. El valor del pH para la cultivacién se puede controlar
durante la cultivacion mediante una adicion de compuestos de caracter basico tales como hidroxido de sodio,
hidroxido de potasio, amoniaco o respectivamente agua amoniacal, o de compuestos de caracter acido tales como
acido fosférico o acido sulfurico. Para la represion del desarrollo de espuma se pueden emplear agentes
antiespumantes, tales como p.ej. ésteres poliglicélicos de acidos grasos. Para la conservacion de la estabilidad de
los plasmidos, se le pueden afadir al medio unas apropiadas sustancias que actian de un modo selectivo, por
ejemplo antibidticos. Con el fin de mantener unas condiciones aerobias, se introducen en el cultivo oxigeno o
mezclas gaseosas que contienen oxigeno, tales como por ejemplo aire del medio ambiente. La temperatura del
cultivo esta situada normalmente en 20°C hasta 45°C y de manera preferida en 25°C hasta 40°C. La cultivacién se
prosigue durante tanto tiempo hasta que se haya formado una cantidad maxima del producto deseado. Esta meta se
alcanza normalmente en el transcurso de 10 horas hasta 160 horas.

Los caldos de fermentacion que contienen L-metionina, obtenidos de esta manera, tienen usualmente una masa
seca de 7,5 a 25 % en peso.

Ademas de ello, también es ventajoso que la fermentacion sea llevada a cabo de un modo limitado en cuanto a los
azucares por lo menos al final, pero en particular en el transcurso de por lo menos un 30 % de la duracion de la
fermentacion. Esto quiere decir que durante este periodo de tiempo la concentracion de un azicar aprovechable en
el medio de fermentacion es mantenida en = 0 hasta 3 g/l, o respectivamente es disminuida.

El caldo de fermentacion es tratado ulteriormente a continuaciéon. Segun sean los requisitos, la biomasa se puede
eliminar total o parcialmente a partir del caldo de fermentacion mediante ciertos métodos de separacion, tales como
por ejemplo los de centrifugacion, filtracion, decantacién o una combinacion de éstos, o se puede dejar
completamente en este caldo.

A continuacién, el caldo de fermentacion se puede espesar o respectivamente concentrar con métodos conocidos,
tal como p.ej. con ayuda de un evaporador rotatorio, de un evaporador de capa fina o de un evaporador de pelicula
descendente, mediante 6smosis inversa o mediante nanofiltracion. Este caldo de fermentacién concentrado se
puede elaborar a continuacion mediante liofilizacion, desecacion por atomizacion, granulaciéon por atomizacion o
mediante procedimientos de otros tipos.

Pero también es posible purificar ulteriormente la L-metionina. Para esto, el caldo que contiene el producto, después
de la separacion de la biomasa, es sometido a una cromatografia con una resina adecuada, reteniéndose el

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 383 888 T3

producto deseado o las impurezas de manera total o parcial sobre la resina de cromatografia. Estas etapas de
cromatografia se pueden repetir en caso necesario, utilizandose las mismas resinas de cromatografia u otras
distintas. Un experto en la especialidad esta versado en la eleccion de las resinas de cromatografia que son
adecuadas y de su uso maximamente eficaz. El producto purificado se puede concentrar mediante filtracion o
ultrafiltracion y se puede mantener a una temperatura, en la que es maxima la estabilidad del producto.

La identidad y la pureza del/de los compuesto(s) aislado(s) se puede determinar mediante técnicas del estado de la
técnica. Estas abarcan la cromatografia de fase liquida de alto rendimiento (HPLC), procedimientos
espectroscopicos, procedimientos de tincion, la cromatografia en capa fina, NIRS (espectroscopia en el infrarrojo
proximo), ensayos enzimaticos o ensayos microbioldgicos. Estos procedimientos de analisis estan recopilados en las
citas de Patek y colaboradores (1994) Appl. Environ. Microbiol. 60:133-140; de Malakhova y colaboradores (1996)
Biotekhnologiya 11 27-32; y de Schmidt y colaboradores (1998) Bioprocess Engineer. 19:67-70, en la Ulmann's
Encyclopedia of Industrial Chemistry [Enciclopedia de Ulmann de la quimica Industrial] (1996) tomo A27, VCH:
Weinheim, paginas 89-90, paginas 521-540, paginas 540-547, paginas 559-566, 575-581 und paginas 581-587; de
Michal, G (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology [Rutas bioquimicas. un
atlas de bioquimica y biologia molecular], John Wiley and Sons; y de Fallon, A y colaboradores (1987) Applications
of HPLC in Biochemistry en: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology [Aplicaciones de una
HPLC en bioquimica en: Técnicas de laboratorio en bioquimica y biologia molecular], tomo 17.

El invento se describe seguidamente de manera mas detallada con ayuda de los siguientes Ejemplos, que no son
restrictivos:

La Figura 1 muestra los resultados de un ensayo radiactivo de metK, que se lleva a cabo con la enzima de tipo
silvestre (wt) o respectivamente con el mutante C94A.

Ejemplo 1
Produccién del vector pCLIKSMCS

En primer lugar se amplificaron la resistencia a ampicilina y el origen de la replicacion del vector pBR322 con los
cebadores de oligonucleétidos SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2 con ayuda de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

SEQ ID NO:1
5-CCCGGGATCCGCTAGCGGCGCGCCGGCCGGCCCGGTGTGAAATACCGCACAG-3!

SEQ ID NO:2
5-TCTAGACTCGAGCGGCCGCGGCCGGCCTTTAAATTGAAGACGAAAGGGCCTCG-3'

Junto a las secuencias complementarias con respecto al pBR322, el cebador de oligonucledtido SEQ ID NO:1
contiene en la direccion 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de restriccion Smal, BamHI, Nhel y Ascl, y el
cebador de oligonucledtido SEQ ID NO:2 contiene en la direccion 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de
restriccion Xbal, Xhol, Notl y Dral. La reaccién de PCR se llevd a cabo segun el método clasico de Innis y
colaboradores (PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications [Protocolos para la PCR, una guia de métodos

y aplicaciones], Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). El
fragmento de ADN obtenido, con un tamafio de aproximadamente 2,1 kb, se purificé con el estuche GFXTMPCR,
DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. Los extremos
romos del fragmento de ADN fueron ligados uno con otro con el estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche
Diagnostics, Mannheim) segun los datos del fabricante, y la tanda de ligacién se transformé segin métodos clasicos,
tal como se han descrito en la cita de Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor. (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una seleccién
de células portadoras de plasmidos se efectud por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene
ampicilina (50 pg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plasmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
segun los datos del fabricante, y comprobado a través de una digestion por restriccion. El plasmido asi obtenido
recibe el nombre pCLiK1.

Partiendo del plasmido pWLT1 (Liebl y colaboradores, 1992) como molde para una reaccién de PCR, un casete de
resistencia a kanamicina se amplificé con los cebadores de oligonucleétidos SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4.
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SEQ ID NO:3:
“GAGATCTAGACCCGGGGATCCGCTAGCGGGCTGCTAAAGGAAGCGGA-3'

SEQ ID NO:4:
5'-GAGAGGCGCGCCGCTAGCGTGGGCGAAGAACTCCAGCA-3

Junto a las secuencias complementarias con respecto al pWLT1, el cebador de oligonucleétido SEQ ID NO:3
contiene en la direccion 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de restriccion Xbal, Smal, BamHI, Nhel, y el
cebador de oligonucledtido SEQ ID NO:4 contiene en la direccion 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de
restriccion Ascl y Nhel. La reaccion de PCR se llevo a cabo segun el método clasico de Innis y colaboradores (PCR
Protocols. A Guide to Methods and Applications, Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de

Stratagene, La Jolla, EE.UU’\.A). El fragmento de ADN obtenido, con un tamafio de aproximadamente 1,3 kb, se
purificé con el estuche GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amers ham Pharmacia, Freiburg) segun
los datos del fabricante. El fragmento de ADN se cort6é con las endonucleasas de restriccion Xbal y Ascl (de New
England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y a continuacién de esto se purificé de nuevo con el estuche GFX™PCR, DNA
and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. El vector pCIliK1
fue cortado asimismo con las endonucleasas de restriccion Xbal y Ascl y desfosforilado con una fosfatasa alcalina (I
(de Roche Diagnostics, Mannheim)) segun los datos del fabricante. Después de una electroforesis en un gel de
agarosa al 0,8 %, el vector linealizado (con un tamafio de aproximadamente 2,1 kb) se aisl6 con el GFXTMPCR, DNA
and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. Este fragmento de
vector se ligé con el fragmento de PCR cortado con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche
Diagnostics, Mannheim) segun los datos del fabricante y la tanda de ligacion se transformo segin métodos clasicos,
tal como se han descrito en la cita de Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una seleccion
en cuanto a células portadoras de plasmidos se efectu6é por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que
contiene ampicilina (50 pg/ml) y kanamicina (20 pg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plasmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
segun los datos del fabricante y comprobado a través de una digestion por restriccion. El plasmido asi obtenido
recibe el nombre pCLiK2.

El vector PCLIK2 se corté con la endonucleasa de restriccion Dral (de New England Biolabs Beverly, EE.UU.).
Después de una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, un fragmento de vector con un tamafio de
aproximadamente 2,3 kb se aislé con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham
Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. Este fragmento de vector se volvié a ligar con ayuda del
estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) segun los datos del fabricante, y la tanda de
ligacion se transformoé segun métodos clasicos, tal como se han descrito en la cita de Sambrook y colaboradores
(Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue competentes
(de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una seleccién en cuanto a células portadoras de plasmidos se efectu6 por medio
de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 ug/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plasmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
segun los datos del fabricante y comprobado a través de una digestion por restriccion. El plasmido asi obtenido
recibe el nombre pCLiK3.

Partiendo del plasmido pWLQ2 (Liebl y colaboradores, 1992) como molde para una reaccion de PCR, el origen de la
replicacion de pHM1519 se amplificd con los cebadores de oligonucledtidos SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6.

SEQ ID NO:5:
5'-GAGAGGGCGGCCGCGCAAAGTCCCGCTTCGTGAA-3

SEQ ID NO:6: .
5'-GAGAGGGCGGCCGCTCAAGTCGGTCAAGCCACGC-3'

Junto a las secuencias complementarias con respecto al pWWLQ2, los cebadores de oligonucleétidos SEQ ID NO:5 y
SEQ ID NO:6 contienen unos sitios de corte para la endonucleasa de restriccion Notl. La reaccion de PCR se llevo a
cabo segun el método clasico de Innis y colaboradores (PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications,
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Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). EI fragmento de ADN
obtenido, con un tamafo de aproximadamente 2,7 kb, se purificd con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band
Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. El fragmento de ADN se corté
con la endonucleasa de restriccion Notl ‘\ﬁie New England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y a continuacién de esto se
purificé de nuevo con el estuche GFX" PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia,
Freiburg) segun los datos del fabricante. El vector pCIliK3 se corté asimismo con la endonucleasa de restriccion Notl
y se desfosforild con una fosfatasa alcalina (I (de Roche Diagnostics, Mannheim) segun los datos del fabricante.
Después de una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, el vector linealizado (con un tamafio de
aproximadamente 2,3 kb) se aislé con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham
Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. Este fragmento de vector se ligé con el fragmento PCR cortado
con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) segun los datos del fabricante, y
la tanda de ligacién se transformé segun métodos clasicos, tal como se han descrito en la cita de Sambrook y
colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue
competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una seleccion en cuanto a células portadoras de plasmidos se
efectudé por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 pg/ml) (Lennox, 1955,
Virology, 1:190).

El ADN de plasmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
segun los datos del fabricante y comprobado a través de una digestion por restriccion. El plasmido asi obtenido
recibe el nombre pCLiK5.

Para realizar la ampliacion del pCLiK5 con un sitio de clonaciéon multiple (MCS, acrénimo del inglés "multiple cloning
site") los dos oligonucledtidos sintéticos, que son amplisimamente complementarios, SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8,
que contienen sitios de corte para las endonucleasas de restriccion Swal, Xhol, Aatl, Apal, Asp718, Mlul, Ndel, Spel,
EcoRV, Sall, Clal, BamHI, Xbal y Smal, se reinen mediante un calentamiento en comin a 95°C y un lento
enfriamiento para dar un fragmento de ADN bicatenario.

SEQID NO:7
5-TCGAATTTAAATCTCGAGAGGCCTGACGTCGGGCCCGGTACCACGCGTCATATGACT

AGTTCGGACCTAGGGATATCGTCGACATCGATGCTCTTCTGCGTTAATTAACAATTGGG
ATCCTCTAGACCCGGGATTTAAAT-3

SEQ ID NO:8:
S-GATCATTTAAATCCCGGGTCTAGAGGATCCCAATTGTTAATTAACGCAGAAGAGCATC
GATGTCGACGATATCCCTAGGTCCGAACTAGTCATATGACGCGTGGTACCGGGCCCGA
CGTCAGGCCTCTCGAGATTTAAAT-3

El vector pCLiK5 se corté con las endonucleasas de restriccion Xhol y BamHI (de New England Biolabs, Beverly,
EE.UU.) y se desfosforilé con una fosfatasa alcalina (I (de Roche Diagnostics, Mannheim)) segun los datos del
fabricante. Después de una electroforesis en un gel de z':\llgarosa al 0,8 %, el vector linealizado (con un tamafio de
aproximadamente 5,0 kb) se aislé con el estuche GFX" PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham
Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. Este fragmento de vector se ligé con el fragmento de PCR
cortado con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) segun los datos del
fabricante y la tanda de ligacion se transformé seguin métodos clasicos, tal como se han descrito en la cita de
Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de
E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una seleccion en cuanto a células portadoras de
plasmidos se efectué por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 pg/ml)
(Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plasmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
segun los datos del fabricante y comprobado a través de una digestion por restriccion. El plasmido asi obtenido
recibe el nombre pCLiIK5MCS.

Unas reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo segun Sanger y colaboradores (1977) Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 74:5463-5467. Las reacciones de secuenciacion se separaron y se evaluaron
con ayuda del equipo ABI Prism 377 (de PE Applied Biosystems, Weiterstadt).

El plasmido resultante pCLIK5MCS se expone como SEQ ID NO:9.
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Ejemplo 2
Produccion del vector pCLIKSMCS integrativ sacB

Partiendo del plasmido pk19mob (Schafer y colaboradores, Gene 145,69-73(1994) como molde para una reaccion
de PCR se amplificé el gen sacB de Bacillus subtilis con los cebadores de oligonucledtidos SEQ ID NO:10 y SEQ ID
NO:11.

SEQ ID NO:10:
5'-GAGAGCGGCCGCCGATCCTTTTTAACCCATCAC-3'

SEQ ID NO:11:
5'-AGGAGCGGCCGCCATCGGCATTTTCTTTTGCG-3'

Junto a las secuencias complementarias con respecto al pk19mobsac, los cebadores de oligonucledtidos SEQ ID
NO:10 y SEQ ID NO:11 contienen sitios de corte para la endonucleasa de restriccion Notl. La reaccion de PCR se
llevé a cabo segun el método clasico de Innis y colaboradores (PCR Protocols. A Guide to Methods and

Applications, Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de Stratagene, La Jolla, EE. UU) El
fragmento de ADN obtenido, con un tamafio de aproximadamente 1,9 kb, se purificé con el estuche GFX™PCR,
DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. El fragmento
de ADN se cortd con la endonucleasa de restr|c0|on Notl (de New England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y a
continuacion se purificé de nuevo con el estuche GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham
Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. El vector pCLIKSMCS se corté asimismo con la endonucleasa
de restriccion Notl y se desfosforildé con una fosfatasa alcalina (I (de Roche Diagnostics, Mannheim)) segun los datos
del fabricante. Después de una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, un fragmento de vector con un tamafio
de aproximadamente 2,4 kb se aislé con el estuche GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham
Pharmacia, Freiburg) segun los datos del fabricante. Este fragmento de vector se ligéc con el fragmento PCR
cortado con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) segun los datos del
fabricante y la tanda de ligacién se transformé seguin métodos clasicos, tal como se han descrito en la cita de
Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de
E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una seleccion en cuanto a células portadoras de
plasmidos se efectué por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 pg/ml)
(Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plasmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
segun los datos del fabricante y comprobado a través de una digestion por restriccion. El plasmido asi obtenido
recibe el nombre pCLiIK5MCS integrativ sacB.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo segun Sanger y colaboradores (1977) Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 74:5463-5467. Las reacciones de secuenciacion se separaron y se evaluaron
con ayuda del equipo ABI Prism 377 (de PE Applied Biosystems, Weiterstadt).

El plasmido resultante pCLIMK5SMCS integrativ sacB se expone como SEQ ID NO:12.

Ejemplo 3
Aislamiento y clonacién del gen metK procedente de C. glutamicum

Se prepar6 un ADN cromosémico procedente de C. glutamicum ATCC 13032 segun la cita de Tauch y
colaboradores (1995) Plasmid 33:168-179 o de Eikmanns y colaboradores (1994) Microbiology 140:1817-1828. Se
sintetizaron los siguientes cebadores de oligonucleétidos partiendo de la secuencia de metK procedente de
Grof3mann y colaboradores (2000) FEMS Microbiology Letters 193:99-103:

SEQ ID NO:13
5-GAGAGCCCGGGAAGAAGGGCTGCGACCTCCTCAT -3

y
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SEQ ID NO:14
5'-CTCTCACGCGTCATATGCAGGTGAGGTAACCCCA -3

Segun los métodos clasicos de Innis y colaboradores (1990) PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications,
Academic Press, y mediando empleo de los cebadores de oligonucleétidos mencionados, asi como de la polimerasa
de Pfu Turbo (de la entidad Stratagene), se amplificé un fragmento de ADN de 1.640 pares de bases procedente del
ADN genoémico de C. glutamicum.

El fragmento se cortdé con las enzimas de restriccion Mlu | y Sma | (de Roche Diagnostics, Mannheim), que se
habian introducido a través del cebador de oligonucledtido para PCR, y se separd por electroforesis en gel. A
continuacion, el fragmento de ADN se purificé a partir de la agarosa con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band
Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg).

El vector pCLIKSMCS, SEQ ID NO:9 se cort6 asimismo con las enzimas de restriccion Sma |y Mlu | y se desfosforilo
con una fosfatasa alcalina | (de Roche Diagnostics, Mannheim) segun los datos del fabricante. El vector y el
fragmento de ADN se ligaron con la ligasa de ADN T4 (de Amersham Pharmacia, Freiburg) y se transformaron
segun métodos clasicos, tal como se han descrito en Sambrook y colaboradores (1989), Molecular Cloning. A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, en el seno de E.coli XL-1Blue (de la entidad Stratagene).

La produccion del ADN de plasmido se llevé a cabo segin unos métodos y con unos materiales de la entidad
Qiagen. Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo segun Sanger y colaboradores (1977) Proceedings of
the National Academy of Sciences USA 74:5463-5467. Las reacciones de secuenciacion se separaron y se
evaluaron con ayuda del equipo ABI Prism 377 (de PE Applied Biosystems, Weiterstadt).

El plasmido resultante pCLIKSMCS/metKwt se expone como SEQ ID NO:15.

Ejemplo 4
Mutagénesis del gen metK procedente de C. glutamicum

La mutagénesis dirigida del gen metK procedente de C. glutamicum se llevé a cabo con el estuche QuickChange Kit
(de la entidad Stratagene) y segun los datos del fabricante. La mutagénesis se llevd a cabo en el plasmido
pCLIK5SMCS/metKwt, SEQ ID NO:15. Para el intercambio de la cisteina 94 procedente de la SEQ ID NO:16 por
alanina 94 se sintetizaron los siguientes cebadores de oligonucleoétidos.

SEQ ID NO:17
5- GATTCGACGGACGCACCGCTGGCGTCTCAGTATCCATC -3'

SEQ ID NO:18
5-GATGGATACTGAGACGCCAGCGGTGCGTCCGTCGAATC -3

El empleo de estos cebadores de oligonucledtidos conduce en la SEQ ID NO:15 a un intercambio de los nucleétidos
en las posiciones 1.056 (de C por G) y 1.057 (de A por C). El intercambio resultante de aminoacidos Cys94Ala en el
gen metK fue confirmado después de la transformacién y de la preparacion del plasmido, mediante reacciones de
secuenciacion. El plasmido obtuvo la denominacién pCLIKSMCS/metKC94A y se expone como SEQ ID NO:19.

Ejemplo 5
Ensayo de la SAM sintasa (metK)

Unas cepas de C. glutamicum, que habian sido transformadas o bien con el plasmido pCLIKSMCS/metKwt, SEQ ID
NO:15, o con el plasmido pCLIKEMCS/metKC94A, SEQ ID NO:19, fueron cultivadas en un medio de BHI/glucosa (37
g/l del medio acabado Brain Heart Infusion, de la entidad Difco, (NH4)2SO4 10 mM, 4 % de glucosa) a 30°C hasta
llegar a una DOggp de 20. Las células se separaron por centrifugacion a 4°C y el sedimento se lavé con una solucion
fisioldgica enfriada de cloruro de sodio. Después de una centrifugacion renovada, se resuspendieron 0,25 g de un
sedimento humedo de células con 1 ml de un tampén de disgregacion (Tris 50 mM, de pH 7,5, MgCl, 10 mM, KCI 50
mM, DTT 1 mM) a 4°C. En un aparato Ribolyser de la entidad Hybaid y en tubitos azules de ribolisis de la entidad
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Hybaid y con un ajuste de la rotacion de 6,0, la suspension de bacterias se liso tres veces durante en cada caso 30
segundos. EL material lisado se clarific6 mediante una centrifugacion durante 45 minutos a 13.000 rpm en una
centrifugadora de Eppendorf y el material sobrenadante se diluyé a 1:10 con agua. El contenido de proteinas se
determiné segun Bradford, M. M. (1976) Anal. Biochem. 72:248-254.

La actividad enzimatica de la SAM sintasa se determin6 segin Markham, G.D. y colaboradores (1983) Methods in
Enzymology 94: 219-222 con las siguientes modificaciones.

Unas tandas de reaccion de 100 pl con Tris 100 mM, de pH 8,0, KCI 100 mM, MgCl; 20 mM, L-metionina 1,2 mM,
ATP 10 mM, 1 ul de 35S-L-metionina, correspondientemente a 15,15 uCi (de Amersham, SJ204, actividad especifica
1 Ci/umol) y H20 hasta 100 ml, se iniciaron con 100 ug de los respectivos materiales lisados de proteinas y se
incubaron a 37°C. En los momentos 0, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos se extrajeron 10 ul de partes alicuotas de la tanda
de reaccion y se detuvieron sobre hielo con 20 pyl de EDTA 50 mM.

30 pl de la mezcla de reaccion detenida se introdujeron en unidades de filtracion de fosfocelulosa (de la entidad
Pierce, n° 29520) y se separaron por centrifugacion a 6.000 rpm en una centrifugadora de Eppendorf durante 1
minuto. El filtro se lavd dos veces con 500 pl de acido fosférico 75 mM, y luego se introdujo en un tubito contador
con un liquido de escintilacién. La radiactividad de la S-adenosil-metionina formada se determind en un contador de
escintilacion (de la entidad Beckman).

Los resultados de las mediciones se representan en la Figura 1 adjunta.

Tomando en cuenta la actividad especifica de la L-metionina radiactiva asi como la cantidad empleada de proteinas,
la tasa de la formaciéon de S-adenosil-metionina se puede determinar a partir del aumento de la radiactividad
incorporada por unidad de tiempo. Su unidad se expresa como pmol de S-adenosil-metionina/min*mg de proteina.
Esta tasa se puede comparar entre la enzima de tipo silvestre y la enzima mutante.

Ejemplo 6
Determinacion del titulo celular de S-adenosil-metionina en C. glutamicum

Para realizar la determinacion del titulo celular de S-adenosil-metionina en cepas de C. glutamicum, que habian sido
transformadas o bien con pCLIKSMCS/metKwt (SEQ ID NO:15) o con pCLiIKSMCS/metKC94 (SEQ ID NO:19), se
procedio de la siguiente manera. Un sedimento celular obtenido tal como en el Ejemplo 5, que se habia lavado con
una solucioén fisiolégica enfriada con hielo de cloruro de sodio, se resuspendié con acido tricloroacético (200 pl de
TCA por 0,1 g de sedimento humedo). Después de 5 minutos sobre hielo, la suspension se clarifico a 4°C y a 13.000
rom durante 5 min en una centrifugadora de Eppendorf. El contenido de S-adenosil-metionina en el material
sobrenadante se determind mediante una HPLC (en una columna de intercambio de cationes lonospher 5C, 10 pl de
volumen de inyeccion; agente eluyente: 70 % vol/vol de formiato de amonio 0,2 M, de pH 4,0, 30 % vol/vol de
metanol; deteccion por UV a 260 nm; 40°C; periodo de tiempo de retencion 8,5 min).

Tabla 1. Titulo de S-adenosil-metionina

mg/|
ATCC 13032 + metK 73,94
ATCC 13032 + metK C94A 47,36

Ejemplo 7
Intercambio del gen metK wt en C. glutamicum por metK C94A

Para realizar el intercambio alélico del gen metK de tipo silvestre en C. glutamicum KFCC10065 por el mutante metK
C94A, en primer lugar la secuencia de metK C94A procedente de la SEQ ID NO:19 se cloné en pCLiIK5SMCS
integrativ sacB (SEQ ID NO:12). Para esto, el plasmido pCLIKEMCS/metKC94A (SEQ ID NO:19) se corté con las
endonucleasas de restriccion Bgl Il y Xho | (de la entidad NEB, Schwalbach). El fragmento obtenido, con un tamafio
de 1.962 pares de bases, se purificd tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. El vector pCLIK5MCS integrativ sacB
se cortdé asimismo con Bgl Il y Xhol y se purificé tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. El vector y el fragmento se
ligaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 3, y se transformaron en el seno de E.coli XL-1Blue. El plasmido se
purifico, y fue confirmado después de la secuenciacion. El plasmido pCLIKSMCS integrativ sacB/metKC94A obtenido
se expone como SEQ ID NO:20.

El plasmido pCLIKSMCS integrativ sacB/metKC94A se transformé en el seno de C. glutamicum KFCC10065
mediante una electroporacioén tal como se ha descrito por Liebl y colaboradores (1989) FEMS Microbiology Letters
53:299-303. Unas modificaciones del protocolo se han descrito en el documento DE 10046870. La disposicion
cromosomica del sitio (locus) de metK de unos transformantes individuales se comprobd con métodos clasicos por
transferencia de borron Southern y por hibridacién, tal como se ha descrito en la cita de Sambrook y colaboradores
(1989), Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor.
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De esta manera se aseguré que en el caso de los transformantes se trate de aquellos que contienen el plasmido
transformado integrado mediante una recombinacion homéloga en el sitio (locus) metK. Después del crecimiento de
tales colonias durante una noche en unos medios, que no contienen ningun antibiético, estos transformantes se
sembraron luego en placas en un medio de agar CM con sacarosa (sacarosa al 10 %) y se incubaron a 30°C
durante 24 horas.

Puesto que el gen sacB, que esta contenido en el vector pCLIKSMCS integrativ sacB/metKC94A, transforma a la
sacarosa en un producto téxico, sélo pueden crecer aquellas colonias que han suprimido el gen sacB mediante una
segunda etapa homdloga de recombinacion entre el gen metK de tipo silvestre y el gen metKC94A mutado. Durante
la recombinacion homéloga se puede suprimir o bien el gen de tipo silvestre, o el gen mutado en comun con el gen
sacB. Cuando el gen sacB se elimina en comun con el gen de tipo silvestre, resulta un transformante mutado.

Las colonias en crecimiento se entresacaron, se prepardé su ADN gendmico y el gen metK se analizé6 con dos
métodos. Por una parte, se aproveché el intercambio de dos nucleétidos, tal como se ha descrito en el Ejemplo 4.
Con ayuda de un cebador de oligonucleétido para PCR especifico, que puede diferenciar junto a su extremo 3' entre
ambos alelos, y un segundo cebador de oligonucleétido especifico para metK, se pudieron generar unos fragmentos
diagndsticos de PCR. Por otra parte, en el caso de aproximadamente 100 transformantes se secuencio el sitio
(locus) metK después de una amplificacion con cebadores de oligonucledtidos para PCR, que se fijan corriente
arriba o respectivamente corriente abajo de la mutacion. Se obtuvieron varios clones metK mutados. Un tal clon fue
designado como KFCC10065metKC94A. La secuencia de aminoacidos del mutante C94A corresponde a la SEQ ID
NO:22.

Ejemplo 8
Produccion de metionina con la cepa KFCC10065metKC94A

La cepa KFCC10065metKC94A producida en el Ejemplo 6 se cultivd sobre una placa de agar con un medio BHI (de
Difco) durante 2 dias a 30°C. Las células que habian crecido se suspendieron en una solucion salina desde la placa
de agar y se transfirieron al medio Il con una DO a 600 nm de 1,5. El medio |l tenia la siguiente composicion.

Medio IIA

0,6 g/l de KH2PO4

0,4 g/l de MgS04*7H,0
25 g/| de (NH4)2304

40 g/l de azucar en bruto
60 g/l melaza

El medio formulado de esta manera se ajusté con NHsOH a un pH de 7,8 y fue esterilizado a 120°C durante 30 min.

Medio 1IB:

0,3 mg/l de tiamina*HCI
1 mg/l de biotina

2 mg/l de FeSO,4

2 mg/l de MnSOq4

0,1 mg/l de vitamina B12

El medio 1IB fue formulado por separado, esterilizado mediante filtracion y afadido al medio IIA. Los dos
componentes lla y IIB establecen en comun el medio |I.

Del medio Il (= IIA+B) en un matraz Erlenmeyer con una capacidad de 100 ml y con 0,5 g de CaCOs esterilizado se
reunieron con células de la cepa arriba mencionada, y se incubaron durante 72 h en un aparato sacudidor orbital con
200 rpm a 30°C.

La metionina formada en el caldo de cultivo se determiné con ayuda del método de determinacion de aminoacidos
de Agilent en una HPLC Agilent 1100 Series LC system. Una derivatizaciéon en columna preliminar con orto-
ftalaldehido permite la cuantificacion de los aminoacidos formados, la separacion de la mezcla de aminoacidos tiene
lugar en una columna Hypersil AA (de Agilent).
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PROTOCOLO de SECUENCIAS
<110> BASF Aktiengesellschaft
<120> METK

<130> M/43138

<160> 23

<170> Patentln version 3.1
<210> 1

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 1
cccgggatce gctageggeg cgecggccgg ccoeggtgtga aataccgcac ag

<210> 2

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 2
tctagactcg ageggecgeg gocggocttt aaattgaaga cgaaagggce tcg

<210> 3

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 3
gagatctaga cccggggatc cgctagcoggg ctgctaaagg aagcgga

<210> 4
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<400> 4
gagaggcgcg ccgctagcgt gggcgaagaa ctccagca
<210>5
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

24

52

53

47
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<400> 5
gagagggcgyg ccgcgcaaag tcccocgettcg tgaa

<210>6

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 6
gagagggcgg ccgctcaagt cggtcaagec acgce

<210>7

<211> 140

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400>7

tcgaatttaa atctcgagag gcctgacgtc gggcccggta ccacgcgtca tatgactagt

tcggacctag ggatatcgtc gacatcgatg ctcttctgcg ttaattaaca attgggatcce

tctagacccg ggatttaaat

<210> 8
<211> 140
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 8
gatcatttaa atcccgggtc tagaggatcc caattgttaa ttaacgcaga agagcatcga

tgtcgacgat atccctaggt ccgaactagt catatgacge gtggtaccgg gecccgacgtc

aggcctctcg agatttaaat

<210>9
<211> 5091
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

25

34

34

60

120

140

60

120

140



<400>9
tcgatttaaa

cggacctagg
ctagacccgg
agteccgcaga
gaaaacgcaa
gactgggcgg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattgc
gcacaacaga
cecggttettt

gcgcggctat

tctcgagagg
gatatcgteg
gatttaaatce
aacggtgctg
gcgcaaagag
ttctatggac
agccctgcaa
caagatctga
acgcaggtte
caatcggctg
ttgtcaagac

cgtggctgge
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cctgacgtcg
acatcgatgc
getagegggce
acccecggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tcecggeeget
ctctgatgce
cgacctgtcc

cacgacgggc

ggcceoggtac
tcttectgegt
tgctaaagga
aatgtcagct
gcttgcagtg
ccggaattge
atggctttct
ggatgaggat
tgggtggaga
gccatgttec
ggtgcectga

gttccttgeg

26

cacgcgtcat
taattaacaa
agcggaacac
actgggctat
ggcttacatg
cagctggggc
tgccgccaag
cgtttecgecat
ggctattcgg
ggctgtcagce
atgaactgca

cagctgtget

atgactagtt
ttgggatecct
gtagaaagcc
ctggacaagg
gcgatagcta
gccetetggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgc
ggacgaggca

cgacgttgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



actgaagegg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctogocgocag
gtocgtgaccce
ggattcateg
acccgtgata
ggtatcgceg
tgagcgggac
atttcgattc
ccggctggat
gocgcgocggc
aggcgectett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtgge
ctcgtgcogcet
tcgggaageg
gttcgctcca
tccggtaact
geccactggta
tggtggeccta
ccagttacct
agcggtggrt
gatcctttga
attttggtca

ggcogogcaa

gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
cteoccgatte
tctggggtte
caccgcogcc
gatcctecag
cggccocggatyg
cocgocttocte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
toccataggot
gaaacccgac
ctcctgttce
tggcgcttte
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc

agtccogctt
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gctgoctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggcte
crtgctogccyg
gctgggtgtg
gcttggogge
gcagcogeato
gaaatgacecg
ttctatgaaa
cgcggggatc
tgaaataccg

gctcactgac

ggcggtaata
aggccagcaa
cocgcccoceocct
aggactataa
gaccctgeccg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagec
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc

cgtgaaaatt

ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgct
gaatgggctg
gecttetate
accaagcgac
ggttgggett
tecatgctgga
cacagatgcyg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccooccocgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatccg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga

ttcgtgocecge

27

cggggcagga
atgcaatgecg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgoccogacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
acocgcttect
goccoctteottga
goccaacctg
cggaatcgtt
gttcttegec
taaggagaaa
cggtogtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
dCaadaatcg
cgttteocccee
acctgtcege
atctcagttc
agcccgaccg
acttategec
gtgctacaga
gtatctgegc
gc dagacaaac
gaaaaaaaqg
acgaaaactc
tecttttaaa

gtgattttcc

tctecktgtca
gcggctgcat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctcec
cocgeottttee
agcgttgget
cgtgectttac
cgagttctte
ccatcacgag
ttcocgggacg
cacgctageg
ataccgecate
gctgeggega
ggataacgca
ggcegcegttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttctecect
ggtgtaggtc
ctgeogeoetta
actggcagca
gttettgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggccggccogce

gccaaaaact

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

12860

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24860



ttaacgaacg
gaatcatcag
gtcgatttaa
tcacgagact
ctggctgacg
atcagttgcg
gcaaaatatt
cacgccgagg
gaaattttgg
gcggtgeceg
aggacgtgte
agcgcacagg
gtgagcggta
aaaaatgact
tctgttogac
ccgogaatte
cgccagogct
ggttcaaaat
gtgcttgtee
aacccocgagyg
atcggocgtga
gccgcageag
accogogtte
ctoccgacgat
gatettatygg
caggagtttt
aaagcacttg
atcgacggcg
tttecgoccacg

accaagggte

ttcgttataa
ctatggatct
aaacggtgat
gggccagtge
agctgeogtge
cctactgcgg
gctcagatge
agctggagge
ccatggtogt
caggeatgac
agcogoogoca
cggcaagaag
actcacaggg
ctageoggatt
acccatcccg
ctogetcace
tggatcaaagqg
cgcttgeoeceg
tggacattga
tctacgcgat
atccactgag
gocatgagcag
tcggogekga
cccagccgta
aggttgcteg
ctagcggacg
ccacgcttga
tcecgtgtcet
ctttgactgt

atcgageecta
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tggtgtcatg
ctctgatgtce
cggatttttc
cgcgagcgac
tcggeocageg
tggcctgatt
gtgtcgtgec
ggctaggtcg

cacagagctyg
aaacatcgta
ccacctgcac
cgataagectg
cgtcggctaa
cacgagacat
agctcgeoget
tgggcagaga
accocggacac
gtgccagtat
tgtgcogage
tttggagcgo
cgggaaatgc
cccgaatatg
coaggeotitt
ccgctggeoat
catgatcktca
ggcacgtatc
agcaageoccotyg
ctggactgct
gggataccag

cgagegtgece

accttcacga
gcgcotggagt
cgagctoteg
ctagaaactc
cocaggaggac
cctoococggeo
gcagccagee
caaatggcgc
gaagcggcag
aatgcocgogt
cgaatoggca
cacgaatace
ccooccagtoo
tgacacaccg
gcgatcacgt
aaatttccag
ggagaaacac
gttgctctga
caccaggeeqg
tgggcacgce
cagcteoatet
cgccoctgetgg
tcacatagge
gcccagecaca
ggcacagaaa
gaagcggcaa
cogagogecy
ccagggegtg
ttaaaagcgg

tacaccgteg

28

cgaagtacta
ccgacgcoget
atacgacgga
tcgtggegga
gcacagtagt
ctgacceogog
gcgagogegc
tggaagtgeg
cgagaattat
ttegegtgee
gcagecgtege
tgaaaaatgt
aaacctggga
gcocbggaaat
ggctggacga
ggcagcaaga
ageococgaagtt
cgcacgcgca
gcgggaaaat
tggaaaaagc
ggctcattga
ctgcaacgac
tgagecgtgg
atcgecgtgga
aacctaaaaa
gaaaagccac
ctgaagcgtc
ccgocogtga
ctagtgagcy

ctcaggeggt

aaattggccc
cgatgctgoc
cgcgccagca
tcttgaggag
ggaggatgca
aggacggege
caacaaacgc
tccecegage
cgcgategtyg
gtggcecgococ
gcgtcgaaaa
tgaacgcccco
gaaagcgctc
tttccocgetga
gcgaagaccg
ccocgogactt
ataccgagtt
gcacgcagcc
cgagcacgta
gcococageottgg
tccggtgtat
cgaggaaatyg
ccactgcact
tegoctageot
acgotatgag
tgocggaagca
tggagagctg
tgagacggct
cctaaaagac

£ggaggaggc

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200

4260



10

15

20

25

30

cgtgagectg
agctacgteg
cogaggcgaa
tggaaagace
caacgacaag
gttgagggag
tcacgtcaga
cocgaaageott
tctctottgg
acaccatagg
caaagatctt
cctoccacoga
tggattctta
gogteggtge
<210> 10
<211> 33

<212> ADN

atctgoocgee
ctaaaggcca
aagctctggeo
caaacagtga
ctaggaaagc
agactggcte
ccgtgaatag
cccagtaaat
cctcoctttet
cagataacgt
caaagcecact
gttcgtgcac
ccgtggaaat

cgetggttge

<213> Secuencia artificial

<400> 10
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ggactgtgac
gecagteogto
cactatggga
gtacgcccga
taaaggaaat
gtggccgaca
agcacttaag
gtgccatcte
aggtcgggct
tccoccaccgyg
gcecgogactg
accoctatge

tcttcgcaaa

gettggetty

cgccagacgg
cctgctogte
agacgtggcg
gcacagogag
cgcttgacca
atcaatgaag
gtctgogggce
gtaggcagaa
gattgctctt
ctocgoctogt
ccttocgogaa
caagcttctt
aatecgteoece

accgacttga

gagagcggcc gccgatcett tttaacccat cac

<210> 11

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 11

aggagcggcc gccatcggca ttttettttg cg

<210> 12
<211> 4323

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

29

attggceogeyg
agacagagac
gtaaaaaggc
aaaaactage
ttgcaggttg
ctatgtctga
attgaacttec
aacggtteeceo
gaagctctct
aagcgeoacaa
gectbtgecec
tcaccctaaa

tgatcgecect

t:agcggccg

acgtgtgcge
gcagagccag
cgcagaacgec
taagtccagt
gtttatgact
atttagcgtg
cacgaggacg
cocgbagggte
aggggggcte
ggactgctce
goggaaattt
ttocgagagat
tgogacgttg

<

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040

5091

33

32



<400> 12
tcgagaggee

tatcgtcgac
tttaaatcge
cggtgctgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccoctgocaaag
agatctgatec
gcaggttcte
atcggcoctgeot
gtcaagaccg
tggctggcca
agggactggec
cctgoocgaga
goctacctgog
gaageococggte
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggccagco
gctgaagagc
cccgattoge
tggggttcga
cocgecgectt

tccteocageg

tgacgtcggg
atcgatgcte
tagcgggctg
cococggatgaa
agcaggtagc
caagecgaace
taaactggat
aagagacagg
cggcegettg
ctgatgecocge
acctgtcogg
cgacgggcogt
tgctattggg
aagtatccat
cattogacca
ttgtcgateca
ccaggckcaa
gcttgeegaa
tgggtgtggc
ttggcggega
agcgcatcgc
aatgaccgac
ctatgaaagg

cggggatcte
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cocoggtacca
ttctgegtta
ctaaaggaag
tgtcagetac
ttgecagtggg
ggaattgcca
ggctttcttg
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgtteccgg
tgecoctgaat
tccttgegea
cgaagtgeoeg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatectg
ggcgcgcatg
tatcatggtyg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatecge
caagcgacgc
ttgagcttecg

atgctggagt

cgocgtcatat
attaacaatt
Ccggaacacgt
tgggctatet
cttacatgge
gctggggege
cocgccaagga
tttogeatga
ctattecgget
ctgtcagoge
gaactgcagg
gctgtgeotog
gggcaggatc
gcaatgecgge
catcgcatcg
gacgaagagc
cccgacggoyg
gaaaatggcoe
caggacatag
cgcttocteg
cttcttgacg
ccaacctgce
gaatcgtttt

Lcttogeooca

30

gactagttcg
gggatcoctct
dgaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cctctggtaa
tctgatggeg
ttgaacaaga
atgactggge
aggggcgccc
acgaggcagec
acgttgtcac
tcctgtcate
ggctgecatac
agcgagcacg
atcaggggcet
aggatctogt
gctttectgg
cgttggctac
tgctttacgg
agttcttetg
atcacgagat
cogggacgeoc

cgctagcggc

gacctaggga
agaccocggga
tccgcagaaa
aaacgcaagce
ctgggeoggtt
ggttgggaag
caggggateca
tggattgcac
acaacagaca
ggttcktttt
gocggctateg
tgaagcggga
tcaccttget
gocttgateeg
tactcggatg
cgcgocagec
cgtgacccat
attcatcgac
cogbgatatt
tatcgececget
agegggacte
Ctcgattceca
ggctggatga

gcgecggecy

a0
120
180
240
A00
60
420
480
540
600
660
720
780
gao
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



gceooggtgryg
gettectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcoec
aacccgacag
cctgttcoga
gcgotttote
ctgggctgtyg
cgtettgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tetgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
cattttcttt
ctgacaacag
tgtttgtctg
ttegottgag
attttctaaca
acataaccaa
cgggagtcag
tcatctgtta
tegtetaget
ctttgcagaa
ttgttaaata
actaagtatt
cctgagctgt

cecgteaaaga

adataccgca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccecccctga
gactataaag
ccotgooget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctkt
tgcgtittita
atgtttteoctk
cgtagaatcc
gtacagcgaa
caaggoccagt
gcatgtaaat
tgaacaggta
ctgtgttaga
caatcatacc
gtttttgact
aagattectte
tgtggeckttt
agttgcctte

ttgatttata
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cagatgcgta
gctgogeteg
grtatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
cccocegttoag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccggo
tacgecgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
tttgttaact
gococtttgatg
tctgtttgtc
gtgtgagtaa
tttgttcagec
atcgttagac
ccatttgeoeog
tgcaatcagc
gagagcgccg
ttcttgacgg
gocttggtag
atcttctacg
atcgatgaac

atcctctaca

aggagaaaat

gtegttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttccocococtyg
ctgtoogoct
ctcagttcag
ccegaccegek
ttatcgccac
gctacagagt
atctgecgete
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaagg
gttaattgtec
ttcagecagga
atatagcttg
gtaaaggtta
ggcttgtatg
gtaatgccgt
ttcattttaa
ggtttcatca
ttctgeotaact
aagaatgatg
cecatocttcag
tagtgaggat
tgctgtacat

ccgttgatgt

31

accgcatcag
tgcggegage
ataacgcagqg
cogogttget
gctcaagtca
gaagctcoct
ttctceoctte
tgtaggtegt
gcgeocttate
tggecagcage
tcttgaagtyg
tgctgaagec
ccgotggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
coggecgegy
cttgttcaag
agctecggege
taatcacgac
catcgttagg
ggcocagttaa
caatcgtcat
agacgttege
cttttttcag
cagccgktgeg
tgecttttgeo
ttccagtgtt
ctctcagoge
tttgatacgt

tcaaagaget

gcgctocttec
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttite
gaggtggcega
cgtgogctck
gggaagcgtg
tcgectecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttacette
cggtggtttt
tectttgate
tttggtcatg
cegecatogg
gatgctgteot
aaacgttgat
attgtttcct
atcaagatcc
agaattagaa
ttttgatccg
gegttcaatt
tgtgtaatca
tetettateg
atagtatgct
tgottcaaatc
atggttgteg
ttttocogtea

gtctgatgce

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3p00

ioe0

31290

3lso

3240



10

15

20

25

gatacgttaa
gtgtagaata
gtttggtectt
ccagcgtttt
gatgtgteat
tagtttgcga
tttgcagaag
tLtorttger
gttteocttat
agcagtgcgg
gttocatgtet
gaagatggea
caaagtatac
ccgogegatt
attttcoctet
actaaaaaat
gcataaagtt
taatagtgaa

atec

<210> 13
<211> 34

<212> ADN

crtgtgcagt
aacggatttt
ttaggataga
toccagoctgte
cocgeattttt
cagtgcocgtc
agatattttt
gttcagggat
atggcttttg
tagtaaaggt
cCcCtttttat
agttagttac
actttgocoot
tacttttega
tttgtttgat
ctatctgttt
gccoctttttaa

cggcaggtat

<213> Secuencia artificial

<400> 13
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tgtcagtgtt
tccgtcagat
atcatttgca
aatagaagtt
aggatctoceg
agcgttttgt
aattgtggac
ttgcagcata
gttogtttcot
taatactgtt
gtactgtgtt
gcacaataaa
ttacacattt
cctcattcta
agaaaatcat
cttttecatte

tcacaattca

atgtgatggg

tgtttgcogt
gtaaatgtgg
tegaattigt
tocgocgactt
gctaatgcaa
aatggccagcoc
gaatcaaatt
tcatggcgtg
ttcgcaaacg
gocttgttteg
agcggtctge
aaaagaccta
taggtcttgc
ttagactcte
aaaaggatttc
tctgtatttt
gaaaatatca

ttaaaaagga

gagagccogg gaagaagggc tgogacctec teat

<210> 14
<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 14

ctctcacgocg tcatatgcag gtgaggtaac coca

32

datgtttacc
Cctgaacctga
cgectgkottt
tttgatagaa
agacgatgtg
tgtcccaaac
cagaaacttg
taatatggga
cttgagttgc
Caaacttttt
ttcttecage
aaatatgtaa
ctgotttate
gtttggattg
gocagactacg
ttatagttte
taatatcteca

tcggceggcceg

ggagaaatca
ccattcettgt
aaagacgcgg
catgtaaatc
gtagcegtga
gtccaggcoct
atatttttca
aatgcegtat
gcctockgee
gatgttcatc
cctoccoctgtee
ggggtgacgc
agtaacaaac
caactggtect
ggcctaaaga
tgttgcatgg
tttcactaaa

ctcgatttaa

3300

3360

3420

3480

3540

3s00

3660

3720

i7eo0

3B40

isoo

3980

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4323

34

34



10

<210> 15
<211> 6631

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 15
cgegtcatat

ggagcgggga
acttgagggc
cagtgegacce
gctcacggat
gcteogtoget
ttgogegtoc
cgatgttett
ccttaccgga
tocttgeggee
ggttgatcaa
cccaatcaat
cgtgctgggt
cgaaggtgac
cctgggtecag
cggttEcgtt
cttcttcaac
cctgggactg

cagaggagtt

gcaggtgagg
cgogggtett
tgcgogaagt
aaagtggccg
aattgctgct
caggecttee
aatggeogtat
tgctacccaa
gaatgctcca
ggtcagaceceo
cacggtgatec
gacgtgttcg
ggagatgaca
ctgggttttt
acgacgtgac
ggtggcgtag
gtcgocogttg
ctcaccgatg

gaatcegatt
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taaccccaaa
tgccatgaat
tcatcaacgc
taggcagcag
ggacgcaggt
ttgttggtgt
gcaacctgaa
cgcatggegt
ccaccatgge
gcatcaccea
tcaccggttg
cgcagtbggg
acggtatcea
cocgtotggac
agtcggtgeg
ccgaacatca
gtgcgggett
gatactgaga

ccgatgagct

agaggtaaaa
cegaagatac
ggtcgatagc
tgtcagecgta
caaagacctc
caaaggttte
cttcagegcg
atgcagcaga
gagccatgece
tggggccace
ccagatecete
tttoccaacca
ggtggctagg
gcaggtgagg
ccaacgogat
ggccctggte
cgtcggagtt
cgocacaggt

tgttgocggac

33

ccogogocac
tacatcagat
ctCcccaagga
gatcggacga
caacacggca
aacgtaaagt
atcagcaagg
goggtocacco
accgtaggta
cagaatgaag
aatgcctgog
tgcacggtca
gcggtcttac
aacgatgcco
aggaagaggc
gccagcacet
atccacgocg
gecgteegteg

taattgaggg

cgacttttca
ttttaggcca
aggtccaaat
agcagatcaa
gcctgaatet
ccgactggcot
cctgotgeoca
ttgcocttggat
tccacgatga
gaacctgaag
totttgatta
acttctgggt
gcatcgtatg
tctttacgaa
atgtactctt
gcgeggtegt
tcagcgattt
aatccaacck

atctctacgt

60

120

180

240

100

ie0

420

480

540

600

660

720

T80

B840

800

960

1020

1080

1140



aagecgctggt
ctgcgacgcg
catcacatat
cggttggctg
daCaaaaaacc
Ctttctagact
gctgocogtge
cttttgocea
cttcoccoggga
tecgoagaaa
aaacgcaagc
cbtgggoggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttret
goggcetateg
tgaagcocggga
tcaccttget
gettgatceog
tactocggatg
egegecageco
cgtgacccat
attcatcgac
cocgtgatatt
tatcgooget
agcgggactc
ttcgattcca

ggctggatga

acggaccteg
cgactgocgga
tttgtctgga
agccacaaat
aatatagacc
tcgegatacg
tccacatcga
aacactttgc
tttaaatcgc
cggtgctgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccctgcaaag
agatctgatc
gcaggttcte
atcggoctget
gtcaagaccg
tggctggeca
agggactgge
cctgocogaga
gctacctgec
gaagcoggtc
gaactgtteg
ggcgatgcocct
tgtggcogge
gctgaagagc
cccgattege
tggggttcga
cogocgectt

tcctococageg
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ccaacaacat
tctttbtcga
tgtcceteag
acccttcttt
aagctgteta
ccagtgoege
ctaccccacc
ccatgcecac
tagcgggetg
cccggatgaa
agcaggtagc
caagcgaacc
taaactggat
aagagacagg
cggcogettg
ctgatgcoge
acctgtocag
cgacgggcgt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatea
ccaggctcaa
geotrgoogaa
tgggtgtgge
Etggcggoga
agcgcatcoge
aatgaccgac
ctatgaaagg

cgagggatete

ggacgattcc
gcagcgogtc
ttacagatte
cgaagaagtt
aaactgcaat
gteoocaaatt
gtgagcatcc
ctcattacac
ctaaaggaag
tgtcagctac
ttgeagtggg
ggaattgcca
ggcttooteg
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgttccocgg
tgccocctgaat
toccttgogeca
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgcgcatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcgo
caagecgacgc
Etgggettcog

atgctggagt

34

ggtggtgace
caaaatggta
actggtgaac
gagaataaat
gtcagtggte
tgocgcagcaa
aaaatccage
atgaggaggt
cggaacacgt
tgggctatct
cttacatgge
gorggggacygc
ccgecaagga
tttegeatga
ctattoggeot
ctgtcagocgo
gaactgcagg
gctgtgctcg
gggcaggatc
gcaatgeogge
catcgcatog
gacgaagaqc
ccocgacggeg
gaaaatggceo
caggacatag
cgcttocteg
CrLtcttgacg
Ccaacctgeeo
gaatcgtttt

tettcgocea

acagtttceca
tecggaaatag
aaacggacgg
agtcttaaat
tagctggatt
cctbtegatttet
cctcattgtg
cgcagccctt
agaaagececag
ggacaaggga
gatagctaga
cctoctggtaa
tetgatggog
ttgaacaaga
atgactggge
aggggcgcococ
acgaggcagce
acgttgtcac
tcctgtcate
ggctgcatac
agcgagcacyg
atcaggggct
aggatcteogt
gottttetgg
cgttggctac
Egctttacag
agttcttectg
atcacgagat
cCcgggacgee

cgctagocggeo

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940



gcgooggocg
gogcotetece
gatatcaget
aaagaacatg
ggogtettte
gaggtggcga
cgtgcgectcet
gggaagcgtyg
tecgetecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttacctte
cggtggtEtt
tcctttgate
tetggtcatg
ccgcgcaaag
aacgaacgtt
atcatcagct
cgatttaaaa
acgagactgg
ggctgacgag
cagttgogoo
aaaatattgc
cgccgaggag
aattttggec
ggtgccogea
gacgtgtcag

cgcacaggcg

gcccggtgtg
gcttoctege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggetee
aacccgacag
cectgtteega
gcactttcte
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattageca
tacggetaca
ggaaaaagag
Ettgtttgeca
ttttctacgg
agattatcaa
tcoogottog
cgttataatg
atggatctct
acggtgateg
gccagtgeeg
ctgeogtgete
tactgeggtyg
tcagatgcgt
ctggaggcgg
atggtegtca
ggcatgacaa
egecgocace

gcaagaagcg
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aaataccgca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
geeecoctga
gactataaag
ccctgooget
atagctcacyg
tgcacgaacc
ccaaceceggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgc
aaaggatectt
tgaaaatttt
gtgtcatgac
ctgatgtege
gatttttecg
cgagegacct
ggocagogoco
gectgattee
gtcgtgoceocge
ctaggtcgca
cagagctgga
acatcgtaaa
acctgcaccg

ataagctgca

cagatgcgta
geegegeteg
grtatccaca
ggccaggaac
cgagecateac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
cccocgttocag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatcecgge
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
cgtgcegegt
cttcacgacyg
gctggagteoe
agctotogat
agaaacteote
Aggaggacgc
tcccoggoct
agccagccoge
aatggcgectyg
agcggcageg
tgccgogttt
aatcggcage

cgaatacctg

35

aggagaaaat
gtcgttogge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcoccoctyg
ctgtcogeoct
ctcagttcocgg
cocogaccgeot
ttategocac
gctacagagt
acctgocgete
aaacaaacca
adaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaagg
gatttteoge
aagtactaaa
gacgogeteg
acgacggacg
gtggcggatc
acagtagtgyg
gaccogogag
gagcgeogeoca
gaagtgegte
agaattatcg
cgtgtgeegt
agcgtogege

asaaatgttg

accgcatcag
tgcggogage
ataacgcagg
cocgogtbtact
gctcaagtca
gaagctcect
ttcteooctte
tgtaggtegt
gocgeocttatc
tggcagcagc
Ecttgaagtg
tgctgaagcce
cocgotggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
ccggcegegg
Caaaaacttt
attggeccoga
atgctgocogt
cgccagcatoc
ttgaggagct
aggatgcaat
gacggegege
acaaacgceca
coccgageoga
cgatcgtgge
ggccgocccag
gtcgaaaaag

aacgcceoogt

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3B40
3900
igeo0
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
45620

4580



gagcggtaac
aaatgactect
tgttcgacac
gogaatteoct
ccagocgeottg
ttcaaaatcg
gettgtectg
ccecgaggte
cggegtgaat
cgcagcaggco
cegegtttte
ccgacgateo
tcttatggag
ggagttttet
agcacttgeo
cgacggogte
tcgocacgct
caagggtecat
' tgagcctgat
ctacgteget
gaggcocgaaaa
gaaagaccca
acgacaagct
tgagggagag
acgtcagace
gaaagctLco
tctertggee
accataggca
aagatcttca

tccaccgagt

tcacagggcg
agcggattea
ccatcoccgag
cgctocacctg
gatcaaagac
cttgcocoggt
gacattgatg
tacgcgattt
ccactgagecg
atgagcagcc
ggcgctgacc
cagcogtace
gttgctocgca
agcggacggg
acgcttgaag
cgtgtectet
ttgactgtgyg
cgagcctacg
ctgccgcocgg
aaaggcocage
gectotggoca
aacagtgagt
aggaaagcta
actggctocgt
gtgaatagag
cagtaaatgt
tcetttctag
gataacgttc
aagccactgc

tcgtgocacac
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teggectaace
cgagacattg
ctcgogotgeo
ggcagagaaa
ccggacacgg
gccagtatgt
tgeecgageca
tggagcgctyg
ggaaatgcca
cgaatatgcg
aggcttttte
gctggcatgc
tgatctcagg
cacgtatcga
caagcctgce
ggactgeteoeo
gataccagtt
agegtgeeta
actgtgaccg
cagtcgteooe
ctatgggaag
acgoccegage
aaggaaatecg
ggcogacaat
cacttaaggt
gccatctogt
gtcgggctga
cccaccgget
cgogactgec

ccctatgeca

ceccagtcocaa
acacacoggc
gatcacgtgg
attteccaggg
agaaacacag
tgctcectgacg
ccaggeoegge
ggcacgcctyg
gctcatcoctgg
cctgoctgget
acataggectg
ccagcacaat
cacagaaaaa
agcggcaaga
gagcgccgot
agggcgtgec
aaaagcggct
caccgtoget
ccagacggat
tgctogtecag
acgtggeggt
acagcgagaa
cttgaccatt
caatgaagct
ctgogggcat
aggcagaaaa
tcgoctcttga
cgcctogtaa
ttcgocgaage

agetteottte

36

acctgggaga
ctggaaattt
ctggacgagce
cagcaagacc
ccgaagttat
cacgcgceage
gggaaaatcg
gaaaaagcgc
ctecattgate
gcaacgaccg
agcegtggece
cgcgtggatce
cctaaaaaac
aaagccactyg
gaagcgtctyg
gccogtgatg
ggtgagcgeoc
caggcggtcg
tggccocgegac
acagagacgc
ddaaaggcocg
aaactagcta
gcaggttggt
actgtctgaat
tgaacttcca
cggttcocceoco
agctctctag
gcgcacaagg
cttgcocococoge

accctaaaktt

aagcgctcaa
tecegetgate
gaagaccgcce
cgecgacttcg
accgagttgg
acgcagccgt
agcacgtaaa
cagcttggat
cggtgtatge
aggaaatgac
actgcactct
gcoctagetga
gctatgagca
cggaagcaaa
gagagctgat
agacggettt
taaaagacac
gaggaggccyg
gtgtgcgegg

agagccagcc

cagaaecgectg

agtccagtca
ttatgactgt
ttagcgtgte
cgaggacgcc
gtaggatctc

gggggckcac

‘actgcteccca

ggaaatttcc

cgagagattg

4740

4800

4860

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

SBBO

55940

6000

&060

6120

6180

6240

6300

6160

6420

6480
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gattcttacc gtggaaattc ttcgcaaaaa teocgtoccctg ategeecttg cgacgttgge

gteggtgcog ctggttgcge ttggocttgac cgacttgate agoggococgoct cgatttaaat

ES 2 383 888 T3

ctcgagagge ctgacgtogg goccggtace a

<210> 16

<211> 407

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 16

Val

1

Glu

AsSp

val

Ala

85

Gly

Ser

Asn

Ala

Thr
145

Ala

Gly

Ala

Vval

S0

Tyr

Phe

Val

Ser

Gly

130

Glu

Gln

His

Leu

35

Thr

val

Asn

Ser

Asp

115

Ala

Glu

Pro

Pro

20

Leu

Thr

Glu

Ser

Ile

100

Glu

Gly

Tyr

Thr

ABp

Glu

Gly

Ile

Ser

B85

Gly

Ala

Asp

Met

Ala

Lye

Lys

Ile

Pro

70

Glu

Glu

Arg

Gln

Pro
150

Val

Ile

Asp

val

55

Gln

Val

Gln

Thr

Gly

135

Leu

Arg

Cys

Fro

40

His

Leu

Gly

Ser

Asn

120

Leu

Pro

Leu

Asp

Gln

Val

Val

FPhe

Gln

105

Gly

Met

Ile

Fhe

10

Ala

Ser

Val

Arg

ABD

20

Glu

Asp

Phe

Ala

37

Thr

Ile

Arg

Gly

Asn

73

Gly

Ile

Val

Gly

Leu
155

Ser

Ser

Val

Glu

60

Lys

Arg

Ala

Glu

Tyr
140

Ala

Glu

Asp

Ala

45

val

Leu

Thr

Glu
125

Ala

His

Ser

Thr

30

Val

Arg

Ile

Cys

Gly

110

ABp

Thr

Arg

val

is

Ile

Glu

Thr

Glu

Gly

25

Val

hAep

Asn

Leu

Thr

Leu

Thr

Ser

Ile

80

Val

Asp

Arg

Glu

Ser
160

6540

6600

6631



Pro

Pro

Val

Trp

225

Thr

Gly

Gly

Lys

Ile

305

Ala

Thr

Glu

Leu

Thr
3as

Arg

Asp

Ser

Amp

210

Val

Val

Asp

Met

val

290

val

Ile

Asn

Val

Arg

370

Asp

Leu

Gly

Hisz

155

Arg

Ile

Leu

Ala

Ala

275

Asp

Ala

Gly

Lys

Phe

155

Pra

Leu

Thr

Lys

180

Leu

Ala

Lys

Ile

Gly

280

Arg

Arg

Ala

Arg

Glu

340

hsp

Ile

Asp

Gln

165

Thr

Asp

Trp

Asp

Asn

245

His

Ser

Gly

Ala

i25

aly

Lew

Tyr

Leu

Val

Gln

Thr

Leu

Ala

230

Fro

Thr

Gly

Ala

Leu

310

Lys

Leu

Arg

Ala

Pro
3350

Arg

Val

Val

Glu

215

Gly

Ser

Gly

Gly

Ala

285

Ala

Pro

S5er

Pro

Asp

i7s

Trp
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Lys

Thr

Val

200

Thr

Ile

Gly

Arg

Gly
280

Tyr

AsSpD

Val

Asp

Ala

360

Thr

Glu

Glu

Phe

185

Ile

Gln

Glu

Ser

Lys

2565

Ala

Ala

Arg

Gly

Glu

145

Ala

Ala

Ala

Gly

170

Ala

Ser

Leu

Asp

Fhe

250

Ile

Fhe

Met

Ala

Leu

3io

Gln

Ile

Ala

Ile

38

Ile

Thr

L=y

235

Ile

Ile

Ser

Arg

Glu
315

Tyr

Ile

Ile

Tyr

Asp
ass

Val

hsp

Gln

Glu

220

Ala

Val

Gly

Trp

aoo

val

Val

Gln

Arg

Gly

B0

Arg

Pro

Ala

His
205

His

Gly

Asp

Lys

285

Val

Gln

Glu

Ala

Glu

365

His

Val

His

Gln
190

AEp

Val

Gly

Gly

Thr

270

Asp

Ala

val

Thr

Ala

iso

Leu

Phe

Asp

Leu
175

Pro

Ile

Glu

Pro
255

Tyr

Pro

Lys

Ala

Fhe

335

Val

Asp

Gly

Glu

Arg

Glu

Asp

Ile

240

Met

Gly

Ser

Asn

320

Asp

Leu

Leu

Arg

400



10

15

20

25

30

35
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Arg Ala Ala Leu Lys Leu Ala
405

<210> 17

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 17
gattcgacgg acgcaccget ggogtctcag tatccate

<210> 18

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 18

gatggatact gagacgccag cggtgocgtoce gtegaate
<210> 19

<211> 6631

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 19

cgcgtcatat taaccccaaa

ggagegggga
acttgagggc
cagtgcgacc
gctcacggat
gctocgtogot

ttgcgegtee

gcaggtgagg
cgcgggLtLt
tgcgecgaagt
aaagtggccg
aattgctget
caggccttoe

aatggcgeat

tgccatgaat
tcatcaacge
taggcagcag
agacgcaggt
ttgttggtgt

gcaacctgaa

agaggtaaaa
cocgaagatac
ggtcgatage
tgtcagcgta
caaagacctc
caaaggttece

cttcagecgeg

39

coocgogocac
tacatcagat
ctcccaagga
gatcggacga
caacacggca
aacgtaaagt

atcagcaaqgq

cgactttteca
ttttaggceca
aggtccaaat
agcagatcaa
gcocctgaatck
ccgactggot

cotgctgeca

£y

i8

120

180

240

300

i60

420



cgatgttett
ccttaccgga
tcttgeoggec
ggttgatcaa
cccaatcaat
cgtgctgggt
cgaaggtgac
cctgggtcag
cggtttogtt
cttcttcaac
cctgggactyg
cagaggagtt
aagcgctggt
ctgocgacgeg
catcacatat
cggrtggctg
Acaaaaaacc
tttctagact
gebtgeegtge
cttttgococca
cttecoggga
tccgocagaaa
aaacgcaagc
ctgggcggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgcac
acaacagaca
ggttetttrt

geggctatcg

tgctacccaa
gaatgctcca
ggtcagaccc
cacggtgatc
gacgtattecg
ggagatgaca
ckgggttttt
acgacgtgac
ggtggcgtag
gteocgoogttg
ctcaccgatg
gaatccgatt
acggacctog
cgactgcgga
tttgtctgga
agccacaaat
aatatagacc
tcgcgatacg
tccacatoga
aacactttge
tttaaatcgco
cggtgctgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccctgcaaaq
agatctgatec
gcaggttcte
atocggctgck
gtcaagaceg

tggctggoca
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cgratggegt
ccaccatggce
gcatcaccca
tcaccggttg
cgcagttggg
acggtatcca
cocgtetggac
agtcggtgcyg
ccgaacatca
gtgecgggctt
gatactgaga
tcgaténg:t
ccaacaacat
tctttttega
tgtcecctcag
accctbtottt
aagctgtcta
ccagtgcocgce
ctacooccace
ccatgccocecac
tagcgggetg
ccocggatgaa
agcaggtagc
caagcgaace
taaactggat
aagagacagg
cggccgottyg
ctgatgocoge
acctgtecogg

cgacgggcgt

atgcagcaga
gagccatgee
tggggccace
ccagateocte
ttteccaaceca
ggtggctagg
gcaggtgagg
ccaacgecgat
ggccoctggte
cgteoggagte
cgccageggte
tgttgcggac
ggacgattcc
gcagegegte
ttacagatte
Cgaagaagtt
aaactgcaat
gtococcaaatt
gtgagcatec
ctcattacac
ctaaaggaag
tgtcagectac
ttgcagtggg
ggaattgeca
ggctttcocttg
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgttcocgg
tgcectgaat

tcecttgcgca

40

gcggtecace
accgtaggta
cagaatgaag
aatgcctgog
tgcacagtca
goggbcoktge
aacgaktgccec
aggaagaggc
gococagcacct
ateccacgeeg
gocgtococgteg
taattgaggg
ggtggtgacc
caaaatggta
actggtgaac
gagaataaat
gtcagtggte
tgocgocagcaa
aaaatccagce
atgaggaggt
cggaacacgt
tgggctatct
cttacatgge
gctggggege
ccgocaagga
tttcgcatga
ctatteogget
ctgtcagegc
gaactgcagg

gctgtgctcg

ttgcttggat
tecacgatga
gaacctgaag
tctttgatta
acttctgggt
gcatcgtatg
tctttacgaa
atgtactett
gcgocggtogt
tcagcgattt
aatccaacct
atctctacgt
acagtttcca
tcggaaatag
daacggacgg
agtcttaaat
tagctggatt
cctogatttt
cctoattgtg
cacagecectt
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cecbcbggtaa
tctgatggeog
ttgaacaaga
atgactggge
aggggcgccco
acgaggcage

acgttgktcac

480

540

800

660

720

780

840

800

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1660

1920

1980

2040

2100

2160

2220



tgaagcggga
tcaccttget
gcttgatecg
tactcggatg
cgcgccagee
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatk
tatcgceogck
agcgggactc
ttocgattoca
ggctggatga
gogeooggocg
gogetottoo
ggtatcagct
aaagaacatg
ggecgttktte
gaggtggecga
cgtgocgotot
gggaagcgtg
tcgoctcoccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttacctto
cggtggtett
tocctttgate
tttggtcatg

cogogoaaag

agggactggo
cctgocogaga
gctacctgece
gaagccggte
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggccgge
gctgaagagc
ccocgatteoge
tggggttcga
cogocgoctt
tococtoccagog
goococggtgtg
gocttectoge
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggectec
aacccgacag
cctgttooga
gegettteote
ctgggactgtg
cgtctbgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa

tccecgetbeg
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tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgocgaa
tgggtgtggce
ttggcggega
agcgcatege
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatcte
aaataccgca
tcactgacte
cggtaatacyg
goccagcaaaa
goocccctga
gactataaag
coctgooget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagete
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt

tgaaaatttt

cgaagtgcoccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgcécatg
tatecatggtyg
ggaccgctat
atgagctgac
cttctatcge
caagcgacgc
ttggacttceg
atgctggagt
cagatgcgta
geotgegoteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggeg
taceggatac
ctgtaggtat
ccococgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatcocgge
tacgcgcaga
tcagtggaac

cacctagatcec

cgtgoogegt

41

gggcaggatc
gcaatgcgge
catcgeatcg
Qangnagagc
cCccgacggcyg
gaaaatggce
caggacatag
cgcttocteg
cttcttgacg
ccaacctgoeo
gaategtttt
toctteocgoeca
aggagaaaat
gtcgttogge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcococeoectg
ctgteccgoct
ctcagttegg
cccgaccgct
ttatcgeocac
gctacagagt
atctgcgcete
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaacteac
cttttaaagg

gattttcege

tocctgteate
ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggct
aggatctocgt
gcttttetgg
cgttggctac
tgetttacgyg
agttetectyg
atcacgagat
cocgggacgeoc
cgctagcggco
ac:gcat;ag
tgcggogage
ataacgcagqg
cocgogttget
gctcaagtca
gaagetecet
ttoctocctte
tgtaggtegt
gcgecttate
tggcagcagc
tettgaagty
tgctgaagcc
cegetggktag
ctcaagaaga
gttaagggat
ceggocgogg

caaaaacttt

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3izo

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

1780

3840

1800

3960



aacgaacgtt
ntcatcaéct
cgatttaaaa
acgagactgg
gactgacgag
cagttgeqgeoe
aaaatattge
cgccgaggag
aattttggece
ggtgoceogea
gacgtgtcag
cgcacaggog
gagcggtaac
aaatgactct
tgttegacace
gocgaatteoct
ccagocgeottg
ttcaaaatcg
gettgtectg
cccocgaggte
cggcgtgaat
cgcagcagge
cocgogtttte
ccgacgatee
tcttatggag
ggagttttet
agcacttgcc
cgacggegtc
tcgocacget

Caagggtcat

cgttataatg
atggatctct
acggtgatcg
goccagtgoeog
ctgegkgete
tactgeggtg
tcagatgcgt
ctggaggcgg
atggtcgtca
ggcatgacaa
cgocogocace
gcaagaagcg
tcacagggcg
ageggattca
ceatecegag
cgctcacctg
gatcaaagac
cttgcocecggt
gacattgatyg
tacgcgattt
ccactgagcg
atgagcagcc
ggcgctgacc
cageccocgtace
gttgctcgca
agcggacggyg
acgcttgaag
cgtgtcctct
ttgactgtgg

cgagcctacyg
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gtgtcatgac
ctgatgtcgc
gatttttceg
cgagcgacct
ggccagegcoo
gocctgattec
gtocgtgeogo
ctaggtcgca
cagagctgga
acatcgtaaa
acctgcaccg
ataagctgca
tcggoctaacc
cgagacattg
ctogegetge
ggcagagaaa
coggacacgg
gccagtatgt
tgccgagcoca
tggagcgctg
ggaaatgcca
cgaatatgcg
aggctbtttte
getggeocatge
tgatctcagg
cacgtatcga
caagcctgoc
ggactgctoo
gataccagtt

agcgtgocta

cttcacgacg
gctggagtce
agectetegat
agaaactctc
aggaggacgc
tccceggect
agccagcogeo
aatggecgetg
agocggcagcg
tgocgogtee
aatcggcagc
cgaatacctg
cccagtccaa
acacaccgge
gateacgtgg
atttccaggg
agaaacacag
tgctctgacg
ccaggcoggc
ggcacgcctg
goctcatctgg
coctgotgget
acataggctg
ccagcacaat
cacagaaaaa
agcggcaaga
gagecgeeget
agggcgtgcec
aaaagcggct

caccgtoget

42

aagtactaaa
gacgcgctcg
acgacggacg
gtggcggatce
acagtagtgg
gaccocgcgag
gagcgcocgoca
gaagtgcgteo
agaattatecg
cgtgtgeoegt
agcgtegoge
aaaaatgttg
acctgggaga
ctggaaattt
ctggacgage
cagcaagacc
ccgaagttat
cacgcgcage
gggaaaatecg
gaaaaagcge
ctcattgate
geaacgaceg
agcocgtggce
cgogtggatce
cctaaaaaac
aaagccactg
gaagcgtctg
gocoocgtgatg
ggtgagcgece

caggcggtcg

attggcccga
atgctgeoocgt
cgeccageate
ttgaggagct
aggatgcaat
gacggcgcgco
acaaacgcca
ccocogagoga
cgatcgtggc
ggcegeceag
gtcgaaaaag
aacgccocogt
aagcgctcaa
tcogotgate
gaagacogeoo
cgcgactteg
accgagttgg
acgcageccogt
agcacgtaaa
cagcttggat
cggtgtatgc
aggaaatgac
actgcacktct
gcoctagekbga
gctatgagca
cggaagcaaa
gagagctgat
agacggcttt

taaaagacac

gaggaggccg

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
QEED
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
SSEO
5640
5700

S760
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tgagcctgat
ctacgtocgot
gaggcgaaaa
gaaagaccca
acgacaagct
tgagggagag
acgtcagacc
gaaagcttece
tctcttggec
accataggea
aagatcttca
tccaccgagt
gattcttacc
gtcggtgeeg

ctcgagaggce

<210> 20
<211> 5863

<212> ADN

ctgccgocogg
aaaggccage
gctoctggocca
aacagtgagt
aggaaagcta
actggcteogt
gtgaatagag
cagtaaatgt
tocotttctag
gataacgttc
aagccactgc
tegtgeacac
gtggaaatcte
ctggttacge

ctgacgtcgg

<213> Secuencia artificial

<400> 20
tegagaggee

agaggtaaaa
ccgaagatac
ggtcgatage
tgtcagcgta
caaagaccte
caaaggttte

cttcagegeg

tgacgtcggg
cococgeogocac
tacatcagat
ctcccaagga
gatcggacga
caacacggca
aacgtaaagt

atcagcaagg

ES 2 383 888 T3

actgtgaccg
cagtegtocc
ctatgggaag
acgecccgage
aaggaaatcg
ggccgacaat
cacttaaggt
gccatectegt
gtegggetga
cocacoggot
cgcgactgec
ceckatgeca
ttcgcaaaaa
ttggettgac

geccggtace

ccocggtacea
Ccgactttbtca
ttttaggeeca
aggtccaaat
agcagatcaa
gcctgaatcet
ccgactggct

cctgotgeea

ccagacggat
tgctogtecag
acgtggocggt
acagocgagaa
cttgaccatt
caatgaagct
ctgogggoat
aggcagaaaa
ttgectottga
cgoctogtaa
ttcgogaage
agcttcttte
tegtceocetg
cgacttgate

cgeogteatat
ggagcgggga
acttgagggc
cagtgogace
gctcacggat
gctogteget
ttgocgeogtec

cgatgttete

43

tggcocgegac
acagagacge
aaaaaggccg
aaactagecta
gcaggttggt
atgtctgaat
tgaacttcca
cggttecece
agctetetag
gecgcoacaagg
cttgoceege
accctaaatt
atcgococttg

agcggecget

gcaggtgagg
cgcgggttit
tgecgcgaagt
aaagtggceog
aattgctgot
caggccttce
aatggcgtat

tgctacccaa

gtgtgcgegg
agagccagcoe
cagaacgctg
agtccagteca
ttatgactgt
ttagcgtgteo
cgaggacgcc
gtagggtcte
gggggctcac
actgctocca
ggaaatttec
cgagagattg
cgacgttggc

cgatttaaat

taaccocaaa
tgccatgaat
tcatcaacge
taggcagcag
ggacgcaggt
ttgttggtgt
gcaacctgaa

cgcatggogt

58620
5880
5940
6000
6060
512D.
6180
6240
€300
6360
6420
€480
6540
6600

6631

el
120
180
240
300
3e0
420

480



atgcagcaga
gagccatgece
tggggccace
ccagatocto
tttccaaceca
ggtggctagg
gcaggtgagg
ccaacgcgat
ggccctggte
cgtoggagtt
cgocagocggt
tgttgeggac
ggacgatteeo
gcagcgogtc
ttacagattc
cgaagaagktt
aaactgcaat
gtcccaaatt
gtgagcatee
ctcattacac
ctaaaggaaqg
tgtcagctac
ttgcagtggg
ggaattgecca
ggcttbtcttg
atgaggateg
ggtggagagg
cgtgttcegyg
Cgccctgaat

tccttgegea

gocggtocacco
accgtaggta
cagaatgaag
aatgcctgog
tgcacggtea
gocggtottge
aacgatgecec
aggaagaggc
gocagecacct
atccacgeeg
gegbcogtog
taattgaggqg
ggtggtgacc
caaaatggta
actggtgaac
gagaataaat
gtcagtggte
tgocgcagcaa
aaaateccage
atgaggaggt
cggaacacgt
tgggctatct
cttacatgge
gctggggege
ccgocaagga
tttcgoatga
ctattecggect
ctgtecagcge
gaactgcagg

gctgtgcteg
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ttgcttggat
tecacgatga
gaacctgaag
tcttbtgatta
acttocegggt
gcatcgtatg
tetttacgaa
atgtactctt
gcgeggtegt
tcagcgattt
aatccaacct
atctctacgt
acagtttcca
tcggaaatag
aaacagacgg
agtcttaaat
tagctggatt
cctcgatttt
cctcattgtg
cgeoagocctt
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cctctggtaa
tctgatggeog
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggcgeccc
acgaggcage

acgtogtcac

ccttaccgga
tcttgeggee
ggttgatcaa
cccaatcaat
cgtgctgggt
cgaaggtgac
coctgggteag
cggtttogtt
cttcttecaac
cctgggactg
cagaggagtt
aagcgctagt
ctgcgacgog
caktcacatat
cggttggctg
acaaaaaacc
tttetagact
gctgcocogtge
ctettgeeea
cttccocggga
Leccgcagaaa
aaacgcaagc
ctgggoggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgeoac
acaacagaca
ggttcttttL
goggotateg

tgaagcggga

44

gaatgctceca
ggtcagacee
cacggtgatc
gacgtgttcg
ggagatgaca
ctaggttttt
acgacgtgac
ggtggcgtag
gtogeegttg
ctcaccgatg
gaatcecgatt
acggacecteg
cgactgcgga
tttgtotgga
agccacaaat
aatatagacc
togegatacyg
tccacatcga
aacactttge
tttaaatcgc
cggtgctgac
gcaaagagaa
ttatggacag
cocctgocaaag
agatctgatc
gcaggttcte
atecggetget
gtcaagaccyg
tggctggeoeca

agggactggc

ccaccatgge
geatcaccca
tcaccggttg
cgcagttgog
acggtatecca
ccgteotggac
agtcggtgeg
ccgaacatca
gtgcgggett
gatactgaga
tcgatgagct
ccaacaacat
tctttttcga
tgtcoccbcag
acectbctet
aagctgtcta
ccagtgcoge
ctaccccacc
ccatgeoccac
taacgggctg
cccggatgaa
agcaggtage
caagcgaacc
taaactggat
aagagacagg
cggocogottyg
ctgatgeccge
acctgtcocgg
cgacgggegt

tgctattggyg

240

600

660

720

T80

840

900

960 -

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1B60

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280



cgaagtgecog
catggctgac
ccaagcgaaa
ggatgatctyg
ggcgegeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatege
caagcgacgc
ttgggctteg
atgctggagt
cagatgogta
gctgcogotog
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggeqg
taccggatac
ctgtaggtat
cccegtteag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtacttggt
ttgatecegge
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagate

tttgttaact

gggcaggatc
gcaatgcgge
catcgcatcg
gacgaagagc
cCcogacggcg
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttecteg
cttettgacyg
ccaacctgeoc
gaatcgtttt
tcttcgooca
aggagaaaat
gtegttegge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
daaaatcgac
tttccococtg
ctgtccgoct
ctcagkbttcgg
ccocgaccget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgogcte
dAaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaagg

gttaattgtc
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tecctgbtcate
ggctgcatac
agcgagcacyg
atcaggggct
aggatctcgt
gcttttctgg
cgttggotaec
tgctttacgg
agttcttctg
atcacgagat
cogggacgcoc
cgctagocgge
accgcatcag
tgocggogage
ataacgcagg
cogegttget
gctcaagtca
gaagctecect
ttoctoeceotee
tgtaggtegt
gogeocttate
tggcagcagce
tcttgaagtyg
tgctgaagcce
ccgectggtag
CtCaagaaga
gttaagggat
ccggccgogg

Ccttgttcaag

tecaccktget
gcttgatececg
tactcggaktg
cgcgocagec
cgtgacccat
actcatcgac
cogtgatatcte
tategcoccget
agcgggacte
ttcgattcca
ggctggatga
gcgoocggocg
gegetottoo
ggtatecaget
aaagaacatg
ggogttette
gaggtggcga
cgbgeogetet
gggaagecgtyg
tcgcoctoccaag
eggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttacctte
cggtggtttt
tocctttgate
tttggtcatg
cocgecategg

gatgctgtct

45

cctgocogaga
gctacctgeo
gaagccggtc
gaactgttcg
ggcgatgoot
tgtggcoggc
gctgaagage
cococgattoge
tggggttega
cocgoogectt
tcctoccagog
geecoggtgtg
gocttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctece
aacccgacag
cctgttooga
gegettecte
ctgggctgtyg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttttctacgg
agattatcaa
catttteotet

ttgacaacag

aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgoogaa
tgggtgtgge
ttggoggega
agcgcatcge
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatctco
aaataccogea
tcactgacte
cggtaatacg
gecagcaaaa
gococcctga
gactataaag
cocctgoeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaaceceggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggt;gctc
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt
tgogttttta

atgttttett

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

ileo

3240

3300

3360

3420

3480

1540

3600

g6l

1720

3780

ig40

3900

1960

4020



goctttgatg
tctgtttgte
gtgtgagtaa
tttgttcage
atcgttagac
ccatttgoocg
tacaatcage
gagagcgcog
ttettgacgg
gecettggtag
atcttcoctacg
atcgatgaac
atcctctaca
tgtcagtgtt
teccgtcagatc
atcatttgea
aatagaagtt
aggatctecg
agocgttttge
aattgtggac
ttgcagecata
gttcgtttct
taatactgtt
gtactgtgtt
gcacaataaa
Ltacacattt
Ccctcattcta
agaaaatcat
Cttttcatte

tcacaattca

ttcagcagga
atatagecttg
gtaaaggtta
ggcttgtatg
gtaatgeecgt
ttcattttaa
ggtttcatca
tttgctaact
aagaatgatg
ccatctteocag
tagtgaggat
tgctgtacat
ccgttgatgt
tgtttgecegt
gtaaatgtgg
tcgaatttgt
togecgactt
gctaatgcaa
aatggecage
gaatcaaatt
tcatggeogtg
ttcgcaaacg
gottgttitg
ageoggtetge
aaaagaccta
taggtettge
ttagactctc
aaaaggattt
tctgtatttt

gaaaatatcca
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agctocggcocge
taatcacgac
catcgttagg
ggccagttaa
caatcgteat
agacgttcge
cttttttcag
cagccgtgog
tgeotcttgeo
tteccagtgtt
ctctcagogt
tttgatacgt
tcaaagagct
aatgtttacec
ctgaacctga
cgotgteottt
tttgatagaa
agacgatgtg
tgtocccaaac
cagaaacttg
taatatggga
cttgagttgec
Ccaaacttttt
ttettecage
aaatatgtaa
ctgetttate
gttrggattyg
gcagactacg
ttatagtttec

taatatctca

daacgttgat
attgtttoet
atcaagatcc
agaattagaa
ttttgatecg
gocgttcaatt
tgctgtaatca
ttttttatcg
atagtatgct
tgotteoaaat
atggttgtcg
ttttccgtea
gtctgatget
ggagaaatca
ccattetegt
aaagacgoegg
catgtaaate
gtagcocgtga

gteocaggect

atatttttca.

aatgccgtat
gccteoectgeco
gatgttcatc
cctockghEt
ggggtgacgce
agtaacaaac
caactggtct
ggcctaaaga
tgttgeatgg

tttcactaaa

46

tgrttgtctg
ttcgecttgag
atttttaaca
acataaccaa
cgggagtcag
tcatctgtta
tcgettaget
ctttgcagaa
ctgttaaata
actaagtatt
cctgagcoctgt
cegtecaaaga
gatacgttaa
gtgtagaata
gttbggtett
ccagogtttt
gatgtgtecat
tagtttgcga
tttgragaag
ttttttkget
gtttccttat
agcagtgegg
gttcatgtct
gaagatggca
caaagtatac
cogogogatt
attttoctct
actaaaaaat
geataaagtt

taatagtgaa

cgtagaatcc
gtacagcgaa
caaggccagt
geoatgtaaat
tgaacaggta
ctgtgttaga
Caatcatacc
gtttttgact
aagattcttec
tgtggcecter
agrtgcctic
ttgatttata
cttgtgcagt
aacggatttt
ttaggataga
tecagetgte
cocgoakbttte
cagtgcogte
agatattttt
gttcagggat
atggcottttg
tagtaaagqgkt
CCECttttat
agttagttac
actttgeooct
tacttttega
tttgtttgat
ctatctgttt
goctttttaa

cggcaggtat

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

S040

5100

5160

5220

5280

5340

2400

54640

5520

5580

5640

5700

5760

SB20
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15

20
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atgtgatggg ttaaaaagga tcocggcggocog ctogatttaa atc

<210> 21
<211> 1224
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> CDS
<2225 (1) .. (1224)

<223>

<400> 21

gtg gct cag cca acc

Met /¥eifAla Gln Pro Thr
1 5

gag gga cat
Glu Gly His

gac gcg otg
Asp Ala Leu
35

gtg gtec ace
Val val Thr
50

gct tac gta
Ala Tyr Val
65

gga ttc aac
Gly Phe Asn

tca gta tec
Ser Val Ser

aac tcc gac
RAsn Ser Asp
115

gca ggt gct
Ala Gly Ala

cca
Pro
20

cte
Leu

acc
Thr

gag
Glu

cee
Ser

atec
Ile
100

gaa

Glu

gg9c
Gly

gac
Asp

gaa
Glu

gga
Gly

atec
Ile

tee
Ser
85

ggt
Gly

goe
Ala

gac
Asp

gce
Ala

aaa
Lys

daa
Lys

ate
Ile

cck
Pro
70

gag
Glu

gag
Glu

cge
Arg

cag
Gln

gte
Val

ata
Ile

gat
Asp

gte
Val
55

caa

Gln

gtt
val

cag
Gln

ace
Thr

g9¢
Gly

cgt
Arg

tgt
Cys

ccg
Pro
40

cat
His

tta
Leu

gga
Gly

teco
Ser

aac
hsn
120

cbg
Leu

ttg
Leu

gat
Asp
25

cag
Gln

gtt
Val

gtec
Val

Ete
Phe

cag
Gln
105

ggc
Gly

atg
Met

47

ttc
Phe
10

get
Ala

teg
Ser

gtt
Val

cgec
hrg

gac
ABp
80

gaa

Glu

gac
hsp

tte
Phe

acc
Thr

att
Ile

cge
Arg

g9c
Gly

aag
Asn
75

gga
Gly

atc
Ile

gtt
Val

g9¢c
Gly

agt
Ser

tco
Ser

gte
Val

gag
Glu
&0

aag

Lysa

cge
Arg

gct
Ala

gaa
Glu

tac

Tyr

gaa
Glu

gat
Asp

gca
Ala
45

gtc
Val

cte
Leu

acec
Thr

gac
Asp

gaa
Glu
125

gcc
Ala

tct
Ser

acg
Thr
30

gtg
val

cgt

atec
Ile

gct
Ala

ggc
Gly
110

gac

Asp

acc
Thr

gta
Val
15

att
Ile

gaa
Glu

aceg
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
95

qtg
Val

gac
Asp

aac
Asn

act
Thr

cttg
Leu

act
Thr

aggc
Ser

ate
Ile
B8O

gtc
Val

gat
Asp

cqgc
Arg

gaa
Glu

56863

48

-1:1

144

192

240

288

336

384

432



ace
Thr
145

cgt
Arg

cca
Pro

cet
Pro

gtt
Val

tag
Trp
225

acc

Thr

ggt
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

atc
Ile
305

gec
Ala

acg
Thr

gag
Glu

ctt

130

gﬂ.ﬂ
Glu

cgt
Arg

gac
AEp

age
Ser

gac
Asp
210

gta
Val

gtg
Val

gat
Asp

atg
Met

grg
val
290

gtg
Val

att
Ile

aac
Aen

gte
Val

egt

gag
Glu

ctg
Leu

gga
Gly

cac
His
195

cgt
Arg

atc
Ile

ttg
Leu

gcg
Ala

gct
Ala
275

gac

Asp

gca
Ala

gga
Gly

aaq
Lys

= =
Phe
iss

ccg

tac

ace
Thr

aaa
Lys
180

ctg
Leu

gca
Ala

aaa
Lys

atc
Ile

ggt
Gly
260

cgc

cgc

gca
Ala

==
Arg

gaa
Glu
340

gac
Asp

atc

atg

cag
Gln
155

acc
Thr

gat
Asp

tgg
Trp

gac
Asp

aac
Asn
245

ctg
Leu

cat
His

tct
Ser

ggc
Gly

gca
Ala
325

ggc
Gly

ctg
Leu

tac

cct
Pro
150

gtt
val

cag
Gln

ace
Thr

ttg
Leu

gca
Ala
230

cct
Pro

ace
Thr

ggt
Gly

gct
Ala

ctt
Leu
310

aag
Lys

ctg
Leu

cgt
Arg

gct
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135
ctt

Leu

cgt

gtec
Val

gtk
val

gaa
Glu
218

ggc
Gly

tca
Ser

ggc
Gly

ggt
Gly

gca
Ala
295

get
Ala

cca
Pro

agc
Ser

cca
Pro

gac

cct
Pro

aaa
Lys

acc
Thr

gto
val
200

acg

Thr

att
Ile

ggt
Gly

cgc

gga
Gly
280

tac
Tyr

gat
Asp

gte
Val

gac
Asp

gca
Rla
360

act

atec
Ile

gag
Glu

ttc
Fhe
185

ate

Ile

caa
Gln

gag
Glu

tece
Ser

aag
Lys
265

gca

Ala

gce
Ala

ege
Arg

g99a
Gly

gag
Glu
345

gca

Rla

gct

48

gcg
Ala

ggc
Gly
170

gca
Ala

cec
Ser

ctg
Leu

gat
Asp

tte
Phe
250

atec

Ile

tte
Phe

atg
Met

gct
Ala

=4
Leu
330

cag
Gln

atk
Ile

gecc

ttg
Leu
155

atc
Ile

tac
Tyr

acec
Thr

cge

ctg
Leu
215

atct
Ile

atc
Ile

tce
Ser

cgt
Arg

gﬂ.ﬂ
Glu
i1s

tac

Tyr

att
Ile

atec
Ile

cac

140

g9<g9
Ala

gtt
val

gat
ABp

cag
Gln

gaa
Glu
220
gca
Ala

ctg
Leu

gtg
val

ggt
Gly
tgg
oo
gtt

Val

gtt
Val

cag
Gln

cgt
Arg

ggc

cac
His

cct
Pro

gcg
Ala

cac
His
205
cac
His

acc
Thr

ggt
Gly

gat

aag
Lys
285

gta
Val

cag
Gln

gaa
Glu

gct
Ala

gag
Glu
365

cac

cga
Arg

cac
His

caa
Gln
150

gac
Asp

gtec
Val

ggt
Gly

ggc
Gly

acc
Thr
270

gat
ASp

gca
Ala

gtt
Val

acec
Thr

gcc
Ala
iso

CcEt
Lieu

EEL

ctg
Leu

ctg
Leu
175

gac

cca
Pro

attc
Ile

gag
Glu

ccc
Pro
255

tac

Tyr

cca
Pro

aag
Lys

gca
Ala

tte
Phe
3is

grg
Val

gat
hsp

ggt

tca
Ser
1&0

ogt

Arg

cgc

gaa
Glu

gat
RAsp

atc
Ile
240

atg
Met

ggt
Gly

agc
Ser

aac
Asn

tac
Tyr
320

gac
Asp

ttg
Leu

otg
Leu

cgo

480

528

576

624

672

720

768

816

B64

912

960

1008

1056

1104

1152



10

Leu

act
Thr
385

cgc
Arg

<210>
<211>

<212>

Arg Pro Ile

370

gat ttg gac
Asp Leu Asp

gca gcc ctce
Ala Ala Leu

22

407

PRT

Tyr

ctt
Leu

aag
Lys

Ala

cct
Pro

390

405

<213> Secuencia artificial

<400>

22

Met Ala Gln Pro

1

Glu

Asp

Val

Ala

€5

Gly

Ser

Asn

Ala

Gly His

Ala Leu
35

val Thr
50

Tyr Val

Phe Asn

val Ser

Ser Asp

115

Gly Ala
130

Pro

20

Leu

Thr

Glu

Ser

Ile

100

Glu

Gly

Thr

Asp

Glu

Gly

Ile

Ser

85

Gly

Ala

Asp

ttg
Leu

Ala

Lys

Lys

Ile

Pro

70

Glu

Glu

Arg

Gln

Asp
375

tgg
Trp

gcc
Ala
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Thr Ala Ala 1Yr Gly Hl1s Phe Gly Arg

380

gag gct atc gac cgc gtt gat gaa ctt
Glu Ala Ile Asp Arg Val Asp Glu Leu
400

taa

Val

Ile

Asp

Val

55

Gln

Val

Gln

Thr

Gly
135

Arg

Cys

Pro
40

His

Leu

Gly

Ser

Asn

120

Leu

Leu

Asp

25

Gln

val

Val

Phe

Gln

105

Gly

Met

49

385

Phe Thr Ser
10

Ala Ile Ser

Ser Arg Val

Val Gly Glu
60

Arg Asn Lys
75

Asp Gly Arg
S0

Glu Ile Ala

Asp Val Glu

Phe Gly Tyr
140

Glu

Asp

Ala

45

val

Leu

Thr

Asp

Glu

125

Ala

Ser

Thr

30

val

Arg

Ile

Ala

Gly

110

Asp

Thr

val

15

Ile

Glu

Thr

Glu

Gly

85

val

Asp

Asn

1200

1224

Thr

Leu

Thr

Ser

Ile

80

Val

Asp

Arg

Glu
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Thr Glu Glu Tyr Met Pro Leu Pro Ile Ala Leu Ala His Arg Leu Ser
145 150 155 160

Arg RArg Leu Thr Gln Val Arg Lys Glu Gly Ile Val Pre His Leu Arg
165 170 175

Pro Asp Gly Lys Thr Gln Val Thr Phe Ala Tyr Asp Ala Gln Asp Arg
180 185 130

Pro Ser His Leu Asp Thr Val Val Ile Ser Thr Gln His Asp Pro Glu
185 200 205

Val Asp Arg Ala Trp Leu Glu Thr Gln Leu Arg Glu His Val Ile Asp
210 215 220

Trp Val Ile Lys Asp Ala Gly Ile Glu Asp Leu Ala Thr Gly Glu Ile
225 230 235 240

Thr Val Leu Ile Asn Pro Ser Gly Ser Phe Ile Leu Gly Gly Pro Met
245 250 255

Gly Asp Ala Gly Leu Thr Gly Arg Lys Ile Ile Val Asp Thr Tyr Gly
260 265 270

Gly Met Ala Arg His Gly Gly Gly Ala Phe Ser Gly Lys Asp Pro Ser
275 280 285

Lys Val Asp Arg Ser Ala Ala Tyr Ala Met Arg Trp Val Ala Lys Asn
290 295 300

Ile Val Ala Ala Gly Leu Ala Asp Arg Ala Glu Val Gln Val Ala Tyr
3os 310 iis 320

Ala Ile Gly Arg Ala Lys Pro Val Gly Leu Tyr Val Glu Thr Phe Asp
izs 230 335

Thr Asn Lys Glu Gly Leu Ser Asp Glu Gln Ile Gln Ala Ala Val Leu
3440 345 350

Glu Val Phe Asp Leu Arg Pro Ala Ala Ile Ile Arg Glu Leu Asp Leu
a55 i60 ies

Leu Arg Pro Ile Tyr Ala Asp Thr Ala Ala Tyr Gly His Phe Gly Arag
370 375 80
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Thr Asp Leu Asp Leu Pro Trp Glu Ala Ile Asp Arg Val Asp Glu Leu

385 350

Arg Ala Ala Leu Lys Leu Ala
405

<210> 23
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Caracteristica variada
<222>(2) .. (2)

<223> Xaa = Phe 6 Tyr

<220>
<221> Caracteristica variada
<222>(3) .. (3)

<223> Xaa = Asp 6 Ser

<220>
<221> Caracteristica variada
<222> (4) .. (4)

<223> Xaa = aminoacido arbitrario

<220>
<221> Caracteristica variada
<222> (5) .. (5)

<223> Xaa =aminoacido arbitrario

<220>
<221> Caracteristica variada
<222>(7) .. (7)

<223> Xaa = aminoacido distinto de Cys

<220>

51

3ss

400



10

15

ES 2 383 888 T3

<221> Caracteristica variada
<222> (6) .. (6)

<223> Xaa = Ser 6 Thr

<220>

<221> Caracteristica variada
<222> (8) .. (8)

<223> Xaa = Gly 6 Ala

<400> 23

Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Val
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccion por fermentacion de L-metionina, que abarca las siguientes etapas:

a) fermentaciéon de un cultivo de bacterias corineformes que producen L-metionina, expresandose en las
bacterias corineformes por lo menos una secuencia de nucleétidos, que codifica una proteina con una
actividad disminuida de S-adenosil-metionina sintasa (metK) en comparacion con la enzima de tipo
silvestre, siendo la secuencia codificadora de metK una secuencia de nucleétidos, que codifica una proteina
con una actividad disminuida de metK, en la que se ha sustituido por lo menos un resto de cisteina de la
proteina de tipo silvestre,

b) enriquecimiento del producto quimico fino que contiene azufre en el medio y/o en las células de bacterias, y

c) aislamiento del producto quimico fino que contiene azufre,

realizandose que la secuencia codificadora de metK es una secuencia codificadora de nucleétidos, que codifica una
proteina con actividad de metK, que tiene la siguiente secuencia parcial de aminoacidos:

G(F/Y) (D/S) X' X*(S/T) X (G/A)}V

en la que

X' y X2 representan independientemente entre si un aminoacido arbitrario;

y

x? representa un aminoacido distinto de Cys introducido por mutacion.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, realizandose que la secuencia codificadora de metK codifica
una proteina con actividad de metK, abarcando la proteina una secuencia de aminoacidos de desde Met1 hasta
Ala407 de acuerdo con la SEQ ID NO: 22.

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, realizandose que la secuencia codificadora
de metK es un ADN o un ARN replicable en bacterias corineformes o integrado de una manera estable en el
cromosoma.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores,
realizandose que

a) se emplea una cepa de bacterias transformada con un vector plasmidico, que lleva por lo menos una copia
de la secuencia de metK mutada bajo el control de secuencias reguladoras, o

b) se emplea una cepa, en la que la secuencia de metK mutada se habia integrado en el cromosoma de la
bacteria.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, realizandose que se fermentan unas
bacterias corineformes, en las que se ha sobreexpresado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se
escoge entre

a) el gen lysC, que codifica una aspartato cinasa,

b) el gen asd, que codifica una asparato-semialdehido deshidrogenasa,
c) el gen gap, que codifica la glicerolaldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
d) el gen pgk, que codifica la 3-fosfoglicerato cinasa,

e) el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa,

f) el gen tpi, que codifica la triosafosfato isomerasa,

g) el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa,

h) el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa,

i) el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa,

j) el gen metH, que codifica la metionina sintasa,

k) el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa,

1) el gen metY, que codifica la O-acetil-homoserina sulfhidrilasa,

m) el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa,

n el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa,

L2

el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa,
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p) el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa,

q) el gen cysK, que codifica la cisteina sintasa,

r) el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa;
ylo

en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos uno de estos genes, de tal manera que la correspondiente
proteina, comparada con la proteina no mutada, sea influida en su actividad en una mas pequefia medida o ya no
sea influida por un metabolito del metabolismo, o que sea aumentada su actividad especifica.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, realizandose que se fermentan unas
bacterias corineformes, en las que se ha debilitado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se escoge
entre

el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa,

el gen ilvA, que codifica la treonina deshidratasa,

el gen thrC, que codifica la treonina sintasa,

el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa,
el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato carboxicinasa,

el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato 6-isomerasa,

el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa,

el gen dapA, que caodifica la dihidropicolinato sintasa,

el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa; o

el gen lysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa;

cggam Q0O T O

<<
o

realizandose que se fermentan unas bacterias corineformes, en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos
uno de estos genes de tal manera que la actividad enzimatica de la correspondiente proteina sea disminuida parcial
o completamente.

7. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones anteriores, realizandose que se emplean
microorganismos de la especie Corynebacterium glutamicum.

8. Procedimiento para la produccion de un aditivo en piensos para animales que contiene L-metionina a partir de
caldos de fermentacion, que abarca las siguientes etapas

a) cultivacion y fermentacién de un microorganismo, que produce L-metionina, de acuerdo con la definicion
dada en una de las reivindicaciones anteriores, en un medio de fermentacion;

b) eliminacién de agua a partir del caldo de fermentacion que contiene L-metionina;
c) eliminacién de la biomasa formada durante la fermentacion en una proporciéon de 0 a 100 % en peso; y
d) desecacion del caldo de fermentacion obtenido de acuerdo con b) y/o c), con el fin de obtener el aditivo en

piensos para animales en la deseada forma de un polvo o granulado.
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